Aus dem Kopf- und Hautzentrum des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf

Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Venerologie

Direktorin
Prof. Dr. Ingrid Moll

Bestimmung von Adhaesionsmolekilen
(sE-Selektin, sSICAM-1, sVCAM-1) und Wachstumsfaktor en (IGF-1, IGR-
1R und hGH) und ihr Einflu3 auf die Alterung des Im  munsystems

Dissertation

Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
Dem Fachbereich Medizin der Universitat Hamburg

vorgelegt von

Hulya Acar
aus Hamburg

Hamburg, 2007



Angenommen von der Medizinischen Fakultat

der Universitat Hamburg am: 13.02.2008
Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen
Fakultat der Universitat Hamburg

Prifungsausschul3, der/die Vorsitzende: PD Dr. Br€o
Prifungsausschul3: 2. Gutachter/in: PD Dr. K. Hoitzi
Prifungsausschul3: 3. Gutachter/in: Prof. Dr. HkBec






INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
1. AUSGANGSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG........ccuttittiiiie ettt 1
P2 | I ST PRR 2
2.1  ALTERUNG DESIMMUNSYSTEMS. IMMUNOSENESZENZ ......ccciiuutreteesiannineeeesannnnieeeessssseeeessannnnseeeesssnnsnees 2
2.1.1  Angeborene und erworbene IMMUNILAL ........ccoommeeeieiiiiiir e e e eaeae e 3
2.1.2 (2R Y01 0] a0 7.4 Y, (=] o PP PUUTTRRPT 4
% R T I IRV 401 o] 0T 74 Y/ (=] o PP UPPPR PR 5
2.1.4  Der T-Zellrezeptor und CD3-ProteinKOmMPIEX........c.uuuiiiiiiiiiiiiiiiieee et 6
2.2 KOSTIMULATORISCHEREZEPTOREN .....cttttutuuutaaaaaatatattattettuaaaaaaaaaaaaaaeeeasssssannan e aaaaaaaaeeeessssnsnnnnnnnnns 9
2.2 1 CD28+ T- LYMPROZYIEN ...ttt ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnneenes 9
2.2.2  Cutaneous Lymphocyte Antigen (CLA) ... ..ot e e e e e e 11
2.3 DASKUTANE IMMUNSYSTEM ...uttiiiieeiiitiieeeesiattieteeessattseeeesasseeeeeesastaeeaessssnttseeeessansteeeeessnnsnneeesssnnsnns 11
2.3.1  Alterungsbedingte Veranderungen des kutanen ImretarBg..............cccccvvvrvrrieiiereeeeeeeseeeennnnns 13
2.3.2 Die Migration VON LYMPROZYLEN ......coviiiiiieeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e ennnennes 14
2.4 ZELLULARE ADHASIONSMOLEKULE.......utttitteeiittteteeesaastteeeeeesanttteeasssnstseeeeesaasssseeeessastseeeeesssssseeessanes 14
2.4.1  Die ZelladhBSIONSKASKAAE ..........oiiiiiiiceeeeciiie ittt e e e s a e e sneneeeeas 16
2.4.2 E-Selektin (CD 62 E), s(souble)E-Selektin und skiganden (z.B.CLA) ........cccvvveevevveericccmmnnns 18
243 IMMUNQIObUlINSUPEITAMIlIE ...t 19
2 S [ @ 1 PRSPPSO 0.2
S TV @ 1N s SRR PPPPUPRP 21
2.5  ALLGEMEINE GRUNDLAGEN DER INTERZELLULARENSIGNALUBERTRAGEUNG ....cctttuuuiiieraeaaeieeeeeinnrnnnnnnnns 22
2.5.1  Wachstumshormon (GH), IGF-1..........ooii ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e 22
2.5.2 [T T L] et 3£ = o PSS 23
253 [ T - U o S 24
254 LT R L= =T o] (o] S 25
2.5.5  Staphylokokken Superantigene (SEB) .......cccceeeemiriiiiiiiee e e e 26
3. MATERIAL UND METHODEN .....oiiiiiiiiiiiiie ittt e ettt e e e e e e sbee e e s s st e e e e e s nnnbaeeeeeeannnees 28
3.1 VERWENDETECHEMIKALIEN , REAGENZIEN UNDLOSUNGSMITTEL...ccceiiitrriieeesiiriieeaesssinneeeeesanseneeeesans 28
3.1.1  Verwendete PUfEIOSUNGEN. ... ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e 29
3.1.2  VerbrauChSMAateriali@N ............uuuiiiiiie ettt e e e e e e e e e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aannnneenes 29
3.1.3 (1= - L= TP PU PP 30
3.2 BLUTSPENDERKOLLEKTIVE. ... .ciitittttttttttttuu i aaaeaaataaeeessaassanssasa s e aaaaaaataeesstsstasana e aaaaaeaaaaaaeeeeessssssnnnnns 30
3.2.1 Blutspenderkollektive zur Bestimmung der Adhasiotekiile mittels ELISA ..............ooooiiieeeee. 30
3.2.2 Blutspenderkollektive zur Isolierung von peripheneononuklearen Zellen ...............cc..ovvieeeeeee. 31
3.3 DERENZYMIMMUNOASSAY ....uttiiiieeiiiitiitie e e s sttt e e e s sttt e e s s sttt e e e e e s sn b be et e e e s aabbeeeeeeaanbbeeeeesaanbeeeeeesannreeas 31
3.3.1 Prinzip des ENZYMIiMMUNOASSAYS ......uuuurruerrmeeeeiesiesiiiiisnrnnsennnsesrerrrerreeaeeseasamnnsnnsnsmmmnreerrrr 31
3.3.2 Die Bestimmung von sE-Selectin im Plasma..............coooooi i 32
3.3.3 Die Bestimmung von SICAM-1 iM PlaSMa .......ccuueeeiiuuiiiiiiiiiiiieirreeieeeeeeese s snnseeeeeeeeeeeaeaaeeas 32
3.3.4  Die Bestimmung von SVCAM-1 iM PIaSMQA ......cummmmmeererrieeeeeeaieeiiaiiiisssinninsnrrereeseeeesessnnsannnnn 33
3.35 Die Bestimmung vON IGF-1 iM PlaSmMa.........ccccceuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e er e e e e e e e e e e 33
3.3.6 Die Bestimmung von hGH im PIaSMa .........coouiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 34
3.4  PRAPARATION VON ZELLEN AUS HUMANEM VOLLBLUT ...ututuuiaataaaaaaateeeetttitiiaaaaaaeaaaaaeaseeeesssnnnnnnnaaaaaeaens 34
34.1 Préaparation von mononukIearen BIUIZEIEN ... ccaueceeeeiiiiiiii e 34
B4.2  ZElIZANIUNG ..ottt e e e e e e e e e a bbbttt et e e et e e e aaaaaaaaaaas 35
3.5  STIMULATION VON PBMCMIT SEBUND IGF-1 ...ttt 36
3.6 DURCHFLURZYTOMETRIE...eieetiuttttteeesittteeeeessautteeesessasaneaesssstseeasssaassteeaessasstseeeesssnsseneesssnnsseeeesssnnnnes 37
3.6.1  Grundlagen der DUrchfluBZYtOMELriE .......cccuueieieiiieieeee e e 37
3.6.2 Farbung der Oberflachenmarker an isolierten PBMC..........cccovvviiiieeiiiiiiiiicc v 39
3.6.3 Farbung der Oberflachenmarker (an stimulierten PBIMC..........oouviiiiiiiiiiieeeeee e 40
3.6.4  Messung mit dem DUrchfluBZYtOMELET ........ .o eeeeiieiiiiiiie e e e e e e e e e s eeeees 40
3.7 STATISTISCHEANALYSE ..uuttetteeetittieteeesaaitteeeeeesatbeeeeessasteeeaessasbbeeeeeesabbeeeeeeessabbeeeeeesansaeeeeesasbneeeeessns 41
A, ERGEBNISSE .....ooii ittt ettt et ettt e e e ekttt e e a4 ettt et e e e s sttt e ee e ettt be e e e e e e s baa et eeenannntaeeaeennnrreeanan 42

4.1 ERGEBNISSE DERMEDIATORBESTIMMUNG IM PLASMA ...oiiniiiii ettt e it e s e s eaaas 42



INHALTSVERZEICHNIS

411 Plasmaspiegel VON SE-SEIEKLIN ............uimmmmmemreeeeeeeeeeee e et e s e eeeeee e e e s s s s en e s aeeeeeees 42
41.2 Plasmaspiegel VON SICAM-1 ...........oiii it s e s e e ettt e e e e e aaaaaeaeeseasasasassasraaseeeeneeaaaaaaaaanes 43
41.3 Plasmaspiegel VON SVCAM-L ...ttt e e e et e e e e e e e e e aaaaaaaaeaeas 44
4.1.4  Plasmaspiegel VON IGF-1 ...ttt e e e e e e e e e e e e et eeeeeaeeaaaaeans 45
4.1.5 Plasmaspiegel VON NGH ..........oo oottt e e e e e e e e et e e e e e e eeaaaaans 46
4.2  VERANDERUNG DEROBERFLACHENMARKER BEI STIMULIERTENPBMC ..o 47
4.2.1  Verénderung der Oberflachenmarker CD3/CD28 durém@ation ................cccccuvevviiieiieeeeac. 48
4.2.2  Veranderung der Oberflachenmarker CD3/IGF-R durdm8lation................occveveeeiiiiiiriccannes 49
4.2.3  Veranderung der Oberflachenmarker CLA/CD28 durdm@ation...........cccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiiceen, 50
4.2.4  Veranderung der Oberflachenmarker CLA/IGF-R durtim8lation.................ccccocoiiiiiiieceee. 52
LT BT 5] (0 15151 [ ]\ OO PP PRSPPI 53
5.1 DIE EXPRESSION DERADHAESIONSMOLEKULE IMALTER.....ciitrteiitreeeiireeesstreeesnneeesnressannesssneeessnnneeenes 53
5.2  IGF-1UND HGH KONZENTRATIONEN INABHANGIGKEIT VOM ALTER ....cvvveiiiriieitreeenineeesnneeesnneeesnneens 56
5.3  EXPRESSION VONOBERFLACHENMOLEKULEN AN PBMC DES KUTANEN  UND DES ZIRKULIERENDEN
IMMUNSYSTEMS IMALTER NACH STIMULATION ....tttttttiititietteeeeeestesiasssasiitssresssseesesaeeeeasssessassssnsnnssnsnneeeeees 59
5.3.1 Expression von CD28 im zirkulierenden und kutamemiinsystem in Abhangigkeit vom Alter ....... 59
5.3.2 IGF-1-R Expression im zirkulierenden und kutanemimsystem in Abhangigkeit vom Alter.......... 62
6. ZUSAMMENRFASSUNG ..ottt ittt sttt ettt ettt e e ettt e e aabee e e e abe e e eaee e e sabe e e s aabeeeenbbeeesbeeaesabeeeennes 65
7. LITERATURVERZEICHNIS ... .ottt ettt ettt ettt et e e st e e st e e e e bb e e e e bbe e e snbaeeesnees 67
8. DANKSAGUNG .....ci ettt ettt mee et e ettt e e hb e e e o2t bt e e aabe e e e aabe e e e bee e e sabeeesbbeeeabbeeesabbeeesnbeeaesnneend 82
9. LEBENSLAUR ...ttt ettt s ket e et e e amn e e a et e ek e e e s eR e e e e e e e nnn e nn e nnes 84
10.  ERKLARUNG......ctiiitiietiete et ee ettt e seemte st et et e te e seeseete st e st eseese st e e eseasesseseasesse s eneaneanesseneaneaneneenead 85



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

APZ Antigen-prasentierende Zellen

CD Cluster of Differentiation

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid

EGF Epidermal Growth Faktor

ELAM-1 Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1
ELISA Enzymimmunoassay

ESL-1 E-Selektin Ligand-1

EZ Endothelzelle

FACS Durchflu3zytometrie

FCS fetales Kéalberserum

FSC forward light scatter

GH Growth Hormon

GHRH Growth hormone releasing hormone

GHRIH Growth hormone releasing inhibiting hormone
GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
ICAM-1 Interzellulare Adhaesionsmolekul-1

IFNy Interferon-y

IGF-1 Insulin-like-Growth-Faktor 1

IGFBP Insulin-like-Growth-Faktor Bindungs Protein
IGSF Immunglobulin - Superfamilie

IL-1 Interleukin -1

IL-6 Interleukin -6

ITAMs Immunreceptor Tyrosine-based Activation Motivs
LT Leukotriene

MAC-1 Makrophae antigen alpha polspeptide

MHC Major Histocompatibility Complex

PAF Plattchenaktivierender Faktor

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBS Phosphate Buffered Saline

PECAM-1 Platelet-Endothelial Cell Adhaesion Molecule-1
PSGL-1 P-selektin gykoprotein ligand-1

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

SICAM soluble Intercellular Adhesion Molecule

sLeA Sialyl-Lewis-A

sLeX sialyl-Lewis-X

SSC Side light scatter



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Staph.
TCR
TMB
TNFa
VCAM
WH

Staphylokokken

T-Zell-Rezeptor
Tetramethylbenzin
Tumornekrosefaktor a

Vascular Cell Adhesion Molecule

Wachstumshormon



AUSGANGSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

1. AUSGANGSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Mit dem Altern des Organismus verandert sich beim Menschen das Immunsystem. Eine
Vielzahl von Faktoren ist bei diesen Veranderungen beteiligt.

Die Immunoseneszenz (lat., das Altern und die dadurch bedingten kdrperlichen
Veranderungen) scheint flr bestimmte Erkrankungen im Alter eine wichtige Rolle zu
spielen. Insbesondere Infektionen, Autoimmunphanomene und maligne Erkrankungen
treten haufiger auf. In diesen Prozessen scheint die Dysregulation der T-Zell Funktion
von entscheidender Bedeutung zu sein. Diese Arbeit beschéatftigt sich mit verschiedenen

Fragestellungen zur Immunoseneszenz der zirkulierenden und kutanen T-Lymphozyten.

1. Besteht ein  Zusammenhang  zwischen der  Expression  von

Adhaesionsmolekiilen und dem Altern?

2. Wie verandern sich die Serumwerte von Wachstumshormonen (hGH und

IGF-1) mit zunehmendem Alter?

3. Unterscheidet sich die Expression der Oberflachenmarker CD28 und IGF-1-R

auf T-Lymphozyten bei jungen und &lteren Probanden?

4. Wie verandert sich die Funktion der kutanen und zirkulierenden T-

Lymphozyten nach Stimulation mit SEB und IGF-17?
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2. EINLEITUNG

2.1 Alterung des Immunsystems: Immunoseneszenz

Mit zunehmendem Alter erhdht sich die Morbiditat und Mortalitat des Menschen; die
Infektanfalligkeit, die Haufigkeit von Autoimmunerkrankungen und Malignomen nimmt
zu (Castle 2000).

Studien belegen einen gewissen Zusammenhang mit der Immunosenenszenz. So wird
postuliert, dass Funktionsverluste des Immunsystems zu einer Kkirzeren
Lebenserwartung und einer schlechteren Lebensqualitat fihren (Pawelec et al. 1998).
In einem Tierversuch mit Mausen, die genetisch auf eine hohe immunologische
Reaktionsfahigkeit hin selektiert wurden, zeigte sich, dass diese langer leben und
weniger Tumore entwickeln als solche, die eine niedrigere Reaktionsfahigkeit hatten
(Franceschi u. Doria 1998).

In einer Schwedischen Longitudinalstudie wurden Daten von 102 Menschen zwischen
dem 86. und dem 92. Lebensjahr gesammelt. Nach zwei Jahren waren nur noch 75 von
ihnen am Leben. Im Vergleich dieser beiden Gruppen konnte beobachtet werden, dass
die verstorbenen Probanden eine schlechtere T-Zellfunktion hatten. Sie zeigten einen
hoheren Anteil an zytotoxischen CD8-Zellen und ein niedrigeren Anteil an T-Helfer
Zellen (CD4) (Pawelec et al. 1998). Die Altersverdnderungen zeigen sich nicht einfach
in einem definierten Immundefekt, sondern in einem Ungleichgewicht des
Immunsystems. Vielfaltige Faktoren sind fur die schlechtere Immunlage im Alter
verantwortlich. Einer der vielen Parameter ist die verminderte T-Zellfunktion (Pawelec et
al. 1998). Diese Daten lassen vermuten, dass die gut erhaltene Funktion des
Immunsystems mit Langlebigkeit assoziiert ist.

Die T-Zell Funktionen sind in alteren Individuen sowohl in vivo als auch in vitro im
Vergleich zu jingeren Individuen verandert. Diese Veranderungen werden auch mit
einer Verschlechterung der Funktion des Immunsystems gleichgesetzt. Die
Immunosenezsenz kann aber auch in einigen Féllen ein Vorteil sein. Beispielsweise
kommt es im Alter zu einer verminderten AbstoRungsreaktion nach Nieren- und

Kornealtransplantationen (Pawelec u. Solana 1997).
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Die Gesamtzahl der Lymphozyten im Alter andert sich nur geringfligig. Es kommt eher
zu quantitativen Umverteilungen der Lymphozyten-Subpopulationen. Im Vergleich zu
jungeren Menschen kommt es bei den é&lteren zu einer Vermehrung der
Gedachtniszellen (CD45RO+) und zu einer Verringerung der naiven T-Zellen
(CD45RA+). Auch die Zahl der B-Zell-Lymphozyten verringert sich. Die Zahl der
naturlichen Killer-Zellen (CD16+) steigt wiederum an. Die Fahigkeit des Immunsystems
auf neue Antigene zu reagieren, nimmt durch die Dominanz der Memory-Zellen im Alter
ab, da diese nur an ihr spezifisches Antigen binden und nicht auf neue Antigene
reagieren kbnnen.

Paradox erscheint jedoch, dass trotz abnehmender T-Zell Funktion, die Alterung nicht
immer mit einer verminderten Immunreaktion einhergeht.

Autoimmunprozesse sind im hoheren Alter starker ausgepragt. Es kommt zum
altersabhangigen Anstieg von Autoantikbrpern im Serum, die mit kdrpereigenem
Gewebe reagieren und zu Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise dem bullésen
Pemphigoid fuhren kénnen (Klinmann u. K 1997).

Diese vielfaltigen Ergebnisse zeigen, dass die Immunoseneszenz keine einfache
Reduktion der Immunantwort ist sondern eher eine Umgestaltung des Immunsystems

und seiner Zellen bzw. der Reaktionsfahigkeit auf Antigene.

2.1.1 Angeborene und erworbene Immunitat

Zur Abwehr koérperfremder Molekile, Molekilverbéande und Organismen steht ein
umfangreiches Arsenal zur Verfligung, dass sich in das unspezifische Abwehrsystem
und das adaptive Immunsystem unterteilen I&asst.

Fur die Erstantwort des Organismus auf ein Pathogen ist das unspezifische,
angeborene Abwehrsystem zustandig. Die wichtigsten zellularen Komponenten des
unspezifischen Abwehrsystems sind die Granulozyten, Monozyten, Makrophagen sowie
naturliche Killer (NK)-Zellen. Die wichtigsten humoralen Anteile dieses Systems werden
aus dem Komplementsystem und den Akutphaseproteinen gebildet. Dieses System
dient der Begrenzung der Infektion flr einige Tage, bis die adaptierte Immunantwort

einsetzt. Die natirliche Resistenz stellt sozusagen eine erste Abwehrlinie dar.
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Die spezifische Immunitat ist Bestandteil eines integrierten Systems, bei dem zahlreiche
Zellen und Molekile koordiniert miteinander funktionieren. Die Mechanismen der
adaptiven Immunitat fihren zur Verstarkung und Verfeinerung der Resistenzfunktion.
Eine wichtige Eigenschaft der spezifischen Immunitat ist das immunologische
Gedachtnis. Es ermdglicht die Wiedererkennung eines Antigens beim Zweitkontakt und
fuhrt dadurch zu einer effizienteren Stimulierung der Abwehrmechanismen gegen
bekannte Antigene. Effektorzellen der adaptiven Immunitat sind die Lymphozyten.
Spezifische Antikorper stellen die Effektormolekile der humoralen Komponente dieses
Systems dar (siehe Tabelle 1) (Abbas et al. 1996; Koolman u. R6hm 1998; Loéffler u.
Petrides 1998).

Tabelle 1: Zellen des Immunsystems

Abwehr  |Spezifisch Unspezifisch

Zellular T-Lymphozyten Granulozyten
(CD4-CD8-Zellen) | Makrophagen
B-Lymphozyten NK-Zellen

Humoral | Immunglobuline Komplementfaktoren

Akutphaseproteine

Wie bereits erwdhnt sind die Hauptzellen des spezifischen Immunsystems die
Lymphozyten. Die Lymphozyten machen ca. 20-35 % der Leukozyten im Blut aus.
Davon sind etwa 75% T-Lymphozyten und 15% B-Lymphozyten (Greten u. Schettler
2001; Bucher u. Wartenberg 1997).

2.1.2 B-Lymphozyten

Die humorale, antikdrpervermittelte Immunitat wird durch die B-Lymphozyten vermittelt.
Die differenzierten Abkdmmlinge der B-Lymphozyten, die Plasmazellen, synthetisieren
und sezernieren Antikdrper mit jeweils unterschiedlicher Bindungsspezifitat fur die
entsprechenden Antigene. Die humorale Immunitat ist gegen extrazellulare

Mikroorganismen und deren Toxine gerichtet (Abbas et al. 1996).



EINLEITUNG

2.1.3 T-Lymphozyten

Die zellulare Immunitat wird von den T-Lymphozyten vermittelt. Die zellulare Immunitat
von T-Lymphozyten setzt den Kontakt mit Antigen-prasentierenden Zellen (APZ)
voraus.

Die T-Lymphozyten dienen der Abwehr von intrazellularen Mikroorganismen wie
virusinfizierten Zellen, aber auch von Tumorzellen und Transplantaten. Die
Differenzierung der T-Lymphozyten erfolgt im Thymus. Auf der Zellmembran der T-
Lymphozyten befindet sich ein Protein, der T-Zell-Rezeptor. Dieser Rezeptor kann
Antigene, die mit Hilfe des MHC- (Major Histocompatibility Complex) Komplexes
prasentiert werden, binden und erkennen. Die maximale Bindungsfahigkeit erlangt der
T-Zellrezeptor allerdings nur zusammen mit einem Korezeptor (CD28), der das zweite
unbedingt notwendige Aktivierungssignal vermittelt. Die T-Lymphozyten werden
weiterhin unterteilt in funktionelle Subpopulationen, wovon die T-Helfer -Zellen und die
zytotoxischen T-Zellen am besten charakterisiert sind.

Die zytotoxischen-CD8-T-Lymphozyten reagieren auf Zellen, die intrazellulare
Fremdantigene enthalten, und lysieren diese durch Ausscheidung zytotoxischer
Substanzen (z.B.: Perforin). Die Erkennung des prasentierten Antigens erfolgt mit Hilfe
der MHC-Proteine Klasse I.

Die CD4 -T-Helferzellen erkennen Antigene, die von Antigen-prasentierenden Zellen
(APZ) auf ihrer Oberflache dargeboten werden. Fir die Antigenerkennung sind MHC-
Proteine der Klasse Il auf den APZ notwendig. Die Helferzellen sind teilweise auch an
der humoralen Immunantwort mitbeteiligt. Durch die Aktivierung der Helferzellen kommt
es zur Freisetzung von Zytokinen, die zur Differenzierung der B-Lymphozyten zu
antikorperbildenden Plasmazellen fuhrt (Abbas et al. 1996; Loffler u. Petrides 1998;
Bucher u. Wartenberg 1997).
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214 Der T-Zellrezeptor und CD3-Proteinkomplex

Die molekulare Eigenschaft des T-Zell-Rezeptors (TCR), der fur die MHC-restringierte
Antigenerkennung verantwortlich ist, wurde in den achtziger Jahren entdeckt (Abbas et
al. 1996). Der TCR besteht aus einem Polypeptidpaar, der T-Zell-Rezeptorkette-qa. und
der B-Kette, die durch eine Disulfidbriicke kovalent miteinander verbunden sind (siehe
Abb.1).

S
1
i C
S
g
zc cytoplasmatischer

Schwanz

Zellmembran

C

Abb.1: Schematische Darstellung des T-Zellrezeptors (TCR) fur Peptid-MHC-Komplexe, V und C
bezeichnen die variablen und konstanten Doménen der a-und -Ketten. Das Aminoterminale Ende der
Polypeptidkette ist mit N und das carboxyterminale Ende mit C gekennzeichnet. S—S Disulfidbindung.
(Abbas et al. 1996)

Das TCR-Heterodimer ermdglicht den T-Lymphozyten Antigenepitope, die zusammen
mit korpereigenen Haupthistokompatibilititsmolekilen (MHC, major histocompatibility
complex) von Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) dargeboten werden, zu erkennen
(Fremont et al. 1996). Sie sind fir die Antigenerkennung aller Klassen von T-Zellen
verantwortlich (Bentley u. Mariuzza 1996). Eine weniger haufige Variante des TCR, den
man auf einer kleinen Subpopulation von T-Zellen findet, besteht aus y- und & Ketten.
Der T-Zell-Rezeptor aus dem y.d Heterodimer wird auf 1-5% aller CD3-positiven T-
Zellen exprimiert und kommt hauptsachlich in Epithelien vor. Die genaue Funktion

dieser T-Zellsubpopulationen ist unklar, jedoch scheinen sie an der Immunantwort
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infizierter Epithelzellen beteiligt zu sein (Chien et al. 1996). Keine der Ketten des TCR-
Heterodimers besitzt eine enzymatisch aktive zytoplasmatische Doméne, die nach
Bindung des Antigens durch den TCR die Ubertragung von Signalen in das Zellinnere
ermoglicht. An der Zelloberflachenexpression der TCR-Molekile wie auch Ihrer
Funktion bei der Aktivierung der T-Zellen ist der CD3-Komplex beteiligt.

Der CD3-Komplex besteht aus 3 transmembranen Proteinen (CD3y, CD3§, CD3¢g) und
vier bis funf anderen Proteinen, die nicht-kovalent mit dem Heterodimer assoziiert sind.
Zusatzlich enthalten 90% der TCR-Koplexe das Homodimer einer nicht glykolysierten-¢-
Kette und 10% enthalten ein Heterodimer ({-Kette und nicht-gykolysierte-n-Kette).

Die CD3-Proteine, sowie die ( -Kette sind fur die Expression des TCR an der
Zelloberflache wichtig. Bei den y- & und e-Ketten handelt es sich um Monomere, die
untereinander und mit dem ap-Heterodimer nicht kovalent verbunden sind. In den
extrazellularen Bereichen befinden sich die a- und B-Ketten des TCR sowie der y- &
und  e-Ketten des CD3-Komplexes. Diese besitzen lg-ahnliche Domanen, die aus
Disulfidbricken bestehen.

In den extrazellularen Domanen der CD3- Proteine findet man keine Variabilitat,
weshalb es unwahrscheinlich ist, dass diese Proteine einen Beitrag zur Spezifitat der
Antigenerkennung leisten. In den Transmembransegmenten der CD3-Proteine befinden
sich negativ geladene Asparaginanteile. Diese Bereiche konnten eine Bedeutung bei
der physiologischen Assoziation oder funktionellen Interaktion der CD3-Proteine mit den
TCR- a- und (B-Ketten haben, da diese Polypeptide in ihrem Transmembransegment
mindestens eine positiv geladene Aminosaure enthalten (Abbas et al. 1996).

Die CD3-Proteine dienen der Weiterleitung des Aktivierungssignals in das Zellinnere,
wenn der T-Zellrezeptor (TCR) ein Antigen gebunden hat. Bei der Aktivierung von T-
Zellen spielt die Proteintyrosinphosphorylierung eine entscheidende Rolle. Die
zytoplasmatischen Domanen aller CD3-Molekiile, besonders aber der {-Ketten,
enthalten mit den Immunreceptor Tyrosine-based Activation Motifs (ITAMs) Sequenzen,
die ihnen die Wechselwirkung mit zytoplasmatischen Proteinkinasen erlauben, und so
die Signale in das Zellinnere Ubertragen (Cambier 1995; Malissen u. Malissen 1996).
Die CD3-Proteine besitzen jeweils einen ITAM und die (-Ketten jeweils drei ITAM-
Motive. Die (-Ketten sind durch Disulfidbriicken miteinander verbunden und bilden ein

Dimer. Diese Dimere sind nichtkovalent mit dem TCR und dem CD3-Komplex
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verbunden und sind mit lhren ITEMs genauso wie die CD3-Proteine an der

Signaltransduktion beteiligt (Kersh et al. 1998).

—==- Aktivierungs-Motiv fiir
Antigenrezeptor

S- -8 Doppelbindung

Extrazellular

Zytoplasma

Abb.2: Struktur des T-Zell-Rezeptors/CD3-Komplexes

Der T-Zell-Rezeptorkomplex besteht aus dem antigenbindenden T-Zell-Rezeptor (TCR) sowie den
signalvermitteinden Untereinheiten des CD3-Koplexes. Bei den y-, d- und - Ketten handelt es sich um
Monomere, die untereinander und mit dem af3- Hetereodimer nicht kovalent verbunden sind. ¢- und n-
Ketten bilden ¢{- Homodimere oder (n- Heterodimere, und die einzelnen Ketten kdnnen auch
physikalisch mit dem TCR oder den CD3-Ketten assoziiert sein. Mit + und — werden geladene Gruppen
der Transmembranregion bezeichnet, die mdoglicherweise fir die Assoziation der einzelnen Ketten
verantwortlich sind. Aktivierungsmotive des Antigenrezeptors in den zytoplasmatischen Anteilen bestehen
aus konservierten Sequenzen, unter denen sich auch Orte der Tyrosin- Phosphorylierung befinden
(Abbas et al. 1996)

Obwonhl die Initialisierung der normalen T-Zell-Aktivierung durch den TCR-Komplex
vermittelt wird, reicht dieses Signal nicht aus. Es sind zusatzliche kostimulatorische

Signale notwendig.
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2.2 Kostimulatorische Rezeptoren

Wie bereits erwahnt, kommt es bei der Antigenerkennung zu einer Assoziation des TCR
mit CD4 (exprimiert auf Herlfer-T-Zellen) bzw. CD8 (exprimiert auf zytotoxischen T-
Zellen). Beide Korezeptoren erhéhen die Empfindlichkeit von T-Lymphozyten fur das
prasentierte Antigen um den Faktor 100 (Loffler u. Petrides 1998). Die Bindung eines
Antigens an den TCR ist das erste Signal der T-Zell-Aktivierung (siehe Abb. 2). Das
erste Signal alleine reicht nicht aus, um naive Zellen zu stimulieren. Zur vollstédndigen
Aktivierung der T-Zellen ist ein zweites kostimulatorisches Signal nétig, das der T-Zelle

von einer APZ geliefert wird (Liu u. Janeway 1992).

2.2.1 CD28+ T- Lymphozyten

Das CD28-Molekiil ist ein Korezeptor das eine wichtige Rolle wahrend der T-Zell-
Aktivierung spielt. Es interagiert mit den Glycoproteinen B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86)
auf den  APZ. Diese Molekile  sind homodimere Mitglieder  der
Immunglobulinsuperfamilie und werden ausschlieBlich auf APZ exprimiert. Der
Rezeptor flir die B7 Molekile auf den naiven T-Zellen ist CD28, ein Mitglied der
Immunglobulinsuperfamilie. Das kostimulatorische Signal fihrt in Verbindung mit dem
aktivierten TCR/CD3-Komplex zum Wechsel der naiven Zellen von der GO- in die G1-
Phase. Weiterhin wird die Synthese des Cytokins IL-2 und der a-Kette des IL-2-
Rezeptors induziert. Diese a-Kette bildet mit den konstitutiv exprimierten (- und y-
Ketten einen hochaffinen IL-2-Rezeptor (Abbas et al. 1996; Loffler u. Petrides 1998).
Durch IL-2 wird die T-Zellreproliferation autokrin induziert (Loffler u. Petrides 1998).
Fehlende Kostimulation fihrt zur Anergie, d.h. einem inaktiven Status der T-Zelle, oder
zum Zelltod durch Apoptose (Rudd 1996). CD28 stellt den einzigen Korezeptor naiver
Zellen dar.
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CcD28/

CD4-EXPRIMIERENDE \ cD3 TCR CTW
T-HELFERZELLE \ /
cD4 L Mg -l

PEPTID

.
CIlE

KLASSE Il MHC- =
EXPRIMIERENDE APZ
KLASSE-II B7

MHC (CD80/86)

Abb. 3: Die Aktivierung von T-Lymphozyten erfordert zwei unabhéngige Signale:

Die Bildung des Peptid:MHC-Komplexes durch den T-Zell-Rezeptor vermittelt ein Signal an die T-Zelle,
die das Antigen erkannt hat. Zur vollstandigen Aktivierung der T-Zelle ist ein zweites Signal, vermittelt von
den APZ essentiell. Dabei bindet das CD28-Molekil (und CTLA-4) an die kostimulierenden Molekile
CD80 oder CD86 auf APZ (Abbas et al. 1996).

In den aktivierten T-Zellen wird dariiber ein homologes Molekiil, CTLA-4 (CD152)
exprimiert. CTLA-4 interagiert ebenfalls mit den Molekilen CD80/CD86 auf APZ,
allerdings fuhrt in diesem Fall die Interaktion zu einem negativen
proliferationshemmenden Signal fur die T-Zelle (Burmester u. Pezzutto1998). Die Gene
von CD28 und auch CTLA-4 sind auf dem menschlichen Chromosom 2 eng gekoppelt
(Abbas et al. 1996). Im Alter kommt es zu einer Abnahme der CD3+CD28+ T-Zellen
(Hoshino et al. 1993; Effors et al. 1994; Fagnoni et al. 1996).

Der altersbedingte Abfall der CD28+ T-Zellen korreliert mit einer verminderten
Proliferationsfahigkeit der T-Zellen im Alter (Adibzadeh et al. 1995). Des Weiteren
scheint die Stimulation der CD28 Korezeptors die Zellen vor Apoptose zu schiitzen
(Boise et al. 1995). Die CD152 Expression der T-Zellen scheint im Alter erhéht zu sein,
was kostimulatorische Signale erschweren koénnte, selbst dann, wenn CD28 normal
funktioniert (Wakikawa et al. 1997).

10
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2.2.2 Cutaneous Lymphocyte Antigen (CLA)

Lymphozyten, die hauptséchlich in die Haut rezirkulieren, exprimieren das ,cutaneous
lymphocyte-associated antigen“ (CLA) (Butcher u. Wartenberg 1999; Olson u. Ley
2002). Der Ligand des CLA-Molekuls ist das E-Selektin, dieser wird erst nach
Umwandlung eines unreifen Lymphozyten in eine Gedachtniszelle unter Anwesenheit
von IL-12 und TGF-B (,transforming growth factor-p“) exprimiert (Picker et al. 1993).
CLA ist definiert als ein Marker fur Memory-T-Zellen, die spezifisch in die Haut
auswandern. Antigenprasentierende Zellen der Haut, wie Langerhanszellen und
dermale dendritische Zellen, internalisieren fremde Antigene in der Haut und wandern
Uber afferente Lymphbahnen in die Lymphknoten aus. Trifft nun eine naive T-Zelle in
den die Haut drainierenden Lymphknoten auf ein Antigen, wird die T-Zelle aktiviert und
zur Memory- T-Zelle. Danach kommt es zu Expression von CLA Uber Induktion von
Glykosilierungsenzymen, die das PSGL-1 spezifisch verandern.

T-Zellen, die CLA exprimieren, kbnnen an das Adhéasionsmolekil E-Selektin binden,
das vom Endothel der Hautgefal3e exprimiert wird und so aus dem pheripheren Blut in
die Haut einwandern.

Dies erklart, warum T-Zellen der Haut CLA+ sind, wéhrend T-Zellen die in
entztindlichen Prozessen anderer Gewebe involviert sind, kein CLA exprimieren (CLA-)
(Butcher u. Wartenberg 1999). Ob es im Alter auch zu einer Abnahme von CD28+CLA+
T-Zellen und IGFR+CLA+ T-Zellen kommit, ist bislang nicht eindeutig geklart.

2.3 Das Kutane Immunsystem

Die Haut ist das gréf3te Organ des Menschen und stellt eine chemische, physikalische
und immunologische Abwehrbarriere dar. Viele fremde Antigene dringen durch die Haut
in den Korper ein, so dass viele Immunreaktionen ebenfalls in der Haut beginnen. Zu
den zellularen Komponenten des Immunsystems der Haut gehoren Keratinozyten, die
epidermalen Langerhanszellen, die epidermalen und dermalen Lymphozyten und die

Makrophagen.

11
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Epidermale Keratinozyten sind mit einem Anteil von tber 90 % der haufigste Zelltyp der
menschlichen Epidermis. Es handelt sich um multipotente Zellen, die im Laufe lhres
Lebens verschiedene Reifungs- bzw. Differenzierungsgrade durchlaufen.

Sie gehoéren zum ersten Zelltyp, der Kontakt mit einem Uber die Haut aufgenommenen
Antigen erhélt. Sie produzieren eine Vielfalt von Chemokinen und Zytokinen, was darauf
hinweil3t, das sie die lokale Entziindung und die Lymphozytenaktivierung verstarken
konnen. Die Keratinozyten kénnen nach Stimulation mit IFN-y vermehrt MHC Molekiile
Klasse Il und kostimulatorische Molektle exprimieren, die sich von Rezeptoren auf
Makrophagen, B-Lymphozyten und dendritischen Zellen unterscheiden (Abbas et al.
1996).

Die epidermalen Langerhanszellen sind dendritische Zellen (APZ), die wie die
Monozyten und Makrophagen aus dem Knochenmark stammen. In der Haut formen sie
ein Netzwerk und spielen eine zentrale Rolle bei der Auseinandersetzung des Korpers
mit Fremdantigenen. Sie gehdren zu den zur Phagozytose féahigen Zellen und sind in
der Lage, Antigene aufzunehmen und zu prasentieren. Diese Zellen wandern nach
Antigenprozessierung, d.h. Aufnahme und Zerkleinerung von Fremdantigenen, in die
regionaren Lymphknoten aus und stimulieren dort naive T-Zellen, die dann als CLA-
exprimierende Memory-Zellen die Fahigkeit zur Einwanderung in die Haut Gber E-
Selektin erwerben.

Die Lymphozyten befinden sich teils intraepidermal, zum grél3eren Teil aber in der
Dermis. Mehrheitlich bestehen diese aus zytotoxischen CD8+ T-Zellen.

Aufgrung des Homings in die Haut tber CLA / E-Selektin exprimieren fast alle T-Zellen
der Haut das CLA-Antigen und sind Memory-T-Zellen.

In der Haut finden sich kaum naive T-Zellen, dies ist auch wohl das wichtigste Kriterium
zur Unterscheidung von den im Blut zirkulierenden T-Zellen, welche nur zu einem
geringen Prozentsatz CLA exprimieren und sowohl aus naiven als auch aus Memory-
Zellen bestehen.

AulRer den Langerhanszellen kénnen auch die dermalen Makrophagen und venédse
Endothelzellen den T-Lymphozyten Antigene in der Haut prasentieren (Abbas et al.
1996; Steinman 1991).

12
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231 Alterungsbedingte Verdnderungen des kutanen |  mmunsystems

Wie sich das Immunsystem der Haut, speziell die Population der CD28+CLA+ und
IGFR+CLA+ hautspezifischen T-Zellen, mit zunehmendem Alter verdndert ist
weitgehend unbekannt. Die bisher durchgefihrten Studien beziehen sich meist nur auf
die zirkulierenden CD28+CLA- und IGFR+CLA- T-Zellen. H6chstwahrscheinlich ist man
davon ausgegangen, dass es keine Unterschiede zwischen diesen Populationen gibt
und sich die Ergebnisse der CD28+CLA- und IGFR+CLA- T-Zellen auf die
hautspezifischen T-Zellen tUbertragen lassen. Dies wirde bedeuten, dass auch die Zahl
der hautspezifischen T-Zellen mit zunehmendem Alter abnehmen wirde, mehr
Memory-Zellen und weniger naive und CD28+ T-Zellen im Vergleich zu jlingeren

Individuen vorhanden waren.

Wie am Anfang dieser Arbeit erwahnt, gibt es eine negative Abhangigkeit zwischen dem
Altern und der Funktion des Immunsystems. Im Alter kommt es zu einer
Verschlechterung verschiedner Funktionen des Immunsystems und zu einer Zunahme
von Infektionen und Malignomen. Bezogen auf die Haut spiegelt sich dies in einer
erhohten Inzidenz von viralen, bakteriellen und mykotischen Hautinfektionen wider und
geht mit einer erhohten Inzidenz von Hautmalignomen wie zum Beispiel dem
Basalzellkarzinom und dem Spindelzellkarzinom einher. Demnach liegt die Vermutung
nahe, dass die hautspezifischen T-Zellen mit zunehmendem Alter in ihrer Funktion
geschwacht werden.

Es ist aber interessant, dass andererseits besonders im Alter vermehrt
Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise das bullose Pemphigoid auftreten. Das
deutet darauf hin, dass das Immunsystem nicht in allen seinen Funktionen geschwéacht
wird. Beeindruckend ist auch die Tatsache, dass der Schweregrad bestimmter
entziindlicher  Hautkrankheiten bei denen  T-Lymphozyten eine zentrale
pathophysiologische Rolle spielen, wie z.B. die Psoriasis vulgaris unabhangig vom Alter
ist. Diese Beobachtungen fuhrten zu experimentellen Untersuchungen des
Immunsystems der Haut, um mogliche Unterschiede im Rahmen der

Immunoseneszenz festzustellen.

13
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2.3.2 Die Migration von Lymphozyten

Das Aufspuren spezifischer Antigene und ihre Bekampfung erfordern eine standige
Uberwachung des Organismus. Eine wichtige Eigenschaft, um dieses zu gewahrleisten,
ist die Fahigkeit der Lymphozyten, in nahezu alle Organe und Gewebe ein- und
auswandern zu kdnnen (,Migration“). Die Rekutierung von Leukozyten aus dem Blut in
das geschadigte Gewebe ist entscheidend bei Trauma, Schock, Sepsis,
Reperfusionsprozessen, bei allergischen Erkrankungen, Tumormetastasierung,
Embriogenese und TransplantatabstoRungsreaktionen (Westermann u. Pabst 1990;
Bocker et al. 2001; Gosset et al. 1995; Ohkawara et al. 1995; Gearing u. Newman
1993). Die Rekrutierung wird tber eine Reihe von Adhéasionsmolekillen gesteuert (siehe
Tabelle 2).

2.4 Zellulare Adhasionsmolekiule

Adhasionsmolekiile sind Rezeptoren, die sich auf der Oberflache der Leukozyten und
des Endothels der Venolen befinden. Sie flhren Uber eine Liganden-Rezeptor-
Erkennung zur Bindung zwischen Endothel und Leukozyten (Btcker et al. 2001). Der
Begriff ,Adhasionsmolekiile” ist insofern eine inkomplette Beschreibung, da er nur die
Adhasion zwischen Zellen beschreibt. Zellulare Adhasionsmolekiile bewirken aber nicht
nur Adhasion, sondern tbertragen auch Signale in das Zellinnere und regulieren damit
die Immunantwort der Zelle im Rahmen des Entziindungsgeschehens. So wird
gelegentlich der Begriff ,akzessorische Rezeptoren gebraucht (Wegner 1994). Zu den
wichtigsten  Adh&sionsmolekilen die wir hier behandeln, gehdren die
Immunglobulinfamilie (Walsh u. Doherty 1997), die Selektine (Kansas 1996) und die
Integrine (Hynes 1992; Hynes u. Lander 1992).

14
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Tabelle 2: Adhaesionsmolekiile

Molekilgruppe

CD-Nomenklatur

= Selektinfamilie
P(lattchen)-Selektin (E, P)
(= granule, membrane protein 140,
GMP 140, PAGDEM)

= E(ndotheliales) Selektin (E)
(= ELAM-1, endothelial-Leukozytéares
Adhasionsmolekul)

= | (eukozyten)-Selektin (NML)
(= LECAM-1, lektinartiges Zellmolekdl,
MEL 14, LAM-1, Leu 8)

CDh62P

CD62E

Cbhe62L

Immunglobulinfamilie

= |CAM-1 (E u.a.)

(= Intercellular adhesion molecule 1)
= |CAM-2 (E u.a.)

= |[CAM-3 (L)

* VCAM-1 (E u.a.)
(= vascular adhesion malecule 1)

CD 54

CD 102

CD 106

Integrinfamilie

= LFA-1 (L, M, N)

(= leukozytenfunktionsassoziiertes
Molekul 1)

= MAC-1 (M, N, killer cells)
(= macrophage antigen alpha
polypeptide)

» VLA-1 (L, M)
(= very large antigen alpha-1)

= p 150/95
(= alpha-X)

CD11A/CD 18

CDh11B

CD49 A

Cb1iicC

Sonstige Glykoproteine
= GlyCAM (E)
(= glykosyliertes Zelladhasionsmolekiil)

= sLeA (L)
(= sialysiertes LeA)

= sLeX (N, M, T-L)
(= sialysiertes LeX)

CD 34

L = Lymphozyt
N = neutrophiler Granulozyt

P = Plattchen

M = Makrophage
E = Endothel

15
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241 Die Zelladhasionskaskade

Die initialen Prozesse der sog. Leukozytenadhasionskaskade, das Andocken und das
Rollen, werden durch die Rezeptorfamilie der Selektine vermittelt (siehe Abb. 4).
P-Selektin (CD 62P) ist innerhalb der Endothelzelle in Weibel-Palade-Kdrpern
gespeichert, und kann innerhalb von Minuten nach einen entsprechenden Reiz (z.B.
durch Histamin, LTC4 Thrombin) auf der endothelialen Zelloberflache exprimiert werden
(Albelda et al. 1994). Dort vermittelt P-Selektin die friilhe Bindung der zirkulierenden
Leukozyten und verringert deren Geschwindigkeit, so dass die Leukozyten auf der
Oberflache des Endothels entlangrollen (Bocker et al. 2001).

Margination

- Baeal-
membran

endothelial-
leukuyztare
Adhasion:

Endathel-
Initala i zalle

Adnesion | )
" ~ P-Selektin

Akbiviarung

FAF

E-Salektin

stabila
Adhésion

Emigation

positive
Chemotayis

Abb. 4: Die Zelladhasionskaskade

Margination und Adhaesion an das Endothel erfolgen Uber endotheliale und leukozytare
Adhaesionsmolekiile. Das aktivierte Endothel exprimiert in der Zellmembran den plattchenaktivierenden
Faktor (PAF), der Uber eine PAF- Rezeptor- Ligandenbildung eine Aktivierung des Leukozyten induziert.
PAF und weitere Entziindungsmediatoren verursachen eine Zunhme der Zahl und der Affinitdt von
Adhaesinonsmolekiilen mit fester Adhaesion und anschlieBender Emirgation durch interzellulare
Endothelliicken ins Interstitium (Bbdcker et al. 2001).
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Der Vorgang des Rollens der Leukozyten fuhrt noch nicht zur leukozytaren
Rekrutierung. Bei fehlenden weiteren Aktivierungsschritten kénnen sich die Leukozyten
wieder l6sen und vom Blutstrom mitgerissen werden (Loffler et al. 1998). Selektine
(CD62) sind Ca®**-abhéngige, transmembrane Glykoproteine, die vor allem auf
Endothelien vorkommen (Gearing u. Newman 1993). Sie besitzen eine extrazellulare
Lektindomane mit denen sie die lipid- bzw. proteingebundenen Kohlenhydratketten, die
auf Lymphozyten vorkommen, binden (Loffler u. Petrides 1998). Die Selektine besitzen
weiterhin eine kurze intrazellulare Domane (Bevilacqua 1993a; Bevilacqua u. Nelson
1993b) durch die sie in der Lage sind, nach der Interaktion mit Ihren Liganden
kostimulatorische Signale zu vermitteln, die zu der Aktivierung von Leukozyten
beitragen (Brenner et al. 1996; Lo et al. 1997).

Durch proinflammatorische Mediatoren (z.B. Zytokine) werden nach einer gewissen Zeit
zusatzlich endotheliale Adhasionsmolekile (z.B. E-Selektin, ICAM -1 und VCAM -1),
deren konstitutive Basisexpression gering ist, synthetisiert. Fir die feste Adhéasion sind
hauptsachlich die Integrine von Bedeutung. Im Ausgangszustand sind die Integrine in
einer inaktiven Form vorhanden, die zur Adharenz noch nicht beitrdgt. Erst in
Anwesenheit von PAF (plateted-activating-factor) und/oder Interleukin-8 (IL-8),
Mediatoren, die unter anderem durch die aktivierten Endothelzellen freigesetzt werden,
kommt es zu einer Konformationsanderung und Aktivierung der Integrin-Rezeptoren.
Durch hochaffine LFA-1-Integrine kommt es dann zu einer festen Bindung mit dem
wichtigsten Liganden dem endothelialen ICAM-1-Ligand (Tonnesen 1989; Zimmerman
et al. 1992). Gleichzeitig kommt es zu einer Abflachung der Leukozyten, so dass Sie
sich den mechanischen Kraften des Blutstromes entziehen konnen. Nach der Adh&sion
gelangen die Leukozyten durch eine amoboide Bewegung zum néchsten
interendothelialen Spalt, durch den sie in das interstitielle Gewebe auswandern kdnnen.
Nun kommt es zu einer gerichteten Wanderung der Leukozyten unter Einfluss von
chemotaktischen Faktoren in Richtung des Entziindungsprozesses (Abbas et al. 1996;
Loffler u. Petrides 1998; Bocker et al. 2001; Carlos u. Harlan 1994; Froese et al. 1994,

Laffon u. Gonzales-Amaro 1995).
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24.2 E-Selektin (CD 62 E), s(souble)E-Selektin und  seine Liganden (z.B.CLA)

E-Selektin, welches erstmals von Bevilacqua et al. [1989] charakterisiert wurde, wird
ausschlief3lich von Endothelzellen nach der Aktivierung durch Zytokine wie IL-1 oder

TNF-a exprimiert (Gearing u. Newman 1993; Bevilacqua et al. 1989).

E-Selactin

1 2 3 4 5 &

Abb. 5 : Stuktur des E-Selektins

Alle Selektine haben eine homologe Struktur und bestehen aus 5 Doménen. Der
zytoplasmatische Teil besteht aus einem kleinen C-terminalen-Rest, dem eine
transmembranare Domane folgt. Die extrazellulare Ausdehnung wird durch eine, bei
den einzelnen Selektinen unterschiedliche Anzahl, von ,short consensus repeats”
gepragt (bei E-Selektin 6 Stick). Nach einer dem ,Epidermalen Wachstumsfaktor®
ahnlichen Domane (EGF) folgt die eigendliche Kohlenhydrat-Bindungsstelle
(Lektindomane) am N-Terminus. Die EGF-Domé&ne soll durch Beeinflussung der
Lektinkonformation am Bindungsprozess aktiv beteiligt sein (Simanek et al. 1998; Lis u.
Sharon 1998).

Da die Aktivierung des E-Selektins auf Transkriptionsebene Uber de-novo Synthese
erfolgt, wird das Maximum der E-Selektin Konzentration erst nach ca. 4 Stunden
erreicht und fallt nach ca. 16-24 Stunden auf das Ausgangsnieau zurtick (McEver
1997). Die Expression des Gens fir das E-Selektin wird durch den Trankriptionsfaktor
KB (NFkB) gesteuert (Schindler u. Baichwal 1994). Wie L-Selektin auf der leukozytaren
Seite, stellt E-Selektin auf endothelialer Seite einen Hauptvermittler des ,rolling“ der
Leukozyten auf dem Endothel dar (Palluy et al. 1992; Gearing u. Newman 1993;
Engelberts et al. 1992). Als unspezifische Liganden von E-Selektin finden sich
Kohlenhydrate wie sLeX (sialysiertes LeX), sLeA (sialysiertes LeA) (Bevilacqua et al.
1993), sulfatisierte Polysaccaride (Heparin, Fucoidan) und Mannose-6-Phosphat
(Rosen u. Bertozzi 1994). Spezifische Liganden sind PSGL-1 (P-selektin gykoprotein
ligand-1) und ESL-1 (E-Selektin Ligand-1) (Sako et al. 1993; Steegmaier et al. 1995).
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Das Cutaneous lymphocyte-associated antigen (CLA) ist ein Homingrezeptor fur T-
Zellen, der selektiv an E-Selektin bindet und so eine Auswanderung dieser
Lymphozyten in die Haut ermoglicht (Bos et al. 1993; Abbas et al. 1996).
Untersuchungen zeigten, dass die Mehrzahl der hautinfiltrierenden T-Zellen den
Phanotyp CD45R0O+ memory/effektor aufweist und das hautselektive CLA exprimieren
(Picker et al. 1990).

Vom E-Selektin gibt es losliche Isoformen (sE-Selektin), die im peripheren Blut
nachweisbar sind. Diese I6slichen Isoformen werden als zirkulierende
Adhasionsmolekiile bezeichnet. Sie entstehen durch eine Ablésung der
membranstandigen Molekile von der Zelloberflache, die durch proinflammatorische
Zytokine und Wachstumsfaktoren (TNF-a, IL-1,2,6,8, GM-CSF) hervorgerufen wird (del
Pozo et al.1994; Fries et al. 1993). Der Prozel3 wird auch als ,shedding“ bezeichnet und
ist auf eine Endothelschadigung zurickzufihren (Engelberts et al. 1992; Lobb et al.
1991; Ulich et al. 1994). Das sE-Selektin kann die Aktivierung von polymorphkernigen
Leukozyten an das vaskulare Endothel steuern. Es ist aber auch méglich, dass durch
Bindung freier Leukozyten eine Adhasion verhindert wird (Lobb et al. 1991; Munro et al.
1991). Bei septischen Patienten wurden stark erhéhte Werte von sE-Selektin gefunden
(Cowley et al. 1994). Die einzigartige Bedeutung dieser Kohlenhydrat-bindenden
Proteine fur die Initiierung der Immunabwehr konnte in vielfaltigen in-vitro- und in-vivo-
Untersuchungen bewiesen werden (Lasky 1995). Bei dem Leukozyten Adhasions
Defizienz Syndrom (LAD2) kénnen keine funktionsfahigen Selektinliganden gebildet
werden, weil eine Mutation im Kohlenhydratstoffwechsel vorhanden ist. So leiden die
Patienten, obwohl Sie eine hohe Leukozytenzahl haben unter rezidivierenden

bakteriellen Infekten (Etzioni u. Jonas 1997).

2.4.3 Immunglobulinsuperfamilie

Innerhalb der Ig-Superfamilie werden 5 Mitglieder durch Endothelzellen exprimiert, die
an der Leukozytenadhasion beteiligt sind. Dazu gehdren das interzellulare
Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1), das platelet-endothelial cell adhesion molecule-1
(PECAM-1) und mucosal addressin (Carlos u. Harlan 1994). Die Mitglieder der Ig-

Superfamilie sind transmembrane Glykoproteine, die eine Ca?*-unabhéngige Adhasion
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vermitteln (Sluiter et al. 1993; Springer 1994). Die Mitglieder der Ig-Superfamilien
zeichnen sich durch eine oder mehrere extrazellulare Doménen aus, die den Doméanen
der Immunglobuline &ahneln. Immunglobulinartige Domé&nen bestehen aus etwa 100
Aminosauren und sind im Wesentlichen aus zwei -Faltblattstrukturen aufgebaut. Diese

werden durch eine Disulfidbriicke stabilisiert (Abbas et al. 1996).

244 ICAM-1

Das Adhasionsmolektl ICAM-1 wird auf einer Vielzahl von hamatopoetischen und nicht
hamatopoetischen Zellen, einschlie3lich Fibroblasten, Leukozyten, Endothelzellen,
Epithelzellen und vielen Tumorzellen exprimiert (Abbas et al. 1996; Gearing u. Newman
1993; Van de Stolpe u. Van der Saag 1996). ICAM-1 ist ein 80-140 kD schweres
Membranglykoprotein. Es besteht aus funf extrazellularen, immunglobulindhnlichen
Proteindoménen, einer transmembrandsen und einer intrazellularen Doméane (Abbas et
al. 1996) (siehe Abb. 6).

LEA-1
Rhinowviran

Abb. 6: ICAM-1 besteht aus 5 Immunglobulinartigen Doméanen (grau nummeriert), einen hydrophoben
transmembrandsen und einen kurzen intrazellularen, C-terminalen Abschnitt. Jede Doméane enthalt etwa
90-100 Aminosauren, die aus zwei antiparallelen (-Ketten bestehen. Alle Doménen (mit Ausnahme der
vierten) werden durch Disulfidverbindungen hochkonservierter Cysteine gebildet (mit S symbolisiert).
Glykosylierungsstellen sind mit g bezeichnet, die Bindungsstellen fur die wichtigsten Liganden sind mit
Pfeilen markiert.

Leukozyten und Endothelzellen weisen eine geringe, basale Expression von ICAM-1

auf, die jedoch durch bestimmte Mediatoren (z.B. Zytokine) hochreguliert werden kann
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(Dustin et al. 1986; Rothlein et al. 1988). Die rasche Induktion von ICAM-1 wahrend
entztindlicher Vorgange ist ein wichtiges Regulativ, da viele Zellarten erst durch die
Induktion von ICAM-1 fur die Immunuberwachung zuganglich werden. Zu den
induzierenden Faktoren gehéren Mediatoren wie IFNy, TNFa, TNF3, IL-1, aber auch
exogene Stimuli wie Phorbolester und UVB-Strahlung (Dustin et al. 1986; Rothlein et al.
1988; Barker et al. 1991, Krutmann et al. 1990; Griffiths et al 1990). Der zeitliche Ablauf
der ICAM-1 Expression wird mit 4 h nach Stimmulierung bis zu 24 h angegeben (Panes
et al 1995). Als Liganden sind sowohl (3; —Integrine (LFA-1; Mac-1) auf Leukozyten
(Rothlein et al. 1986; Staunton et al. 1988), als auch Rhinoviren (Abbas et al. 1996;
Staunton et al. 1988; Greve et al. 1989) und Plasmodium falciparum-infizierte
Erythrozyten beschrieben worden (Hynes 1992; Hynes u. Lander 1992; Ockenhouse et
al. 1992a u. 1992b). Das Ablosen des membranstandigen Molekils ICAM-1 von der
Zelloberflache, ausgelost durch proinflammatorische Mediatoren (de Caterina et al.
1994; Silvestro et al. 1994), geschieht durch Proteolyse (del Pozo et al. 1994). Diese
|6slichen rekombinanten Formen von ICAM-1 konnen die TCR-Komplex-vermittelte
Aktivierung von T-Zellen erhdhen, was darauf hindeutet, dass LFA-1 ein

kostimulatorisches Signal an T-Zellen vermitteln konnte (Abbas et al. 1996).

2.4.5 VCAM-1

Das zellulare Adh&sionsmolekil VCAM-1 hat eine Masse von 90-110 kD. Es wurde zum
ersten Mal von Osborn et al. (1989) beschrieben.

VCAM-1 kommt auf endothelialen, epithelialen, dendritischen Zellen und Makrophagen
vor (Gearing u. Newman 1993). VCAM-1 weist sowohl beim Menschen als auch bei
Mausen sieben Immunglobulin-artige Domanen auf (Osborn et al. 1989; Cybulsky et al.
1991a u. 1991b). Im menschlichen Organismus existiert zusatzlich eine alternative
Form mit sechs Domanen (Cybulsky et al. 1991a). Die Hauptliganden von VCAM-1 sind
VLA-4 (Sluiter et al. 1993; Peter et al. 1999). Die Adhé&sion erfolgt tUber die erste und
vierte lg-artige Doméne (Osborn et al. 1992 u. 1994; Vonderheide et al. 1994).

VCAM-1 wird von Endothelzellen nur nach Stimulation (durch z.B. Zytokine) exprimiert
und kommt am unstimulierten Endothel praktisch nicht vor (Mutin et al. 1997). Nach der

Stimulation von Endothelzellen ist die Zahl der exprimierten vaskularen
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Adhéasionsmolekile 2-3 h nach Stimulation am hdchsten und sinkt im Laufe der
folgenden Stunden wieder ab (Bécker et al. 2001).

Auch bei VCAM-1 kommt es durch proinflammatorische Mediatoren zur proteolytischen
Abspaltung des membrangebundenen Molekils (Terry et al. 1993).

2.5 Allgemeine Grundlagen der interzellularen
Signaltbertrageung

251 Wachstumshormon (GH), IGF-1

Komplexe Organismen wie z.B. Sdugetiere benutzen vornehmlich das Nervensystem
und das endokrine System zur internen Informationstbertragung. Die zentrale Region
des vegetativen Nervensystems ist der Hypothalamus. Durch die Verbindungen des
Hypothalamus zur Hypophyse werden auch das endokrin-vaskulédre System beeinflusst
und koordiniert. Dem Hypothalamus ist die Adenohypophse nachgeordnet. Sie steuert
mit ihren glandotropen Hormonen die meisten peripheren Drisen. Ein unter dem
Einfluss von Somatostatin und Somatoliberin gebildetes Produkt der azidophilen Zellen
des Vorderlappens ist das Somatotrope Hormon (STH) oder Growth Hormone (GH).
Das Growth Hormon besitzt eine in hohem Mal3e artspezifische Sequenz von
Aminosauren und vermittelt seine Effekte auf einen Vielzahl von Zielzellen,
hauptsachlich durch Somatomedine (Devlin 2002). Somatomedine werden unter STH-
Einflu3 in der Leber synthetisiert und wegen ihrer 50%-igen Strukturhomologie zum
Insulin auch Insulin-like Growth Factors (IGFs) genannt.

Das humane Wachstumshormon ist ein Peptidhormon, das in den somatotropen Zellen
des Hypophysenvorderlappens produziert und sezerniert wird (Wallis et al. 1985). Das
menschliche Wachstumshormon ist ein nicht-glykosyliertes Proteohormon mit einer
Kettenlange von 191 Aminoséauren und einer molekularen Masse von ca. 22 KD. Die
Tertiarstruktur des Proteins wird durch zwei Disulfidbriicken stabilisiert (Ranke et al.
1989 u. 1993). Die Synthese und Sekretion vom Wachstumshormon wird durch die
Balance zwischen growth hormone releasing hormone (GHRH) und growth hormone
release inhibiting hormone (GHRIH, Synonym: Somatostatin) gesteuert (Lang 1990).
Die humane growth Hormone Sekretion erfolgt pulsatil mit 9-10 GHRH gesteuerten
Maxima innerhalb von 24 Stunden (Van Dessel et al. 1996; Yu et al. 1999a).
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Der Alterungsprozess geht mit einer deutlichen Verminderung der humane GH-
Sekretion einher. Fur diesen Prozess wurde der Begriff der Somatopause gepragt.
Bereits ab dem 20. Lebensjahr fallen die Konzentrationen von hGH/IGF kontinuierlich
(1-2 % pro Jahr) ab und gehen bei einem 50-jdhrigen auf etwa die Halfte des

Ausgangswertes zurlck (Van Dessel et al. 1996; Yu et al. 1999a).

2.5.2 Das IGF1-System

Die Polypeptide Insulin-Like Growth Faktor 1 und Insulin-Like Growth Faktor 2 wurden
1978 isoliert und sequenziert (Rinderknecht u. Humbel 1978a u. 1978b). Sie erhielten
den Namen aufgrund der Ahnlichkeit zum Insulinmolekiil.

Die teilweise Strukturhomologie zwischen IGF und Insulin befahigt IGF1 zwar mit
deutlich niedrigerer Affinitdt aber doch an den Insulinrezeptor zu binden. Wé&hrend
Insulin primar in der Leber, im Muskel und im Fettgewebe agiert (Kahn 1985), sind die
insulinahnlichen Wachstumsfaktoren bedeutend fur die Funktion fast jeden Organs im
Kdrper (Danghaday u. Rotwein 1989).

Das IGF-System zahlt zur Familie der Wachstumsfaktoren und ist ein integraler
Bestandteil der Regulierung des Wachstums in allen Organen (Le Roith 2003). Die
Bestimmungen von IGF-1 und deren Bindungsproteinen (IGFBP-3) werden derzeit als
die effektivste Methode zur Abklarung von Stérungen der Wachstumshormonfunktion
wie Gigantismus, Minderwuchs oder Akromegalie in der Klinik angewendet.

In der Regel wirken Wachstumsfaktoren spezifisch auf bestimmte Zell- oder
Gewebetypen, die einen entsprechenden Rezeptor auf der Zelloberflache anbieten. Sie
gehoren zur Gruppe der Zytokine und sind multifunktionale Botenstoffe, die die
Kommunikation zwischen Zellsystemen regeln, die Zellproliferation und Differenzierung
durch Bindung an spezifische Rezeptoren fordern und eine stimulierende Wirkung auf
die DNS-Synthese besitzen (Alberts et al. 2002). Man unterscheidet
Wachstumsfaktoren, die mit spezifischen Zelloberflachenrezeptoren interagieren (z.B.
GH), Zelloberflachen- Hormonrezeptoren (z.B. Protein-Tyrosin-Kinasen), intrazellulare
Signaltransmitter (z.B. Proteinkinasen) und Transkriptionsfaktoren (z.B. Promoter). Die
meisten Faktoren vermégen sowohl zu stimulieren als auch zu hemmen. Die Wirkungen

von IGF konnen in Abhangigkeit vom Gewebetyp und vom physiologischen oder
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pathologischen Zustand durch IGFBP entweder positiv oder negativ moduliert werden
(Rajaram et al. 1997).

Das Vorhandensein von IGF1 und IGF2 ist essentiell fir die embryonale Entwicklung
(Baker et al. 1993; Le Roith 1997). IGF2 ist fast ausschliel3lich in embryonalen und
neonatalen Geweben exprimiert. Nach der Geburt féllt der Pegel des nachweisbaren
IGF2 signifikant ab, weshalb es als fetaler Wachstumsfaktor angesehen wird. Beide
Hormone sind im nanomolaren Bereich im Blut bis in das Erwachsenenalter
nachweisbar. IGF1 behalt seine dominante Rolle fir die postnatale
Wachstumsregulation bei. Mutationen im IGF1R-Gen kdnnen intrauterin und postnatal
zur Wachstumretardierung fihren (Abuzzahab et al. 2003).

Anderungen, welche das Gleichgewicht zwischen der IGF / IGF1R-Aktivitat und der
Funktion der IGFBP verschieben, kdnnen am Entstehen und Fortschreiten einer
Neoplasie in verschiedenen Zelltypen beteiligt sein (Grimberg et al. 1996). Eine
reduzierte Bioaktivitdt von IGFBP kann zur Karzinogenese beitragen, weil dadurch die

IGF-unabhangigen Effekte auf Wachstum und Apoptose abnehmen.

2.5.3 IGF1 Ligand

Der Insulin-Linke Growth Faktor I, auch als Somatomedin C bezeichnet, gehort zur
Klasse der Wachstumsfaktoren und ist an der Regulation von Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und —transformation betteiligt (Benito et al. 1996). Der Insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) ist ein Polypeptid mit einer GroRe von 7 kDa, dessen Struktur
Ahnlichkeiten mit dem Proinsulin aufweist (Rosen 1999).

Das IGF-1 ist das wichtigste an der Zellantwort auf GH beteiligte Protein und Teil der
GH-IGF-1 Achse, auf welcher GH die Synthese von IGF-1 in verschiedenen Organen
im Sinne eines negativen feedback-Mechanismus stimuliert. Das IGF-1 induziert die
meisten anabolen Zellaktivitaten des zirkulierenden GH auf parakrinem, autokrinem und
endokrinem Wege. Es beeinflusst insbesondere das Wachstum von Skelettgewebe, der
Organe und von Korpergewebe wie z.B. Zellen des Immunsystems z.B. Lymphozyten
(Devlin  2002). Wie vorab schon erwdhnt, wird IGF als Antwort auf eine
Wachstumshormonstimulation in den Leberzellen produziert (Olivecrona et al. 1999).
Die Serumkonzentrationen von IGF1 und GH verlaufen parallel (Le Roith 1997), die
Serumkonzentrationen von freiem und gebundenem IGF nehmen im Laufe des Lebens

kontinuierlich ab (Gomez et al. 2003). Zirkulierendes, freies IGF1 ist im Wesentlichen an
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der negativen Ruckkopplung auf die GH-Sekretion beteiligt (Muller et al. 2001). Die mit
GH assoziierten genetischen Defekte, gehen mit intrauteriner und postnataler
Wachstumsretardierung sowie Taubheit und geistiger Behinderung einher. Die
Strukturhomologie von IGF1 und IGF2 betragt etwa 70%. Ca. 1% des IGF1 zirkuliert in
freier, bioaktiver Form im Serum. Insgesamt sind 99% des IGF im Blutkreislauf und im
Extrazellularraum an IGFBP3 gebunden (Gomez et al. 2003). Dieser Dimer aus IGF-1-
IGFBP3 bildet einen Komplex mit einer weiteren sauren Protein-Untereinheit (ALS,
Acid-labile Subunit) und formt einen 150 kD grof3en Trimer-Komplex (Baxter 1994). Die
Komplexierung bewirkt eine Regulation der biologischen Wirkung und vermeidet
pulsatile Schwankungen. Wird IGF1 aus diesem Komplex entlassen, gelangt es an die
Zielrezeptoren.

IGF entfaltet mitogene, lebensverlangernde und insulindhnliche Effekte auf Zellen
(Holzenberger et al. 2003), welche unabdingbar fir die Embryogenese und die
postnatale Wachstumsphysiologie sind. Die IGFs sind Uberlebens- und
Differenzierungsfaktoren fur verschiedene Typen von Progenitorzellen (Rao u. Mattson
2001). Sie beeinflussen mitotische Zellteilungen beim Ubergang von der G1- zur S-
Phase (Alberts et al. 2002). IGF1 stimuliert die Proliferation immunkompetenter Zellen
(Auernhammer u. Strasburger 1995). Monozyten aus dem peripheren Blut kdnnen
mindestens drei verschiedene IGFBPs sezernieren (Auernhammer u. Strasburger
2002).

254 IGF-1- Rezeptor

Der IGF1-Rezeptor gehotrt wie auch der Insulinrezeptor zu der Familie der
Tyrosinkinaserezeptoren. Das Gen des IGF-I-Rezeptors ist auf dem Chromosom 15
lokalisiert. Er &hnelt dem Insulinrezeptor und ist das komplementare Rezeptorprotein fur
IGF1 (Frattali et al. 1992). Der IGF-IR ist ein glykosyliertes heterotetrameres Molekiil,
das aus zwei extrazellularen a-Untereinheiten und zwei transmembranen -
Untereinheiten besteht, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die
transmembrandsen B-Peptide tragen die Kinase, die extrazellularen a-Peptide enthalten
die Bindungsstellen fir den Liganden. Nach Ligandenbindung erfolgen

Autophosphorylierung und die Phosphorylierung des Rezeptor-Substrats. Dieses
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phosphorylierte Protein stellt den Kontakt zu Proteinen mit SH2-Doméne her. Auf diese
Art vermittelt der IGF1-Rezeptor die Proliferativen Wirkungen von IGF1 und IGF2
(Ulrich et al. 1986).

Der IGF1-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der normalen Proliferation und
Transformation der Zelle. Die Transkription des IGF-I-Rezeptor Gens ist durch eine
Anzahl von Tumorsuppressorgenen kontrolliert. In bdsartigen Geweben wirkt es
antiapoptotisch durch Verstarkung von verschiedenen Uberlebensmechanismen der
Tumorzellen. Der IGF1-Rezeptor ermdglicht die Signaltransduktion in das Innere der
Zelle und erflllt drei Hauptfunktionen. Er stimuliert die Mitogenese in vielen
verschiedenen Zelltypen, eine Funktion, die auf die C-terminale Doméne der -
Untereinheit zurtckzufiihren ist (Esposito et al. 1997). Er schitzt weiterhin Zellen vor
Apoptose, eine Eigenschaft, die wiederum an andere Doménen auf der B-Untereinheit
gebunden ist (O Connor et al. 1997). Der IGF1-Rezeptor besitzt aul3erdem eine
wichtige Funktion bei der zellularen Transformation durch Umbau des Zytoskeletts
(Blakesley et al. 1998).

2.5.5 Staphylokokken Superantigene (SEB)

Die Staphylokokken Enterotoxine (SE) sind Exotoxine (Superantigene) des
grampositiven Bakteriums Staphylococcus aureus. Die immunologische Bedeutung der
Superantigene besteht in ihrer Fahigkeit, viele T-Lymphozyten oligoklonal aktivieren zu
konnen. Bei der Stimulation mit dem Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) ist eine
Vernetzung des MHC Klassen Il Molekils auf Antigen-préasentierenden Zellen mit dem
T-Zell-Rezeptor durch das Superantigen notwendig (Abbas et al. 1996). Das
Enterotoxin  bindet nicht an die flir die Antigenbindung vorgesehene
Peptidbindungsstelle, sondern mit einer hohen Affinitdt an die Aul3enseite des MHC
Molekuls (Abbas et al. 1996; Labrecque et al. 1993). Dieser gebildete Komplex bindet
an die V[3- Kette des T-Zell- Rezeptors (TCR) und I6st eine Reaktion aus, ohne das der
komplette TCR bendtigt wird (Labrecue et al 1993; Gascoigne u. Ames 1991; Hauser u.
Orbea 1993; Kappler et al. 1989; White et al 1998). Da die relative Haufigkeit von T-
Lymphozyten, die mit Enterotoxinen reagieren, viel hdher ist als diejenige von Zellen mit
Spezifitat fur konventionelle Antigene, werden die Enterotoxine Superantigene genannt.

Durch die Superantigene koénnen bis zu 20 % der T-Zellen aktiviert werden, wahrend
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durch die konventionelle Antigenstimulation nur etwa 0,1 % aktiviert werden (Skov u.
Baadsgrad 1995; Abbas et al. 1996). Fir die T-Zell Aktivierung reichen schon geringe
Mengen aus, um eine grofRe Zahl von T-Zellen zu aktivieren. Da nur T-Zellen mit
bestimmter TCR-Konfiguration einzelne Enterotoxine erkennen und mit diesen

reagieren, werden die SE als Antigene und nicht als polyklonale Mitogene bezeichnet
(Abbas et al. 1996).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Losungsm ittel

human sE-Selektin

human sICAM-1

human sVCAM-1

OCTEIA IGF-1

hGH ELISA

Anti-CD3-FITC, IgG1
Anti-CD28-PE, 1gG1
Anti-CLA-FITC, IgM
Anti-IgG1-1Z-Isotyp-PE
Maus-anti-human-lgG-1-PE, Isotyp
Anti-IgG1-Isotyp-FITC
Anti-lgM-Isotyp-FITC
(Ratte-anti-human-IGM-FITC-Isotyp
Anti-human-1GF-1R-PE, 1gG-1
RPMI 1640 mit L-Glutamin
Hepes Puffer

Penicillin 20000pg/ml
Streptomycin 10000 pg/ml
Fetales Kalber Serum (FCS)
Staphylokokken Enterotoxin B
Recombinant Human IGF-
Lymphoprep TM

Trypanblau 0,5%

R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
DS, Boldon, UK

IBL, Hamburg, Deutschland
Becton & Dickinson, Heidelberg
Becton & Dickinson, Heidelberg
PharMingen, San Diego, CA, USA
Becton & Dickinson, Heidelberg
Becton & Dickinson, Heidelberg
Becton & Dickinson, Heidelberg
PharMingen, San Diego, CA, USA
PharMingen , Ort, Land, Kat.Nr.555951)
R&D Systems, Minneapolis, USA
Gibco, Pasley, GB

Gibco, Pasley, GB

Gibco, Pasley, GB

Gibco, Pasley, GB

Boehringer, Mannheim

Sigma, Minchen

R&D Systems, Minneapolis, USA
Nycomed Pharma, Oslo, Norwegen

Seromed Biochrom, Berlin
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3.1.1 Verwendete Pufferlosungen

PBS (phosphate buffered saline)-Puffer

NaCl 137,0 mM
NayHPO, 8,0 mM
KH, 1,5 mM
KCL 3,0 mM pH 7,4

HEPES-Puffer
HEPES [IM] 25,0 ml

Albumin 100 g

CacCl 0,294 g

MgCl 0,203 g

NaCl (0,9 %) 11,0 ml pH 7,4
3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Butterfly-Venensystem, steril
Monovetten

Pipettenspitzen, gelb
Pipettenspitzen, blau
Polypropylenréhrchen 15 ml
Polypropylenréhrchen 50 mi
Polystyrolréhrchen 12x75mm
Sterile Einmalpipette(1-10ml)
Pasteurpipetten

Dipsomed, Gelnhausen
Starstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Becton & Dickinson, Heidelberg
Becton & Dickinson, Heidelberg
Becton & Dickinson, Heidelberg
Becton & Dickinson, Heidelberg
Brand, Wertheim/Main
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3.1.3 Gerate

MR 5000/7000 Platten-Lesegeréat
Brutschrank

FACScan Durchflul3zytometer
Lichtmikroskop
Neubauer-Zahlkammer
Pipettierhilfe

Pipetten (0,5-1000ul)
Probenmixer, Ceromat MV
Vakuumpumpe

Werkbank, steril

Zentrifunge, Megafuge 1,0R

3.2 Blutspenderkollektive

Dynatech, Denkendorf
Heraeus, Hanau

Becton & Dickinson, Heidelberg
Leitz, Wetzlar

Brand, Wertheim/Main
Hirschmann, Deutschland
Eppendorf, Hamburg

B.Braun, Melsungen

Millipore, Bedford, MA,USA
Ceag Scirp, Selm-Bork

Heraeus, Hanau

Als Kontrollen dienten freiwillige Blutspender, die eigenanamnestisch zum Zeitpunkt der

Blutabnahme vollkommen gesund waren.

3.2.1 Blutspenderkollektive zur Bestimmung der Adha

ELISA

sionsmolekiile mittels

Das untersuchte Blutspenderkollektiv bestand aus insgesamt 71 Probanden (30 [21,3%)]

Manner und 51 [36,2%] Frauen). Das mediane Alter der Gruppe betrug 52 Jahre. In der

Gruppe der 20-40jahrigen wurden 20 Personen untersucht, in der der 40-60jahrigen

ebenfalls 20 Probanden, in der Gruppe der 60-80jahrigen auch 20 Personen und die

Gruppe der tUber 80 jahrigen bestand aus 11 Blutspendern.
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3.2.2 Blutspenderkollektive zur Isolierung von peri pheren mononuklearen
Zellen

Fur die Stimulationsexperimente wurde 12 Probanden Blut entnommen. Davon waren 6
Probanden jinger als 40 Jahre, das mediane Alter der Gruppe lag bei 25 Jahren. Die 6
alteren Probanden waren alter als 60 Jahre und das mediane Alter der Gruppe lag bei
63 Jahren.

3.3 Der Enzymimmunoassay

Die Bestimmung der Adhasionsmolektile sE-Selectin, SICAM-1, sVCAM und der

Wachstumshormone IGF-1 und hGH erfolgte mittels Enzymimmunoassay (ELISA).

3.3.1 Prinzip des Enzymimmunoassays

Eine Mikrotiterplatte ist mit einem Antikdrper gegen die zu untersuchende Substanz
(z.B. sE-Selectin, sICAM-1, sVCAM-1, IGF-1 oder hGH) beschichtet (1. Antikorper).
Zuerst werden die Standards, die Proben (z.B. sE-Selektin), oder Kontrolllésungen in
die entsprechenden Vertiefungen pipettiert. Diese reagieren dann mit dem ersten
Antikérper. Nach Abschluss der Reaktion werden Uberschissige Bestandteile der
Proben durch Waschenvorgange entfernt. Nach Zugabe von Meerrettich-Peroxidase
(HRP) markierten polyklonalen Antikérpern (zweites Antikérper) kann sich wahrend der
anschlieBenden Inkubation ein Sandwich-Komplex aus dem ersten Antikérper, der zu
untersuchenden Substanz in der Probe und dem enzymmarkierten Antikdrper (zweites
Antikorper) bilden. Uberschiissiger enzymmarkierter Antikorper wird durch einen
Waschvorgang entfernt. Mit Zugabe der chromogenen Losung
(Tetramethylbenzin=TMB) beginnt die Bildung eines farbigen Produktes, wobei die
Farbintensitat der Menge der zu untersuchenden Substanz in der Probe oder im
Standard proportional ist. Durch Zugabe einer S&urelésung wird die Farbentwicklung
nach einer definierten Zeit gestoppt. Anschlie3end wird die Absorption des farbigen
Endproduktes bei 450 nm mit einem Mikroplatten-Reader gemessen. Anhand einer zu
erstellenden Standardkurve werden die Antigen-Konzentrationen berechnet (siehe
Abb.7).
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Abb. 7: (a) Antikdrper beschichtete Platte gegen das Antigen, (b) Antigen-Anikdrperreaktion, (c)
Sandwichkomplex (Antikdrper-Antigen-Enzymmarkierter Antikdrper), und (d) Bildung des Farbkomplexes

3.3.2 Die Bestimmung von sE-Selectin im Plasma

Die Bestimmung des ldslichen E-Selectins im Plasma erfolgte mittels des sE-Selektin-
Parameter®-Testkits (R&D Systems, Minneapolis, MN USA). Die ELISAs wurden nach
den Vorschriften der Hersteller durchgefuhrt. Das Prinzip des ELISAs ist unter 2.3.1
erklart. Der Mittelwert des im Serum vorkommenden sE-Selektin liegt bei 46,3 ng/ml.
Die Spannweite fur sE-Selektin im Plasma wird mit 29,1 — 63,4 ng/ml angegeben und

die Empfindlichkeit des Tests betragt < 0,1 ng/ml.

3.3.3 Die Bestimmung von sICAM-1 im Plasma

Zur Bestimmung des sICAM-1 wurde ein kompetitiver Emzymimmunoassay (s-ICAM-1-
Parameter®-Testkits, R&D Systems, MN USA) verwendet. Die ELISAs wurden nach
den Vorschriften des Herstellers durchgefuhrt. Das Prinzip des ELISAs ist unter 2.3.1
erklart. Der Hersteller gibt einen Mittelwert des im Plasma vorkommenden sICAM-1 von
211 ng/ml an. Die Spannweite des im Serum vorkommenden sICAM-1 liegt zwischen
115-306 ng/ml. Die Sensitivitat des Tests betragt < 0,35 ng/ml.

32




MATERIAL UND METHODEN

3.34 Die Bestimmung von sVCAM-1 im Plasma

Die Bestimmung des l6slichen VCAM-1 im Plasma erfolgte mit dem sVCAM-1-
Parameter®-Testkits (R&D Systems, Minniapolis, MN USA). Auch hier wurden die
ELISAs nach dem gleichen Prinzip wie unter 2.3.1. beschrieben durchgefiihrt. Der
Hersteller gibt den Mittelwert fir das im Plasma vorkommende sVCAM-1 mit 553 ng/ml
an. Die Spannweite des im Plasma vorkommenden sVCAM-1 liegt zwischen 395-714

ng/ml und die Sensitivitat des Tests betragt < 2,0 ng/ml.

3.3.5 Die Bestimmung von IGF-1 im Plasma

Zur quantitativen Bestimmung des IGF-1 im Serum wurde ein Enzymimmunoassays
(OCTEIA IGF-1-Testkits der Immunodiagnostic Systems Limited (IDS), Boldon, UK)
verwendet. Die ELISA’s wurden nach den Vorschriften des Herstellers durchgefuhrt. Im
OCTEIA® IGF-1-ELISA wurden die Polystyrolmikrotiterplatten mit polyklonalen
Antikdrpern gegen IGF-1 beschichtet. Die verdiinnte Probe wurde dann zusammen mit
Meerrettich-Peroxidase-beladenen monoklonalen Antikérpern gegen IGF-1 in den
Antikdrper-beschichteten Vertiefungen fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurden die Uberschissigen enzymmarkierten Antikorper durch den
Waschvorgang entfernt. Nach Zugabe des Substrats (TMB) kam es zur
Farbentwicklung.Nach Zugabe der Stopplésung wurde die entstehende Adsorption in
einem Mikroplatten-Lesegeréat abgelesen. Die Empfindlichkeit des Tests liegt bei 1,9
pa/L.

Die Normalwerte, die mit dem OCTEIA® IGF-Kit bestimmt wurden und vom Hersteller
als Richtlinie aufgefiihrt sind, betragen fir das im Plasma vorkommende IGF-1
zwischen 12 - 221 pg/L. Bei Kindern liegt der Wert zwischen 12 - 163 pug/L, bei
Erwachsenen liegt der Wert zwischen 82 - 221 ug/L und der Wert bei akromegalen

Kindern liegt zwischen 352 — 627 pg/L.
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3.3.6 Die Bestimmung von hGH im Plasma

Die Bestimmung des hGH im Serum erfolgte mit den hGH-ELISA-Testkits (IBL-,
Hamburg, Deutschland). Bei dem Test handelt es sich ebenfalls um einen
Enzymimmunoassay. Der Test wurde nach den Vorschriften des Herstellers
durchgefiihrt. Die von Hersteller angegebenen Tagwerte des im Plasma vorhandenen

hGH liegen bei <0,2 £ 10 plU/ml. In der Schlafphase nimmt die Konzentration konstant

(= 30 plU/ml) zu. Die Sensitivitat des Tests betragt 0,11 plu/ml.

3.4 Praparation von Zellen aus humanem Vollblut

3.4.1 Praparation von mononuklearen Blutzellen

Die Gewinnung von mononuklearen Blutzellen (PBMC) erfolgte durch Anwendung einer
Dichte-Gradienten-Zentrifugation mit Lymphoprep (1,077 g/ml).

Bei der Zentrifugation von Uber Lymphoprep geschichtetem Blut kdénnen die
Erythrozyten das dichtere Lymphoprep durchdringen, wogegen die restlichen
Blutbestandteile (Thrombozyten, Lymphozyten und Granulozyten) in den Schichten im

oder Uber dem Lymphoprep zuriickbleiben.

Plasma

Blulprobe Lenirifipation
Iympho- und

> Mlonar ylenring

Lymphoprep
Lymphoprep

Grranulo- wid
Erythrisyten

Abb. 8: Darstellung der Isolierung von PBMCs aus Vollblut tiber einen Lymphoprep-Gradienten: Nach
Ubersichtung von Lymphoprep mit der Blutprobe und Zentrifugation kann der weilich erscheinende Ring
(Interphase) aus Lymphozyten / Monozyten abpipetiert werden.
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Die Auftrennung der PBMCs aus den Blutproben erfolgte unter sterilen Bedingungen,
um die Lebens- und Vermehrungsfahigkeit der Zellen zu erhalten. Zur Isolierung der
Lymphozyten wurden zun&chst 7 ml Lymphoprep in ein 15 ml-R6hrchen pipettiert, dann
mit 5 ml Heparinblut vorsichtig Uberschichtet, ohne das sich Blut und Gradient
vermischten. Die Uberschichteten Lymphoprep-Rohrchen wurden anschliel3end fur 30
min bei 2000 rpm bei Raumtemperatur (RT) ohne Bremse zentrifugiert. Die Gewinnung
der PBMC aus der Interphase erfolgte durch steriles Abpipettieren des deutlich
sichtbaren Zellrings zwischen Serum und Lyphoprep und Uberfiihrung in ein neues 15
ml-R6hrchen. Das Roéhrchen wurde mit RPMI (oder PBS-steril) aufgefillt. Nach
Schitteln wurden die Réhrchen erneut fur 10 min. bei 1300 rpm und RT zentrifugiert.
Danach zeigten sich eine weil3e Schicht (Lymphozyten) und ein roter Ring
(Erythrozyten) am Boden der Rohrchen. Der Uberstand wurde abpipettiert und es
schloss sich ein erneuter Waschvorgang an. Dieser Vorgang wurde 3-mal wiederholt.
Nach dem letzten Waschvorgang wurde der Uberstand entfernt und die am
Rohrchenboden verbliebenen Zellen mit 1 ml Kulturmedium (RPMI mit 10% FCS) je
Rohrchen resuspendiert.

3.4.2 Zellz&hlung

Die Quantifizierung der Zellzahl innerhalb der praparierten Zellsuspension erfolgte nach
einer 1:10 Verdlinnung der Zellen. Hierzu wurden 10 pl Zellsuspension mit 90 pl
Trypan-Blau-Losung gemischt. Die Zellzahl wurde dann mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer (VergrofRerung: 400 x) bestimmt. Unter dem Mikroskop wurden nur die
vitalen Lymphozyten gezahlt, die sich als gleichférmige runde Zellen mit hellem Hof
darstellen.

Die Unterscheidung zwischen toten und lebendigen Zellen wurde durch die Farbung mit
dem 0,2 %igen Trypanblau ermdglicht. Die intakte Zellmembran kann durch diesen
Farbstoff nicht durchdrungen werden, so dass geschadigte oder tote Zellen durch einen

intensiven blauen Farbton erkennbar sind.
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Die Zellzahl wurde nach der folgenden Formel errechnet:

Anzahl Zellen / Eckquadrat x 10 (Verdlinnungsfaktor) x 10* = Gesamtzahl / ml

Die préparierte Zellsuspension wurde durch Zugabe von RPMI + 10% FCS auf 2x10°
Zellen/ml eingestellt.

3.5 Stimulation von PBMC mit SEB und IGF-1

Als Stimuli wurden Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) und IGF-1 verwendet. Fir die
Zellkulturexperimente wurden 1 mg SEB in 2 ml sterilem PBS verdinnt und Aliquots der
Stammldsung bei -20<T bis zur weiteren Verwertung e ingefroren.

Es wurden 50 pg IGF-1 in 1ml sterilem PBS gel6st (=50 pg/ml) und die Aliquots der
Stammldsung wurden bei -20<C tiefgefroren bis zur weiteren Verwendung gelagert. Fur
die Stimulation wurde die IGF-1 Stocklésung 1:125 mit sterilem PBS verdinnt. Die
Endkonzentration vom IGF-1 lag bei 4 ng/ml. Der Stimulationsversuch fand unter
sterilen Bedingungen statt. Zuerst wurden 4 Polystyrol-Falcon-R6hrchen (15ml)
beschriftet. In alle vier R6hrchen wurde jeweils 1ml von der eingestellten Zellsuspension
pipettiert.

Das erste Rohrchen war die Leerwertkontrolle, in dieses Roéhrchen wurden 10 ul RPMI
+ 10% FCS pipettiert, in Rohrchen 2 wurden 10 ul SEB (Endkonzentation von 5 pg/ml),
in Réhrchen 3, 10 pl IGF-1 und in Réhrchen 4 SEB und IGF-1 als Stimuli hinzugeflgt
und vorsichtig geschuttelt. AnschlieBend wurden die Ro6hrchen mit einer fast
waagerechten-5*Neigung in einen Stander gestellt. Alle Inkubationsansatze wurden als
Doppelbestimmungen in sterilen 15-ml Polystyrolrérchen durchgefihrt. Die Inkubation
der Versuche erfolgte fiir 48 h bei 37T im Brutschr ank mit 5% CO2.
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3.6 Durchflul3zytometrie

3.6.1 Grundlagen der DurchfluRzytometrie

Die Durchflul3zytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension
auf Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Das Prinzip der
Durchflu3zytometrie ist die simultane Messung verschiedener physikalischer und
chemischer Eigenschaften einzelner Zellen oder Partikel, wobei sie hintereinander in
einem Flissigkeitsstrom angeordnet sind, aber einzeln untersucht werden.
Voraussetzung fur eine durchflul3zytometrische Analyse sind Zellen in Suspension und
spezielle Fluoreszenzfarbstoffe, die mit einem Argonlaser bei 450 nm Wellenlange
angeregt werden. Das Emissionslicht fur Fluoreszenzfarbstoffe kann gemessen werden.
Das Gerat besteht aus einem Flusssystem, dem optischen System und dem
Detektionssystem. Zur Analyse wird die in einem Probenréhrchen vorgegebene
Zellsuspension tber eine Stahlkapillare durch Uberdruck in die MeRkiivette eingefiihrt.
Beim Eintreten in die Messkammer werden die Zellen durch die umgebende
Tragerflussigkeit stark beschleunigt, wodurch sich Aggregate auftrennen und die Zellen
aneinandergereiht wie Perlen auf einer Schnur sequentiell den Analysenpunkt
erreichen. Dieser Vorgang wird auch als hydrodynamische Fokussierung bezeichnet.
Der Analysepunkt ist der Ort, an dem der Lichtstrahl (Laser) die Zellen im Bruchteil
einer Sekunde erfasst, analysiert und klassifiziert.

Der anregende Teil besteht aus einem Argon-Laser, der blaues Licht der Wellenlange
488 nm emittiert. Durch Linsen wird dieses Licht gebundelt und fallt exakt zentriert
durch die MeRkuvette. Hier trifft er auf die durchflielenden Partikel und regt die
entsprechenden Flurochrome (Tabelle 1) an, welche dadurch Licht ihrer
charakteristischen Wellenlange emittieren. Das emittierte Licht wird durch ein System
aus optischen Linsen, Filtern und Spiegeln so aufgetrennt, das letztlich 5 verschiedene

Parameter detektiert werden kdénnen: Vorwartsstreulicht (FSC
als Mal3 fur die GroRRe des Partikels, Seitwartsstreulicht (SSC

forward light scatter)

side light scatter) als
Mal} fur die Granularitdit (Granula, Membranen). Weiterhin werden bis zu 3
verschiedene  Fluoreszenzbereiche fur  Grunfluoreszenz (FL1 530 nm),
Orangefluoreszenz (FL2: 585 nm) und fir Rotfluoreszenz (FL3: + 650nm) als Malf3 fur

die markierten Eigenschaften detektiert. (siehe Abb.9)

37



MATERIAL UND METHODEN

A 488 FITC  PE PercP
' | ||1| Mefbereich
| i
| [ |
1] |l
| b I. | |
I | |I I
[\ - i
| el eS8 2 Sl >
400 450 S00 550 800 6850 TOO 750
Wellenlange in nm

Abb. 9 : Emissionsspektrum der Fluoreszenzfarbstoffe FITC, PE und PerCP bei Anregung

mit dem Argonlaser (Wellenldnge: 488nm).

Tab. 3: Angabe der Wellenlangen der Fluorochrome FITC, PE und TC

Fluorochrom Max. Exzitation Max. Emission Farbe
Fluorescein (FITC) 488nm 520nm Grin
Phycoerythrin (PE) 4838nm 575nm rot-orange
Tricolor (TC) 4838nm 667nm Dunkelrot

Das Vorwartsstreulicht (Hauptrichtung des Laserstrahlers) ist am starksten und wird
Uber eine Photodiode gemessen. Die weiteren Parameter werden aus seitwarts
abgelenkten Lichtanteilen gemessen, was in sog. Photomultiplier-Réhren (PMTSs)
erfolgt. In den nachgeschalteten elektronischen Komponenten erfolgt eine Verstarkung
sowie eine Umwandlung des analogen Signals in ein digitales Messsignal (Analog-
Digital-Konverter), woraus letztlich eine Auflosung der Signalintensitat in 1024
verschiedene Kandle (channel values) resultiert. Werden gleichzeitig 2 bzw. 3
Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt und gemessen, mul3 berticksichtigt werden, dass sich
die Emissionsspektren der Fluorochrome teilweise uberlappen, d.h. dass z.B. der
Farbstoff FITC, der im Bereich fur Fluoreszenz 1 gemessen wird, auch etwas in den
Nachbarmessbereich fur Fluoreszenz 2 hineinstrahlt und dort zum Messsignal beitragt.
Dies mul3 bei der Mehrfarbenmessung elektronisch ,kompensiert* werden, d.h. bei
jedem Messsignal wird der Intensitdtsanteil aus den Nachbarkandlen abgezogen
(Raffael 1994).
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3.6.2 Farbung der Oberflachenmarker an isolierten P BMC

Die Bestimmung des Phanotyps und Prozentanteils der isolierten T-Lyphozyten erfolgte
mittels Markierung von verschiedenen Lymphozytenantigenen mit FITC- oder PE-
markierten monoklonalen Antikdrpern. Anschlieend wurden die Zellen mit dem
DurchfluBzytometer analysiert. Zur Bestimmung der Hintergrundfarbung wurden
Farbungen mit dem jeweiligen Antikorper-Isotyp als Kontrolle durchgefihrt.

Von der Zellsuspension, die fur die Stimulation vorgesehen waren, wurde 1 ml
abgenommen und in ein R6hrchen pipettiert. Das Rohrchen wurde dann fur 10 min bei
1400 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
dann in ca. 500-1000 pl PBS resuspendiert. Danach wurden 6 FACS - Rdhrchen
vorbereitet und beschriftet. Von der Zellsuspension wurden dann in jedes Réhrchen 100
ul pipettiert.

In das erste Rohrchen der Isotypkontrolle wurden jeweils 10ul Maus-IgG1-AK (FITC)
und 10 pl Maus-lgG1-AK (PE) hinzupipettiert. In das zweite Réhrchen wurden 10 pl
anti-CD3-AK (FITC) und 10 pl anti-CD28-AK (PE) hinzupipettiert. In das R6éhrchen Nr. 3
wurde 10 pl anti-CD3-AK (FITC) und 10 pl anti-IGF-1 R-AK (PE) hinzupipettiert. Als
zweite Isotypkontrolle wurden in das vierte R6hrchen 10 pl Ratte-lgM-AK (FITC) und 10
ul Maus-IgG1-AK(PE) zur Zellsuspension hinzupipettiert. Weiterhin wurden in das funfte
Rohrchen jeweils 10 pl anti-CLA-AK(FITC) und 10 pl anti-CD28-AK(PE) hinzugegeben.
In das letzte R6hrchen wurden 10 pl anti-CLA-AK(FITC) und 10 ul anti-IGF-1 R(PE)
hinzupipettiert. Danach wurde jedes Rohrchen geschittelt und dann fir 20-30 min. zur
Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Nach der Inkubationszeit wurde in
jedes Roéhrchen 2 ml Waschpuffer (CellWash) pipettiert und noch mal fir 10 min. bei
1300-1400 rpm und RT zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde
dieser Waschschritt anschlie3end noch einmal wiederholt. Im letzten Schritt wurden
nach der Zentrifugation der Uberstand verworfen und das Sediment in 0,5 ml Puffer

aufgenommen und im FACS DurchfluRzytometer gemessen.
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3.6.3 Farbung der Oberflachenmarker (an stimulierte  n PBMC)

Die aus dem Brutschrank entnommenen Rohrchen wurden zunachst bei 1400 rpm flr
10 min. zentrifugiert. Die Uberstande wurden abpipetiert und das Sediment wurde mit
1000 pl PBS resuspendiert. Fur jedes Stimulationsréhrchen wurden 6 FACS-R6hrchen
vorbereitet und in jedes Réhrchen wurden 100 ul von der stimulierten Zellsuspension
hineinpipettiert. Die Markierung der stimulierten PBMC erfolgte ebenfalls mit an die
Fluoreszenzfarbstoffe FITC und PE gekoppelten monoklonalen Antikdrper wie unter

2.6.2. beschrieben und anschlieend mit dem DurchfluRzytometer gemessen.

3.6.4 Messung mit dem Durchflu3zytometer

Bevor eine Messung am DurchfluRzytometer durchgeftihrt werden konnte, muf3te eine
Vorbereitung sowie entsprechende Einstellungen des Gerates erfolgen (= Instrument
Settings). Der Laser musste aufgewarmt, die Flussigkeitsbehélter des Flusssystems
mussten Uberprift und dann entsprechend aufgefillt werden. Weiterhin musste eine
softwaregesteuerte Geratekalibrierung, die Einrichtung des Messbildschirms und die
Uberprifung bzw. Nachjustierung der Einstellungen anhand der ,Null-Probe* erfolgen.
Die Messung einer Probenreihe erfolgte direkt hintereinander, wobei die
Datenaquisition am Messbildschirm mitverfolgt wurde. Die Gerateeinstellungen wurden
fortlaufend kontrolliert. Wahrend der Messung wurde eine vorher gewahlte Anzahl von
Ereignissen in einer elektronischen Datei auf der Festplatte des PCs gespeichert. Nach
Erreichen der gewilnschten Zellzahl (20.000 gezahlte Zellen) wurde die Messung
automatisch beendet. Die auf die Festplatte gespeicherten Dateien (sog. Listmode-
Dateien) werden durch eine spezielle Auswerte-Software (CellQuest, BD, Heidelberg)
analysiert.

Die Einzelparameter wurden zur Auswertung in Diagrammen dargestellt, wie dies auch
fur den Aufbau des Messfensters zur Live-Darstellung wéahrend der Datenaquisition

erfolgte.
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3.7 Statistische Analyse

Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm SPSS 11.5 durchgefihrt.
Zur Priafung der Unterschiede zweier unabhangiger Stichproben aus derselben
Grundgesamtheit wurde der parameterfreie Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Der
Wilcoxon-Test wurde fir verbundene Stichproben angewendet. Hier handelt es sich
auch um einen nicht-parametrischen Test, der nicht voraussetzt, dass die Messgrof3en
normal verteilt sind. Die Korrelationen wurden mit dem Kendall-Tau-b Test berechnet.
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4. ERGEBNISSE
4.1 Ergebnisse der Mediatorbestimmung im Plasma
41.1 Plasmaspiegel von sE-Selektin

Die sk-Selektin-Spiegel im Serum zeigten bei Ma&nnern keine lineare Beziehung zum
Alter. Die Serumkonzentrationen wiesen allerdings eine Tendenz zur Abnahme mit
zunehmendem Alter (r = - 0,144; p = 0,276) auf (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Boxplot fiir die Abhéngigkeit des sE-Selektin vom Alter: Die weiRen Kéasten reprasentieren die Werte der
mannlichen Probanden und die gestreiften die der weiblichen Probanden.

Auch bei den Frauen zeigte der sE-Selektinspiegel keine signifikante Korrelation zum
Alter. Hier lag der Korrelationskoeffizient bei 0,028 (p= 0,796). Der Median der sSE-
Selektinwerte bei mannlichen Probanden sank von 72,32 ng/ml bis auf 51,83 ng/ml mit
zunehmendem Alter ab. Der Median bei den Frauen zeigt im Alter eine eher

ansteigende Tendenz von 45,78 ng/ml auf bis zu 51,10 ng/ml. Der mediane sE-Selektin
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Wert zeigte bei den jungen Probanden einen deutlichen Unterschied zwischen Mannern

und Frauen. Bei den alteren Probanden hingegen bestand kein geschlechtsspezifischer

Unterschied mehr. Im Alter von Uber 80 Jahren lag der Median bei den ménnlichen

Probanden bei 51,83 ng/ml und bei den weiblichen Probanden bei 51,10 ng/ml.

4.1.2 Plasmaspiegel von sICAM-1

Die Plasmaspiegel des loslichen Adh&asionsmolekiils sICAM zeigten sowohl bei den

Méannern als auch bei den Frauen eine schwach positive, jedoch nicht signifikante

Korrelation mit dem Alter. Die sICAM-Spiegel aller Gruppen sind vergleichend in

Abbildung 11 dargestellit.
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Abb. 11 : Boxplot fur die Abhangigkeit des sICAM-1 vom Alter
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Der Korrelationskoeffizient lag bei den Mannern bei 0,193 (p=0,138), bei den Frauen
bei 0,122 (p=0,266). Der Median des ICAM-1 der mannlichen Probanden stieg von
235,47 ng/ml bis auf 293,04 ng/ml mit zunehmendem Alter der Probanden an. Der
mediane sICAM-1 Wert bei alten Probanden zeigte keinen geschlechtsspezifischen
Unterschied. Nur die Uuber 80 jahrigen zeigten einen groReren, aber auch
nichtsignifikanten geschlechtspezifischen Unterschied. Bei den mannlichen Probanden

lag der Median bei 293,04 ng/ml und bei den weiblichen Probanden bei 243,63 ng/ml.

4.1.3 Plasmaspiegel von sVCAM-1

Die sVCAM-1 Spiegel aller Gruppen sind vergleichend in der Abbildung 12 dargestellt.
Bei dem I6slichen Adhasionsmolekil sVCAM-1 zeigte sich bei den ménnlichen und bel
den weiblichen Probanden eine schwach positive und signifikante Korrelation in
Abhangigkeit zum Alter. Das heil3t je alter die Menschen werden, desto mehr stieg der
sVCAM-1 Spiegel an.
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Abb. 12 : Boxplot fur die Abhangigkeit des sVCAM-1 vom Alter
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Der Korrelationskoeffizient lag bei den mannlichen Probanden bei 0,248 (p=0,056). Bei
den weiblichen Probanden lag der Korrelationskoeffizient bei 0,370 (p=0,001). Der
Median des s VCAMs stieg von 409,78 ng/ml bis auf 461,95 ng/ml mit zunehmendem
Alter an. Die Medianwerte des sVCAMs der weiblichen Probanden stiegen von
380,78 ng/ml bis auf 569,42 ng/ml mit zunehmendem Alter an. Im Alter von tber 80
Jahren zeigte sich der grofRte geschlechtsspezifische Unterschied hinsichtlich des

Medianwertes.

4.1.4 Plasmaspiegel von IGF-1

Die IGF-1-Konzentrationen im Serum sanken bei beiden Geschlechtern mit
zunehmendem Alter ab. Die IGF-1 Spiegel aller Gruppen sind in der Abbildung 13

dargestellt.
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Abb. 13 : Boxplot fur die Abhangigkeit des IGF-1 vom Alter
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Der Korrelationskoeffizient der ménnlichen Probanden lag bei -0,39 (p=0,003), wahrend
er bei den weiblichen Probanden bei -0,39 (p<0,0001) lag. Der Median der IGF-1-

Konzentration nahm mit zunehmendem Alter von 134,89 ug/L bis auf 68,02 ug/L ab.

Bei den Frauen lag der Median bei den jingeren Probanden bei 141,91 pg/L und sank
bei den Alten bis auf 97,48 ug/L ab.

4.1.5

Plasmaspiegel von hGH

Bei den hGH-Konzentrationen zeigten sich zwischen den ménnlichen und weiblichen

Probanden erhebliche Unterschiede.
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Abb. 14 : Boxplot fur die Abhangigkeit des hGH vom Alter

Bei den mannlichen Probanden zeigte sich eine positiv signifikante Korrelation zum
Alter. Der Korrelationskoeffizient lag bei 0,348 (p= 0,017). Bei den weiblichen
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Probanden zeigte sich eine gegenlaufige, aber nicht signifikante, Korrelation der hGH-
Konzentration mit zunehmendem Alter. Der Korrelationskoeffizient lag bei -0,212
(p=0,057). Die hGH-Spiegel aller Gruppen sind vergleichend in der Abbildung 14
dargestellt.

Bei den Frauen lag der Median der hGH- Konzentration bei 3,692 plU/ml und sank mit
zunehmendem Alter bis auf 2,846 plU/ml ab. Bei den jungen mannlichen Probanden lag

der Median bei O plU/ml und stieg im Alter bis auf 2,046 plU/ml an.

4.2 Veranderung der Oberflachenmarker bei stimulier  ten PBMC

In Abbildung 15 sind die Anteile der Oberflachenrezeptoren bei den unstimulierten
PBMC dargestellt. Es zeigte sich, dass sowohl bei den jungen als auch bei den &lteren
Patienten der Anteil der CD3+CD28+ T-Zellen prozentual am hoéchsten war. Die

jungeren Probanden zeigten einen etwas grol3eren Anteil als die > 60-jahrigen.
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Abb. 15: Anteil der Oberflachenrezeptoren an Nicht-Stimulierten PBMC. Die Graphik zeigt die
Ergebnisse aller gesunden Patienten im Alter von < 30 Jahre und > 60 Jahren.

Den zweithochsten Anteil der T-Lymphozyten zeigten die CD3+IGF-R+ markierten

Zellen, wobei in diesem Fall die jungeren einen niedrigeren Anteil als die alteren
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Probanden aufwiesen. Die CLA+CD28+ T-Lymphozyten zeigten eine etwas hdhere
Quote als die CLA+IGF-R+ T-Lymphozyten. In beiden Féllen zeigte sich bei den alteren
Probanden ein etwas hoherer Anteil als bei den jingeren Probanden.

421 Veréanderung der Oberflachenmarker CD3/CD28 du  rch Stimulation

In den folgenden Experimenten wurden periphere Blutlymphozyten (PBMC) durch
unterschiedliche Stimulationsfaktoren wie SEB, IGF-1 und SEB+IGF-1 stimuliert, um
Einflisse von Stimulationsfaktoren auf die zellulare Immunitat zu untersuchen.

Die Konzentrationen der CD3/CD28-positiven T-Lymphozyten aller Gruppen sind
vergleichend in der Abbildung 16 dargestellt. Es zeigte sich, dass es in beiden
Populationen nach einer Stimulation durch SEB, IGF-1 und SEB+IGF-1 zu einer
Vermehrung der CD3/CD28-markierten T-Lymphozyten kam.
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Abb. 16 : Anteil der CD3/CD28 T-Zellen vor und nach der Stimulation

Die alteren Probanden hatten insgesamt weniger CD3/CD28-positive T-Lymphozyten
als die jungeren Probanden. Es fiel auf, dass in beiden Gruppen die Stimulation mit
SEB und SEB+IGF-1 effektiver war, als nur mit IGF-1. Durch die Stimulation mit SEB
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kam es bei den jungen Testpersonen zu einer Vermehrung des Mittelwerteswertes von
insgesamt 61,59 % auf 78,49 % (p= 0,028), bei den alteren Probanden zu einer
Vermehrung des Mittelwerteswertes von 53,00 % auf 61,15 % (p= 0,028). Bei der
Stimulation mit SEB+IGF-1 zeigten sich, im Vergleich zu der Stimulation nur mit SEB,
geringe Unterschiede. Bei den jungen Probanden kam es zu einem Anstieg des
Mittelwerteswertes von 61,59 % auf 77,65 % (p= 0,028) und bei den alteren Probanden
von 53,00 % auf 59,37 % (p= 0,028). Die Stimulation mit IGF-1 brachte nur geringe
Veranderungen der CD3+CD28+ markierten T-Zellen. Bei den jungen Probanden
stiegen die Mittelwerte von 61,59 % auf 66,01 % (p= 0,92) und bei den alteren
Probanden von 53,00 % auf 56,73 % (p= 0,917).

4.2.2 Veranderung der Oberflachenmarker CD3/IGF-R d  urch Stimulation

Bei den CD3+IGFR+ positiven T-Lymphozyten fiel auf, dass der Anteil der

unstimulierten Zellen bei den alteren Testpersonen grol3er war als bei den jungeren.
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Abb. 17 : Saulendiagramm: Anteil der CD3/IGF-R T-Zellen vor und nach der Stimulation

Die Stimulation dieser Zellen fihrte bei allen drei Stimulationsversuchen dazu, dass der
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Anteil der Zellen bei den jingeren Probanden hoher lag als bei den alteren Probanden.
Die CD3/IGFR Spiegel aller Gruppen sind vergleichend in der Abbildung 17 dargestellt.
Die Stimulation mit SEB und SEB+IGF-1 zeigte eine Vermehrung der CD3+IGFR
T-Lymphozyten, wobei die Stimulation der jingeren Testpersonen zu einer starkeren
Vermehrung der Zellen flhrte als bei den &lteren. Der Mittelwertwert erhéhte sich bei
den Jungeren unter der Stimulation mit SEB von 10,16 % auf 17,88 % (p= 0,028), bei
den alteren Probanden von 14,68 % auf 21,18 % (p=0,75).

Nach der Stimulation mit SEB+IGF-1 kam es zu einen Anstieg bei den jingeren
Probanden von 10,16 % auf 20,97 % (p= 0,075), bei den é&lteren Probanden von
14,68% auf 23,36 % (p= 0,917).

Unter der Stimulation mit IGF-1 verminderte sich der Mittelwertwert, genauso wie beli
den unstimulierten Zellen nach der Inkubation (Kontrolle). Er sank bei den jingeren von
10,16 % auf 2,54 % (p= 0,045), bei den alteren Probanden von 14,68 % auf 2,86 % (p=
0,917).

4.2.3 Veranderung der Oberflachenmarker CLA/CD28 du  rch Stimulation

Die Analyse der CLA+CD28+ T-Lymphozyten zeigte bei den unstimulierten Proben der

alteren Probanden einen insgesamt grof3eren Anteil als bei den jingeren Individuen.
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Abb. 18 : Saulendiagramm: Anteil der CLA/CD28 T-Zellen vor und nach der Stimulation

Die Stimulation der Proben mit SEB und mit SEB+IGF-1 fihrte zu einem Anstieg der
Zellpopulationen bei den jingeren und auch bei den alteren Patienten. Auch hier war
die Stimulation der CLA+CD28+ T-Lymphozyten mit IGF-1 nicht effektiv, denn die
Zellzahl lag unterhalb der Werte der Kontrollprobe.Unter der Stimulation mit SEB zeigte
sich ein Anstieg bei den jingeren Probanden von 3,04 % auf 4,27 % (p= 0,046) und bei
den Aalteren Probanden von 6,98 % auf 7,06 % (p= 0,207). Die Stimulation mit
SEB+IGF-1 fuhrte zu einem Anstieg der Zellen bei den jingeren von 3,04 % auf 4,61 %
(p=0,046) und bei den alteren Probanden von 6,98 % auf 7,90 % (p= 0,116).

Durch die Stimulation mit IGF-1 kam es zu einer Verminderung der Zellen bei den
jungeren von 3,04 % auf 1,93 % (p= 0,075) und bei den &lteren von 6,98 % auf 5,25 %
(p= 0,028).
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4.2.4 Veranderung der Oberflachenmarker CLA/IGF-R d  urch Stimulation

Bei der Analyse der CLA+IGFR T-Lymphozyten zeigte sich bei den unstimulierten
Zellen ein groRerer Anteil bei den alteren Patienten im Vergleich zu den jliingeren
Patienten.

CLA/IGFR

B < 40 Jahre
O > 60 Jahre

' m

Kontrolle dO Kontrolle SEB IGF-1 SEB+IGF-1

Abb. 19 : Saulendiagramm: Anteil der CLA/IGFR T-Zellen vor und nach der Stimulation

Aufgefallen ist, dass es in diesem Versuchsteil zu einem geringen Anstieg der Zellen
unter der Stimulation mit SEB und SEB+IGF-1 kam, wohingegen die Stimulation mit
IGF-1 zu einer starkeren Vermehrung der Zellen fuhrte. Auch die nicht-stimulierten
Zellen proliferierten nach der Inkubation. Bei der Stimulation durch SEB stieg der
Mittelwert nicht signifikant bei den jingeren Probanden von 1,00 % auf 1,73 % an (p=
0,116) und bei den &lteren von 2,15 % auf 2,70 % (p= 0,917).

Die Stimulation durch SEB+IGF-1 zeigte einen Anstieg des Mittelwertes bei den
jungeren von 1,00 % auf 1,92 % (p= 0,046) und bei den alteren Testpersonen von 2,15
% auf 2,99 % (p= 0,093).

Durch IGF-1 kam es zu einem Anstieg bei den jungeren von 1,00 % auf 3,99 %
(p=0,028) und bei den alteren Probanden von 2,15 % auf 5,40 % (p= 0,046).
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5. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden die Veradnderungen der T-Lymphozyten in
Abhangigkeit vom Alter untersucht. In der Literatur werden sowohl altersabhangige
Veranderungen der Zusammensetzung der T-Zellen-Population als auch der Funktion
der T-Lymphozyten beschrieben (Abbas et al. 1996). Damit werden die hohere
Anfalligkeit von alteren Menschen fur Infekte, Autoimmunreaktionen und Karzinomen
begriindet (Castle et al. 2000).

Im ersten Teil der Arbeit wurden mit einem Enzymimmunoassay die Konzentrationen
verschiedener loslicher Adhaesionsmolekile und von Wachstumshormonen (humanes
GH, IGF-1) im Serum in Abh&ngigkeit vom Alter der Probanden untersucht. Im zweiten
Teil der Arbeit wurden mit der Durchflul3zytometrie und mit monoklonalen Antikdrpern
die Expression von unterschiedlichen Oberflachenrezeptoren auf Lymphozyten vor und
nach Stimulation mit IGF-1 und SEB, ebenfalls in Abhangigkeit vom Alter, untersucht.
Ziel der Arbeit war es, mogliche Unterschiede zwischen kutanen (CLA+) und

zirkulierenden (CLA-) T-Lymphozyten herauszuarbeiten.

5.1 Die Expression der Adhaesionsmolekile im Alter

Die wichtigsten Adhasesionsmolekiile, die bei der Migration der Lymphozyten aus dem
Blut in das geschadigte Gewebe eine wichtige Rolle spielen, sind E-Selektin, ICAM-1
und das V-CAM-1 (Springer 1990; Carlos u. Harlan 1994). Nach Anbindung des E-
Selektins wandert die T-Zelle im Rahmen der Zelladhaesionskaskade durch das
Endothel der peripheren GeféRe in die Haut oder in ein anderes perivaskulares
Gewebe. Zu einer erhohten Konzentration dieser Molekile kommt es hauptséchlich
durch proinflammatorische Zytokine wie IFNy, TNFa, TNFB und IL-1, die dann die
Zelladhaesionskaskade aktivieren (Springer 1990; Carlos u. Harlan 1994; Richter et al.
2003). Die loslichen Adhaesionsmolekile entstehen durch Spaltung aus
membranstandigen Vorstufen, sowohl an Endothelzellen als auch auf der Oberflache
von Leukozyten. Die Spaltung der l6slichen Adhaesionsmolekile geschieht durch
Proteolyse (del Pozo et al. 1994).
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Erhohte Konzentrationen der ldslichen Adhasionsmolekile sind bei zahlreichen
Erkrankungen wie Infektionen, systemischen Vaskulitiden, Neoplasien und nach
Transplantationen nachgewiesen worden (Gearing u. Newman 1993). Physiologische
Veranderungen bei gesunden Menschen sind wenig untersucht.

In einer Studie von Richter et al. (2003) wurden diese Adhaesionsmolekile bei
gesunden Patienten und bei Patienten mit unterschiedlichem Gefal3profil in
Abh&ngigkeit zum Alter bestimmt. Der Hintergrund dieser Studie war, dass man in
vorherigen Studien erhtdte Konzentrationen von VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin bei
Individuen mit erhdéhtem Risikoprofil fur Atherosklerose und periphere arterielle
Verschlusskrankheit gefunden hatte. Das Ziel war es herauszufinden ob
Adhaesionsmolekiile als Parameter des Alterns oder sogar als Markerproteine fir
bestimmte Erkrankungen in Frage kommen.

Das Altern selber ist mit einigen strukturellen und funktionellen Veranderungen der
endothelialen GefaRwand vergesellschaftet, wobei diese Veradnderungen zu einer
erhohten Anfalligkeit fir atherosklerotische Erkrankungen beitragen konnen. Die
genauen Mechanismen und Veranderungen in Abhangigkeit zum Alter sind im genauen
jedoch noch unklar.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten eine Zunahme von VCAM-1 und ICAM-1 in
Abhangigkeit vom Alter, wobei sich nur bei VCAM-1 auch eine Zunahme der
Serumkonzentration bei den Probanden mit erhbhtem kardiovaskularem Risikoprofil
(Patienten mit KHK und pAVK) zeigten. Es kam auch bei den Probanden mit gutem
kardiovaskularem Gefal3profil (Vegetarier) zu einem Anstieg des VCAM-1. Also scheint
das VCAM-1 ein altersabhangiger Parameter zu sein, der unabhangig vom
kardiovaskularen Gefal3profil vermehrt im Alter synthetisiert oder abgespalten wird.
Geschlechtsspezifische Unterschiede wurden in dieser Studie nicht erhoben (Richter et
al. 2003). Die Serumkonzentrationen des Adhaesionsmolekiils E-Selektin zeigten keine
Veréanderungen im Alter.

VCAM-1 wird vom unstimulertem Endothel praktisch nicht exprimiert. Erst die
Stimulation durch proinflammatorische Zytokine fuhrt zum Anstieg der VCAM-1
Konzentration (Mutin et al. 1997).

Der Anstieg des sVCAM-1 und des sICAM-1 im Alter kdnnte daher mit einer
veranderten Zytokinproduktion im Alter zusammenhangen. In verschiednen Studien

konnte gezeigt werden, dass Leukozyten alterer Individuen nach Stimulation mit
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Lipopolysaccariden héhere Mengen an Zytokinen wie IL1 und IL6 sowie TNF-alpha
ausschutten als Leukozyten jungerer Individuen (Rink et al. 1998). Im Rahmen einer
anderen Studie liel3 sich bei Rhesusaffen ebenfalls eine altersabhangige Zunahme der
IL-6 Konzentration durch stimulierte Leukozyten nachweisen (Mascaruccil et al. 2001).
Die ansteigenden VCAM-1 Konzentrationen im Alter kdnnten auch eine mégliche
Erklarung fir die zunehmende entziindliche Aktivitat sein. Das Altern scheint namlich
mit einer erhohten entziindlichen Aktivitat verbunden zu sein, die moglicherweise die
beobachtete Zunahme der VCAM-1 Konzentrationen im Alter als Antwort auf eine
entztindliche Reaktion reflektieren. Solch ein positiver Feedbackmechanismus kdnnte
eine bedeutende Rolle im Rahmen der entzindlichen Reaktionen bei der
Atherosklerose und auch bei anderen pathologischen Prozessen im Alter spielen. Die
Daten der vorliegenden Untersuchung kénnten also die Annahme unterstitzen, dass,
VCAM-1 auch ein Marker der Immunoseneszenz ist.

Unsere Versuche bestatigten die signifikante Zunahme der sVCAM-1 Konzentration im
Alter. Geschlechtsspezifische Unterschiede lie3en sich dabei nicht nachweisen. Eine
Ursache der erhohten VCAM-1 Synthese im Alter, konnte auf der Transkriptionsebene
liegen. Die Expression der Gene fur die Adhaesionsmolekiille wird durch den
Transkriptionsfaktor NFkB gesteuert.  Die Aktivierung des NFkB Gens fiuhrt zur
Synthese von Mediatoren wie IL-1 und IFNy und im weiteren Verlauf zur Induktion der
VCAM-1 Synthese. In Studien wurde belegt dass dieses Gen durch Oxydantien aktiviert
werden kann. Antioxydantion haben eine eher hemmende Wirkung auf das Gen. Da es
im Alter zur Vermehrung von Oxydantien kommt, kdnnte dies auch ein Grund fur die
erhohten VCAM-1 Konzentrationen im Alter sein (Richter et al. 2003).

Im Gegensatz zu VCAM-1 zeigten die Serumkonzentrationen von sICAM-1 eine leicht
positive, jedoch nicht signifikante Korrelation mit dem Alter. Die sE-Selektin
Konzentrationen zeigten auch bei unseren Versuchen keine Abhangigkeit vom Alter.
Die sE-Selektinwerte der Manner waren eher ansteigend und die der Frauen zeigten
eine sinkende Tendenz mit zunehmendem Alter.

Zusammenfassend konnten wir eine signifikante Korrelation des sVCAM mit
zunehmendem Alter nachweisen. Weiterhin lie3 sich eine schwach positive, jedoch
nicht signifikante Korrelation der sICAM-Konzentration nachweisen. Bei der sE-
Selektinbestimmung zeigte sich keinerlei Abhangigkeit vom Alter.
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Uber die funktionelle Bedeutung der altersabhangigen Zunahme des sVCAM und des s-
ICAM lassen sich nur Vermutungen anstellen. Weitere Studien sind erforderlich, um

diese Fragen zu beantworten.

5.2 IGF-1 und hGH Konzentrationen in Abhangigkeitv ~ om Alter

Es ist bekannt, dass der Alterungsprozess mit einer deutlichen Verminderung der hGH-
Sekretion einhergeht. Hierfur wurde der Begriff der Somatopause gepragt. Schon ab
dem 20. Lebensjahr fallen die Konzentrationen von hGH/IGF kontinuierlich um ca. 1-2%
pro Jahr ab, und gehen bei einem 50-jahrigen auf etwa die Halfte der Ausgangswerte
zurtck. Da die Sekretion des hGH sehr stark pulsatil erfolgt, ist die direkte Bestimmung
von hGH wenig sinnvoll. Einzelwerte sind nicht wirklich reprasentativ fur die mittlere
Sekretion von hGH. Es hat sich vielmehr etabliert, die unter hGH-Einwirkung gebildeten
IGF's zu messen, wobei vor allem das in der Leber synthetisierte IGF-I zur Diagnostik
herangezogen wird, da es das im Tagesprofil verfigbare hGH reflektiert (Van Dessel et
al.1996; Yu et al. 1999a). In unseren Versuchen haben wir dennoch beide Hormone in
Abhangigkeit zum Alter bestimmt, allerdings wurden die Blutabnahmen bei allen
Probanden vormittags zwischen 8:00 und 9:00 Uhr durchgeflhrt.

IGF-I wird im Gegensatz zu hGH, welches nur in der Hypophyse gebildet wird, zum
grodten Teil in der Leber synthetisiert. Zusatzlich wird es lokal in Niere, Herz, Lunge,
Fettgewebe, Skelettmuskel und Knorpel gebildet (Jones u. Clemmons 1995). Die
wachstumsbezogenen Effekte des GH werden hauptsachlich tber die Produktion von
IGF-1 in der Leber vermittelt. Die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF I+l =
insulin like growth faktor I+Il) und die IGF-Rezeptoren (IGF I+llI-Rez.) sind an der
Regulation von Wachstum und Proliferation der Zellen in vivo und in vitro beteiligt. Im
Gegensatz zu Insulin werden sie von fast allen Geweben produziert (Devlin 2002).
Dadurch wirken sie endo- sowie auto- und/oder parakrin. Es handelt sich um potente,
mitogene Substanzen und lhre Wirkung wird durch die Verfligbarkeit von freiem IGF,
das an IGF-Rezeptoren binden kann, reguliert.

Die Spiegel von freiem IGF werden durch die Menge an produziertem IGF, dem Abbau
sowie dem Bindungsgrad an IGFBP beeinflusst. Einer der Hauptregulatoren von IGF-1
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ist GH. IGF-II ist im Gegensatz dazu weitgehend von GH unabhangig (Talwar et al
1975).

IGF’s sind nicht nur Wachstumsfaktoren, sondern auch Apoptose-Hemmer. Es konnten
in Studien Erh6hungen der IGF-Konzentrationen bei verschiedenen
Tumorerkrankungen nachgewiesen werden. Hohe IGF-I Konzentrationen korrelieren mit
einem erhodhten Risiko fir Mammakarzinom (Harkinson et al. 1998), Prostatakarzinom
(Chan et al. 1998 u. 2002), Lungenkarzinom (Yu et al. 1999b) und das kolorektalen
Karzinoms (Giovannucci et al. 2000), wobei niedrige IGF-I-Konzentrationen auf eine
verminderte Sektretion von hGH hinweisen, kodnnen erhdhte Konzentrationen
hinweisend auf eine konsumierende Erkrankung sein.

In unseren Versuchen kam es zu einer signifikanten Abnahme der IGF-1
Serumkonzentration in  Abhangigkeit vom Alter. Die abnehmenden IGF-I
Konzentrationen im Alter sprechen auch fir eine abnehmende mittlere Sekretion des
hGH s im Alter.

In der Studie von Krishnaraj et al. (1998) wurde die Beziehung des humanen GH und
des IGF-I sowie die Immunitat im Alter untersucht. Hier konnte nachgewiesen werden,
dass es zu einer Abnahme der Serumkonzentration von hGH und IGF-1 im Alter
kommt. Diese Verdnderungen waren auch mit einer verminderten Immunfunktion
assoziiert. Der Mangel von hGH wund IGF-l im Alter oder auch durch
Tumorerkrankungen (z.B. Hypophysenadenom) fuhrte zu einer schlechteren
Abwehrlage (Krishnaraj et al. 1998, Velkeniers et al. 1998).

Die Wachstumshormone (hGH und IGF-I) beeinflussen auch das lymphatische System.
In Tierversuchen konnte man bei hypophysektomierten Ratten eine Verminderung der
T- und B-Zell Funktion nachweisen (Talwar et al.1975). Bei exogener Zufuhr vom
humanen growth Hormon kam es zu einer bedeutenden Verbesserung der Zellzahl und
der Funktionsqualitdt des Immunsystems (B-LZ, T-LZ und NK-Zellen) (Krishnaraj et al.
1998, Velkeniers et al. 1998; Kelly 1989; Kelley et al. 1986). Velkeniers et al. (1998)
konnten bei weiblichen Affen eine verbesserte Immunantwort infolge der effektiveren
Stimulation/Proliferation nach hGH- und IGF-1- Substitution nachweisen.

IGF-I stimuliert in vitro die Synthese von Thymulin, einem Hormon, das
immunmodulatorische Eigenschaften hat und die T-Zell Differenzierung beeinflusst
(Timsit et al. 1992). Die Injektion von rekombinantem humanem IGF-I fuhrt zu einer
Gewichtszunahme des Thymus und der Milz bei gesunden Ratten. Weiterhin kommt es
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nach einer Substitution von IGF-I zu Rickbildung einer Thymusatrophie bei Ratten mit
Diabetes (Krishnaraj et al. 1998). Diese Ergebnisse sprechen fir die
immunmodulatorische Funktion von IGF-I. IGF-I beeinflusst hauptsachlich die T-
Lymphozytenproliferation. Eine Abhé&ngigkeit zwischen der IGF-I Konzentration im
Plasma und der B-Lymphozyten Funktion konnte bisher nicht belegt werden.
Typischerweise kommt es bei einem hGH- und IGF-1-Mangel zu Verdnderungen
wichtiger Stoffwechselvorgange. Es ist bekannt, dass das hGH nicht nur eine
malf3gebliche Rolle fur das lineare Wachstum besitzt, sondern auch in anderen
Organsystemen einen bedeutenden positiven Effekt zeigt. Bei Patienten mit einem Pan-
oder Hypopituitarismus kommt es nach vorliegenden Daten, zu einer im Vergleich zur
Normalbefdlkerung verkirzten Lebenserwartung. Dieses ist auch der Fall, wenn die
Ausfélle der corticotropen, thyreotropen und glandotropen Partialfunktionen durch
Substitution ersetzt werden. Es wurde die Vermutung aufgestellt, dass dieses
Phanomen durch den Wachstumshormonmangel hervorgerufen wird, jedoch konnte
dies noch nicht bewiesen werden.

Beim Erwachsenen wird ein Wachstumshormonmangel auch als growth hormone
deficiency (GHD) oder auch als Syndrom des Wachstumshormonmangels bezeichnet.
Dieses umfasst im Wesentlichen die Beeintréachtigungen von Vitalitdt und Energie und
geht aul3erdem mit charakteristischen Veranderungen des Fettstoffwechsels einher
(Monig u. Ziegler 2001). Bei diesen Patienten kommt zu einem verstarkten Abbau von
Muskeleiweil3 und zur Zunahme des Fettgewebes. Typischerweise nimmt die
Knochendichte ab und das Risiko einen Herzinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden nimmt
zu (Krishnaraj et al. 1998, Velkeniers et al. 1998; Jorgenson 1991; Rudman 1985;
Monig u. Ziegler 2001).

In  Therapiestudien an Patienten mit einem Syndrom des GH-Mangels im
Erwachsenenalter, zeigte sich, dass die entsprechenden Symptome und
Funktionsstérungen unter einer Substitutionstherapie ricklaufig waren. Bei einem der
Patienten kam es nach Absetzen der GH-Substitutionstherapie sogar zu einer
lebensbedrohlichen Dekompensationen (M6nig u. Ziegler 2001). Diese Resultate gelten
nur flr Patienten mit nachgewiesenem Wachstumshormonmangel, z.B. nach einer
ausgedehnten Hypophysenoperation. Die Substitution von hGH bei Erwachsenen ohne
nachgewiesenen GH-Mangel ist dagegen nicht indiziert. Der mogliche Einsatz einer
Stubstitution fur GH wird derzeit bei Herzinsuffizienz, katabolen Zustanden und
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Osteoporose diskutiert; die Datenlage lasst Empfehlungen in diesen Bereich jedoch

noch nicht zu (Monig u. Ziegler 2001).

5.3 Expression von Oberflachenmolekilen an PBMC des kutanen
und des zirkulierenden Immunsystems im Alter nach
Stimulation

5.3.1 Expression von CD28 im zirkulierenden und kut  anen Immunsystem in

Abhangigkeit vom Alter

Der CD28 Oberflachenrezeptor gilt als valider Biomarker der Immunoseneszenz von T-
Lymphozyten. In vielen Studien wurde belegt, dass es sowohl in vivo als auch in vitro
zu einer Verminderung dieser Rezeptoren mit zunehmendem Alter kommt (Boucher et
al. 1998). In unseren Versuchen kam es ebenfalls zu einem Abfall der unstimulierten
zirkulierenden CD3+CD28+ T-Lymphozyten. Interessanterweise kam es bei den
unstimulierten CLA+ CD28+ (hautspezifischen) T-Lymphozyten zu einer Zunahme in
Abhangigkeit vom Alter.

CD28 ist ein Korezeptor, der sich auf naiven T-Lymphozyten befindet. Neben der
antigenspezifischen Stimulation tGber den TCR bendtigen die T.Lymphozyten eine
weitere antigenunabhangige Stimulation durch kostimulatorischen Rezeptoren, deren
Aktivierung wichtige funktionelle Konsequenzen hat. Einer dieser Korezeptoren ist
CD28. Die Stimulation des CD28 Korezeptors fuhrt nach Interaktion mit CD80/86,
einem weiteren Korezeptor auf antigenprasentierenden Zellen, in Verbindung mit dem
aktivierten TCR/CD3-Komplex zur Bildung positiver Signale, die die Proliferation der T-
Lymphozyten aktivieren (Boucher et al. 1998; Neuber et al. 2003).

Der altersbedingte Abfall dieser CD3+CD28+ T-Lymphozyten korreliert mit einer
verminderten Proliferationsfahigkeit der T-Zelle im Alter (Adibizadeh et al. 1995). Bei
unseren Untersuchungen konnten wir dies bestatigen. Die Tatsache, dass es im Alter
zu einer Abnahme von CD3+CD28- T-Zellen kommt erklart, warum es nach Stimulation
der Zellen von Aalteren Probanden mit SEB oder IGF-1, zu einer verminderten
Proliferation im Vergleich zu jungeren Probanden kommt. Ware die Zahl der
CD3+CD28+ T-Zellen unverandert und nur deren Proliferation eingeschrankt, liel3en
sich andere Grinde fur diesen Zustand liefern. So ware es moglich, dass es zu

altersbedingten Veranderungen von antigenprasentierenden Zellen (APZ) kommt wie
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zum Beispiel einer verminderten Expression von. CD 80/86 und somit zu einer
verminderten Stimulation der T-Lymphozyten.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass es im Alter zu einer Hochregulation von CD 152
kommt, einem inhibitorischen Rezeptor, die zu einem ,off-Signal* fihren wirde, selbst
wenn CD3+CD28+ normal funktionieren.

Bei unseren Versuchen konnten wir feststellen, dass nicht nur der Anteil von
CLA+CD28+ T-Zellen im Alter ansteigt, sondern auch, dass deren funktionelle Kapazitat
erhalten blieb. Dies zeigte sich in der weiterhin vorhandenen Proliferationsantwort nach
Stimulation mit SEB. Warum es zu einer Zunahme der CLA+CD28+ T-Lymphozyten
kommt, ist bisher noch unbekannt. Der Anstieg von CLA+CD28+ T-Zellen, kénnte eine
Erklarung fur die altersunabhdngige Aktivitat bestimmter T-Zell vermittelter
inflammatorischer Hauterkrankungen sein.

Bei den Stimulationsversuchen zeigte sich, dass die Proliferation von alteren T-Zellen
im Vergleich zu jungeren T-Zellen eingeschrankt ist.

IGF- | scheint eine sehr wichtige immunmodulatorische Rolle zu spielen. Wie schon
oben erwadhnt, wurden in verschiedenen Studien Beziehungen zwischen der IGF-I
Serumkonzentration und der T-Zell Funktion beschrieben (Krishnaraj et al. 1998).
Aufgrund dieser Tatsache haben wir in unseren Versuchen die kutanen und
zirkulierenden T-Lymphozyten mit IGF-I stimuliert. Insulin like growth Faktor | wirkt
durch Bindung an den IGF-I Rezeptor und vermittelt auf diese Weise die
wachstumsférdernden Wirkungen.

Nach Stimulation mit SEB kam es in unseren Versuchen zu einer Proliferation der T-
Zellen des zirkulierenden und des kutanen Immmunsystems. Insgesamt war hier die
Stimulation bei den jungeren Probanden effektiver als bei den &lteren Probanden.
Interessant war es, dass die Stimulation mit IGF-I bei den CLA-T-Zellen
unterschiedliche Ergebnisse zeigte.

Die Stimulation der CD3+/CD28+ T-Zellen mit IGF-1 fuhrte zur Proliferation der T-
Zellen, wobei auch hier die Proliferation bei den jingeren starker ausgepragt war als bei
den alten Probanden. Bei den CLA+/CD28+ T-Zellen kam es nach der Stimulation mit
IGF-I zu keiner Proliferation der T-Zellen. Hier kam es wie auch in der Kontrollgruppe zu
einer Abnahme der T-Zell-Zahl.
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Die verminderte Proliferation der T-Zellen im Alter kdnnte verschiedene Ursachen
haben. Durch Verdnderungen der durch den T-Zellrezeptor induzierten
Signaltransduktionskaskaden koénnte es zu einer gestorten Aktivierung der T-Zellen
kommen. Auch Veranderungen der Expression von kostimulatorischen Rezeptoren oder
Veranderungen in der Produktion von Wachstumsfaktoren kénnen zu einer gestorten
Aktivierung fuhren. Die Ursachen der eingeschrankten Proliferation sind also auf
verschiedenen Ebenen der Signaltransduktion zu suchen.

Verschiedene Studien unterstitzen diese Vermutungen, denn nach der T-
Zellaktivierung kommt es auch im Alter weiterhin zur Phosphorylierung von
Thyrosinkinasen, der Grad der Phosphorylierung nimmt aber ab (Garcia u. Miller 1997;
Whisler et al. 1998). Weitere Untersuchungen in diesem Bereich zeigen einen
Zusammenhang zwischen der T-Zell-Proliferation mit der enzymatischen Aktivitat der
TCR-assoziierten Proteine p59fyn (Whisler et al. 1997) und p56lck (Tinkle et al 1998),
die im Alter eingeschrankt war.

Auch eine verminderte Synthese der ,second messenger “, wie IP3 und DAG, kbénnten
eine Ursache der verminderten Proliferation sein. Eine verminderte Synthese dieser
second messenger wurde in Mausversuchen bestatigt (Utsuyama et al. 1993).
Weiterhin kann die selektive Verminderung einer Isoform der Proteinkinase C in einer
eingeschréankten T-Zellproliferation resultieren (Whisler et al. 1995). Auch eine
Erhéhung von Phosphatasen wirde bei gleich bleibender Proteinkinaseaktivitat den
gleichen Effekt haben. Bisher weil3 man nicht, welcher dieser Mechanismen im Alter zu
einer eingeschrankten Tyrosinphosphorylierung fihrt.

Es ist auch bekannt, dass im Alter der Kalziumeinstrom in die Zelle vermindert ist und
frihe aktivierungsassoziierte Zelloberflachenmarker wie CD69 und CD71 vermindert
exprimiert werden (Gupta 1989; Whisler et al. 1991). Insgesamt lasst sich also
vermuten, dass die fuar die frthe  T-Zellaktivierung erforderlichen
Signaltransduktionsmechanismen im Alter beeintrachtigt sind.

Die fehlende Prolierationsantwort nach Stimulation mit IGF- | der CLA+CD28+ T-Zellen
konnte darauf zuriickgefihrt werden, dass beispielsweise erhthte Konzentrationen von
IGF — Bindungsproteinen zu einer verminderten Proliferationsantwort fihren. Die IGF-
Bindungsproteine haben einen wachstumshemmenden Effekt, da sie IGFs kompetitiv
binden und somit verhindern, dass durch Rezeptorbindung eine intrazellulare

Phosphorylationskaskade ausgeldst wird (Grimberg u. Cohen 2000). Freies IGF wird
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von sechs verschiedenen Bindungsproteinen reguliert. Diese werden, wie IGF selbst,
primar in der Leber synthetisiert. Sie sorgen fur eine Bindung und damit ubiquitére
Verteilung uber das Serum. Eine verminderte Bioaktivitdt der Bindungsproteine kann
auch die Karzinogenese fordern, da deren IGF-unabhé&ngige Wirkungen auf die
Proliferation und Apoptose schwinden.

Die IGF-I-Rezeptoren bewirken das Zustandekommen der Zellantwort, indem sie die
Informationsuibertragung durch die Lipidmembran ermdglichen. Anderungen, die das
Gleichgewicht zwischen IGF/IGF-I-R-Aktivitat und der Funktion der IGFBPs
verschieben, kdnnten eine verminderte Informationsiibertragung verursachen (Grimberg
et al. 1996).

Auch eine Funktionsstorung des IGF-I-Rezeptors konnte zu einer verminderten
Proliferationsantwort fiihren. Der IGF-I Rezeptor spielt eine zentrale Rolle bei der
normalen Proliferation der Zelle. Eine Ursache der verminderten Proliferation kdnnte
durch Stérungen auf der Traskriptionsebene begriindet sein. Die verstarkte Aktivitat von
Tumorsuppressorgenen auf das Gen, das fir die IGF-I-Rezeptor-Synthese wichtig ist,
konnte dazu fihren. Eine gestorte Bindung des IGF-I-Molekils an seinem Rezeptor
kann auch zu einer verminderten Aktivierung der intrazellularen Kinase-Domane fuhren.
Durch die Stimulation mit IGF-I kdnnte es zu einem negativen Feedback Mechanismus
kommen, der zu einer verminderten IGF-I-R Expression fuhrt. Was bei unseren
Versuchen die Ursache dieser Verminderten Proliferation nach IGF-1-Stimulation war,

muss in weiteren Experimenten geklart werden.

5.3.2 IGF-1-R Expression im zirkulierenden und kuta  nen Immunsystem in
Abhangigkeit vom Alter

Die durch IGF-1 induzierten mitogenen und anabolen Effekte, werden tber den IGF-IR
vermittelt (Butt et al. 1999). Er ist dem Insulin-Rezeptor sehr ahnlich und ist wie dieser
ein a2B2-transmembrandses Glykoprotein. Die B-Untereinheit besitzt
Thyrosinkinaseaktivitéat, die a-Untereinheit bindet das IGF I-Molekil. Seine Affinitat zu
IGF-I ist ungefahr 10 bis 15-fach so grol3 wie die zu IGF-Il (Germain-Lee et al. 1992)
Die Bindung eines Liganden fuhrt zur Dimerisierung des vorher monomeren Rezeptors.
Durch diese Konformationsanderung kommt es zu einer Autophosphorylierung der

zytoplasmatischen Domanen und der Phosphorylierung verschiedener
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zytoplasmatischer Proteine (Frattali u. Pessin 1993). Die Signale werden durch
bestimmte Signalkaskaden von intrazellularen Faktoren, z.B. dem Insulin-Rezeptor-
Substrat (IRS)-1, SHC (,SH containing®), ras (,fat sarcoma®), Raf-1 (Serin/Threonin-
spezifische-Proteinkinase) oder der MAP (Mitogen-Aktiviertes-Protein)-Kinase weiter
Ubertragen (LeRoith et al. 1995 u. 2003). Die Substanzen, die im Verlauf der
Signalkaskade gebildet werden, sind fur Apoptose oder veranderte Zellmobilitat
verantwortlich und greifen ebenfalls in die Regulierung des Zellzyklus sowie der
Genexpression ein (De Meyts 1994). Dem IGF-IR kommt durch diese Funktion eine
Schlusselrolle in der Kanzerogenese zu, die nicht nur mitogene, sondern auch
antiapoptotische, transformierende und wachstumsstimulierende Eigenschaften
beinhaltet (Baserga et al. 1997a u. 1997b; Butt et al. 1999; Grothey et al. 1999).

Die Ergebnisse unserer Experimente zeigten eine Zunahme der unstimulierten IGFR+
T-Zellen des zirkulierenden und des kutanen Systems in Abhangigkeit vom Alter. Dies
konnte auch die Erklarung fir das erhdhte Risiko sein, im Alter an Krebs zu erkranken.
Warum es zu dieser vermehrten Expression im Alter kommt ist noch unklar. Der Anstieg
der IGF-I-R Expression konnte auch durch einen Feedbackmechanismus begrindet
sein. Die altersbedingte physiologisch abnehmende IGF-I Konzentration im Serum
konnte zu einer Stimulation der IGF-I-R-Expression in der Peripherie fuhren.

Nach Stimulation mit SEB kam es in unseren Versuchen zur Proliferation sowohl der
CD3+/IGF-I-R+ T-Zellen als auch der CLA+/IGF-I-R+ T-Zellen. Im zirkulierenden sowie
im kutanen System war die Proliferationsantwort im Alter nicht eingeschrankt, was
darauf hindeutet, dass die Aktivierung Uber den T-Zell Rezeptor in beiden Gruppen
auch im Alter intakt ist. Sowohl die Bindungstelle im Bereich des MCH Il Molekuls auf
den APZ sowie die V[3-Kette des TCR missen demnach normal exprimiert werden.

Die CD3+/IGF1R+ T-Zellen lieBen sich nicht mit IGF-1 stimulieren. Nach der
Stimulatuion mit IGF-1 blieb die erwartete Proliferation der T-Zellen aus. Es kam wie in
der Kontrollprobe zu einer Abnahme der Zahl CD3+/IGFR+ T-Zellen. Der Grund fiur die
ausbleibende Proliferation, koénnte ein negativer Feedbackmechanismus auf die
IGF1R+T-Zellen durch die angestiegene IGF-1 Konzentration sein. Eine andere
Ursache koénnte eine erhthte Konzentration von IGFBP sein, die zu einer verminderten
Konzentration des aktiven IGF-1 fihren kdnnte.

Die CLA+/IGF-1R+ T-Zellen zeigten nach Stimulation mit IGF-1 eine uneingeschrankte

Proliferation sowohl bei den jungen als auch bei den alten Individuen.
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Uberraschenderweise war die Stimulation der CLA+/IGF-1R+ T-Zellen mit IGF-1 noch
effektiver als die mit SEB.

Warum es gerade bei den CLA+ der IGF-I-R exprimierenden T-Zellen zu einer
besseren Stimulierbarkeit kommt ist noch unklar. Zusammenfassend lasst sich jedoch
sagen, dass bei den CLA+ Zellen nicht in jedem Fall eine alterbedingte Einschrankung
der Proliferation nachweisbar war. Dies spricht dafiir, dass es im Alter bei den CLA+ T-
Zellen nicht zu den typischen Veranderungen der Immunoseneszenz kommt. Die
Hypothese, dass die Immunoseneszenz von zirkulierenden T-Zellen, T-Zellen der Haut
und anderen Kompartimenten direkt miteinander vergleichbar ist, muf3 demnach

korrigiert werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflul3 des Alters auf verschiedene Funktionen
des Immunsystems untersucht.

Im ersten Versuchsteil wurden die Konzentrationen verschiedener I6slicher
Adhasionsmolekile (sVCAM-1, sICAM-1 und sE-Selektin) im Serum in Abhangigkeit
vom Alter untersucht.

Hierzu wurde den Probanden (n = 71, 30 Manner und 51 Frauen) zunachst Blut
abgenommen und im Anschlu@ mit der Enzymimmunoassay Technik die
Konzentrationen der Adhaesionsmolekile bestimmt. Es zeigte sich eine signifikante
Zunahme der sVCAM-1 Konzentration im Alter. Hier lieBen sich keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede nachweisen. Die Konzentrationen des sICAM-1
zeigte dagegen nur eine leicht positive, jedoch nicht signifikante Korrelation in
Abhangigkeit vom Alter. Beim sE-Selektin konnten wir keine Abhangigkeit vom Alter
nachweisen.

Im zweiten Versuchteil der Arbeit wurden Oberflachenmolekile (CD28 und IGF-1-R) an
unstimulierten und stimulierten T-Lymphozyten im zirkulierenden und kutanen
Immunsystem in Abhéngigkeit vom Alter untersucht und miteinander verglichen.

Hierzu wurde den gesunden Probanden (n= 12) zunachst Blut enthommen und die
Bestimmung der Oberflachenmarker (CD3, CLA, CD28, IGF-1-R) an den unstimulierten
Zellen durchgefiuihrt. Es zeigte sich bei den unstimulierten CD3+CD28+ T-Lymphozyten
im Alter eine deutliche Abnahme der Gesamtzellzahl. Bei den unstimulierten CLA+
CD28+ (Hautspezifischen) T-Lymphozyten kam es dagegen zu einer Zunahme im
Alter. Interessanterweise kam es bei den unstimulierten CLA+IGFR+ T-Zellen und auch
bei den CD3+IGFR+ T-Zellen zu einer Zunahme der Zellzahl in Abhéngigkeit vom
Alter.

In einem weiteren Schritt wurden aus dem Blut der Probanden, die PBMC mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert und in vitro mit SEB und IGF-1 stimuliert.

Nach Stimulation mit SEB kam es zu einer Zunahme der CD3+/CD28-, CD3+/IGF-1R-
und der CLA+/CD28+ T-Lymphozeyten, wobei die Zellen bei den jingeren Probanden
starker proliferierten als bei den alteren.
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Bei den CLA+/IGFR-1+ T-Lymphozyten kam es nach Stimulation mit SEB ebenfalls zu
einer Zunahme der Zellzahl, wobei hier die Stimulierbarkeit der Zellen im Alter nicht
eingeschrankt war.

Die Stimulation der PBMC mit IGF-1 zeigte unterschiedliche Effekte. Bei den
CD3+/IGF-1R+ T-Zellen und auch bei den CLA+/CD28+ T-Zellen zeigte IGF-1 keine
stimulatorischen Effekte. Bei den CD3+/CD28+ T-Zellen kam es zu einer Zunahme der
Zellen nach Stimulation mit IGF-1, wobei auch hier die Stimulierbarkeit im Alter
eingeschréankt war. Erstaunlicherweise kam es nach Stimulation mit IGF-1 bei den
CLA+/IGF-1-R+-Lymphozyten zu einer Zunahme der Zellproliferation, die auch im Alter
nicht eingeschrankt war.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, das die Auswirkungen der Immunoseneszenz auf
zirkulierende CLA- T-Zellen nicht ohne Weiteres auf die hautspezifischen CLA+ T-

Zellen Ubertragbar ist.
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