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Kurzzusammenfassung

Ein Ansatz zur Therapie von Autoimmunerkrankungen liegt in der Beeinflussung der
fehlregulierten Zytokinbildung von Immunzellen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Regulation der Bildung der pro-entziindlichen Zytokine TNFa und IL-12(p40) sowie des anti-
entziindlichen Zytokins IL-10 im Modell der LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten durch
Aminothalidomid und Suramin untersucht. In LPS-stimulierten CD-14*-Monozyten verringerte
Aminothalidomid die TNFa- und IL-12(p40)-Bildung fast vollstandig, wahrend die IL-10-
Bildung gesteigert wurde (mRNA- und Protein-Ebene). Aminothalidomid veranderte die
IL-12(p40)- bzw. IL-10-Bildung aufgrund einer veranderten Zahl an sezernierenden CD-14"-
Monozyten. Die Wirkung von Aminothalidomid auf die IL-12(p40)-Bildung erfolgte
unabhangig von der gleichzeitigen Steigerung der IL-10-Bildung und wurde nicht Gber die
bekannte, hemmende Wirkung des IL-10-Proteins auf die IL-12-Bildung vermittelt.

Suramin fuhrte zur Inaktivierung von biologisch aktivem IL-10-Protein, wodurch die
hemmende Wirkung des IL-10-Proteins auf die TNFa- und IL-12-Bildung verhindert wurde.
Dies fuhrte zu einer gesteigerten TNFa- und IL-12(p40)-Bildung (mMRNA- und Protein-Ebene).

Abstract

In many autoimmune diseases, a dysregulation of the production of the pro- and anti-
inflammatory cytokines such as TNFa and IL-12 and the anti-inflammatory cytokine IL-10 has
been observed. One possible approach to treating such diseases would be using immune-
modulatory substances that change the rate of the production of these pro- and anti-
inflammatory cytokines. The effect of 4-amino-thalidomide and suramine on the LPS-
stimulated cytokine production of TNFa, IL-12 and IL-10 has been studied in CD-14"-
monocytes.

4-amino-thalidomide decreased the production of TNFa, IL 12(p40) and raised the secretion
of IL-10 in LPS-stimulated CD-14"-monocytes (on both mRNA and protein level). Staining of
individual LPS-activated CD-14"-monocytes showed that most of the cells were IL-12-positve
in the absence of 4-amino-thalidomide whereas only a few cells showed a weak signal in its
presence. In contrast, the vast majority of LPS-activated CD-14"-monocytes had a strong
staining for IL-10 in the presence of 4-amino-thalidomide. Time course analysis
demonstrated that in the presence of 4-amino-thalidomide the IL-10-protein could be
detected earlier than in the LPS-control group and higher amounts of IL-10 were measured in
the supernatant. All in all, the experiments described here demonstrate the 4-amino-
thalidomide modulates TLR4-signaling by LPS-activated CD-14"-monocytes, resulting in
strong inhibition of TNFa, IL-12p40, and a pronounced upregulation of IL-10 synthesis at the
protein as well as MRNA level and that both effects are regulated independently by 4-amino-
thalidomide.

Suramine inactivated the biological activity of human IL-10 Protein. Therefore, no feedback-
repression on the production of IL 12(p40) and TNFa occurred, resulting in an increased
TNFa- and IL-12(p40)-production (on both mRNA and protein level). The 10-production
(mRNA and protein) in LPS-stimulated CD-14"-monocytes was not affected by suramine.
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG
1.1 Das Immunsystem und die unspezifische Immunabwehr
Zum Immunsystem (lat. immunis = frei, unberthrt) werden Organe, Zellen und

EiweilRkoérper zusammengefasst, deren Funktion in der Erhaltung der Individualstruktur
durch die Abwehr kérperfremder Substanzen und Krankheitserreger besteht'?. Zusatzlich
ist es in der Lage, krankhaft veranderte korpereigene Zellen zu erkennen und zu
beseitigen. Dem Organismus stehen unspezifische und spezifische Abwehrmechanismen
zur Verfligung, welche sich bei einer Immunantwort gegenseitig erganzen (Tab. 1). Die
angeborene, unspezifische Immunitat ist vor allem bei der Bekampfung bakterieller
Infektionen von Bedeutung, wahrend die erworbene, spezifische Immunitat gegen
Krankheitserreger wie Viren, Parasiten oder Pilze gerichtet ist.

Tab. 1 Das Immunsystem

Das Immunsystem lasst sich in die unspezifische und die spezifische Immunabwehr aufteilen, wobei sich die
unspezifische Immunabwehr gegen korperfremde Bestandteile richtet, wahrend die spezifische Immunabwehr
den vorhergehenden Kontakt mit dem gleichen oder einem sehr @hnlichen Erreger voraussetzt. Die zellulare
Abwehr besteht ausschlieBlich aus Blutzellen, die der unspezifischen (Phagozyten) und spezifischen Abwehr
(T-Lymphozyten) dienen. Die Stoffe der humoralen Abwehr befinden sich in Kdrperflissigkeiten. Die humorale
Abwehr unterteilt sich in das Komplement und die Antikdrper. Das Komplement ist ein im Plasma vorhandenes
Enzymsystem, das mit Antigen-Antikérper-Komplexen reagiert. Antikérper werden in den lymphatischen
Organen (Thymus, Lymphknoten, Milz) von Plasmazellen und B-Zellen (B-Lymphozyten, Plasmazellen,
B-Gedachtniszellen) gebildet.

Abwehr zellular humoral
unspezifisch Phagozyten Komplement
Granulozyten Zytokine
Monozyten Lysozym
Makrophagen
Killerzellen
spezifisch T-Lymphozyten Antikorper
zytolytische T-Zellen (CD8-Zellen) gebildet von Plasma- und B-Zellen
regulatorische T-Zellen/T-Helferzellen
(CD4-Zellen / Th-Zellen)

111 Das mononuklear-phagozytare System

Die Monozyten gehoéren zur Gruppe der Phagozyten und damit zu den Zellen der
unspezifischen Immunabwehr. Monozyten werden aus Vorlauferzellen (Monoblasten und
Promonozyten) im Knochenmark gebildet’. Der Monozyt wechselt vom Knochenmark in
den Blutkreislauf und tritt nach ein bis drei Tagen durch aktives Uberbriicken des Endothels
der Blutgefasse in angrenzende Gewebe bzw. Organe ein*®. Dort differenzieren Monozyten
unter spezifischen lokalen Einflissen zu Makrophagen aus und Ubernehmen, je nach
Organ bzw. Gewebe spezifische Funktionen. Die Gesamtheit der Monozyten und
Makrophagen wird als mononuklear-phagozytares System (MPS) bezeichnet und spielt
eine zentrale Rolle bei der unspezifischen Abwehr®.
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Auf der Oberflache von Zellen der angeborenen Immunabwehr befinden sich so genannte
konservierte Rezeptoren (PPR = pattern recognition receptor), welche die Erkennung von
unterschiedlichen Strukturmerkmalen von mikrobiellen Pathogenen (PAMP = pathogen-
associated-molecular pattern) erlauben’. Das Oberflaichenprotein CD14 (cluster of
differentiation 14) und die Toll Like Rezeptoren (TLR) sind Beispiele fur konservierte
Rezeptoren auf den Monozyten®. Uber die PPR werden Effektormechanismen der
angeborenen Immunabwehr gestartet. So werden biologisch aktive Substanzen von den
Zellen sezerniert, wodurch wiederum weitere Zellen des MPS aktiviert werden.
Eindringlinge kénnen durch die Zellen der unspezifischen Immunabwehr phagozytiert
werden, wobei einzelne Bestandteile des phagozytierten Materials an der Oberflache der
Monozyten prasentiert werden. Dadurch werden die Zellen der spezifischen Immunabwehr
aktiviert und die Bildung von Antikérpern wird in Gang gesetzt'? Aufgrund dessen bilden
die Monozyten eine Bricke zwischen der unspezifischen und der spezifischen
Immunabwehr.

1.1.2 Aktivierung von Monozyten durch Lipopolysaccharide

Das CD14-Protein wird auf der Oberflache von Monozyten exprimiert und ist tGber einen
Glykosylylphosphatidylinositol-Schwanz in der Membran verankert®. Monozyten erkennen
gram-negative Bakterien (z.B. Escherichia coli) Uber Lipopolysaccharide (LPS), einem
Bestandteil der duReren Zellmembran der gram-negativen Bakterien®. Lipopolysaccharide
bestehen aus einem hydrophoben Lipid A, welches das LPS in der duReren Membran der
gram-negativen Bakterien verankert und einem hydrophilen Zuckeranteil, dem
Polysacharid®'®. Die Mechanismen zur Erkennung von LPS in CD-14"-Monozyten und die
ausgeldsten Signalwege sind in Abb. 1 vereinfacht zusammengefasst''. Zuerst bindet ein
Transferprotein lipid binding protein (LBP) das LPS am Lipid A und transportiert dieses an
die Oberflache des Monozyten zum CD14-Oberflachenprotein. Das Oberflachenprotein
MD-2 bindet an den TLR4 und erlaubt die Bildung eines stabilen Rezeptorkomplexes von
LPS, MD-2 und TLR4. Weitere Untersuchungen zum TLR-Signalweg in anderen Zellen,
fuhrten zu der Annahme, dass dieser Komplex in sogenannte Rezeptosomen zerfallt und
es zur Rekrutierung des intrazellularen Adapterproteins Myd88
(Myd88 = myeloid differentiation marker 88) kommt. Anschliessend bindet Myd88 an die C-
terminale Region des TLR4 und Uber die N-terminale Domane an die IRAK
(IRAK = interleukin-1 receptor-associated kinase) und TRAF6 (TRAF6 = tumor necrosis
factor receptor associated factor 6), wodurch verschiedene Signalwege aktiviert werden'?.
Wie in Abb. 1 gezeigt, werden in Monozyten hauptsachlich die MAPK-Signalwege
(MAPK = mitogen activated protein kinases), der IKK-Signalweg (IKK = lkappaB Kinase)
und der PI3K-Signalweg (PI3K = phosphoinositide 3-kinase) ausgeldst'’. Die Aktivierung
des IKK-Signalweges und des PI3K-Signalweges in CD-14"-Monozyten flhrt zur
Degradierung der IkB (IkB = inhibitory subunit of nuclear factor kappa B) und erlaubt so den
Transport des Transkriptionsfaktors NF-kB (NF-kB = nuclear factor kappa B) in den
Zellkern. Die Aktivierung der MAPK fihrt ebenfalls zur direkten oder indirekten
Phosphorylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, wodurch die Transkription
verschiedener Gene, u.a. auch die Expression von TNFa, IL-12p40 und IL-10 reguliert
wird"".
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Abb. 1: LPS-Stimulation von CD14"-Monozyten (vereinfachte Darstellung aus Guha")

Dargestellt sind Bindung der LPS und die Aktivierung von CD-14"-Monozyten {iber den TLR4. In CD-14-
Monozyten werden hauptséchlich die MAPK-Signalwege (ERK1/2, JNK, p38), der IKK-Signalweg (liber Myd88,
IRAK, TRAF-6) und der PI3K-Signalweg aktiviert.

Erlduterungen: siehe im Haupttext.

Abkirzungen: LPS = Lipopolysaccharide, LBP = lipid binding protein, CD14 = cluster of differentiation 14,
MD-2 =accessory protein of TLR4, TLR4 = toll like receptor4, Myd88 = myeloid differentiation marker 88,
IRAK = interleukin-1-receptor associated kinase, TRAF6 = tumor necrosis factor receptor associated factor 6,
IKK = IkappaB Kinase, IkB = inhibitory subunit of nuclear factor kappa B, PI3K = phosphoinositide 3-kinase,
p50/65 = p50/65 subunit of nuclear factor kappa B, MAPK = mitogen activated protein kinases,
ERK1/2 = extracellular ~ signal-regulated kinase, JNK=c-Jun N-terminal kinase, p38 =p38 MAPK,
TNFa = Tumornekrosefaktor a, IL-12p40 = Interleukin-12p40, IL-10 = Interleukin-10
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1.1.21 MAPK-Signalwege und der Einfluss von Inhibitoren

Die durch LPS aktivierten MAPKKK (MAPKKK = mitogen activated protein kinases kinases
kinases) phosphorylieren die MAPKK (MAPKK = mitogen activated protein kinases
kinases), welche wiederum die MAPK (MAPK = mitogen activated protein kinases)
aktivieren. Zur Familie der MAPK gehéren die extrazellular-regulierten Kinasen (ERK1 und
ERK?2), die c-Jun-NH.-Terminus Kinasen 1/2/3 (JNK1/2/3) sowie die p38-MAPK'*'*1>" Die
MAPK sind Serin-/Threonin Proteinkinasen, die einen Prolin-Rest in der Substratregion
erkennen und sowohl zytoplasmatische als auch nukleare Proteine phosphorylieren
kénnen'’.

ERK1/2 werden insbesondere durch Wachstumsfaktoren und Mitogene stimuliert und spielt
bei Wachstum bzw. Differenzierungs- und Entwicklungsvorgéngen eine Rolle'®. Die p38-
MAPK und JNK1/2/3 werden vor allem durch Stressfaktoren und teilweise durch
inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiviert und sind insbesondere bei
Entzindungsprozessen, der Apoptose und dem Wachstum sowie 2z.T. bei
Differenzierungsprozessen beteiligt'".

Die Untersuchung der Signalwege erfolgte durch den Einsatz von pharmakologischen
Inhibitoren, welche insbesondere Kinasen spezifisch hemmen'®. Die Aminosduren in der
ATP-Bindungstasche (ADP = Adenosintriphosphat) von Kinasen sind konserviert®. Da die
meisten eingesetzten Kinase-Inhibitoren kompetetiv mit ATP um die Bindung in der ATP-
Bindungsstelle konkurrieren, wirken diese moglicherweise auch unspezifisch auf weitere
Kinasen'. Die Tab. 2 gibt einen Uberblick iiber Inhibitoren, welche bei der Untersuchung
der drei MAPK-Signalwege verwendet werden.

Tab. 2: Uberblick iiber pharmakologische Kinase-Inhibitoren'®’

Name des | Name des | Wirkprinzip
Signalweges Inhibitors
ERK1/2 PD 98059 bindet an die dephosphorylierte Form MEK1/2

verhindert die Phosphorylierung von ERK 1/2,

keine Wirkung auf p38-MAPK oder JNK

ERK1/2 UO126 Selektiver Inhibitor der MAPK-Kinase MEK-1

verhindert die Aktivierung der MEK1 starker als die bereits
aktivierte MEK1 zu hemmen

keine Effekt auf MAP-Kinase p38 oder JNK

p38-MAPK SB 203580 blockiert selektiv die ATP-Bindungsstelle der p38a/B-
MAPK
kein Effekt auf MAP-Kinase ERK 1/2 oder JNK

p38-MAPK SB202474 inaktive Kontrolle fir SB203580

JNK1/2/3 SP600125 Inhibitor der JNK1/2/3
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1.2 Die Apoptose

1.21 Apoptose und ihre Rolle im Immunsystem

Die Apoptose ist eine physiologische Form des Zelltodes und ein genetisch regulierter
Vorgang, welcher die koordinierte Expression verschiedener Gene erfordert. Apoptotische
Zellen sind durch eine Vielzahl von morphologischen Veranderungen (wie z.B.: Schrumpfen
der Zelle, Aktivierung von DNAsen, DNA-Fragmentierung) gepragt. Kommt es zu
Verletzungen der Zellen (z.B. mechanisch, chemisch) werden zytoplasmatische Enzyme
und toxische Metabolite unkontrolliert freigesetzt, wodurch es zur Schadigung von
benachbartem Gewebe kommt. Dieser Vorgang wird als Nekrose bezeichnet und im
Gegensatz zur Apoptose von einer Entzlindungsreaktion begleitet.

Der Organismus ist mittels Apoptose in der Lage, sich an die Umgebung anzupassen und
uberflissige Zellen zu eliminieren. Stérungen der Apoptose, die zu einer erniedrigten oder
erhohten  Zelltodesrate fuhren, konnen zum  Auftreten von  Tumor- und
Autoimmunerkrankungen fiihren?”. Die Apoptose spielt wahrend der Entwicklung des
Immunsystems sowie dem Abtoten von Immunzellen eine wichtige Rolle und dient u.a. der
Regulation der Anzahl an Monozyten und Makrophagen. In Abwesenheit von spezifischen
Stimuli fallen Monozyten in vitro spontan dem Prozess des programmierten Zelltods
(spontane Apoptose) anheim®?°. Da apoptotische Zellen die Bildung von Zytokinen
beeinflussen kdnnen®, ist es notwendig die CD-14*-Monozyten auf ihre Viabilitat bzw. auf
apoptotische/nekrotische Vorgange zu untersuchen.

1.2.2 Ablauf der Apoptose

Jede Korperzelle besitzt die zur Apoptose notwendigen Proteine, welche konstitutiv
exprimiert werden. Die unkontrollierte Apoptose wird dadurch verhindert, dass die Proteine
als inaktive Vorstufen vorliegen oder sich in Kompartimenten befinden, in welchen sie nicht
wirksam werden. Durch einen spezifischen Stimulus wird der apoptotische Prozess initiiert.
Apoptose kann in Abhangigkeit vom Stimulus Uber mindestens zwei verschiedene Wege
ausgeldst werden (siehe Abb. 2):
e Uber spezifische Liganden membranstandiger Todesrezeptoren (extrinsischer
Signalwegoder extrinsic pathway) oder
e durch den Mangel an Uberlebensfaktoren oder durch zytotoxische Faktoren,
wodurch Uber verschiedene Mechanismen Cytochrom C aus den Mitochondrien
freigesetzt wird (mitochondrial pathway oder intrinsic pathway).
Am Prozess der Apoptose sind verschiedene Enzyme, wie Endonukleasen oder Caspasen
beteiligt. Endonukleasen spalten doppelstrangige DNA an der internukleosomalen Linker-
Region. Hierdurch entstehen mono- und oligonukleosome DNA-Fragmente von 180 Bp,
welche in der Gelelektrophorese aufgetrennt werden kénnen und zum typische Bild der
DNA-Leiter fihren. Die Anreicherung von mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmenten
erfolgt Gber mehrere Stunden, bevor die Plasmamembran aufreif3t, sodass bei ausgeloster
Apoptose -im Gegensatz zur Nekrose- kein sofortiger Verlust der Zellpermeabilitat und
damit eine unkontrollierte Zerstérung der Plasmamembran erfolgt.
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Die Familie der Caspasen (Casp.), welche in Initiator-Caspasen und Effektor-Caspasen
werden, gehdéren zu den die Schliisselenzyme der Apoptose?’?. Caspasen, sind
intrazellulare Proteasen und hydrolysieren ihre Substrate am Carboxy-Terminus eines
Aspartat-Restes. Uberwiegend fiihrt erst die Spaltung der Substrate der Effektor-Caspasen
zu einer direkten oder indirekten Zerstérung der strukturellen Integritat der Zellen. Eine
Hemmung der Effektor-Caspasen verhindert in den meisten Zellen die Apoptose. Durch
den Einsatz von synthetisch hergestellten Caspase-Inhibitoren wie DEVD-CHO bzw.
DEVD-FMK (hemmt Caspase-3/-7) oder zZVAD-FMK (hemmt Caspase-8 und ein breites
Spektrum an Caspasen), ist eine spezifische Hemmung von Caspasen mdglich (Abb. 2)%.

intrinsischer Signalweg extrinsischer Signalweg
FasL
Fas
Zytosol
i FADD
Mito-
chondriu
Bax Bcl-2 / Bel-x,
ZVAD-FMK
cFLIP
E”FTFG Smac = DIABLO —
Cytochrom C
DEVD-CHO
AP
Cytochrom C
Apaf-1, ATP Caspase-8
‘ ,_-#' Caspase-3, -7
Caspase 9
ffektoren
Nucleus

RESSY

Abb. 2: Schematische Darstellung der intrazellularen Vorgange in der Apoptose

Die schwarzen Pfeile markieren die beiden Signalwege (extrinsischer Signalweg und mitochondrial pathway).
Der extrinsische Signalweg wird durch Liganden der TNF-Rezeptorfamilie initiert, wodurch die Rezeptoren
aktiviert werden. Es erfolgt eine Trimerisierung des Rezeptors und eine Rekrutierung der Proform der Initiator-
Caspase-8 und die Bildung des DISC (Death Inducing Signaling Complex, nicht gezeigt). Innerhalb des DISC
erfolgt durch autokatalytische Spaltung der Pro-Caspase 8 die Bildung der aktiven Caspase-8. Diese 16st dann
wiederum eine Aktivierung der Effektor-Caspasen-3/-7 aus, wodurch es zur Auslésung der Apoptose kommt.

Im intrinsischen Signalweg diffundieren Proteine, wie u.a. das Cytochrom C aus den Mitochondrien in das
Zytosol. Im Zytosol bindet Cytochrom C an Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor-1) und ATP. Es erfolgt
eine ATP-abhangige Aktivierung der Caspase-9. Die Caspase-9 aktiviert dann wiederum die Effektor-
Caspasen-3/-7, welche auch beim extrinsischen Signalweg aktiviert werden.

Der Apoptose-Signalweg wird durch verschiedene Proteine (z.B. Flice Inhibitory Protein = FLIP, Bcl-2-Familie
(Bcl-2, Bcl-xL und Baxg, Inhibitor of Apoptosis Proteins = IAP) an unterschiedlichen Stellen des Apoptose-
Signalweges reguliert27' 0,
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1.3 Die Zytokine TNFa, IL-12 und IL-10

Zytokine sind Proteine, die u.a. von Leukozyten produziert werden, verschiedene Zellen
des Immunsystems beeinflussen und somit entziindliche Prozesse innerhalb eines
Zytokinnetzwerks regulieren®'. Zytokine wirken, indem sie an ihre Rezeptoren binden und
so eine intrazellulare Signalweiterleitung auslésen, welche in einer veranderten
Genexpression resultiert (siehe auch Abb. 6).

Zytokine kdnnen uber verschiedene Nachweismdglichkeiten detektiert werden. So kann die
biologische Aktivitat invitro (Uber einen Bioassay), die Zytokinkonzentration in
Zellkulturiberstanden/Seren (Uber ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
Proteinarray, oder ELISpot) gemessen werden®>*. Ebenfalls ist ein Nachweis der Zytokine
(iber die Transkriptmenge (MRNA) in Zelllysaten oder in Einzelzellen méglich®.

Die Einteilung der Zytokine kann durch drei verschiedene Klassifizierungen (funktionelle
Klassifizierung, aufgrund der Struktur oder ihrer Zuordnung zu ihren Zytokinrezeptoren)
erfolgen®. In Bezug auf den Prozess der Entziindung kénnen die Zytokine vereinfachend
entweder der Gruppe der pro- (z.B. TNFa, IL-12) oder der Gruppe der anti-
inflammatorischen Zytokine (z.B. IL-10) zugeordnet werden.

1.3.1 Bedeutung der Zytokine TNFa, IL-12 und IL-10

Die Modulation des Gleichgewichts zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen
spielt vermutlich eine bedeutende Rolle bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen®'.
Bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen, sollen die unerwinschten
Entzindungsaktivitdten gestoppt, und die Neubildung von Autoantikbrpern verhindert
werden. Dies wird Uber eine Beeinflussung der Aktivitat der Immunzellen erreicht. Hierbei
werden Immunsuppressiva, Immunmodulatoren oder Blutaustauschverfahren eingesetzt.
Bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise der Rheumatoiden
Arthritis, entziindlichen Darmerkrankungen oder der Multiplen Sklerose wurde die
chronische Bildung von Zytokinen nachgewiesen****. So wird insbesondere eine
Fehlregulation der Bildung des Zytokins Tumornekrosefaktor a (TNFa) fir das Auftreten
dieser Erkrankungen verantwortlich gemacht***®. Die entziindlichen Darmerkrankungen
sind u.a. durch eine erhdhte Produktion der Zytokine TNFa und Interleukin-12 (IL-12) im
Verdauungstrakt charakterisiert’. In Tiermodellen fir Rheumatoide Arthritis, Multiple
Sklerose und entziindliche Darm-, Haut- und Schleimhaut-Erkrankungen, wurde die
pathophysiologische Bedeutung von IL-12 gezeigt. Daher ist davon auszugehen, dass bei
diesen Autoimmunerkrankungen zuviel IL-12 vorliegt*®*'. Das anti-inflammatorische Zytokin
Interleukin-10  (IL-10) liegt hingegen zuwenig vor. Wird es bei entzindlichen
Darmerkrankungen gegeben, so scheint IL-10 im Verdauungstrakt als ein genereller
Immunmodulator zu wirken®?°?,
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1.3.2 Tumornekrosefaktor a

Nach Stimulation durch LPS wird das TNFa-Protein hauptsachlich von Monozyten und
Makrophagen sowie von Neutrophilen sezerniert, wobei auch T-Zellen, aktivierte
Killerzellen oder Mastzellen nach Stimulation durch Antigene TNFa-Protein bilden
kénnen®. Die TNFa-Bildung kann ebenfalls durch andere Zytokine wie beispielsweise
durch IFNy (IFNy = Interferon gamma) ausgeldst werden®.

Das TNFa-Gen ist auf dem Chromosom 6 (6p23-6q12) lokalisiert. Die Synthese von TNFa
erfolgt in zwei Schritten. Nicht-glykosylierte Transmembranproteine (233 Aminosauren,
26 kDA) werden synthetisiert und assoziieren in der Membran zu Homotrimeren. Von jeder
Untereinheit des membranstandigen TNFa’s kann durch membranstandige
Metalloproteasen das lésliche Zytokin (157 Aminosauren, 17 kDA) abgespalten werden.
Dadurch entsteht das sezernierte, biologisch aktive homotrimere TNFa-Protein mit
51 kDa>®. In Abb. 3 ist die dreidimensionale Struktur der sezernierten Form des TNFa-
Proteins gezeigt. Die Bildung von humanem TNFa-Protein nach Stimulation mit LPS wird in
Monozyten auf transkriptioneller und posttranskriptioneller Ebene reguliert®®*’.

Abb. 3: Dreidimensionale Struktur der sezernierten Form des TNFa-Proteins®
In unterschiedlichen Farben die drei Untereinheiten des Homotrimers TNFa.

Das TNFa-Protein kann an den TNF-Rezeptor-l (TNF-RI, 55kDa) und den TNF-Rezeptor-I|
(TNF-RII, 75k Da) binden. Monozyten exprimieren hauptsachlich den TNF-RIl auf ihrer
Oberfliche (siehe Abb. 6)*°. Das TNFa-Protein kann durch die Bindung an seine
Rezeptoren, die Bildung von Interleukin-13 (IL-18), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-10 in
Monozyten oder T-/B-Lymphozyten induzieren***®®". TNFa-Protein kann durch Interaktion
mit dem TNFa-RI Apoptose induzieren®.

TNFa-Protein interferiert mit der Angiogenese, Zelladhasion und der Infiltration von
Tumoren mit Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten®”. Tumorzellen werden durch TNFa-
Protein in ihrem Wachstum verlangsamt oder abgetétet®®. Bei Uberexpression von TNFa-
Protein in transgenen Mausen wurde gezeigt, dass das TNFa zu chronischer
inflammatorischer Arthritis flhrt, welche durch die Behandlung der Tiere mit monoklonalen
Antikérpern gegen TNFa verhindert werden konnte®.
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1.3.3 Interleukin-12

Hauptséachlich wird IL-12 von Phagozyten (d.h. Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen
Zellen) oder Dendritischen Zellen durch Stimulation mit Pathogenen Uber die TLR
produziert®.

IL-12 ist ein heterodimeres Protein (75 kDA), dessen Polypeptidketten (p40 und p35) Uber
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind®®®. Die beiden Gene fiir die Polypeptidketten
befinden sich auf verschiedenen Chromosomen und werden unabhangig voneinander
reguliert®®. Die Expression von IL-12p40 wird, im Gegensatz zur Expression von IL-12p35,
stark reguliert. Die Transkripte fir IL-12p40 wurden nur in Zellen nachgewiesen, welche
das biologisch aktive IL-12p70 Heterodimer sezernieren®®®®’°. Daher ist die Bildung von
IL-12p40 ein Indikator fiir die Bildung des biologisch aktivem IL-12-Heterodimers’". Fiir die
Regulation von IL-12p40 werden verschiedene Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise
NF-kB diskutiert’*"*. Abb. 4 zeigt die dreidimensionale Struktur des IL-12p40-Proteins.

Abb. 4: Dreidimensionale Struktur der IL-12p40-Untereinheit’®
Dargestellt ist die IL-12p40 Untereinheit des Heterodimers IL-12p70

Das aktive IL-12p70 wird von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten nur unter zusatzlicher
Gabe von Interferon gamma (IFN-y) produziert’. Das IL-12-Protein wirkt, wenn es von
Monozyten sezerniert wird nur parakrin, da der IL-12-Rezeptor (IL-12R) nur auf T-Zellen,
Killerzellen und Dendritischen Zellen, aber nicht auf Monozyten exprimiert wird”’.

IL-12 spielt eine signifikante Rolle in der Entwicklung der zell-vermitteinden Immunitat
gegen intrazelluldre Pathogene™. Die biologische Aufgabe von IL-12 liegt in der Steuerung
der Differenzierung von T-Lymphozyten™. Unter dem Einfluss von IL-12 entstehen aus
Vorlauferzellen Th1-Zellen, welche zur Sekretion von anderen Zytokinen wie IFN-y,
Interleukin-2 und TNFa angeregt werden’*’®. Als pleiotrophes Zytokin erfiillt IL-12 jedoch
weitere Eigenschaften, wie gesteigertes Wachstum von aktivierten T-Zellen und eine
Erhéhung ihrer zytotoxischen Aktivitat™. Aufgrund dieser Wirkungen spielt IL-12 beim
Schutz vor Infektionen mit intrazelluléren Bakterien und Viren eine wichtige Rolle™.
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1.34 Interleukin-10

IL-10 wird von LPS aktivierten Monozyten und Mastzellen und von einigen T-Lymphozyten
nach Antigen-Stimulation produziert®®'.

Das humane IL-10-Gen befindet sich auf dem Chromosom 1g31-32 und wird aus einem
Vorlauferprotein (178 Aminosauren) synthetisiert®. Das reife IL-10-Protein besteht aus
160 Aminosauren (ca. 18 kDa), mit 6-Helices und enthalt —im Gegensatz zum IL-10-Protein
der Maus- keine potentiellen N-verbundenen Glykosylierungsstellen®”®*. Das biologisch
aktive IL-10-Protein bildet eine V-ahnliches Homodimer aus zwei identischen IL-10-
Monomeren, welche nicht Uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Zwei
Disulfidbriicken wurden innerhalb der a-Helices nachgewiesen, welche flr die Erhaltung
der Struktur des IL-10-Proteins und damit fur die Erhaltung seiner biologischen Aktivitat als

notwendig erachtet werden®. Abb. 5 zeigt die Struktur des IL-10-Monomers.

Abb. 5: Struktur des IL-10-Monomers®

Das IL-10-Protein bindet an einen der zwei IL-10-Rezeptoren (IL-10RI oder IL-10RII)*,
wobei auf Monozyten der IL-10RI nachgewiesen wurde (siehe Abb. 6)%’.

Das IL-10-Protein besitzt (iberwiegend anti-entziindliche Eigenschaften®®.

Die hemmende Wirkung von IL-10-Protein auf die Produktion entziindungsférdernder
Zytokine zeigt sich auch in vivo, da die Letalitdt von Mausen im Tierexperiment fir den
septischen Schock durch IL-10-Protein erniedrigt wurde®. Die Bedeutung von IL-10-Protein
fur entziindliche Darmerkrankungen zeigten Untersuchungen von IL-10 Knockout-Mausen,
welche spontan eine Kolitis entwickelten®.



EINLEITUNG 11

1.4 Das Modell der LPS-stimulierten CD-14*-Monozyten

Die Beeinflussung des Zytokinnetzwerkes, insbesondere des Gleichgewichts zwischen
TNFa/IL-12 und IL-10 erfolgt durch die Zellen der angeborenen Immunabwehr, wie
beispielsweise durch Monozyten. Humane Monozyten kénnen aufgrund der Starke der
Expression ihrer spezifischen Oberflichenmarker (CD14" und CD16%) in zwei
Untergruppen eingeteilt werden®'. CD-14"-Monozyten sind insbesondere bei Infektionen
durch Pathogene beteiligt®. Aufgrund der Bedeutung der CD-14*-Monozyten ist das ex vivo
in vitro Modell der LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten fiir Untersuchungen zur Regulation
der pro- und anti-inflammatorischen Zytokinbildung geeignet. Ebenfalls kdnnen Wirkungen
von pharmakologischen Substanzen auf die Zytokinbildung untersucht werden.

Monozyten sezernieren nach Stimulation mit LPS in vitro zunachst verschiedene pro-
inflammatorische Zytokine, wie TNFa, IL-1R, IL-6 und IL-12 in den Kulturiiberstand®-"*94%8,
Es folgt die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine (IL-10, I6slicher TNFa-Rezeptor
(sTNFR) oder IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1Ra)). In LPS-stimulierten Monozyten reduziert
IL-10-Protein die Expression verschiedener Oberflachenproteine (z.B. CD86, CD54, CD40)
und die Sekretion verschiedener Zytokine wie Interleukin-1a/-13, TNFa, IL-6, IL-10 selbst,
IL-12, Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) und verschiedener
Chemokine wie MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) und Interleukin-8%°¢

IL-10 kann —unabhangig von der LPS-Stimulation- die Bildung anderer anti-
inflammatorischer Zytokine (sTNFR, IL-1Ra, TNF-RI und TNF-RII) induzieren, welche pro-
inflammatorische Zytokine antagonisieren kénnen (TNFa, IL-1R)%97101:9680%5 pie Kinetik
der Zytokinbildung spielt bei der Regulation des Zytokinnetzwerkes eine entscheidende
Rolle. Die Abb. 6 zeigt den LPS-Signalweg und daraus resultierende Wirkungen der
Zytokine TNFa und IL-10 nach Bindung an ihre Rezeptoren in CD14"-Monozyten.
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Abb. 6: LPS-Signalweg und daraus resultierende Wirkungen der Zytokine TNFa und IL-10 nach Bindung
an ihre Rezeptoren in CD14*-Monozyten (vereinfachte Darstellung)

Nach Bindung der LPS und Aktivierung der MAPK-Signalwege (ERK1/2, JNK, p38) in CD-14"-Monozyten
werden die Proteine TNFa, IL-12p40 und IL-10 in den Kulturiiberstand sezerniert. Das TNFa bindet an den
TNF-RII auf den CD-14+-Monozyten59. Das TNFa-Protein kann dadurch u.a. die Bildung von Interleukin-113
(IL-1R), Interleukin-6 (IL-6) und IL-10 in Monozyten induzieren*¢%¢",

Das IL-10-Protein bindet an den IL-10RI auf den CD-14"-Monozyten und stoppt dadurch die Synthese von
TNFa, IL-12p40 und IL-10%"%.

Humane Monozyten werden entweder aus frisch isolierten Blut oder Blutkonserven, welche
dann meist U.N. bei 4°C zwischengelagert werden, Uber verschiedene Methoden
isoliert?®'921% Hierdurch unterscheiden sich die Monozyten je nach Isolierungsmethode in
ihrem Alter und ihrer Zusammensetzung. Das Alter der Monozyten ist entscheidend, da
humane Monozyten den Prozess der spontanen Apoptose durchlaufen'®?21% Aus dem
Blut humaner Spender kann nur eine begrenzte Zahl an CD-14"-Monozyten isoliert
werden'®. Anstelle von Monozyten wurden daher oft humane Zellinien, wie die
monozytare-Zelllinie THP-1 (transformed human promonocytic) oder die Makrophagen-
Zelllinie HL-60 (human leukemic cell line) zur Untersuchung der Regulation von Zytokinen
verwendet'%¢1%.
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1.5 Die Wirkungen von Thalidomid, Aminothalidomid und
Suramin

Thalidomid wurde erstmals 1956 in Deutschland als Sedativum zugelassen, jedoch 1961
aufgrund schwerwiegender Beeintrachtigung der fetalen Entwicklung vom Markt

zuriickgenommen (Abb. 7)"%"",
Abb. 7: Strukturformel von Thalidomid (M = 258,23g/mol, oben) und

9]
it Aminothalidomid (M = 273,24g/mol, unten)'"?
— = Thalidomid wurde 1954 als alpha-N-Phthalimido-glutarimid synthetisiert.
N Aminothalidomid besitzt eine zusatzliche NH.-Gruppe am Ph’thalimidring112 .
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Die immunologischen Wirkungen von Thalidomid bei der Behandlung der
Autoimmunerkrankung erythema nodosum leprosum (ENL) fihrten dazu, dass Thalidomid
1998 fur diese Indikation in den USA zugelassen wurde. Bei verschiedenen Erkrankungen,
wie Entzindungen des Verdauungstraktes, dermatologischen- und onkologischen
Erkrankungen wurde Thalidomid ,off-Label“ eingesetzt'"®. Thalidomid zeigte Wirkungen
gegen Cachexia, gegen Tumorwachstum, gegen Angiogenese, gegen Zelleinwanderung,
gegen Viren, hypoglykemische Effekte und bei der Hemmung verschiedener Enzyme wie
beispielsweise der Phosphodiesterasen (PDE)'"*""®. Bisher wurde die molekulare Basis fiir
diese beobachteten Effekte jedoch noch nicht aufgeklart.

1991 zeigte Thalidomid erstmals die selektive Inhibierung der TNFa-Freisetzung in LPS-
aktivierten Monozyten''®. Thalidomid reguliert die Produktion weiterer Zytokine, wobei sich
die Wirkung von Thalidomid in Abhangigkeit von der Art des Stimulus und den untersuchten
Zellen unterschied. So steigerte Thalidomid die TNFa-Produktion in HL-60-Zellen, wahrend
die TNFa-Produktion in den THP-1-Zellen verringert wurde'".

Lange bestand die Meinung, dass die beschriebenen Effekte von Thalidomid hauptsachlich
durch die Erniedrigung der TNFa-Proteinmenge erreicht werden'"’.

Wie jedoch durch Studien von Thalidomid im Vergleich zu Substanzen anderer
pharmakologischer Substanzklassen mit bekannter Wirkung gezeigt werden konnte,
kénnen die vielseitigen Effekte von Thalidomid nicht allein der Regulation der TNFa-
Produktion zugeschrieben werden. Thalidomid scheint vielmehr die verschiedenen
Wirkungen durch eine Beeinflussung unterschiedlicher Signalwege zu bewirken'"*. Hierbei
kénnte Thalidomid sowohl direkt als auch indirekt wirken, da die Substanz chemisch nicht
sehr stabil ist und im Kérper in verschiedene Metabolite zerfallen kann'™®.

Die Wirkung von Thalidomid auf die Bildung verschiedener Zytokine nach LPS-Stimulation
wurde in Monozyten, PBMCs (PBMCs = blood peripheral mononuclear cells), Gesamtblut

oder THP-1-Zellen untersucht und ist in Tab. 3 zusammengefasst.
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Tab. 3: Vergleich der wichtigsten Wirkungen von Thalidomid auf die LPS-induzierte Sekretion von
Zytokinen in den Kulturiiberstand

Erklarung der Zeichen: | = Verringerung, <> = keine Veranderung, T = Anstieg

Zytokinproteinmenge Wirkung von
Thalidomid  Zellpopulation

TNFa ! bzw. 1 in LPS-stimulierten PBMC/Monozyten bzw. THP-1"1014119
IL-18 ! bzw. <  in LPS-stimulierten PBMC'?*""’

IL-113 ! bzw. & in LPS-stimulierten Monozyten”6‘121

IL-18 < bzw. 4 in LPS-stimulierten Gesamtblut'**

IL-6 J in LPS-stimulierten PBMCs'?

IL-6 < bzw. in LPS-stimulierten Monozyten117

IL-10 < bzw. T in LPS-stimulierten PBMC/Monozyten bzw. Gesamtblut' %2224
IL-12 J in LPS-stimulierten PBMCs'**

IL-12 \ in LPS-stimulierten Monozyten'"’

MCP-1 < bzw. T  in LPS-stimulierten Monozyten und Gesamtblut''"'?

Fur die Wirkung von Thalidomid auf die Zytokinbildung wurden verschiedene Mechanismen
beschrieben. So wurde ein erhéhter Abbau der TNFo—-mRNA aufgrund einer verringerten
Stabilitat der TNFa-mRNA fir Thalidomid beschrieben, wobei dieser Effekt bisher nicht
bestatigt wurde'®>'?2. Weiterhin wurde berichtet, dass Thalidomid die Bindung von NF-kB in
Kernektrakten von HIV-infizierten Makrophagen verringerte und die Aktivierung von NF-kB
in Kernektrakten von Endothelzellen dezimierte'®'?’. Es wurde ebenfalls beschrieben,
dass Thalidomid die Aktivierung von NF-kB in Jurkat-Zellen nach TNFa-Stimulation durch
Unterdriickung der Aktivitat der IkB-Kinase verringerte'®'2°,

Um die pharmakologischen Eigenschaften von Thalidomid zu verbessern, wurden
verschiedene Thalidomidabkémmlinge synthetisiert. Die Thalidomidabkémmlinge mit
selektiven  TNFa-inhibierenden  Eigenschaften werden in die Gruppe der
PhosphodiesteraselV-Inhibitoren (SelCIDs™ = selective cytokine inhibitory drugs) oder in
die Gruppe der Immunmodulierenden Substanzen (ImiDS™= immunmodulatory drugs)
eingeteilt™*"*".

Aminothalidomid besitzt eine zusatzliche NH,-Gruppe am Phthalimidring, gehért zu der
Gruppe der ImiDS™ und hemmt die Bildung des TNFa-Protein und IL-12p40-Proteins in
LPS-stimulierten PBMCs /Monozyten potenter als Thalidomid'"?. Ebenfalls soll
Aminothalidomid die IL-10-Proteinmenge in LPS-stimulierten PBMCs steigern'”. Die
Strukturformel von Aminothalidomid ist gemeinsam mit der Strukturformel von Thalidomid in
Abb. 7 gezeigt.
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Der Einsatz von Suramin begann 1921 mit der Behandlung von parasitéaren Krankheiten,
die durch Trypanosomen verursacht werden'? Fiir Suramin wurden anti-proliferative,
angiostatische und anti-neoplastische Eigenschaften festgestellt. Suramin war bei der
Behandlung von Nebennierenrindencarcinomen wirksam und war erfolgreich in der
Klinischen Priifung bei der Behandlung von Prostata-Krebs'**'*. Aufgrund verschiedener
toxischer Nebenwirkungen wurde fir Suramin jedoch keine Zulassung fir die Behandlung
von Prostata-Krebs erteilt'.

In Abb. 8 ist die Strukturformel fir Suramin gezeigt.
Abb. 8: Strukturformel

Suramin
ﬁ ﬁ (M =1429,2 g/mol)™*®
NaGss NH  SO;Ma
Ehl H5E
MH NH
Malsy5 50;Na
0 0
Na0sS S0sh=
u)
NJJ\N
H H

Suramin kann in Lésung in mehr als zwei verschiedenen Konformationen auftreten,
wodurch die Interaktion mit verschiedenen Proteinen, wie beispielsweise Serumproteinen,
moglich ist'*®. Diesen Interaktionen werden die unerwiinschten Nebenwirkungen von
Suramin zugeschrieben'’. Das Suraminmolekiil verhindert die Bindung von Zytokinen an
ihre  Rezeptoren, indem Suramin aufgrund seiner Konformation sterisch die
Rezeptorbindungsregion blockiert, so wie es fir die Bindung von PDGF an seinen Rezeptor
gezeigt wurde™®. Diese und weitere Wirkungen von Suramin sind in Tab. 4

zusammengefasst.

Tab. 4: Wirkungen von Suramin

Extrazellulare Wirkungen | o Interaktion mit Proteinen, wie beispielsweise Serumproteinen’°
. verhindert das Binden vieler Wachstumsfaktoren (PDGF
(PDGF = platelet-derived growth factor) and bFGF
(bFGF = basic fibroblast growth factor) oder Zytokine an ihre
Rezeptoren (TGF-B (TGF-R = transforming growth factor-beta)
and IL_2)138—142
. Suramin wirkt antagonistisch, indem es um die Bindungsstellen
von Agonisten, wie z.B. Heparin konkurriert'*®
o inhibiert Rezeptor/G-Protein Verbindungen (un-coupling)'**"*
Zytoplasmatische . unterdriickt die Guanin-Nukleotidabhangige Aktivierung der
Wirkungen Adenylat-Zyklase'*°
. inhibiert Protein-Tyrosin-Phosphatasen'"’
. inhibiert verschiedene Kinasen'*®"*°
. inhibiert Reverse Transkriptase'®’
. unterschiedliche Effekte von Suramin auf Protein Kinase
C149;150
Andere Wirkungen . Beeinflussung von Zellbewegung und Metastatisierung'*
. anti-angiogenetische Eigenschaften153
. induziert Zelldifferenzierung'*, Antitumor-Aktivitat'*®
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1.6 Aufgabenstellung

Bei vielen Autoimmun- und chronischen Entziindungserkrankungen wurde eine

Fehlregulation der entzindungsférdernden Zytokine TNFa, IL-12 und des

entziindungshemmenden Zytokin IL-10 beobachtet. Ein gezielter Eingriff in das Verhaltnis

von  entztindungsférdernden und  entzindungshemmenden  Zytokinen  durch
pharmakologische Substanzen kdnnte ein Ansatz flir die Therapie solcher Erkrankungen
sein. Der vorrangige Schwerpunkt dieser Dissertation liegt in der Untersuchung der

Wirkung der beiden pharmakologischen Substanzen Aminothalidomid und Suramin auf

die Zytokinbildung von TNFa, IL-12 und IL-10 in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten als

Modell fiir eine Infektion durch gramm-negative Bakterien.

In Vorversuchen wurde eine verringerte IL-10-Proteinmenge in Gegenwart von Suramin

festgestellt.

Im Hinblick auf die beschriebenen Literaturbefunde fir Thalidomid und Aminothalidomid

sowie die beobachtete Wirkung von Suramin, sollte die Wirkung beider Substanzen auf die

Bildung der Zytokine TNFa, IL-12 und IL-10 in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten in

dieser Arbeit untersucht werden:

1. Zunachst sollte die Wirkung von Aminothalidomid im Vergleich zu Thalidomid
auf die Bildung von Zytokinen durch Monozyten untersucht werden.

2. AnschlieRend sollte die Regulation der entziindungsférdernden Zytokine TNFa,
IL-12 und des entziindungshemmenden Zytokins IL-10 durch Aminothalidomid
charakterisiert werden. Hierbei interessierte im Detail die Beeinflussung der
Protein- und mRNA-Bildung der o.g. Zytokine.

3. Die Wirkung von Suramin in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten auf die
Bildung der Zytokine TNFa, IL-12 und IL-10 sollte charakterisiert werden
(Protein- und mRNA-Bildung).
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2 ERGEBNISSE

2.1 Das Modell der LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten

Im folgenden Kapitel werden die Notwendigkeit des verwendeten Modells der LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten, die Isolierung der CD-14"-Monozyten, die Methoden zur
Messung der induzierten Bildung von Zytokinen (Protein, mRNA) und zur Zellviabilitat
(Apoptose, Nekrose) beschrieben, um die isolierte Monozytenpopulation zu
charakterisieren.

211 Notwendigkeit des Modells der LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten

Die verwendete monozytare-Zelllinie THP-1 unterschied sich von frisch isolierten CD-14"-
Monozyten im Muster der Zytokinbildung (Abb. 9). Im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten
THP-1-Zellen wurden im Vergleich zu LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten gleiche Mengen
an |L-12p40-Protein nachgewiesen (Kap. 5.5.1). Von LPS-stimulierten THP-1-Zellen
wurden nur 10 % der IL-10-Proteinmenge von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten
detektiert. Daher eigneten sich LPS-stimulierte THP-1-Zellen zur Untersuchung der
Beeinflussung der Zytokinbildung durch Aminothalidomid und Suramin nicht und die
Versuche wurden mit frisch isolierten CD-14"-Monozyten durchgefiihrt.
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=—8— hMonozyten Protein == THP-1 Protein =—&— hMonozyten Protein == THP-1 Protein
» @ + hMonozyten mRNA » <« THP-1 mRNA » @ - hMonozyten mRNA » <>« THP-1 mRNA

Abb. 9: mRNA-und Proteinbildung von IL-12p40 (A) und IL-10 (B) nach LPS-Stimulation in humanen
Monozyten (CD-14"-Monozyten) und THP-1-Zellen

Nach LPS-Stimulation sezernieren frisch isolierte CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) und THP-1-Zellen bei gleicher
Anzahl an eingesetzten Zellen IL-12p40-, aber kein IL-10-Protein in den Kulturiberstand. Die Bildung der
mRNA fur IL-12p40 ist in beiden untersuchten Zellarten nachweisbar. Die gebildete IL-10-mRNA Iasst sich nur
in frisch isolierten CD-14"-Monozyten und nicht in THP-1-Zellen nachweisen.

21.2 Isolierung und Stimulierung der CD-14"-Monozyten

Aus dem vendsen Blut gesunder Spender wurden PBMCs Uber eine Dichtegradienten-
Zentrifugation isoliert, wobei tote Zellen entfernt wurden (Kap. 5.4.3). Die Viabilitat der
PBMCs wurde mit der Methode der Trypanblau-Exklusionsmethode (Kap. 5.4.1) Uberpruft
und nur PBMCs mit einer Viabilitdt > 97 % wurden weiter aufgereinigt.
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Im Durchschnitt wurden aus 250 ml Blut 4,8*108 PBMCs isoliert, aus welchen mittels
Magnetischer Zellseparation (MACS) die CD-14"-Monozyten aufgrund der Expression des
spezifischen Oberflachenproteins CD14 isoliert wurden (Kap. 5.4.3)*'%. Im Durchschnitt
wurden 5,810 CD-14*-Monozyten isoliert. Bezogen auf die Anzahl der isolierten PBMCs
betrug die durchschnittliche Ausbeute 13,2 %.

Die frisch isolierten Zellen wurden in Kulturplatten kultiviert und in den Experimenten mit
LPS, Anisomycin, rekombinant hergestelltem humanen (rh) IL-10- oder rhTNFa-Protein
aktiviert (Kap. 5.4.4). In dieser Arbeit wurde die Bildung der LPS-induzierten Zytokine Uber
die Messung des Zytokinspiegels (Kap. 5.5) und die Messung der Menge an Transkript
(mRNA, Kap. 5.6) bestimmt.

213 Messung der Zytokinbildung

Die Messung des Zytokinspiegels im Kulturtiberstand erfolgte durch den qualitativen und
quantitativen Nachweis des Zytokins als Antigen Uber den Einsatz von spezifischen
Antikérpern. Hierfir wurde die Methode des Proteinarrays auf Membrantechnologie und die
Methode des ELISA/ELISpot verwendet®?2*** Mit dem Proteinarray und dem ELISA wird
die Summe der Zytokinmenge detektiert, welche von allen Zellen in den Kulturiiberstand
sezerniert wird. Mit der Methode des ELISpot kann die sezernierte Zytokinmenge einzelner
Zellen bestimmt werden.

2.1.31 Untersuchungen im Proteinarray

Im Proteinarray sind unterschiedliche Antikérper, welche gegen verschiedene Zytokine
gerichtet sind, in abgegrenzten Feldern auf einer geeigneten Membran fixiert, wodurch
verschiedene Zytokine gleichzeitig quantifiziert werden kénnen®?. Die relative Menge der
einzelnen Zytokine wurde im Vergleich zu den Positivkontrollen auf den einzelnen
Membranen bestimmt (Kap. 5.5.3). Die Tab. 5 demonstriert, wie sich der Coefficient of
Variation (CV) zwischen den einzelnen Membranen um bis zu 29 % unterscheiden kann,
wahrend der durchschnittliche CV fir einen Spender, mit 19 % bzw. 12 % im gleichen
GroRenbereich lag.

Tab. 5: ,,Coefficient of Variation” im Proteinarray

Die Tabelle zeigt den individuellen Coefficient of Variation und den durchschnittlichen Coefficient of Variation fiir
4 Membranen von je einem Spender, von welchen der Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten untersucht
wurde.

einzelne Membranen Durchschnitt
1 2 3 4
Spender 1 29 % 28 % 12 % 6 % 19 %
Spender 2 16 % 22 % 2% 8 % 12 %
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Die Abb. 10 zeigt die Membranen des Proteinarrays vom Kulturiberstand von
unstimulierten und LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten. Im Kulturiberstand von
unstimulierten CD-14"-Monozyten wurde IL-8-Protein detektiert.

Im Kulturliberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten wurden die Proteine MCP-1,
TNFa, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-13 verstarkt gegeniber der unstimulierten Kontrolle
nachgewiesen. Nach LPS-Stimulation wurden die Zytokine GRO (Wachstumsonkogen) und
IL-12p70 mit geringer Starke im Proteinarray detektiert. Andere Zytokine wurden im
Kulturiiberstand der CD-14"-Monozyten nach LPS-Stimulation nicht detektiert.
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1 1
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unstimuliert + LPS

Abb. 10: Membranen des Proteinarrays

Dargestellt ist die Membran des Proteinarrays, auf welcher der Kulturiiberstand (Ansatz 2) von unstimulierten
CD14"*-Monozyten (links) und von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten (rechts) analysiert wurde. Die Starke der
Spotintensitat wurde relativ zu den 6 Positivkontrollen jeder Membran (eingerahmte Kastchen) bestimmt und
entsprach der sezernierten Zytokinmenge. Folgende Proteine wurden mittels Proteinarray (von links nach
rechts) nachgewiesen: GRO (H1/2), IL-1B (L1/2), IL-6 (E3/4), IL-8 (G3/4), IL-10 (H3/4), IL-12p70 (13/4), MCP-1
(A5/6) und TNFa (A7/8).

21.3.2 Untersuchungen im ELISA

Mit dem ELISA ist eine Quantifizierung der gebildeten Zytokine Uber ein Standardprotein
mdglich (Kap. 5.5.1). Durch die Inkubation der pharmakologischen Substanzen mit dem
Standardprotein des ELISA’s wurde der Einfluss der Substanzen auf die Erkennung der
Zytokine im ELISA Uberprift (Kap. 5.5.1).

2.1.3.21 TNFa- und IL-12p40-ELISA

Wie die Abb. 11 zeigt, stérten Aminothalidomid und Suramin die Erkennung von TNFa- und
IL-12p40-Protein im ELISA nicht.
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Abb. 11: Der Einfluss von Aminothalidomid und Suramin auf die Erkennung von TNFa- (A) und
IL-12p40-Protein (B)

Dargestellt ist die Erkennung von rhTNFa- (A) und rhiL-12p40-Protein (B) im ELISA in Gegenwart von
Aminothalidomid [4 uM] und Suramin [200 pM].

2.1.3.2.2 IL-10-ELISA

Wie in Abb. 12A zu sehen, stérte Aminothalidomid die Erkennung von IL-10-Protein im
Biosource-ELISA nicht, wahrend in Gegenwart von Suramin nur noch 24 % des IL-10-
Proteins nachweisbar war. Um zu auszuschliessen, dass die Erkennung von IL-10-Protein
im Biosource-ELISA durch Suramin gestért wurde, wurde die IL-10-Proteinmenge mit
einem zweiten ELISA (R&D-ELISA) gemessen (Kap. 5.5.1). Wie Abb. 12B demonstriert,
wurde die Erkennung des IL-10-Proteins im R&D-ELISA weder durch Suramin noch durch
Aminothalidomid beeinflusst.
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Abb. 12: Der Einfluss von Aminothalidomid und Suramin auf die Erkennung von IL-10-Protein

Dargestellt ist die Erkennung von rhlL-10-Protein im Biosource-ELISA (A) und im R&D-ELISA (B) in Gegenwart
von Aminothalidomid [4 uM] und Suramin [200 uM].
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Innerhalb der a-Helices der IL-10-Monomere wurden zwei Disulfidbriicken nachgewiesen,
welche fiir die Erhaltung der biologischen Aktivitat des IL-10-Homodimers notwendig sind®.
Durch chemische oder thermische Denaturierung, wie beispielsweise Uber eine
Temperaturerhdhung oder DTT-Zugabe (DTT=Dithiothreitol) kann die Struktur von
Proteinen zerstdrt werden'®"*”. Um festzustellen, welchen Einfluss die Denaturierung des
IL-10-Proteins auf die Erkennung in beiden IL-10-ELISA’S hat, wurde rhIL-10-Protein
chemisch und thermisch inaktiviert. Die Abb. 13 zeigt, dass chemisch denaturiertes IL-10-
Protein nicht im Biosource-ELISA (Abb. 13A), jedoch mit einer ca. zweifach héheren Menge
im R&D-ELISA gemessen wurde (Abb. 13B). Das gleiche Resultat wurde beobachtet, wenn
das rhlL-10-Protein thermisch denaturiert wurde (Abb. 13C+D).

Mit diesem Versuch wurde gezeigt, dass mit dem Biosource-ELISA kein chemisch oder
thermisch denaturiertes IL-10-Protein detektiert wurde, wahrend im R&D-ELISA das IL-10-
Protein sowohl in denaturierter als auch nicht denaturierter Form gemessen wurde.
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Abb. 13: Messung von rhlL-10-Protein nach chemischer (A+B) oder thermischer Denaturierung (C+D)

Gezeigt ist die Menge an rhiIL-10-Protein (biologisch aktiv), welches nach chemischer Denaturierung (durch
Zugabe von 100 mM DTT) im Biosource-ELISA (A) bzw. R&D ELISA (B) und, welches nach thermischer
Denaturierung im Biosource-ELISA (C) bzw. R&D ELISA (D) gemessen wurde. Abkirzungen:
DTT = Dithiothreitol
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Um zu untersuchen, ob Suramin durch eine Reduktion der Disulfidbriicken die Erkennung
von |L-10-Protein im Biosource-ELISA verhindert, wurden Suramin und DTT in Kombination
zu rhiL-10-Protein gegeben und die IL-10-Proteinmenge wurde mit dem ELISA der
Fa. Biosource gemessen (Kap. 5.5.1). Wie Abb. 14 darstellt, verringerte Suramin auch in
Gegenwart von DTT die Erkennung von IL-10-Protein konzentrationsabhangig. Somit
wurde eine additive Wirkung von Suramin und DTT bei der Verringerung des
nachzuweisenden IL-10-Proteins gezeigt.
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Zugabe rh IL-10-Protein log [pg/mi]

Abb. 14: Wirkung von Suramin [20 yM und 200 uM] auf rhiL-10 [40 pg/mI-1,25 pg/ml]

Dargestellt ist die Menge an rhiL-10-Protein (biologisch aktiv), wenn dieses mit Suramin fiir 30 min bei 37°C und
5% CO2 in An- und Abwesenheit von DTT inkubiert und dann im Biosource-ELISA gemessen wurde.
Abkirzungen: DTT=Dithiothreitol

2.1.3.2.3 Messung von TNFa-, IL-12p40-, und IL-10-Protein

Um die LPS-Konzentration flr eine optimale Zytokinbildung zu bestimmen, wurden die CD-
14*-Monozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen an LPS stimuliert und die
Zytokinsekretion der oben genannten Zytokine nach 24 h LPS-Stimulation bestimmt
(Kap. 5.4.4 und Kap. 5.5.1). Zur Messung des biologisch aktiven IL-10-Proteins wurde der
Biosource-ELISA verwendet. Die Tab. 6 fasst die Bildung der Zytokine TNFa, IL-12p40 und
IL-10 in unstimulierten CD-14"-Monozyten und nach Stimulation mit LPS zusammen.

Im Kulturiiberstand von unstimulierten CD-14"-Monozyten wurden nur geringe Mengen an
TNFa, IL-12p40 und IL-10 gemessen, sodass eine Stimulation durch unspezifische Stimuli
ausgeschlossen werden konnte.

Mit 10 pg/ml LPS wurde die grofdte Menge an TNFa, IL-12p40 und IL-10 in den
Kulturiberstand sezerniert. Daher wurden die nachfolgenden Versuche mit einer LPS-
Konzentration von 10 pg/ml LPS durchgefihrt.
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Tab. 6: TNFa-, IL-12p40- und IL-10-Protein im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten

Dargestellt sind die Werte fir das TNFa-, IL-12p40- und IL-10-Protein im Kulturiiberstand von CD-14"-
Monozyten (Ansatz 2) nach 24 h LPS-Stimulation [0,001 pg/mi—10 pg/ml].

LPS [pg/ml] TNFa [pg/ml] IL-12p40 [pg/ml] IL-10 [pg/ml]
20 > 25000 1555 + 237 1035 + 97

10 8857 £ 989 2133 + 200 1146 + 22

1 6753+ 643 1275 = 47 866 = 85

0,1 5428 + 691 849 t 82 640 = 83
0,01 5789+ 399 919 + 139 527 + 47
0,001 4638 + 430 788 + 96 456 + 80
unstimuliert 716+ 263 24 + 1 2+ 0

Da Zytokine sich gegenseitig beeinflussen®'® wurde die zeitliche Freisetzung der

Zytokine TNFa, IL-12p40 und IL-10 in den Kulturiiberstand untersucht. Die Abb. 15 zeigt,
dass die Zytokine in der Reihenfolge TNFa, IL-12p40 und IL-10 sezerniert wurden. Die
maximale Menge an TNFa-Protein wurde innerhalb der ersten 9 h nach LPS-Stimulation im
Kulturiberstand nachgewiesen. Im Zeitraum von 9 h bis 24 h LPS-Stimulation wurden
82 %-87 % der Zytokinmenge gegenuber 9 h an TNFa im Kulturiberstand detektiert. Der
groflte Anteil an IL-12p40- und IL-10-Protein wurde innerhalb der ersten 24 h gebildet.
Nach 24 h LPS-Stimulation erfolgte eine kontinuierliche Abnahme der TNFa-Proteinmenge
im Kulturiberstand. Nach 24 h erfolgte eine kontinuierliche Abnahme aller drei
Zytokinmengen im Kulturliberstand.

Nach 24 h LPS-Stimulation war die gréRte Menge aller drei Zytokine im Kulturtiberstand
nachweisbar. Daher wurde der konzentrationsabhangige Einfluss der Substanzen auf die
Bildung aller drei Zytokine nach 24 h LPS-Stimulation untersucht (Kap.2.2.2.1.1 und
Kap. 2.3.2.1.1).
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Abb. 15: Kinetik der LPS-induzierten Sekretion von TNFa-, IL-12p40- und IL-10-Protein

Dargestellt ist die zeitliche Freisetzung der Proteine TNFa, IL-12p40 und IL-10 in den Kulturiiberstand von LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) {iber den Zeitraum von 49 h.
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21.3.3 Untersuchungen mittels RT-PCR

Die Zytokinbildung der CD-14"-Monozyten wurde Uber die gebildete mRNA der Zytokine
TNFa, IL-12p40 und IL-10 mit der Technik der RT-PCR bestimmt (Kap. 2.1.3.3). Aus
4*10° CD-14"-Monozyten wurden im Durchschnitt 1,5 ug total RNA isoliert. Es erfolgte die
Reverse Transkription und die Synthese eines komplementaren DNA-Stranges aus der
mMRNA-Matrize mit der Methode der Real-Time PCR (Kap. 2.1.3.3).

Zunachst wurde die cDNA- und somit die mRNA-Menge am Haushaltsgen GAPDH
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) in unstimulierten- bzw. LPS-stimulierten CD-
14*-Monozyten bestimmt, um diese zur Normierung der Proben zu verwenden™®'®. Die
Abb. 16 zeigt die Amplifikation der cDNA (PCR-Reaktion GAPDH) nach 1,5h und 7,5h
Kultivierung sowie die Schmelzkurve der synthetisierten Produkte. In Abb. 17 ist das
amplifizierte Produkt nach 1,5h Kultivierung der unstimulierten CD-14"-Monozyten,
welches in der Gel-Elektrophorese aufgetrennt wurde, dargestellt. Da nur ein Peak in der
Schmelzkurve/Gel-Elektrophorese ersichtlich wurde und kein Produkt in der RT-Kontrolle
der Schmelzkurve (Kontrolle der Reversen Transkriptase ohne Enzym RT) sichtbar war,
erfolgte die Amplifikation der cDNA der GAPDH spezifisch, d.h. ohne die Bildung
unspezifischer Produkte. Die GAPDH in den unstimulierten und LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten nach 1,5 h Kultivierung sowie nach 7,5 h Kultivierung wurde nach dem gleichen
Muster amplifiziert. Die Stimulation mit LPS beeinflusste die Amplifikation der GAPDH nicht.
Nach 7,5 h Kultivierung (x LPS) wurde deutlich weniger GAPDH als nach 1,5 h Kultivierung
(x LPS) nachgewiesen.
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Abb. 16: Amplifikation

Gezeigt ist der Verlau
unstimuliert und LPS-st
verschiedener Spender

der mRNA (PCR-Reaktion GAPDH) und die Schmelzkurve der GAPDH

f der Amplifikation der cDNA der GAPDH (oben) in CD-14"-Monozyten (Ansatz 2,
imuliert) nach 1,5 h und 7,5 h Kultivierung. Es wurde die cDNA der CD-14"-Monozyten
gepoolt und als 4-Punkt Standard zur Qualifizierung verwendet'®'. Die Schmelzkurve fir

das amplifizierte Produkt der GAPDH (unten) zeigt ein Produkt mit einer Schmelztemperatur von 84,6°C.

1

GAPDH
(190Bp)

Abb. 17: Auftrennung der GAPDH-mRNA in der Agarose-
Gelelektrophorese

Dargestellt ist die Auftrennung des amplifizierten Produkts (cDNA der
GAPDH) von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten nach 1,5 h (Spur 1). Der in
Spur 2 verwendete DNA-Marker zeigt (100 Bp), dass die errechnete Lange
des amplifizierten Fragments der cDNA der GAPDH mit einer Fragmentlange
von 190 BP in der Gel-Elektrophorese bestatigt wurde.

et
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Zur Normierung der Proben ist es erforderlich, dass die Expressionsmenge auf die mRNA-
Menge eines unregulierten Gens (Haushaltsgens) bezogen wird®***%'%2  Um
auszuschliessen, dass die GAPDH-mRNA-Bildung und damit dass das Haushaltsgen
reguliert wird, wurde zusatzlich zur GAPDH die Expression weiterer Haushaltsgene, wie 3-
Aktin, R,-Mikroglobulin und HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)
untersucht.

Die Abb. 18 zeigt die mRNA-Menge verschiedener Haushaltsgene in CD14"-Monozyten in
Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer. Innerhalb der ersten 5 h nach LPS-Stimulation
verringerte sich die mMRNA-Menge um ca. 75 % im Vergleich zu 1 h nach LPS-Stimulation.
Die Verringerung der mMRNA-Menge erfolgte in allen vier untersuchten Haushaltsgenen mit
der gleichen Starke (visuelle Abschatzung). Mdgliche Grinde fir die Verringerung der
MRNA-Menge werden in Kap. 3.1.2 ausflhrlich diskutiert.
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Abb. 18: mMRNA-Menge verschiedener Haushaltsgene in CD14+-Monozyten in Abhangigkeit von der
Kultivierungsdauer

Gezeigt ist die mRNA-Menge fir GAPDH (A), B-Aktin (B), R2-Mikroglobulin (C) und HPRT (D) Uber den
Zeitraum von 18 h in CD-14"-Monozyten, welche in An- und Abwesenheit von Thalidomid [50 ug/ml] und
Aminothalidomid [5 pg/ml] stimuliert worden sind (Ansatz 2). Abklrzungen: GAPDH = glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase, HPRT = hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

Zusatzlich zur GAPDH-mRNA-Bildung wurde die Menge an 18S rRNA zum Vergleich der
Proben uberprift. Die amplifizierte Menge an cDNA wurde gegen einen Standard aus dem
cDNA-pool verschiedener Spender quantifiziert (Kap. 5.6.4). Die Abb. 19 zeigt die GAPDH-
mRNA-Menge in CD-14"-Monozyten (A) und die 18S rRNA-Menge (B) in Gegenwart von
Aminothalidomid und Suramin. Die 18S rRNA-Menge war in unstimulierten und LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten gleich.
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Abb. 19: mMRNA-Mengen an GAPDH (A) und 18S rRNA (B) in CD14+-Monozyten in Abhéngigkeit von der
Kultivierungsdauer

Gezeigt ist die MRNA-Menge fur GAPDH (A) und 18S rRNA (B) uber den Zeitraum von 18 h in LPS-stimulierten
CD-14"-Monozyten (Ansatz 2).

Da weder eine Regulation der GAPDH-mRNA durch den Stimulus LPS, noch durch die
Substanzen Thalidomid und Aminothalidomid (Abb. 18) bzw. Suramin (Abb. 19) erfolgte,
wurde die Expressionsmenge der GAPDH-mRNA zur Normierung der Proben verwendet.

214 Untersuchungen zur Apoptose, Nekrose und Viabilitat

Monozyten spielen bei der Initiierung, der Entwicklung und dem Verlauf der Immunantwort
eine bedeutende Rolle®*'®% Eine Beeinflussung der Apoptose in Monozyten kdnnte die
Immunantwort bedeutend verandern. Aufgrund der berichteten spontanen Apoptose von
Monozyten in vitro wurden die CD-14"-Monozyten auf ihre Viabilitat und auf apoptotische
sowie nekrotische Vorgange in An- und Abwesenheit von Aminothalidomid und Suramin
untersucht®®?°,
Die Apoptose/Nekrose bzw. Viabilitat mit vier Methoden gemessen:

e Untersuchung der Apoptose mit dem Cell Death Detection ELISA™ (Kap. 5.7.2)

e Untersuchung der Apoptose Uber die Beeinflussung der Caspase 3/7-Aktivitat

(Kap. 5.7.3)
e Untersuchung der Nekrose mit dem Cell Death Detection ELISA™ (Kap. 5.7.2)

e Uberprifung der Viabilitat mit dem Test AlamarBlue™( Kap. 5.7.1).



ERGEBNISSE 28

21.41 Untersuchungen zur Apoptose

Untersuchung der Apoptose mit dem Cell Death Detection ELISA™

Die Apoptose der CD-14"-Monozyten wurde zunachst Gber mono- und oligonukleosome
DNA-Fragmente im Zytoplasma (Kap. 5.7.2) nachgewiesen. Die Abb. 20A zeigt, die im
Zytoplasma nachgewiesenen mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmente. Fur
unstimulierte und LPS-stimulierte CD14*-Monozyten erfolgte nur innerhalb der ersten
8 h der Kultivierung ein Anstieg der Apoptose, was sich an der erhéhten Menge an mono-
und oligonukleosomen DNA-Fragmenten zeigte. Im Zeitraum von 8 h bis 18 h wurden in
den unstimulierten als auch in den LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten keine zusétzlichen
mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmente und somit kein weiterer Anstieg der
Apoptose nachgewiesen.

Die Apoptose der LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten wurde durch den Einsatz von
Caspase-Inhibitoren (Hemmung der Caspase-3/7 durch den Inhibitor Z-DEVD FMK und
der Caspase-8 sowie weiterer Caspasen durch den Inhibitor Z-VAD FMK) verringert. Nach
8 h LPS-Stimulation war keine Wirkung der Caspase-Inhibitoren zu beobachten. Allerdings
wurde nach 18 h eine erhdhte Menge an mono- und oligonukleosome DNA-Fragmenten in

den CD-14"-Monozyten in Gegenwart der Caspase-Inhibitoren nachgewiesen. In
Gegenwart des inaktiven Caspase-Inhibitors erfolgte innerhalb der ersten 8 h nach LPS-
Stimulation keine Veranderung der Menge an mono- und oligonukleosomen DNA-
Fragmenten. Zu den spateren Zeiten (18 h und 22 h nach LPS-Stimulation) zeigte die
Negativkontrolle eine erhohte Menge an mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im
Zytoplasma.

Wie in Abb. 20B zu sehen, veranderte Aminothalidomid die Menge an mono— und
oligonukleosomen DNA-Fragmenten Uber den beobachteten Zeitraum von 22 h im
Vergleich zur LPS-stimulierten Kontrollgruppe nicht und beeinflusste daher nicht die
Apoptose. Suramin verringerte innerhalb der ersten 5 h nach LPS-Stimulation die Menge
an mono— und oligonukleosomen DNA-Fragmenten bis um das Halfe gegentber der LPS-
Kontrolle und flhrte damit zu einer Verringerung der Apoptose. Diese friihe Wirkung von
Suramin entsprach der Wirkung des Caspase-Inhibitors Z-DEVD-FMK. Im Gegensatz zum
Caspase-Inhibitor nahm in Anwesenheit von Suramin die Menge an mono— und
oligonukleosomen DNA-Fragmenten Uber die spateren Zeiten (5 h bis 22 h nach LPS-
Stimulation) nicht zu.
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Abb. 20: Mono- und oligonukleosome DNA-Fragmente im Zytoplasma von LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten

Der Anteil an mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Zytoplasma von LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten (Ansatz 1) wurde Uber den Zeitraum von 22 h untersucht. Die erhéhte Menge an mono- und
oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Zytoplasma zeigt die Stéarke der Apoptose.

Untersuchung der Apoptose Uber die Beeinflussung der Caspase 3/7-Aktivitat

In Abb. 21 ist die Aktivitat der Caspase-3/7, welche mit dem Apo-ONE® Homogeneous
Caspase-3/7 Assay gemessen wurde (Kap. 5.7.3) dargestellt.

Das Prinzip der Messung beruht darauf, dass die Caspase-3/7 einen Aspartat-Rest vom
pra-floureszierendem Caspase-3/7-Substrate Rhodamine 110 abspaltet, wodurch ein
messbares fluoreszierendes Produkt entsteht.

In unstimulierten als auch in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten wurde innerhalb der
ersten 6 h-8 h eine erhdhte Caspase-3/7-Aktivitdt beobachtet, welche sich nach 8 h-18 h
Kultivierung nicht veranderte.

Die Caspase-Inhibitoren (Z-DEVD FMK bzw. Z-VAD FMK) verringerten die Caspase-3/7-
Aktivitat um 97 % bzw. 99 % nach 4 h LPS-Stimulation und flihrten zu einer anhaltenden
Hemmung der Caspase-3/7. Die Negativkontrolle fuhrte in den ersten 4 h zu einer 2 %-igen
Hemmung der Caspase-3/7 im Vergleich zu LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten. Nach 4 h
LPS-Stimulation bewirkte die Negativkontrolle ebenfalls ein Hemmung der Caspase-3/7-
Aktivitdt. Diese verringerte Caspase-3/7-Aktivitdt blieb bis 22 h nach LPS-Stimulation
erhalten.




ERGEBNISSE

30

400000

300000+

200000

100000

Caspase 3/7 Aktivitat
[relative Fluoreszenz]

» <>« unstimuliert

=¥=LPS

== | PS + Z-VAD-FMK [20 pM]
=—8— | PS + Z-DEVD-FMK [1pM]

=== | PS + inaktiver Caspase-Inhibitor [1 uM]
12 16 20 24
Zeit [h]

Abb. 21: Aktivitit des Caspase-3/7 Enzyms in CD-14"-Monozyten

Die Abbildung zeigt die Aktivitat des Caspase-3/7 Enzyms in CD-14"-Monozyten (Ansatz 1) liber den Zeitraum
von 22 h. Die Aktivitdt des Caspase-3/7 Enzyms wurde indirekt Gber den Substratumsatz von Rhodamine 110
anhand der relativen Fluoreszenz gemessen.

Die Abb. 22 zeigt den Einfluss von Aminothalidomid und Suramin auf die Caspase-3/7-
Aktivitdit nach 4 h LPS-Stimulation. Aminothalidomid beeinflusste die Caspase-3/7-
Aktivitat in der gleichen Starke wie die Negativkontrolle des Caspase-3/7 Inhibitors. Der
Caspase-Inhibitor Z-DEVD FMK fuhrte zu einer fast vollstdndigen Hemmung der
Caspase-3/7, wahrend Suramin die Caspase-3/7-Aktivitdt konzentrationsabhangig
minderte. Durch 200 yuM Suramin wurde die Caspase-3/7-Aktivitat auf 40 % im Vergleich
zur LPS-Kontrollgruppe verringert.

LPS-stimulierte Kontrolle

Z-DEVD-FMK [1uM]

inakt. Caspase-Inhibitor [1uM]

Aminoth. [4uM]

Suramin [50uM]

Suramin [200uM]

Caspase 3/7 Aktivitat
[relative Fluoreszenz]

Abb. 22: Einfluss verschiedener Subtanzen auf die Aktivitit des Caspase-3/7 Enzyms in CD-14"-

Monozyten

Dargestellt ist die Caspase 3/7 Aktivitat, welche anhand des Substratumsatzes und der daraus resultierenden
Anderung der Floureszenz in An- und Abwesenheit des Caspase-Inhibitors Z DEVD-FMK [1 uM], von
Aminothalidomid [4 uM], Suramin [50 uM/200 pM] und des inaktiven Caspase-Inhibitors [1 pM] nach 4 h
(Ansatz 2) bestimmt wurde. Abkurzungen: inakt. = inaktiv
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21.4.2 Untersuchungen zur Nekrose

Untersuchung der Nekrose mit dem Cell Death Detection ELISA™

Der Vorgang der Nekrose wird, unter anderem von einer Zerstérung der Plasmamembran
begleitet, wodurch der Inhalt der Zelle wie beispielsweise DNA-Fragmente innerhalb
weniger Minuten in den Kulturiiberstand freigesetzt wird. Diese DNA-Fragmente kénnen im
Kulturiiberstand mit dem Cell Death Detection ELISA® nachgewiesen werden (Kap. 5.7.2).
Die Abb. 23 zeigt, dass in unstimulierten als auch in LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten eine geringe Menge an mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im
Kulturiiberstand vorhanden war. Ebenfalls wurde eine ca. 10-fach geringere Menge an
mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Kulturiberstand als im Zytoplasma
(s. Abb. 20) detektiert. Es wurde kein Einfluss der Caspase-Inhibitoren (Z-DEVD FMK und
Z-VAD FMK), des inaktiven Caspase-Inhibitors, Aminothalidomid’s oder des Suramin’s
auf die, im Kulturiberstand befindliche Menge an mono- und oligonukleosomen DNA-
Fragmenten und damit auf die Nekrose festgestellt.
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Abb. 23: Mono- und oligonukleosome DNA-Fragmente im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten

Der Anteil an mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten (Ansatz 1) wurde uber den Zeitraum von 22 h untersucht. Die Menge an mono- und
oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Kulturliberstand gilt als Mass fur die Starke der Nekrose.

2143 Untersuchungen zur Viabilitat

Uberpriifung der Viabilitdt und Test auf Toxizitdt mit dem Test AlamarBlue™

Die chemische Reduktion von AlamarBlue™, welche sich an einer erhohten Fluoreszenz
messen lasst, erfolgt in lebenden Zellen proportional zum zellularen Metabolismus. Je
hoéher die Differenz zwischen der Fluoreszenz vor Inkubation mit AlamarBlue™ und der
Fluoreszenz nach 4 h Inkubation ist, um so mehr lebende Zellen sind aktiv (Kap. 5.7.1).
Daher ist der AlamarBlue™ geeignet, um eine toxische Wirkung auf die CD-14"-Monozyten
durch die Substanzen Aminothalidomid und Suramin auszuschliessen.

Wie in Abb. 24 2zu sehen, beeinflusste Aminothalidomid verglichen zur LPS-
Kontrollgruppe die Messung im AlamarBlue™ nicht. Suramin erhdhte gegentber der LPS-
Kontrollgruppe die Viabilitat Gber den gesamten Zeitraum im AlamarBlue™, wobei sich ein
Anstieg der Viabilitdt um ca. 60 % zwischen 4 h und 18 h nach LPS-Stimulation zeigte.
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Bereits in den ersten 4 h nach LPS-Stimulation wurde durch Suramin die Viabilitdt um das
32- bzw. um das 33-Fache gegeniber der LPS-Kontrollgruppe gesteigert. Die Ergebnisse
aus dem AlamarBlue™ weisen darauf hin, dass in Gegenwart von Suramin die Viabilitat der
CD-14"-Monozyten erhoht wurde.
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Abb. 24: Wirkung von Aminothalidomid und Suramin auf die Relative Floureszenz

Gezeigt ist die Wirkung von Aminothalidomid [4 pM] und Suramin [200 pM] auf die relative Floureszenz des
Farbstoffs AlamarBlue™ in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) (iber einen Zeitraum von 22 h.
Abkurzungen: Aminoth. = Aminothalidomid
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Zusammenfassung zum Modell der LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten:

Das Modell der LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten eignet sich zur Untersuchung der
Zytokinbildung von TNFa, IL-12p40 und IL-10. Die Zytokine wurden in der Reihenfolge
TNFa, IL-12p40 und IL-10 in den Kulturiiberstand sezerniert. Bei einer Konzentration von
10 ug/ml LPS und nach 24 h LPS-Stimulation wurde die gré3te Menge an TNFa, IL-12p40
und IL-10 in den Kulturliberstand sezerniert.

Die Erkennung von TNFa- und IL-12p40-Protein wurde durch Aminothalidomid [4 uM] und
Suramin [200 uM] nicht beeinflusst. Aminothalidomid beeintréachtigte die Erkennung von
IL-10 im Biosource-ELISA nicht, wéhrend kein IL-10-Protein in Gegenwart von Suramin
nachzuweisen war. Die Erkennung von IL-10-Protein im R&D-ELISA wurde durch
Aminothalidomid und Suramin nicht gestért. Wie die Untersuchungen zur Erkennung von
denaturiertem IL-10-Protein zeigten, erkannten die Antikérper im Biosource-ELISA nur
IL-10-Protein in seiner biologisch aktiven Form. Das IL-10-Protein im R&D-ELISA wurde
hingegen sowohl in biologisch aktiver als auch in denaturierter Form detektiert. Daher
wurde der Biosource-ELISA zur Detektion von biologisch aktivem IL-10-Protein
verwendet.

Die Untersuchung der Expression der Haushaltsgene GAPDH, B-Aktin, B32-Mikroglobulin
und HPRT in frisch isolierten CD-14"-Monozyten zeigte eine verringerte mRNA-Menge in
allen 4 untersuchten Haushaltsgenen innerhalb der ersten 5 h nach Kultivierung. Diese
Verringerung erfolgte unabhéngig von einer Stimulation der CD-14"-Monozyten durch
LPS oder dem Einfluss von Thalidomid bzw. Aminothalidomid. Da kein Einfluss des
Stimulus LPS oder der zu untersuchenden pharmakologischen Substanz in den
Versuchen beobachtet wurde, wurde zur Messung der Menge an Transkript (mMRNA) der
LPS-induzierten Zytokine die mRNA-Menge der GAPDH zur Normierung der Proben
verwendet.

In frisch isolierten CD-14"-Monozyten erfolgte ein Anstieg der Menge an mono— und
oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Zytoplasma sowie eine verstérkte Aktivitét der
Caspase-3/7 innerhalb der ersten 6 h-8 h nach Kultivierung, welche im Zeitraum von 8 h-
18 h nicht weiter verédndert wurde. Durch die spezifische Hemmung der Caspase-3/7 und
die Hemmung der Caspase-8 sowie weiterer Caspasen durch entsprechende Caspase-
Inhibitoren, konnte die Menge an mono— und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im
Zytoplasma und damit die Apoptose verringert werden. Die erhbhte Menge an mono— und
oligonukleosomen DNA-Fragmenten sowie die verstarkte Caspase-3/7-Aktivitat
bestétigten, dass in frisch isolierten CD-14"-Monozyten spontan die Apoptose auftritt*>%.
Die ca. 10-fach geringere Menge an mono— und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im
Kulturiiberstand der CD-14"-Monozyten in An- und Abwesenheit der getesteten
Substanzen zeigte, dass (ber den beobachteten Zeitraum von 22 h keine Nekrose zu
beobachten war.

Die Untersuchungen zur Wirkung von Aminothalidomid auf die Apoptose/Viabilitét in frisch
isolierten CD-14"-Monozyten haben gezeigt, dass Aminothalidomid weder die Apoptose
(Menge an mono- und oligonukleosomen Fragementen und Caspase 3/7-Aktivitdt) noch
die Viabilitét (AlamarBlue™) der CD-14"-Monozyten beeinflusst. Suramin war in der Lage
die Apoptose in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten zu hemmen (Menge an mono- und
oligonukleosomen Fragmenten und Caspase 3/7-Aktivitat) sowie die Viabilitat der CD-14"-
Monozyten zu erhéhen.
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2.2 Die Wirkungen von Aminothalidomid nach LPS-
Stimulation

221 Untersuchungen im Proteinarray

Die Abb. 25 zeigt die Membran des Proteinarray vom Kulturiiberstand LPS-stimulierter CD-
14*-Monozyten unter Einfluss von 4 uM Thalidomid oder 4 yM Aminothalidomid. Die
Intensitat der einzelnen Spots zeigt die Konzentration der nachgewiesenen Zytokine an
(Kap. 5.5.3). In Gegenwart von Thalidomid und Aminothalidomid wurde die Bildung der
Zytokine MCP-1, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-13 verringert. Aminothalidomid hemmte die
Bildung der Zytokine MCP-1, TNFa und IL-13 um das Doppelte bis Dreifache starker als
Thalidomid und verringerte die Bildung des TNFa-Proteins am Starksten (93 % Hemmung).
Die Sekretion von IL-6, IL-8 und IL-10-Protein wurde durch Thalidomid oder
Aminothalidomid nicht wesentlich gegentber der LPS-Kontrolle beeinflusst (im Bereich von
0,5 %-9 % Hemmung). Die nach LPS-Stimulation schwach detektierten Zytokine GRO und
IL-12p70, wurden durch Thalidomid oder Aminothalidomid in der Intensitat der einzelnen
Spots nicht beeinflusst.
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Abb. 25: Membranen des Proteinarrays unter der Wirkung von Thalidomid und Aminothalidomid

Dargestellt ist die Membran des Proteinarrays, auf welcher der Kulturiiberstand (Ansatz 5) von LPS-stimulierten
CD14*-Monozyten (oben links), von LPS-stimulierten CD-14*-Monozyten unter Wirkung von Thalidomid [4 uM]
(unten links) und von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten unter Wirkung von Aminothalidomid [4 uM] (unten
rechts) analysiert wurde. Die Starke der Spotintensitat wurde relativ zu den 6 Positivkontrollen jeder Membran
(eingerahmte Kastchen) bestimmt und entspricht der sezernierten Zytokinmenge. Folgende Proteine wurden
mittels Proteinarray (von links nach rechts) nachgewiesen: GRO (H1/2), IL-1B (L1/2), IL-6 (E3/4), IL-8 (G3/4),
IL-10 (H3/4), IL-12p70 (13/4), MCP-1 (A5/6) und TNFa (A7/8).
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2.2.2 Proteinbildung von TNFa, IL-12p40 und IL-10

2.2.21 Untersuchungen im ELISA und mittels RT-PCR

22211 Konzentrationswirkungskurven von Thalidomid und Aminothalidomid

Der ICso-Wert von Thalidomid fur die Hemmung der LPS-induzierten TNFa-Sekretion in
Monozyten ist fiir 50 pg/ml beschrieben'”. Daher wurde die Wirkung von Thalidomid und
Aminothalidomid auf die Sekretion von TNFa, IL-12p40 und IL-10 im Konzentrationsbereich
0.003 ng/mlI-50 pg/ml beider Substanzen untersucht (Kap. 5.5.1).

Die Konzentrations-Wirkungskurven flr Thalidomid (gepunktete Linie) und flr
Aminothalidomid (durchgezogene Linie) auf die Sekretion der LPS-induziertem Zytokine
dienten der Berechnung der IC.s-Werte bzw. ICs-Werte (Kap. 5.5.1). Thalidomid und
Aminothalidomid beeinflussten die Erkennung der Proteine TNFa, IL-12p40 und IL-10 im
ELISA nicht (Daten nicht gezeigt).

Wie die Abb. 26 zeigt, verringerten Thalidomid und Aminothalidomid die Proteinmenge an
sezerniertem TNFa im Kulturiberstand nach 24 h LPS-Stimulation signifikant. Beide
Konzentrations-Wirkungskurven zeigten einen sigmoidalen Verlauf. Bei der maximal
eingesetzten Konzentration von 50 pg/ml verringerte Thalidomid die LPS-induzierte TNFa-
Sekretion um maximal 48 % (52 % Zytokinproduktion), wahrend Aminothalidomid die
Freisetzung von TNFa um maximal 93 % hemmte (7 % Zytokinproduktion). Fur Thalidomid
wurde kein ICso-Wert fur die TNFa-Freisetzung berechnet, da keine 50 %ige Hemmung
erfolgte. Der ICs-Wert auf die TNFa-Freisetzung flir Aminothalidomid betrug 0,9 ng/ml
(50 % Zytokinproduktion). Die IC,s-Werte fir die TNFa-Freisetzung zeigten, dass
Aminothalidomid mit 0,3 ng/ml potenter (700-fach starker) als Thalidomid mit einem
ICo5-Wert von 0,21 pg/ml wirkte.
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Abb. 26: TNFa-Konzentrations-Wirkungskurve fiir Thalidomid und Aminothalidomid

Die Wirkung von Thalidomid und Aminothalidomid auf die Sekretion von TNFa im Konzentrationsbereich 0,003
ng/ml-5 pg/ml beider Substanzen wurde untersucht. Dargestellt ist die Wirkung von Thalidomid (gepunktete
Linie) und fiir Aminothalidomid (durchgezogene Linie) auf die LPS-induzierte TNFa-Bildung in CD-14"-
Monozyten nach 24 h (Ansatz 1). Sowohl Aminothalidomid als auch Thalidomid hemmten die TNFa-Bildung in
LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten statistisch signifikant (beide p< 0,01 mit ANOVA und anschlieBendem
Dunnett's test).
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In Abb. 27 ist flr IL-12p40 die Konzentrations-Wirkungskurve von Thalidomid und
Aminothalidomid dargestellt. Beide Substanzen zeigten den gleichen sigmoidalen Verlauf
der Konzentrations-Wirkungskurve, welcher fir die Konzentrations-Wirkungskurve von
TNFa gezeigt wurde (Abb. 26). Thalidomid und Aminothalidomid bewirkten eine signifikante
konzentrationsabhangige Verringerung des IL-12p40-Proteins im Kulturiiberstand von LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten. 50 ug/ml Thalidomid verringerte die LPS-induzierte
IL-12p40-Sekretion um maximal 80 % (20 % Zytokinproduktion), wahrend
50 pg/ml Aminothalidomid die Freisetzung von IL-12p40 um maximal 99 %
(1 % Zytokinproduktion) hemmte. Da fir beide Substanzen die Hemmung von IL-12p40
deutlich ausgepragt war, konnten die ICs-Werte berechnet werden. Der ICso-Wert flr die
Hemmung der IL-12p40 Bildung in CD-14"-Monozyten betrug fur Thalidomid 53,5 ng/ml
und fur Aminothalidomid 0,3 ng/ml. Eine 50 %ige % Zytokinproduktion (50 % Hemmung)
wurde durch Aminothalidomid bei einer ca. 200-fach geringeren Konzentration als durch
Thalidomid erreicht.
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Abb. 27: IL-12p40-Konzentrations-Wirkungskurve fiir Thalidomid und Aminothalidomid

Die Wirkung von Thalidomid und Aminothalidomid auf die Sekretion von IL-12p40 im Konzentrationsbereich
0,003 ng/ml-5 pg/ml beider Substanzen wurde untersucht. Dargestellt ist die Wirkung fiir Thalidomid
(gepunktete Linie) und fiir Aminothalidomid (durchgezogene Linie) auf die LPS-induzierte IL-12p40-Bildung in
CD-14"-Monozyten nach 24 h (Ansatz 1). Sowohl Aminothalidomid als auch Thalidomid hemmten die IL-12p40-
Bildung in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten statistisch signifikant (beide p< 0,01 mit ANOVA und
anschlieBRendem Dunnett's test).
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Die in Abb. 28 dargestellte Konzentrations-Wirkungskurve in Bezug auf die IL-10-
Proteinbildung demonstrierte, dass Thalidomid und Aminothalidomid die IL-10-
Proteinbildung im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten signifikant
steigerten. Thalidomid zeigte einen kontinuierlichen Anstieg der IL-10-Proteinmenge. Die
IL-10-Konzentrations-Wirkungskurve fir Aminothalidomid zeigte einen zweigeteilten
Verlauf, welche aus einem Anstieg und einem Abfall der IL-10-Bildung bestand.
Aminothalidomid steigerte, bis zu einer Konzentration von 0,07 uyg/ml, die im
Kulturiiberstand nachweisbare 1L-10-Proteinmenge. Bei Ubersteigen dieser Konzentration
erfolgte eine Verringerung der IL-10-Proteinmenge. Uber den eingesetzten
Konzentrationsbereich von Aminothalidomid [0,03 ng/ml - 5 ug/ml] wurde eine erhéhte IL-
10-Proteinmenge im Kulturtiberstand nachgewiesen. Der ICso-Wert fur die Steigerung der
IL-10-Proteinbildung in CD-14"-Monozyten betrug fiir Thalidomid 56,6 ng/ml und fir
Aminothalidomid 1,7 ng/ml, sodass durch Aminothalidomid die IL-10-Bildung 30-fach
starker gesteigert wurde. Der Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve fur IL-10 war in
den untersuchten Spendern/Versuchen unterschiedlich. Dies wurde an den groferen
Standardabweichungen fir den Parameter IL-10 im Vergleich zu TNFa (Abb. 26) oder IL-
12p40 (Abb. 27) deutlich.
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Abb. 28: IL-10-Konzentrations-Wirkungskurve fiir Thalidomid und Aminothalidomid

Die Wirkung von Thalidomid und Aminothalidomid auf die Sekretion von IL-10 im Konzentrationsbereich 0,003
ng/ml-5 ug/ml beider Substanzen wurde untersucht. Dargestellt ist die Wirkung von Thalidomid (gepunktete
Linie) und Aminothalidomid (durchgezogene Linie) auf die LPS-induzierte IL-10-Bildung in CD-14"-Monozyten
nach 24 h (Ansatz 1). Sowohl Aminothalidomid als auch Thalidomid steigerten die IL-10-Bildung in LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten statistisch signifikant (Aminothalidomid p< 0,01, Thalidomid p< 0,05 mit ANOVA
und anschlielendem Dunnett's test).

22.21.2 Kinetik von TNFa, IL-12p40 und IL-10 (Protein und mRNA)

Durch kinetische Betrachtung der Zytokinbildung lassen sich Hypothesen aufstellen, ob die
Wirkung von pharmakologischen Substanzen direkt oder indirekt erfolgt. Daher
interessierte, wie die zeitliche Freisetzung der 0.g. Zytokine durch Aminothalidomid erfolgte.
Die Konzentration von 4 yM Aminothalidomid wurde gewahlt, da bei dieser Konzentration
eine maximale Wirkung auf alle drei oben genannten Zytokine erfolgte (Kap. 2.2.2.1.1).
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Kinetik der TNFa-Bildung

Wie in Abb. 29 dargestellt, sezernierten auch unstimulierte CD-14*-Monozyten TNFa-
Protein, wobei die Hauptmenge innerhalb der ersten 5h nach Kultivierung in den
Kulturiberstand sezerniert wird. LPS steigerte die TNFa-Freisetzung bis 7 h nach LPS-
Stimulation um einen Faktor 5 — 11 gegenliber der TNFa-Freisetzung in unstimulierten CD-
14*-Monozyten. Aminothalidomid hemmte Uber die gesamte Zeit der LPS-Stimulation die
TNFa-Freisetzung auf das Niveau der unstimulierten Monozyten.
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Abb. 29: Kinetik der Sekretion von TNFa unter dem Einfluss von Aminothalidomid

Dargestellt ist die TNFa-Proteinmenge, welche im Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) iiber den
Zeitraum von 18 h nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Aminothalidomid [4 uM] und in
unstimulierten CD-14"-Monozyten nachgewiesen wurde.

Die Abb. 30 zeigt die Wirkung von Aminothalidomid auf die Bildung der TNFa-mRNA. In
unstimulierten CD-14"-Monozyten wurde die TNFa-mRNA-Bildung innerhalb der ersten 3 h
gesteigert. Nach 1,5 h LPS-Stimulation war die Bildung der TNFa-mRNA bereits gegenuber
der unstimulierten Kontrolle erhoht, wobei die maximale Menge an TNFa-mRNA in den
ersten 3 h-5h nach LPS-Stimulation gebildet wurde. Nach 7 h erfolgte keine weitere
Steigerung der TNFa-mRNA-Bildung und nach 18 h wurde eine verringerte Menge an
TNFa-mRNA in allen Proben festgestellt, welche der TNFa-mRNA-Menge in unstimulierten
CD-14"-Monozyten entsprach. Aminothalidomid hemmte die Bildung der TNFa-mRNA nach
1,5 h LPS-Stimulation um 53 %, nach 3 h um 45 %, nach 5h um 82 % und nach 7 h um
98 % der LPS-induzierten TNFa-Produktion.
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Abb. 30: TNFa-mRNA-Menge unter Einwirkung von Aminothalidomid [4 uM] in LPS-stimulierten CD14"-
Monozyten

Dargestellt ist die TNFa-mRNA-Menge, welche von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) (iber den Zeitraum von 18 h
nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Aminothalidomid [4 uM] und im Vergleich zu unstimulierten
CD-14"-Monozyten detektiert wurde.
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Kinetik der IL-12p40-Bildung

Wie in Abb. 31 gezeigt, wurden in unstimulierten CD-14"-Monozyten nur geringe Mengen
an IL-12p40—Protein in den Kulturiberstand sezerniert. Aminothalidomid hemmte die
Sekretion von IL-12p40 Uber die gesamte Zeit der LPS-Stimulation mit 98 %.
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Abb. 31: Kinetik der Sekretion von IL-12p40 unter dem Einfluss von Aminothalidomid

Dargestellt ist die IL-12p40-Proteinmenge, welche im Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) iiber
den Zeitraum von 18 h nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Aminothalidomid [4 uM] und in
unstimulierten CD-14"-Monozyten nachgewiesen wurde.

Wie Abb. 32 demonstriert, lasst sich die Bildung der IL-12p40-mRNA (ber 25 h LPS-
Stimulation in zwei Phasen beschreiben. Die ansteigende Bildung der IL-12p40-mRNA bis
5 h bestéatigt die LPS-Stimulation. Bis 12 h nach LPS-Stimulation erfolgte eine gleichmalige
IL-12p40-mRNA-Produktion, wobei zu den spateren Zeitpunkten eine leicht verringerte IL-
12p40-mRNA-Bildung beobachtet wurde.

Unter Einfluss von Aminothalidomid wurde bereits nach 3 h LPS-Stimulation eine 64 %ige
Hemmung der IL-12p40-mRNA gegentber der LPS-Kontrollgruppe deutlich. Die Hemmung
der IL-12p40-mRNA-Bildung durch Aminothalidomid betrug nach 5h LPS-Stimulation
bereits 97 %.
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Abb. 32: IL-12p40-mRNA-Menge unter Einwirkung von Aminothalidomid [4 pM] in LPS-stimulierten
CD14"-Monozyten

Dargestellt ist die IL-12p40-mRNA-Menge, welche von CD-14*-Monozyten (Ansatz 2) (iber den Zeitraum von
18 h nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Aminothalidomid [4 uM] und im Vergleich zu
unstimulierten CD-14"-Monozyten detektiert wurde.
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Kinetik der IL-10-Bildung

Abb. 33 zeigt, dass nach 18 h in Gegenwart von Aminothalidomid/Thalidomid die 2-
fache/1,5-fache IL-10-Proteinmenge im Kulturiberstand im Vergleich zur LPS-
Kontrollgruppe nachgewiesen wurde. Bereits nach 6 h LPS-Stimulation wurde in
Gegenwart von Aminothalidomid IL-10-Protein detektiert, wahrend in der LPS-
Kontrollgruppe noch kein IL-10-Protein nachgewiesen wurde. Nach 9 h LPS-Stimulation
war durch Aminothalidomid/Thalidomid die 3-fache/1,5-fache Menge an IL-10-Protein der
LPS-stimulierten Kontrolle nachweisbar. Unter dem Einfluss von Aminothalidomid wurde
das IL-10-Protein im Kulturiiberstand im Gegensatz zu Thalidomid zeitiger nachgewiesen.
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Abb. 33: Vergleichende Kinetik der Sekretion von IL-10 unter dem Einfluss von Thalidomid und
Aminothalidomid
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Dargestellt ist die IL-10-Proteinmenge, welche im Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) liber den
Zeitraum von 18 h nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Aminothalidomid [4 uM] bzw. Thalidomid
[4 uM] und in unstimulierten CD-14"-Monozyten nachgewiesen wurde.

Wie Abb. 34 prasentiert, wurde bis 12 h nach LPS-Stimulation die maximale Menge der IL-
10-mRNA einer Anstiegsphase nachgewiesen. Im Anschluss daran erfolgte eine
gleichmaRige IL-10-mRNA-Produktion (Plateau). Aminothalidomid flhrte bereits nach 3 h
LPS-Stimulation zu einer 10-fach erhéhten Menge an IL-10-m-RNA gegenuiber der LPS-
Kontrollgruppe. Die gesteigerte Bildung der IL-10-mRNA durch Aminothalidomid gegenlber
der LPS-Kontrollgruppe blieb Gber den gesamten Zeitraum der LPS-Stimulation erhalten.
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Abb. 34: IL-10-mRNA-Menge unter Einwirkung von Aminothalidomid [4 uM] in LPS-stimulierten CD14"-
Monozyten

Dargestellt ist die IL-10-mRNA-Menge, welche von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) liber den Zeitraum von 18 h
nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Aminothalidomid [4 uM] und im Vergleich zu unstimulierten
CD-14"-Monozyten detektiert wurde.
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2222 Untersuchungen im ELISpot

Die Zytokinbildung aller Zellen in Gegenwart von Aminothalidomid wurde mittels ELISA und
RT-PCR in Kap. 2.2.1 untersucht. Die Untersuchung der Zytokinbildung im ELISpot sollte
die Frage beantworten, ob Aminothalidomid die Veranderung der sezernierten
Proteinmenge durch (a) eine Veranderung der Anzahl der sezernierenden Zellen und/oder
(b) durch eine Veranderung der sezernierten Menge einer einzelnen Zelle bewirkt. Um
einen optimalen Vergleich der Substanzgruppen zu gewahrleisten, wurden fur die
Untersuchungen im ELISpot verschiedene Zellzahlen eingesetzt. Der IL-12p40-Erst-
Antikérper, welcher im ELISpot eingesetzt wurde, war in der Lage sowohl die IL-12p40-
Untereinheit als auch das biologisch aktive IL-12p70 zu detektieren (Kap. 5.5.1).

Wie die Abb.35 zeigt, war der Einsatz von 1Xx 10%Z/well optimal, um die
Substanzwirkungen auf die Zytokinbildung von IL-12und IL-10 zu vergleichen. Der Einsatz
von 1 x 10*Z/well in der ELISpot-Platte eignete sich nicht, da die Spots in Abhangigkeit von
der Behandlung (LPS fir IL-12-linke Seite, Abb. 35) bei einer zu hohen Sekretion des
jeweiligen Zytokins nicht voneinander getrennt werden und damit nicht gezahlt werden
konnten. In unstimulierten CD14*-Monozyten wurde nahezu kein IL-12und kein IL-10 im
ELISpot nachgewiesen.
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Abb. 35: Beeinflussung der Spotbildung der Zytokine IL-12 und IL-10 unter Wirkung von
Aminothalidomid [4 pM]

Gezeigt ist ein Ausschnitt aus den Kulturplatten mit 1 x 10°Z/well bzw. 1 x 10*Z/well, welche zur ELISpot-
Bestimmung eingesetzt wurden. Die linke bzw. rechte Seite zeigt die Spotbildung von IL-12 bzw. IL-10 (von
oben nach unten) in unstimulierten CD-14"-Monozyten (Medium), LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten in Ab-
(Mitte) und Anwesenheit von Aminothalidomid [4 pM].

Das LPS-induzierte IL-12 wurde durch Aminothalidomid Uber eine Verringerung der IL-12-
sezernierenden Zellen bei eingesetzten 1 x 10°Z/well signifikant um den Faktor 2 reduziert
(Tab. 7). Somit konnte gezeigt werden, dass das Aminothalidomid die Verringerung der
LPS-induzierten Sekretion von IL-12 bewirkte, indem weniger Zellen LPS-induziertes 1L-12
sezernierten. Wie die Abb. 33 zeigt wurde die hohere IL-10-Sekretion bei der Zellzahl
1 x 10°Z/ml sichtbar. Aminothalidomid erhéhte die Anzahl an IL-10-sezernierenden CD-14"-
Monozyten signifikant (Tab.7).
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Tab. 7: ELISpot der Zytokine IL-12 und IL-10 in LPS-stimulierten CD-14"Monozyten

Die Tabelle zeigt die Spotbildung von IL-12 bzw. IL-10 in unstimulierten CD-14"-Monozyten (Medium), LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten in Ab- (Mitte) und Anwesenheit von Aminothalidomid [4 pM]. Die Angaben in
Klammern zeigen den Anteil an IL-12- bzw. IL-10-sezernierenden Zellen an CD-14"-Monozyten.

IL-12 Anzahl Spots /

1x10°Z + S.E.M. Spender 1 Spender 2 Spender 3 MW
Medium 00 1+ 0 311

LPS 29+1(2,9 %) 38+ 4 (3,8 %) 73+1 (7,3 %) 4,6 %
LPS + Aminoth. 5+1(0,5 %) 10+ 2 (1 %) 4+1(0,4 %) 1,9 %
IL-10 Anzahl Spots /

1x10°Z + S.E.M. Spender 1 Spender 2 Spender 3 MW
Medium 00 00 111 0%
LPS 36 +4 (3,6 %) 52 +6 (5,2 %) 19+ 2 (1,9 %) 535 %
LPS + Aminoth. 325 1+ 16 (32,5 %) |452 +40 (45,2 %)| 210 £ 47 (21 %) 32,9 %

* = statistisch signifikant gegenliber LPS-Kontrollgruppe, p< 0,05 mit ANOVA und anschlieffendem Dunnett's
test, Abklirzungen: Aminoth. = Aminothalidomid

223 Untersuchungen zur IL-12p40-Hemmung durch Aminothalidomid

Aufgrund der bekannten Hemmung der IL-12p40- und TNFo-Bildung durch endogen
gebildetes IL-10-Protein, kénnte Aminothalidomid die Hemmung von IL-12p40 indirekt, d.h.
Uber die erhéhte IL-10-Proteinmenge (Abb. 28) vermitteln.

In den folgenden Abschnitten wurde daher die Frage, ob Aminothalidomid die Bildung von
IL-12p40 direkt oder indirekt hemmt untersucht.

2.2.31 In Gegenwart von anti-IL-10-Antikorpern

Wie Abb. 36 zeigt, wurde durch das Neutralisieren des LPS-induzierten IL-10-Proteins, eine
Steigerung der LPS-induzierten IL-12p40-Freisetzung (42 %, n=3) im Vergleich zur LPS-
stimulierten Kontrollgruppe beobachtet. Hierdurch wurde die hemmende Wirkung von
endogenem  IL-10-Protein auf LPS-induziertes IL-12-Protein  bestétigt®.  Die
neutralisierende  Wirkung durch den anti-IL-10-Antikérper  (anti-IL-10-Ak)  war
konzentrationsabhangig (Daten nicht gezeigt). Der Kontroll-Antikérper beeinflusste die
IL-12p40-Bildung in CD-14"-Monozyten nicht (Abb. 36). Aminothalidomid hemmte die
IL-12p40-Sekretion in der Anwesenheit des Kontroll-Antikbrpers um 93 % und in

Gegenwart des anti-hlL-10-Antikérper um 90 %.

Abb. 36: Wirkung von
900+ IL-10-Antikorpern auf
die IL-12p40-
Proteinbildung in
Gegenwart von
Aminothalidomid
[4 pM]

Die Abbildung zeigt die

Menge an IL-12p40-

Protein in Gegenwart

o von Kontroll-Antikérper

OO0 15 pg Kontroll-Antikérper [15 ug] und anti-IL-10-

P g E=315ug anti-hIL-10-Antikérper Antikérper [15 ug] in An-

LPS LPS + Aminothalidomide [4 uM] und Abwesenheit von
Aminothalidomid [4 pM]
nach 24 h LPS-
Stimulation (Ansatz 1).

600+

3004
&= Kontrolle [0.04 % DMSO]

IL-12p40-Protein [pg/ml]

SRR
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2.2.3.2 In Gegenwart von Suramin

Eine weitere Moglichkeit zur Inaktivierung von endogenem IL-10 besteht in der
Verwendung von Suramin (zur Wirkungsweise s. Kap. 2.3). In Abb. 37 ist die LPS-
induzierte 1L-12p40—Sekretion in Gegenwart von Aminothalidomid und Suramin gezeigt.
Die Inaktivierung von endogenem IL-10 durch Suramin flihrte zu einer
konzentrationsabhangigen Steigerung der LPS-induzierten IL-12p40 Freisetzung in CD-
14*-Monozyten. Die durch Suramin erhohte IL-12p40-Sekretion wurde durch
Aminothalidomid konzentrationsabhangig erniedrigt (Abb. 37).
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Abb. 37: Wirkung von Suramin auf die Sekretion von LPS-induziertem IL-12p40

Es erfolgte eine Vorinkubation mit Suramin [25 uM — 200 pM] in An- und Abwesenheit von Aminothalidomid
[0,0004 uM-4 uM] von 30 min, bevor die CD-14"-Monozyten fiir 24 h mit LPS stimuliert wurden (Ansatz 2). Die
Abbildung zeigt die Menge an IL-12p40-Protein in Gegenwart von Suramin und in An- und Abwesenheit von
Aminothalidomid.
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224 Beeinflussung der  Zytokinbildung in unterschiedlichen
Zellpopulationen

Aufgrund der unterschiedlichen Wirkungen von Thalidomid auf die LPS-induzierte Sekretion
von TNFa in Abhangigkeit von der untersuchten Zellpopulation, stellte sich die Frage, wie
Aminothalidomid die LPS-induzierte Sekretion von TNFa, I[L-12p40 wund IL-10
beeinflusste’”"%12"122  Daher wurde die Wirkung von Aminothalidomid auf die LPS-
induzierte Sekretion der o.g. Zytokine in PBMCs, CD-14"-Monozyten und Gesamtblut
untersucht (Kap. 5.4.4).

Der Vergleich der LPS-induzierten Bildung von TNFa, IL-12p40 und IL-10 in Abb. 38 zeigt,
dass CD-14"-Monozyten die grofite Menge und, dass PBMCs und Gesamtblut-Proben die
gleiche Menge der o.g. Zytokine in den Kulturiiberstand sezernierten. Aminothalidomid
hemmte die LPS-induzierte Sekretion von TNFa (Abb. 38A) und IL-12p40 (Abb. 38B) in
allen drei untersuchten Populationen, wobei die Wirkung von Aminothalidomid in CD-14"-
Monozyten starker als in PBMCs bzw. Gesamtblut war. Die Steigerung der IL-10—
Proteinmenge wurde nur in CD-14"-Monozyten und Gesamtblut-Proben, jedoch nicht in
PBMCs und CD-14"-negativen PBMCs beobachtet.
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Abb. 38: Einfluss von Aminothalidomid auf die LPS-stimulierte Sekretion von TNFa (A), IL-12p40 (B) und
IL-10 (C) in den Kulturiiberstand verschiedener Zellpopulationen

Gezeigt ist die TNFa- (A), IL-12p40- (B) und IL-10-Proteinmenge (C) im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten
PBMCs (Ansatz 2), CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) und Gesamtblut (Ansatz 6) in An- und Abwesenheit von
Aminothalidomid [4 uM] nach 24 h. Zwischen den Proteinmengen im Kulturiiberstand von PBMCs und CD-14"-
Monozyten war ein direkter Vergleich der Zytokinbildung mdglich, da diese vom gleichen Spender stammten
und mit der gleichen Zellzahl (Ansatz 2) eingesetzt wurden. Abkirzungen: PBMC = peripheral blood
mononuclear cells, Mono = CD-14"-Monozyten, GB = Gesamtblut
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Zusammenfassung der Wirkung von Aminothalidomid:

Thalidomid und Aminothalidomid verringerten die Menge der LPS-induzierten pro-
inflammatorischen Zytokine MCP-1, TNFa und IL-18 im Kulturiiberstand von LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten. Die TNFa-Bildung wurde durch Aminothalidomid 700-
fach stérker als durch Thalidomid gehemmt. Mit dem héheren maximalen Effekt und dem
niedrigeren ICso-Wert von Aminothalidomid auf die IL-12p40-Bildung, wurde die hbéhere
Wirkstérke und die stérkere Pharmakologische Potenz von Aminothalidomid im Vergleich
zu Thalidomid bestétigt'”®. Aminothalidomid steigerte die IL-10-Bildung in LPS-stimulierten
CD-14"-Monozyten.

Aminothalidomid fiihrte zu einer zeitigeren Bildung von IL-10-Protein und IL-10-mRNA im
Vergleich zur LPS-stimulierten Kontrollgruppe. Gleichzeitig verringerte Aminothalidomid
die LPS-induzierte Sekretion von TNFa und IL-12p40, durch die Hemmung der jeweiligen
mRNA. Die Untersuchungen im ELISpot zeigten, dass Aminothalidomid die Verdnderung
der sezernierten Proteinmenge durch eine Verdnderung der Anzahl an IL-12(p40)- bzw.
IL-10-Protein sezernierenden Zellen bewirkte. Aminothalidomid war in der Lage, trotz
Neutralisieren des LPS-induzierten, sezernierten IL-10-Proteins (durch anti-IL-10-
Antikérper bzw. Suramin) die Freisetzung von IL-12p40 in den Kulturiiberstand zu
hemmen.
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2.3 Die Wirkungen von Suramin nach LPS-Stimulation

2.31 Untersuchung im Proteinarray

Die Abb. 39 zeigt die Membran des Proteinarray vom Kulturiiberstand LPS-stimulierter CD-
14*-Monozyten unter Einfluss von 200 uM Suramin. Die Intensitat der einzelnen Spots zeigt
die Konzentration der nachgewiesenen Zytokine an (Kap. 5.5.3). Suramin beeinflusste die
Zytokinbildung von TNFa, MCP-1, IL-6, IL-8 und IL-1R8 nicht, wahrend die IL-10-
Proteinmenge durch Suramin verringert wurde (87 % Hemmung).
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Abb. 39: Wirkung von 200 pM Suramin auf verschiedene Zytokine im Proteinarray

Dargestellt ist die Membran des Proteinarrays, auf welcher der Kulturiiberstand (Ansatz 5) von LPS-stimulierten
CD14*-Monozyten (links) und von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten unter Wirkung von Suramin [200 pM]
(rechts) analysiert wurde. Die Starke der Spotintensitat wurde relativ zu den 6 Positivkontrollen jeder Membran
(eingerahmte Kastchen) bestimmt und entspricht der sezernierten Zytokinmenge. Folgende Proteine wurden
mittels Proteinarray (von links nach rechts) nachgewiesen: GRO (H1/2), IL-1B8 (L1/2), IL-6 (E3/4), IL-8 (G3/4),
IL-10 (H3/4), IL-12p70 (13/4), MCP-1 (A5/6) und TNFa (A7/8).

2.3.2 Proteinbildung von TNFa, IL-12p40 und IL-10
2.3.21 Bildung von TNFa und IL-12p40

2.3.21.1 Konzentrationswirkungskurven von Suramin

Zunachst wurde die TNFa- und IL-12p40-Proteinmenge im Kulturliiberstand in Gegenwart
von Suramin [12,5 yM-200 pM] nach 24 h gemessen (Kap. 5.5.1). Wie in Abb. 40A+B zu
sehen, bewirkte Suramin eine konzentrationsabhangige Steigerung von TNFa- und
IL-12p40-Protein, welche sich bei beiden Proteinen in einem ahnlichen Kurvenverlauf
widerspiegelte. Um auszuschliessen, dass das Suramin die Erkennung der Proteine TNFa
und IL-12p40 beeinflusste, wurde Suramin [12,5 yM-200 uM] zum Zeitpunkt der Zellernte
(nach 24 h LPS-Stimulation) zu den CD-14"-Monozyten gegeben und die Menge an TNFa-
und IL-12p40-Protein im Kulturiberstand mittels ELISA detektiert (Abb. 40C-D). Die frische
Zugabe von Suramin nach 24 h LPS-Stimulation beeinflusste die Messung des TNFa- und
IL-12p40-Proteins nicht (Abb. 40C-D).
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Abb. 40: Wirkung von Suramin auf die TNFa-Proteinmenge vor (A) und 24 nach LPS-Stimulation (B) und
die IL-12p40-Proteinmenge vor (C) und 24 nach LPS-Stimulation (D)

Gezeigt ist der Einfluss des Zeitpunktes der Gabe von Suramin zu LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten auf die
TNFa- (A) und IL-12p40-Proteinmenge (C) nach 24 h, welche mit dem ELISA der Fa. Biosource im
Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten (Ansatz 1) in Gegenwart von Suramin [3uM —200 uM] gemessen wurde,
wenn dieses vor LPS-Stimulation zu den CD-14"-Monozyten gegeben wurde. Die TNFa- (B) und IL-12p40-
Proteinmenge (D) wurde ebenfalls mit dem ELISA der Fa. Biosource nach 24 h bestimmt, wenn Suramin [3uM —
200 uM] erst bei Zellernte (nach 24 h LPS-Stimulation) zu den CD-14"-Monozyten gegeben wurde.

2.3.2.1.1.1 Kinetik der Bildung von TNFa und IL-12p40 (Protein und mRNA)

Die Bildung der Proteine TNFa (a) und IL-12p40 (b) in Gegenwart von 200 yM Suramin
wurde mittels ELISA (Proteinmessung im Kulturiiberstand) und mittels RT-PCR (Messung
der mRNA) kinetisch untersucht (Kap. 5.5.1 und Kap. 5.6).
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(a) TNFa-Bildung

Wie die Abb. 41 zeigt, verringerte Suramin die TNFa-Proteinmenge gegenuber der LPS-
Kontrollgruppe innerhalb der ersten Stunde nach LPS-Stimulation. Erst nach 15 h bzw. 24 h
LPS-Stimulation war eine Erhdhung des TNFa-Proteins durch Suramin gegentber der LPS-
Kontrollgruppe zu beobachten. Wie die Abb. 42 darstellt, wurde innerhalb der ersten 8 h
nach LPS-Stimulation keine Wirkung von Suramin auf die TNFa—-mRNA festgestellt, wahrend
nach 15 h bzw. 24 h groRere Mengen an TNFa-mRNA als in der entsprechenden LPS-

Kontrolle (Faktor 1,8 bzw.1,6) gemessen wurden. Die durch Suramin erhéhte TNFao-
Proteinmenge aulierte sich ebenfalls in einer gesteigerten TNFa—mRNA-Bildung.
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Abb. 41: Kinetik der Sezernierung von TNFa-Protein unter dem Einfluss von 200 yM Suramin

Dargestellt ist die TNFa-Proteinmenge, welche im Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) (iber den
Zeitraum von 24 h nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Suramin [200 uM] und in unstimulierten
CD-14"-Monozyten nachgewiesen wurde.
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Abb. 42: Kinetik der TNFa-mRNA-Bildung unter dem Einfluss von 200 pM Suramin

Gezeigt ist die TNFa-mRNA-Menge, welche von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) iber den Zeitraum von 24 h nach
LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Suramin [200 uM] und im Vergleich zu unstimulierten CD-14"-
Monozyten detektiert wurde.
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(b) IL-12p40-Bildung

Nach 8 h LPS-Stimulation war durch 200 uM Suramin keine Wirkung auf die IL-12p40-
Proteinmenge festzustellen und nach 15 h bzw. 24 h war diese um den Faktor 7,7 bzw. 12,8
gegenuber der LPS-Kontrolle erhéht (Abb. 43). Suramin zeigte nach LPS-Stimulation
innerhalb der ersten 8 h keine Wirkung auf die Bildung der IL-12p40-mRNA, wahrend nach
15 h die IL-12p40-mRNA durch Suramin gesteigert wurde (Abb. 44).

Die auf Proteinebene beobachtete IL-12p40-Steigerung durch Suramin spiegelte sich damit
in der gesteigerten IL-12p40—mRNA-Bildung wider.
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Abb. 43: Kinetik der Sezernierung von IL-12p40-Protein unter dem Einfluss von Suramin

Dargestellt ist die IL-12p40-Proteinmenge, welche im Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) lber
den Zeitraum von 24 h nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Suramin [200 uM] und in
unstimulierten CD-14"-Monozyten nachgewiesen wurde.
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Abb. 44: Kinetik der IL-12p40-mRNA-Bildung unter dem Einfluss von 200 uM Suramin

Dargestellt ist die IL-12p40-mRNA-Menge, welche von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) iiber den Zeitraum von 24 h
nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Suramin [200 uM] und im Vergleich zu unstimulierten CD-14"-
Monozyten detektiert wurde.
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2.3.21.2 Kinetik der Bildung von IL-10 (Protein und mRNA)

Bisher wurde mit dem Proteinarray (Abb. 39) gezeigt, dass nach 24 h LPS-Stimulation kein
IL-10-Protein in Gegenwart von 200 uM im Kulturiberstand nachweisbar war. Die Wirkung
von 200 uM Suramin wurde im Folgenden kinetisch betrachtet. Weiterhin stellte sich die
Frage, ob der fehlende Nachweis des IL-10-Proteins im Proteinarray mit einer verhinderten
IL-10-mRNA-Bildung erklart werden konnte. Daher wurde die Menge an IL-10-Protein im
KulturGiberstand mittels ELISA (Kap. 5.5.1) und die Menge an IL-10-mRNA mittels RT-PCR
(Kap. 5.6) Uber den Zeitraum von 24 h gemessen.

Die Abb. 45 demonstriert, dass Uber den beobachteten Zeitraum von 24 h mit dem
Biosource-ELISA kein biologisch aktives IL-10-Protein in Gegenwart von 200 uM Suramin im
Kulturiiberstand nachgewiesen wurde. Die IL-10-mRNA-Menge in LPS-induzierten CD14"-
Monozyten wurde hingegen durch Suramin nicht beeinflusst (Abb. 46).
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Abb. 45: Kinetik der Sezernierung von IL-10-Protein in den Kulturiiberstand unter dem Einfluss von
Suramin

Dargestellt ist die IL-10-Proteinmenge, welche im Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) (iber den
Zeitraum von 24 h nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Suramin [200 uM] und in unstimulierten
CD-14"-Monozyten nachgewiesen wurde.
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Abb. 46: Kinetik der Bildung der IL-10-mRNA unter dem Einfluss von Suramin

Dargestellt ist die IL-10-mRNA-Menge, welche von CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) iiber den Zeitraum von 24 h
nach LPS-Stimulation in An- bzw. Abwesenheit von Suramin [200 pM] und im Vergleich zu unstimulierten CD-14"-
Monozyten detektiert wurde.
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2.3.21.3 Erkennung von LPS-induziertem IL-10-Protein im ELISA

Die Wirkung von Suramin auf die IL-10-Proteinmenge im Kulturiiberstand von LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten nach 24 h ist in Abb. 47 zu sehen. Wurde das IL-10-Protein
mit dem Biosource-ELISA nachgewiesen, bewirkte Suramin eine konzentrationsabhangige
Verringerung der IL-10-Proteinmenge (Abb. 47A). Ab 25 yM Suramin war nur 5 % der LPS-
induzierten IL-10-Proteinmenge und bei 200 uM kein IL-10-Protein nachweisbar. Hingegen
beeinflusste Suramin das mit dem R&D-ELISA gemessene IL-10-Protein nicht (Abb. 47B).
Um auszuschliessen, dass das Suramin das in den Kulturiberstand sezernierte IL-10-
Protein veranderte, wurde das Suramin nach 24 h LPS-Stimulation, zum Zeitpunkt der
Zellernte zu den CD-14"-Monozyten gegeben (Abb. 47C+D).

Im Biosource-ELISA wurde eine konzentrationsabhangige Verringerung des nachweisbaren
IL-10-Proteins gezeigt, wobei mit 200 yM Suramin 50 % der LPS-induzierten IL-10-
Proteinmenge detektierbar war (Abb. 47C). Mit dem R&D-ELISA wurde bei Zugabe von
Suramin in unterschiedlichen Konzentrationen bei Zellernte eine gleichbleibende Menge an
IL-10-Protein im Kulturiiberstand nachgewiesen (Abb. 47D).
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Abb. 47: Der Nachweis von LPS-induziertem IL-10-Protein in Gegenwart von Suramin

Gezeigt ist die IL-10-Proteinmenge nach 24 h, welche mit dem ELISA der Fa. Biosource (A) und ELISA der
Fa. R&D (B) im Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten (Ansatz 1) in Gegenwart von Suramin [3uM —200 pM]
gemessen wurde, wenn dieses vor LPS-Stimulation zu den CD-14"-Monozyten gegeben wurde. Die IL-10-
Proteinmenge wurde ebenfalls mit dem ELISA der Fa. Biosource (C) und ELISA der Fa. R&D (D) nach 24 h
bestimmt, wenn Suramin [3uM —200 uM] erst bei Zellernte (nach 24 h LPS-Stimulation) zu den CD-14"-
Monozyten gegeben wurde (Fa. Biosource).
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2.3.2.2 Messung von biologisch aktivem IL-10-Protein

Es wurde in Kap. 2.1.3.2.2 gezeigt, dass mit dem Biosource-ELISA kein IL-10-Protein
detektiert wurde, wenn dieses zuvor thermisch oder chemisch denaturiert wurde, wahrend im
R&D-ELISA das IL-10-Protein sowohl in denaturierter als auch nicht denaturierter Form
gemessen wurde. Da in Gegenwart von Suramin —genau wie bei Denaturierung des IL-10-
Proteins- kein IL-10-Protein im Biosource-ELISA, aber IL-10-Protein im R&D-ELISA
gemessen wurde, stellte sich die Frage, ob Suramin IL-10-Protein denaturiert und dadurch
inaktiviert.
Biologisch aktives IL-10—Protein hemmt die Neubildung von TNFa- und IL-12p40-Protein®.
Diese Hemmung sollte in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten durch:

e Neutralisieren des LPS-induzierten, endogen produzierten IL-10—Proteins und

e durch die Zugabe von biologisch aktivem humanem IL-10—Protein gezeigt werden.

Neutralisieren des LPS-induzierten, endogen produzierten IL-10—Proteins

Wird in den Kulturiberstand sezerniertes IL-10—Protein durch IL-10-bindende Antikérper
neutralisiert, so sollte die hemmende Wirkung von IL-10-Protein auf die Neubildung von
TNFao- und IL-12p40-Protein aufgehoben werden und eine erhéhte Menge an den beiden
Zytokinen im Kulturtiberstand nachweisbar werden. Wie Abb. 48 zeigt, war die TNFa- und
IL-12p40-Proteinmenge im Kulturiiberstand der CD-14"-Monozyten mit zunehmender
Konzentration von IL-10-bindenden Antikérpern erhéht.
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Abb. 48: Nachweis von TNFa- (A) und IL-12p40-Protein (B) im Kulturiiberstand in Gegenwart von
neutralisierendem IL-10—-Antikorper

Gezeigt ist die konzentrationsabhangige Wirkung von neutralisierenden IL-10-Antikdrpern [0,625ug/ml- 5 pg/ml]
auf die Sekretion von TNFa- (A) und IL-12p40-Protein in den Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten (Ansatz 1).
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Zugabe von biologisch aktivem humanem IL-10—Protein

CD-14"-Monozyten sezernieren nach LPS-Stimulation IL-10 in den Kulturiberstand, wodurch
die Neubildung von TNFa- und IL-12p40-Protein gehemmt wird®.

Bei einer zusatzlichen Gabe von rhlL-10-Protein wurde daher eine starkere Hemmung der
Neubildung von TNFa- und IL-12p40-Protein erwartet. Die Tab. 8 zeigt, dass durch 0,5 ng/ml
rhiL-10-Protein die Bildung beider Zytokine nach 24 h stark verringert wurde, wahrend bei
5 ng/ml rhiL-10 Protein kein TNFa-Protein und kein IL-12p40-Protein detektiert wurde. In
Gegenwart von 200 yM Suramin wurde die TNFa- als auch die IL-12p40-Proteinmenge um
ein Vielfaches erhdht (Tab. 8). Diese Steigerung erfolgte unabhangig davon, ob rhIL-10-
Protein zugegeben wurde. Allerdings wurde die, durch 5 ng/ml rhiL-10 Protein hemmende
Wirkung der TNFo- und IL-12p40-Proteinbildung durch Suramin nicht vollstéandig
entgegengewirkt, da noch TNFa- und IL-12p40-Protein nachgewiesen wurden.

Tab. 8: Nachweis von TNFa- und IL-12p40-Protein im Kulturiiberstand nach Zugabe von rhiL-10-Protein

Zum Zeitpunkt der LPS-Stimulation wurde rhIL-10 Protein [0,5 ng/ml, 5ng/ml] zu den CD-14"-Monozyten
gegeben. Die TNFa- und IL-12p40-Proteinmenge, welche nach 24 h (Ansatz 1) in An- und Abwesenheit von
Suramin [200 uM] im Kulturiiberstand gemessen wurde, ist zusammengefasst.

TNFa-Proteinmenge gemessen [pg/mil]
LPS LPS + Suramin [200 yM]
keine Zugabe 31674 £ 2025 76407 + 855
Zugabe von 0,5 ng/ml rhiL-10-Protein 4951 + 265 70364 + 3317
Zugabe von 5 ng/ml rhiL-10-Protein 1355 + 81 26425 + 1602
IL-12p40-Proteinmenge gemessen [pg/ml]
LPS LPS + Suramin [200 uM]
keine Zugabe 7556 + 237 20468 + 747
Zugabe von 0,5 ng/ml rhiL-10-Protein 165 + 32 20635 + 1666
Zugabe von 5 ng/ml rhiL-10-Protein 69+9 7840 + 286

Die Hemmung der LPS-induzierten IL-12p40-Bildung durch exogenes IL-10 wurde mit einer
zweiten Methode, dem ELISpot untersucht (Kap.5.5.2). Die Abb. 49, links 2. Reihe
demonstriert, dass durch eine Steigerung der Zellzahl von 10°Z/well auf 10°Z/well eine
erhohte Anzahl an Spots und damit eine gesteigerte IL-12p40-Sekretion sichtbar wurde.
Suramin steigerte die Menge an IL-12p40-Protein (Abb. 49, links 3. Reihe). Durch die
Zugabe von 5 ng/ml exogenem IL-10-Protein war die LPS-induzierte IL-12p40 Bildung in
beiden Zellzahlen im ELISpot nicht mehr nachweisbar (Abb. 49, rechts 2. Reihe). In den
LPS-stimulierten CD14"-Monozyten wurde in Gegenwart von Suramin durch die Zugabe von
exogenem IL-10-Protein die IL-12p40-Sekretion nicht verringert (Abb. 49, rechts 3. Reihe).
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LPS LPS+rh IL-10 [5 ng/m]

+———Medium ——— l |' * ‘ ".

bl LPS

10¢Z/well 10%Z/well 10°Z/well 10°Z/well

Abb. 49: Beeinflussung der Spotbildung von IL-12 unter Wirkung von Suramin [200 pM]

Dargestellt ist ein Ausschnitt aus den Kulturplatten mit 1 x 10°Z/well bzw. 1 x 10*Z/well, welche zur ELISpot-
Bestimmung eingesetzt wurden. Die linke bzw. rechte Seite zeigt die Spotbildung von IL-12 in Ab- bzw.
Anwesenheit von rhiL-10-Protein (von oben nach unten) in unstimulierten CD-14*-Monozyten (Medium), LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten in Anwesenheit von Suramin [200 uM].

Ein zweiter Ansatz zur Klarung der direkten oder IL-10 vermittelten Wirkung von Suramin,
bestand darin, dass Suramin in regelmafigen Abstanden nach erfolgter LPS-Stimulation zu
den CD14"-Monozyten gegeben und die IL-12p40-Proteinmenge gemessen wurde
(Kap. 5.5.1). Hierbei wurde unter der Annahme der Inaktivierung von IL-10-Protein durch
Suramin und der daraus resultierenden fehlenden Hemmung von endogenem IL-10-Protein
auf die IL-12p40-Proteinbildung (IL-10 vermittelte Wirkung), eine Steigerung der IL-12p40-
Bildung durch Suramin erwartet. Die IL-12p40-steigernde Wirkung von Suramin, sollte daher
bei sofortiger Gabe gréRer als bei Gabe zu einem spateren Zeitpunkt nach LPS-Stimulation
sein. In Tab. 9 ist gezeigt, dass je spater Suramin mit den LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten inkubiert wurde, umso geringer war die |L-12p40-Proteinbildung.

Tab. 9: Einfluss des Zeitpunktes der Gabe von Suramin auf die Sezernierung von IL-12p40-Protein in LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten

Zu verschiedenen Zeiten nach der LPS-Stimulation wurde Suramin [200 uM] zu den CD-14"-Monozyten gegeben.
Die IL-12p40-Proteinmenge, welche nach 24 h (Ansatz 1) im Kulturliberstand gemessen wurde, ist gezeigt.

Zugabe von Suramin LPS LPS + Steigerung der IL-12p40-Bildung
Suramin [200puM] durch Suramin
sofort bei LPS-Stimulation 2383 + 15 32239 + 570 Faktor 13,5
1 h nach LPS-Stimulation 1639 + 83 12226 + 244 Faktor 7,5
2 h nach LPS-Stimulation 1026 + 24 8232 + 616 Faktor 8,0
3 h nach LPS-Stimulation 1575 + 96 3899 + 270 Faktor 2,5
4 h nach LPS-Stimulation 1398 + 255 3468 + 397 Faktor 2,5
6 h nach LPS-Stimulation 1638 + 83 3200 + 272 Faktor 2,0
7 h nach LPS-Stimulation 1690 + 185 2884 + 180 Faktor 1,7
8 h nach LPS-Stimulation 831+ 92 1435 + 159 Faktor 1,7
9 h nach LPS-Stimulation 960 + 96 840 + 112 Faktor 0,9
10 h nach LPS-Stimulation 1301 + 98 675+ 50 Faktor 0,5
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Zusammenfassung der Wirkung von Suramin:

Die kinetischen Untersuchungen zur Wirkung von Suramin auf die TNFa- bzw. IL-12p40-
Bildung zeigten nach 15 h LPS-Stimulation eine erhéhte TNFa- bzw. IL-12p40-Bildung auf
Protein- und mRNA-Ebene. Die (bereinstimmende Wirkung von Suramin auf Protein- und
mRNA-Ebene beider Zytokine sowie die fehlende Beeinflussung der bereits gebildeten
Menge an TNFa- bzw. IL-12p40-Protein zeigten, dass es sich bei der Wirkung von Suramin
nicht um eine fehlerhafte Erkennung von IL-12p40- bzw. TNFa-Protein im ELISA handelte.
Suramin verursachte eine Erhéhung beider Zytokine, welche sich auf die Inaktivierung des
IL-10-Proteins durch Suramin und der hieraus resultierenden fehlenden Feedback-
Hemmung zurtlickfiihren ldsst. Die Inaktivierung von biologisch aktivem IL-10-Protein
erfolgte unabhéngig davon, ob rhiL-10-Protein exogen gegeben oder endogen von den
LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten in den Kulturiiberstand sezerniert wurden. Nur mit
dem ELISA der Fa. Biosource und nicht mit dem R&D-ELISA wurde eine verringerte
konzentrationsabhéngige IL-10-Proteinmenge im Kulturiiberstand in Gegenwart von
Suramin gemessen, und zwar unabhéngig davon, zu welchem Zeitpunkt das Suramin zu
den CD-14"-Monozyten gegeben wurde.
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24 Die Wirkungen von Aminothalidomid und Suramin nach
TNFa-Stimulation

Die LPS-Induktion beinhaltet die zeitlich nachgeschaltete, durch endogenes TNFa-Protein
hervorgerufene Induktion weiterer Zytokine®®. Sollte TNFa die IL-10-Bildung in CD-14"-
Monozyten induzieren, koénnte man die in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten
nachgeschaltete TNFa-Induktion getrennt vom LPS-TLR4-Signalweg untersuchen. Dafir
wurden CD-14"-Monozyten mit rhTNFa-Protein stimuliert und die Wirkung von
Aminothalidomid und Suramin auf die IL-12p40- und IL-10-Bildung untersucht.

Wie Abb. 50A demonstriert, wurde in Gegenwart von rhTNFa-Protein die gleiche IL-12p40-
Proteinmenge nach LPS-Stimulation wie bei unstimulierten CD-14"-Monozyten
nachgewiesen. Dennoch war Aminothalidomid in der Lage, die IL-12p40-Sekretion in TNFa-
stimulierten CD-14"-Monozyten um 95 % gegentiber der LPS-Kontrollgruppe zu hemmen.
Suramin bewirkte eine 200 %ige Steigerung der TNFa-induzierten IL-12p40-Proteinmenge.
Die Stimulation mit rhTNFa-Protein flhrte zu einer 6-fach héheren IL-10-Proteinmenge als
im Kulturiberstand von unstimulierten CD-14"-Monozyten (Abb. 50B). Die TNFa-induzierte
IL-10—Sekretion wurde durch Aminothalidomid um 188 % gesteigert, wahrend in Gegenwart
von Suramin kein biologisch aktives IL-10-Protein detektierbar war.
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Abb. 50: Wirkung von Aminothalidomid und Suramin auf die TNFa-induzierte IL-12p40- (A) und IL-10-
Proteinmenge (B) im Kulturiiberstand von CD-14*-Monozyten

Dargestellt sind die IL-12p40- (A) und IL-10—Proteinmenge (B) im Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten nach
18 h Stimulation mit rhTNFa-Protein (Ansatz 2) in An- und Abwesenheit von Aminothalidomid [4 puM] oder
Suramin [200 pM].

Zusammenfassung:

Die Menge an IL-12p40-Protein nach TNFa-Stimulation wurde durch Aminothalidomid
reduziert und durch Suramin gesteigert, wahrend in Gegenwart von Aminothalidomid eine
verstérkte IL-10-Proteinmenge im Kulturiiberstand und in Anwesenheit von Suramin kein
IL-10-Protein gemessen wurde. Die Wirkungen von Aminothalidomid und Suramin auf die
Bildung der Zytokine IL-12p40 und TNFa unterschieden sich bei Stimulation mit rhTNFa-
Protein nicht von den Wirkungen bei LPS-Stimulation.
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2.5 Die Beeinflussung der MAPK

LPS stimuliert CD-14"-Monozyten tber den TLR4-Signalweg und fiihrt u.a. zur Aktivierung
der MAPK". Mit dem Einsatz von pharmakologischen Inhibitoren kann die Rolle von
beispielweise Kinasen in der Signalweiterleitung, welche zur Bildung der Zytokine TNFa, IL-
12p40 und IL-10 in CD-14'-Monozyten beitragen, untersucht werden''®. Durch die
kombinierte Gabe jeweils eines Inhibitors mit Aminothalidomid oder Suramin sollte eine
mogliche Beeinflussung der Kinasen und damit der entsprechenden Signalwege
charakterisiert werden.

251 Wirkung von MAPK-Inhibitoren

Zunachst wurde die konzentrationsabhangige Wirkung von Inhibitoren der JNK, der ERK1/2
und der p38-MAPK auf die LPS-induzierte Freisetzung von TNFa-, IL-12p40- und IL-10—
Protein in CD-14"-Monozyten untersucht (Kap. 5.5.1).

2511 Wirkung des JNK-Inhibitors SP600125

Die JNK-Kinase wird durch den spezifischen Inhibitor SP600125 gehemmt'®. In eigenen
Versuchen erfolgte ab 8 uM SP600125 ein konzentrationsabhangiger
.Kristallisierungsprozess der Substanz®, welcher im Mikroskop anhand kleiner Nadeln
sichtbar wurde (VergréRerung 1x40, Daten nicht gezeigt). Diese Nadeln wurden auch von
Bennett et al. beschrieben, welche durch eine zusatzliche Erhéhung des Losungsmittels
DMSO die Kristallbildung der Substanz SP600125 verhinderten'®. Wie in Tab. 10 gezeigt,
beeinflusste DMSO jedoch die gemessene Proteinmenge aller drei Zytokine, sodass
aufgrund dieser beobachteten Eigenwirkung die Konzentration von DMSO nicht erhéht
wurde.

Tab. 10: Wirkung von DMSO nach 18 h auf die Menge an TNFa-, IL-12p40- und IL-10-Protein im
Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten.

TNFao-Protein [%] IL-12p40-Protein [%] IL-10-Protein [%]
DMSO [0,04 %] -40 + 159 -39
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Die Abb. 51 zeigt die Wirkung des JNK-Inhibitors SP600125 auf die Sekretion von TNFa-,
IL-12p40 oder IL-10 in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten. Im Konzentrationsbereich
0,0001 uM-0,93 uM beeinflusste SP600125 Proteinmenge aller drei oben genannten
Zytokine nicht. Ab einer Konzentration von 0,93 yM wurde die TNFa- und IL-10-
Proteinmenge im Kulturliberstand konzentrationsabhangig signifikant verringert, wahrend die

IL-12p40-Bildung leicht gesteigert wurde (nicht signifikant).

Abb. 51: Wirkung von
300+ SP600125 auf die TNFa-,
IL-12p40- und IL-10—
Protein-Bildung

Die Wirkung von
SP600125 [0,0001 pM—
227 uM] auf die Sekretion
von TNFa-, IL-12p40- und
IL-10—Protein in CD-14"-
Monozyten nach 24 h
(Ansatz 1) ist dargestellt.
Die hemmende Wirkung
des JNK-Inhibitors auf die
-6—TNFa TNFa- und IL-10-Bildung
-—|L-12p40 Wwar -im Gegensatz zur

oS Wirkung auf die IL-12p40-
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 =4=1L-10 Bildung statistisch

SP600125 Konzentration log [uM] signifikant (beide
p< 0,01).
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25.1.2 Wirkung des ERK1/2-Inhibitors PD98059

Die Substanz PD98059 verhindert die Aktivierung der ERK1/2'%"%_ Wie die Abb. 52 zeigt,
wurde die Bildung aller drei Zytokine bis 1 nM PD98059 nicht beeinflusst. Ab einer
Konzentration von 0,004 uM bis 10 uM PD98059 dezimierte der Inhibitor die LPS-induzierte
Menge an TNFa-Protein signifikant und veranderte die IL-12p40-Proteinmenge nicht,

wahrend die IL-10-Proteinmenge leicht erhoht wurde.

Abb. 52: Wirkung von
300+ PD98059 auf die TNFa-
, IL-12p40- und IL-10-
Protein-Bildung

Die Wirkung von
PD98059 [0,006 nM-
10 uM] auf die Sekretion
von TNFa-, IL-12p40-
und IL-10—Protein in CD-
14*-Monozyten nach
24h (Ansatz 1) st
dargestellt. Die Wirkung
des  MEK1/2-Inhibitors
== TNFa auf die TNFa und IL-10-
——IL-12p40 Bildung war -im
T 1 Gegensatz zur Wirkung
6 5 -4 3 2 0 1 2 =4=1L-10 auf die 1L-12p40-Bildung

PD98059 Konzentration log [uM] statistisch ~  signifikant
(beide p< 0,05).
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Zytokinproduktion [%]
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2513 Wirkung des p38-MAPK-Inhibitors SB203580

Die Aktivitdat der p38a-MAPK kann durch den p38-MAPK-Inhibitor SB203580 gehemmt
werden'®. Aus Abb. 53 wird ersichtlich, dass bei Konzentrationen < 0,125 uM SB203580 die
LPS-induzierte Sekretion der Zytokine TNFa, IL-12p40 und IL-10 nicht beeinflusst wurde.
Der Inhibitor SB203580 verringerte in den Konzentrationen 0,125 uM /0,25 uM bis 4 uM die
TNFa- und IL-10-Proteinmenge im Kulturiiberstand konzentrationsabhangig. Die LPS-
induzierte Freisetzung von IL-12p40—-Protein war durch SB203580 in allen Konzentrationen
<0,5uM leicht gesteigert. In Konzentrationen von 0,1 yMbis4 yM wurde eine
konzentrationsabhangige Erhdéhung der IL-12p40-Proteinmenge im Kulturiberstand

nachgewiesen.

Abb. 53: Wirkung von
300+ SB203580 auf die TNFa-,
IL-12p40- und IL-10-
Protein-Bildung
200- Die Wirkung von

SB203580  [0,0005 yM—
4 uM] auf die Sekretion
von TNFa-, IL-12p40- und
IL-10-Protein in CD-14"-
Monozyten nach 24h
(Ansatz 1) ist dargestellt.
Die Wirkung des p38-
MAPK-Inhibitors auf die
=-©—TNFa TNFa-, IL-10-, und IL-
-6—I|L-12p40 12p40-Bildung war
1
] 5 0 p ] } —4=1L-10 ;’Lat(l)sggfh signifikant (alle

SB203580 Konzentration log [uM]

100+

Zytokinproduktion [%]

2514 Wirkungen der MAPK-Inhibitoren, Aminothalidomid und Suramin

Die Inhibitoren der ERK1/2 und p38-MAPK wurden im nachsten Schritt in Konzentrationen
eingesetzt, welche fir eine spezifische Hemmung der entsprechenden MAPK empfohlen
wurde'®'®*. Davies et al. empfiehlt zur Untersuchung des ERK1/2-Signalweges sowohl den
MEK1/2-Inhibitor UO126 als auch PD98059 einzusetzen, um das Risiko der Beobachtung
von unspezifischen Wirkungen zu minimieren'. Zusatzlich wurde eine inaktive
Negativkontrolle SB202474 eingesetzt, um spezifische Wirkungen der Hemmung der p38-
MAPK durch den aktiven Inhibitor SB203580 von unspezifischen Wirkungen der
Substanzklasse zu unterscheiden'®. Die Abb. 54 zeigt die Wirkung von MAPK-Inhibitoren,
Aminothalidomid und Suramin auf die TNFa-, IL-12p40- und IL-10-Proteinmenge im
Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten. Die Inhibitoren der MEK1/2
PD90850 und UO126 verringerten die Produktion des TNFa- (Abb. 54A) und IL-12p40-
Proteins (Abb. 54B), wobei die hemmende Wirkung auf IL-12p40 nur geringfiigig gréfer als
die Wirkung der inaktiven p38-Inhibitor-Negativkontrolle SB202474 war.
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Die IL-10-Bildung wurde durch PD90850 und UO126 nicht beeinflusst (Abb. 54C). Im
KulturGberstand wurde die nachweisbare sezernierte TNFa-Proteinmenge durch den p38-
Inhibitor SB203580 in gleichen Grélenordnungen wie durch Aminothalidomid reduziert (Abb.
54A). Die inaktive p38-Inhibitor-Negativkontrolle SB202474 flhrte zu einer verringerten
Menge an TNFa-, 1L-12p40- und IL-10-Protein im Kulturiberstand (Abb. 54A-C).
Aminothalidomid zeigte die bekannte verringerte IL-12p40-Proteinmenge, wahrend die
nachweisbare IL-12p40-Menge durch den spezifischen p38-Inhibitor SB203580 gesteigert
wurde (Abb. 54B). Suramin erhdhte die TNFa und IL-12p40-Proteinmenge (Abb. 54A+B).
Suramin inaktivierte die biologisch aktives IL-10-Protein (Kap. 2.3.2.2) wodurch im
Kulturliberstand kein biologisch aktives IL-10-Protein nachweisbar war (Abb. 54C).
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Abb. 54: Wirkung verschiedener MAPK-Inhibitoren auf die TNFa- (A), IL-12p40- (B) und die IL-10-
Proteinmenge (C) in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten
Gezeigt sind die TNFa- (A), IL-12p40- (B) und die IL-10-Proteinmenge (C) im Kulturiberstand von LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) Giber den Zeitraum von 18 h. Verwendete Inhibitoren: Aminothalidomid
[4 uM] und Suramin [200 uM], MEK1/2 - PD90859 [4 uM] bzw. UO126 [0,4 uM], p38-MAPK — SB203580 [4 uM]
bzw. SB202474 [4 uM], (inaktive Negativkontrolle von SB203580).
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Zusammenfassunqg zur Wirkung der MAPK-Inhibitoren:

In Tab. 11 ist die Wirkung von Aminothalidomid, Suramin und der MAPK-Inhibitoren auf die
Proteinmenge von TNFa, IL-12p40 und IL-10 nach 18 h LPS-Stimulation vereinfacht
zusammengefasst. Die TNFa-Bildung wurde durch alle MAPK-Inhibitoren gehemmt, was
die Beteiligung des JNK-, ERK1/2- und p38-MAPK-Signalweges bestétigt. Die MEK1/2-
Inhibitoren PD98050 und UO126 beeinflussten die IL-10- bzw. IL-12p40 Proteinmenge im
Kulturiiberstand nicht, wahrend unter Einfluss des p38-MAPK-Inhibitors die IL-10-
Proteinmenge verringert und die IL-12p40-Proteinmenge erhéht wurde. Diese Ergebnisse
deuten auf eine fehlende Beteiligung des ERK1/2-Signalweges und eine essentiell
notwendige Beteiligung des p38-MAPK-Signalweges an der LPS-induzierten IL-10- bzw.
IL-12p40-Proteinbildung.

Tab. 11: Wirkung von MAPK-Inhibitoren, Aminothalidomid und Suramin auf die gemessene Proteinmenge
der Zytokine IL-12p40, IL-10 und TNFa im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten nach
18 h-24 h LPS-Stimulation.

Erlauterungen siehe Text, Bedeutung der Zeichen:

keine signifikante Veranderung: <, Steigerung: T, Hemmung: {, leicht: +, stark: ++, sehr stark: +++

Signalweg - eingesetzter Inhibitor TNFa- IL-12p40- IL-10-
Proteinmenge | Proteinmenge | Proteinmenge

JNK1/2/3 - SP600125 o bisl + < ©

MEK1/2 - PD90850 J+ - o bis T+

MEK1/2 - UO126 I+ I+ PaN

p38-MAPK - SB203580 1 ++s T+ L ++

inaktive Kontrolle p38-MAPK - SB202474 d+ o+ o bisd +

Aminothalidomid N b es T+

Suramin T +++ T +++ 1+

25.2 Wirkung des ERK1/2-Inhibitors und in Gegenwart des p38-
MAPK-Inhibitors

Die Beteiligung zweier Signalwege an der Zytokinbildung kann untersucht werden, indem ein
Signalweg durch zwei Inhibitoren/Substanzen blockiert wird und anschlielend diese
Zytokinbildung mit der Zytokinbildung bei alleiniger Gabe eines Inhibitoren verglichen wird'®®.
Daher wurde untersucht wie die, durch den ERK1/2-Inhibitor PD98059 beeinflusste TNFa-,
IL-12p40 und IL-10-Proteinbildung, in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580
verandert wurde (Kap.5.4.4). Um den Einfluss der hemmenden Wirkung von endogen
gebildetem IL-10-Protein auf die TNFa-Proteinbildung der LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten auszuschliessen, wurde die TNFa-Proteinmenge im Kulturiberstand nach 4 h
Stimulation gemessen®.

Die Abb. 55A zeigt die konzentrationsabhangige Hemmung der TNFa-Proteinmenge durch
PD98059, wobei die Hemmung der TNFa-Proteinmenge durch PD98059 unabhangig von
der eingesetzten Konzentration durch SB203580 verstarkt wurde.
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Die Wirkung der kombinierten Gabe von PD98059 und SB203580, auf die IL-12p40- und IL-
10-Proteinmenge ist in Abb. 55B+C dargestellt. Weder die IL-12p40— noch die IL-10—
Proteinmenge wurde in den eingesetzten Konzentrationen signifikant beeinflusst. Wurde
zusatzlich der p38-MAPK-Signalweg gehemmt, so konnte die durch SB203580 gezeigte
Steigerung der [IL-12p40—Proteinmenge (Abb. 55B) und Dezimierung der IL-10-
Proteinmenge (Abb. 55C), unabhangig von der Hemmung der MEK1/2 durch PD98059,
abgebildet werden.
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Abb. 55: Einfluss von PD98059 auf die TNFa- (A), die IL-12p40- (B) und die IL-10-Proteinbildung (C) in
Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580

Gezeigt sind die TNFa-Proteinmenge nach 4 h (A) sowie die IL-12p40- (B) und die IL-10-Proteinmenge (C) nach
22 h im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten (Ansatz 1) in prozentualen Angaben (bezogen
auf die LPS-Kontrollgruppe).

Verwendete Inhibitoren: MEK1/2 - PD90859 [1,25 uM-10 uM] und p38-MAPK — SB203580 [0,4 uM].
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253 Wirkung von Aminothalidomid in Gegenwart von MAPK-Inhibitoren

Da nur die Hemmung der p38-MAPK die Bildung aller drei Zytokine und die Hemmung der
MEK1/2 (ERK1/2"%) die TNFa-Bildung deutlich beeinflusste (Tab. 11), wurde der Einfluss von
Aminothalidomid auf den ERK1/2-Signalweg und den p38-MAPK-Signalweg untersucht und
die Proteinbildung von TNFa, IL-12p40 und IL-10 in Gegenwart von Aminothalidomid und
des p38-MAPK-Inhibitors SB203580 charakterisiert (Kap. 5.4.4).

2.5.31 Wirkung von Aminothalidomid in Gegenwart des ERK1/2-Inhibitors

Wie Abb. 56 zeigt, wurde bei gemeinsamer Gabe von Aminothalidomid und dem MEK1/2-
Inhibitor PD98059 (dadurch Hemmung von ERK1/2') die hemmende Wirkung von
Aminothalidomid auf die TNFa-Proteinmenge in Gegenwart des MEK1/2-Inhibitors PD98059
nach 4 h verstarkt.

150+
100

507 PSS

LPS + PD98059 [5 uM]

TNFa -Protein [%]

Abb. 56: Einfluss von Aminothalidomid auf die TNFa-Proteinmenge im Kulturiiberstand in Gegenwart des
MEK1/2-MAPK-Inhibitors PD98059 nach 4 h LPS-Stimulation

Gezeigt sind die TNFa-Proteinmenge nach 4 h im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten
(Ansatz 1) in prozentualen Angaben (bezogen auf die LPS-Kontrollgruppe).
Verwendete Substanzen: Aminoth. = Aminothalidomid [0,0004 uM-4 uM] und MEK1/2-Inhibitor PD98059 [5 uM].

2.5.3.2 Wirkung von Aminothalidomid in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors

Die Abb.57A demonstriert, dass die hemmende Wirkung von Aminothalidomid auf die TNFa-
Proteinmenge in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors bei gemeinsamer Gabe gegeniber
der Einzelgabe verstarkt wurde. Die Hemmung des p38—MAPK-Signalweges fihrte zu einer
Verringerung der IL-10-Proteinmenge (Abb. 53). Daher kénnte Aminothalidomid umgekehrt,
uber eine Aktivierung des p38-MAPK-Signalweges, die beobachtete IL-10-Steigerung
bewirken (Abb. 28). Um diese Hypothese zu uberprifen, wurde die Wirkung von
Aminothalidomid in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors getestet (Kap. 5.5.1). Wie in
Abb. 57B+C ersichtlich, wurde der konzentrationsabhangigen Wirkung von Aminothalidomid
(Hemmung der IL-12p40- und Steigerung der IL-10-Proteinmenge) in Gegenwart des p38-
MAPK-Inhibitors entgegen gewirkt. Bei einer Verringerung der LPS-induzierten IL-10-
Proteinbildung durch den p38-MAPK-Inhibitor SB203580 hemmte Aminothalidomid die
IL-12p40-Bildung. Dieser Versuch zeigte, dass die Hemmung der IL-12p40-Bildung durch
Aminothalidomid direkt und nicht Uber die gleichzeitige Steigerung des IL-10—Proteins
erfolgte.
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Abb. 57: Einfluss von Aminothalidomid auf die TNFa- (A), die IL-12p40- (B) und die IL-10-Proteinmenge
(C) im Kulturiiberstand in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580

Gezeigt sind die TNFa-Proteinmenge nach 4 h (A) sowie die IL-12p40- (B) und die IL-10-Proteinmenge (C) nach
22 h im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14*-Monozyten (Ansatz 1) in prozentualen Angaben (bezogen

auf die LPS-Kontrollgruppe).
Verwendete Substanzen: Aminoth. = Aminothalidomid [0,0004 uM-4 uM] und p38-MAPK — SB203580 [0,4 uM].



ERGEBNISSE 65

Aminothalidomid veranderte die mRNA-Bildung der o.g. Zytokine (Abb. 30, Abb. 32, Abb.
34). SB203580 steigerte die IL-12p40-Protein/mRNA-Menge bei gleichzeitiger Verringerung
der IL-10-Protein/mRNA-Menge und TNFa-ProteinfmRNA-Menge (ber den gesamten
Zeitraum der LPS-Stimulation (Abb. 58). Im nachsten Schritt interessierte, wie bei
gemeinsamer Gabe von Aminothalidomid und SB203580 die mRNA-Bildung der oben
genannten Zytokine beeinflusst wurde. Zum Vergleich mit der mRNA-Menge wurde ebenfalls
die Proteinmenge im Kulturiiberstand bestimmt (Kap. 5.5.1). Wie in Abb. 58A+B dargestellt,
verringerte SB203580 bereits innerhalb der ersten 2 h nach LPS-Stimulation das TNFao-
Protein (13 %) und die TNFa-mRNA-Menge (11 %). Die Hemmung des p38-MAPK-
Signalweges in Gegenwart von Aminothalidomid verursachte eine zusatzliche Verringerung
der TNFa-mRNA-Menge (8 %), gegenliber der TNFa-mRNA der alleinigen Gabe von
Aminothalidomid (35 %). Wie die Abb. 58C-D zeigt, wurde der durch Aminothalidomid
hervorgerufenen Erniedrigung von IL-12p40 (Protein und mRNA), in der kombinierten Gabe
mit dem p38-MAPK Inhibitor SB203580 entgegengewirkt. Auch die, durch Aminothalidomid
verursachte Steigerung der IL-10-Bildung (Protein und mRNA), wurde in Gegenwart von
SB203580 verringert (Abb. 58E-F).
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Abb. 58: Einfluss von Aminothalidomid auf die Proteinmenge bzw. mRNA-Menge von TNFa (A bzw. B),
IL-12p40 (C bzw. D) und IL-10 (E bzw. F) in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580

Dargestellt sind die von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) liber den Zeitraum von 18 h detektierten
Protein- bzw. mRNA-Mengen von TNFa (A bzw. B), IL-12p40 (C bzw. D) und die IL-10 (E bzw. F).
Verwendete Substanzen: Aminoth. = Aminothalidomid [4 uM] und p38-MAPK-Inhibitor — SB203580 [4 uM].
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254 Suraminwirkung in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580

Wie in Kap. 2.3.2.2 beschrieben, inaktiviert Suramin biologisch aktives IL-10-Protein wodurch
die hemmende Wirkung von IL-10-Protein auf die IL-12p40-Proteinbildung entfallt. Mit dem
Messen der IL-12p40-Proteinmenge nach 4 h sollte tUberprift werden, ob die durch Suramin
und SB203580 verursachte Erhéhung der IL-12p40-Proteinmenge indirekt Uber die,
ebenfalls durch Suramin und SB203580 verringerte Menge an IL-10-Protein erfolgte. Die
Abb. 59A+C zeigt, dass Suramin eine konzentrationsabhangige Steigerung der IL-12p40-
Proteinbildung bewirkte und nach 4 h kein IL-10-Protein im Kulturiiberstand detektierbar war.
In Gegenwart von SB203580 war Suramin jedoch nicht mehr in der Lage, die IL-12p40-
Bildung nach 4 h konzentrationsabhangig zu steigern.

Nach 22 h LPS-Stimulation wurde die konzentrationsabhangige Steigerung der IL-12p40-
Proteinbildung und die Inaktivierung von biologisch aktivem IL-10-Protein durch Suramin bei
alleiniger Gabe und in Gegenwart von SB203580 und Suramin beobachtet (Abb. 59B+D).
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Abb. 59: Einfluss von Suramin auf die IL-12p40- bzw. IL-10-Proteinbildung in Gegenwart des p38-MAPK-
Inhibitors SB203580 nach 4 h (A bzw. C) und 22 h (B bzw. D) LPS-Stimulation

Gezeigt sind die IL-12p40-Proteinmengen bzw. IL-10-Proteinmengen nach 4 h (A bzw. C) und nach 22 h LPS-
Stimulation (B bzw. D) im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten (Ansatz 1) in prozentualen
Angaben (bezogen auf die LPS-Kontrollgruppe). Verwendete Substanzen: Suramin [12,5 yM-200 pyM] und
p38-MAPK — SB203580 [0,4 puM].
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2.6 Die Beeinflussung der Phosphorylierung der p38a-MAPK

Der Einfluss von Aminothalidomid und Suramin auf die Aktivitat der p38-MAPK sollte
uberprift werden, um dadurch Ruckschlisse auf die veranderte Zytokinbildung ziehen zu
kénnen. In humanen Monozyten wird die p38a-MAPK exprimiert'®®. Daher wurde die
Aktivierung der p38a-MAPK anhand des Anteils der phosphorylierten p38a-MAPK
[pTpY180/182] am Gesamtprotein der p38a-MAPK Uber Antikdrper bestimmt (Kap. 5.8.1).

2.6.1 LPS-induzierte p38a-Phosphorylierung

In Abb. 60A+B ist der errechnete Anteil an phosphorylierter p38a-MAPK Uber den Zeitraum
von 90 min dargestellt. In unstimulierten CD-14"-Monozyten erfolgte eine leichte
Phosphorylierung der p38a-MAPK (1 % nach 90 min). Die Aktivierung der p38a-MAPK durch
LPS wurde durch den linearen Anstieg der p38a-MAPK-Phosphorylierung innerhalb der
ersten 30 min auf > 5 % sichtbar. Nach 90 min wurde kein weiterer Anstieg der p38a-MAPK-
Phosphorylierung in der LPS-Kontrollgruppe beobachtet. Der p38-MAPK-Inhibitor SB203580
verringerte die Phosphorylierung der p38a-MAPK in den ersten 5 min-15 min nach LPS-
Stimulation. Aminothalidomid beeinflusste die LPS-induzierte p38a-MAPK-Phosphorylierung
innerhalb der ersten 30 min nicht, wahrend Suramin diese innerhalb der ersten 20 min
verringerte.

Durch LPS erfolgt die Sekretion von TNFa-Protein in den Kulturiiberstand'. Wie Abb.
60C+D zeigt, wurde auch in unstimulierten CD-14"-Monozyten eine geringe Menge an TNFa-
Protein detektiert. Nach 20 min war die TNFa-Proteinmenge in LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten gegenuber der unstimulierten Kontrolle erhéht und nach 90 min um den
Faktor 14 gesteigert. Der p38-MAPK-Inhibitor SB203580 verringerte die TNFa-Proteinmenge
im Kulturiiberstand um maximal 94 % gegenuber der LPS-Kontrollgruppe.
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Abb. 60: LPS-Stimulation von CD14+-Monozyten: p38 MAPK Phosphorylierung (A+B) und TNFa-
Proteinmenge im Kulturiiberstand (C+D)

Dargestellt ist der Anteil an phosphorylierter p38a-MAPK [%] am Gesamtprotein der p38a-MAPK in LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten (Ansatz 4) iiber den Zeitraum von 90 min (A bzw. B). Die erfolgreiche Stimulation
mit LPS zeigt die Freisetzung des TNFa-Proteins in den Kulturiiberstand (C bzw. D).

Verwendete Abkurzungen flr Substanzen: Aminoth. = Aminothalidomid und p38-MAPK-Inhibitor — SB203580.

2.6.2 Anisomycin-induzierte p38a-Phosphorylierung

Anisomycin filhrt u.a. zur Phosphorylierung der p38-MAPK und verhindert die Translation'”.
Um Substanzeffekte bei einer starkeren Phosphorylierung der p38a-MAPK besser
beobachten zu kdnnen, wurde Anisomycin zur Aktivierung der p38a-MAPK eingesetzt
(Kap. 5.8.1).

Abb. 61A zeigt den Anteil an phosphorylierter p38a-MAPK zwischen 5 min —90 min
Behandlung mit 20 uM Anisomycin, wobei eine kontinuierliche Steigerung der p38a-MAPK-
Phosphorylierung durch Anisomycin bis 90 min zu beobachten war. Die Anisomycin-
stimulierte Phosphorylierung war nach 30 min um den Faktor 2 starker als bei der LPS-
stimulierten Phosphorylierung (Abb. 60B). SB203580 flihrte zu einer Verringerung des
Anteils an phosphorylierter p38a-MAPK {ber den Zeitraum von 90 min. Suramin,
Aminothalidomid und die Negativkontrolle SB202474 zeigten keine Wirkung auf die
Anisomycin-induzierte Phosphorylierung der p38a-MAPK Uber den Zeitraum von 90 min.
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Um auszuschliessen, dass durch Kontamination mit LPS eine ungewollte Stimulation der
CD-14"-Monozyten erfolgte, wurde die TNFa-Proteinmenge im Kulturiberstand der
Anisomycin-stimulierten CD-14"-Monozyten bestimmt. Wie Abb. 61B zeigt, wurden
ca. 400 pg/ml TNFa-Protein in den Anisomycin-stimulierten Proben tber den Zeitraum von
90 min nachgewiesen. In weiteren Versuchen wurde bestatigt, dass durch Anisomycin
[0,0013 pM-20 uM] kein TNFa-, IL-12p40- und IL-10-Protein induziert wurde, wobei kein IL-
12p40- und IL-10-Protein im Kulturtiberstand nachweisbar war (nicht nachweisbar, Daten
nicht gezeigt). Somit wurde die translationshemmende Wirkung von Anisomycin bestétigt'”.
In Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580 [4 uM] wurde Uber gesamten Zeitraum
kaum TNFa-Protein im Kulturiiberstand (1 % bis 8 % der Anisomycin-stimulierten Kontrolle)
nachgewiesen. Die Negativkontrolle SB202474 verringerte innerhalb der ersten 30 min die
gemessene TNFa-Proteinmenge (28 % -48 % der Anisomycin-stimulierten Kontrolle). Uber
den Zeitraum von 90 min wurde die gemessene TNFa-Proteinmenge zwischen 16 % -25 %
gegenuber der Anisomycin-stimulierten Kontrolle gehemmt.
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Abb. 61: Anisomycin-induzierte p38 MAPK Phosphorylierung in CD14*-Monozyten (A) und TNFa-
Proteinmenge im Kulturiiberstand (B)

Gezeigt ist der Anteil an phosphorylierter p38a-MAPK [%] am Gesamtprotein der p38a-MAPK in LPS-stimulierten
CD-14"-Monozyten (Ansatz 4) {iber den Zeitraum von 90 min (A bzw. B). Zur Uberpriifung, dass keine LPS-
Kontamination erfolgte, ist die Freisetzung des TNFa-Proteins in den Kulturiiberstand dargestellt (C bzw. D).
Verwendete Abkurzungen fir Substanzen: Aminoth. = Aminothalidomid, p38-MAPK-Inhibitor — SB203580 und
inaktive Kontrolle des p38-MAPK-Inhibitors — SB202474.
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3 DISKUSSION

Die Ergebnisse Uber den Einsatz von Thalidomid wund Thalidomidderivaten
(z.B. Aminothalidomid) bei entzindlichen Immunerkrankungen erforderten eine nahere
Charakterisierung der immunologischen Wirkung dieser Substanzklasse'". Fiir Suramin
wurde ebenfalls die Beeinflussung von Zytokinen und Uber die erfolgreiche Behandlung
verschiedener Krebsarten berichtet'**14#172,

3.1 Das Modell der LPS-stimulierten CD-14*-Monozyten

3.11 Zytokinbildung von LPS-aktivierten CD-14"-Monozyten

Die Aktivierung verschiedener Signalwege nach Stimulation durch LPS wurde in
verschiedenen experimentellen Arbeiten gezeigt, wobei diese Untersuchungen hauptsachlich
in Zelllinien durchgefiihrt wurden'®'%. Fiir die Untersuchung der Bildung des Zytokins IL-10
eignete sich die Zelllinie THP-1 nicht, da diese nach LPS-Stimulation nur geringe
Proteinmengen an IL-10 sezerniert und keine IL-10-mRNA nach LPS-Stimulation
nachgewiesen wurde (Abb. 9)*. Weiterhin wurden Unterschiede zwischen den Signalwegen
in primdren Zellen und Zelllinien festgestellt'®. Aufgrund der Bedeutung der CD-14'-
Monozyten fir das Immunsystem (Kap. 1.1.1) und der fehlenden Existenz geeigneter
Monozytenzelllinien, eignete sich nur das Modell der LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten zur
Untersuchungen der Regulation von TNFa, IL-10 und IL-12p40.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Monozyten wurden Uber eine Dichtegradienten-
Zentrifugation mit anschlieBender CD-14"-Positivselektion isoliert (Kap. 5.4.3). Sie gehdren
daher hauptsachlich zu den von Geissmann et al. in der Maus beschriebenen Monozyten,
welche nach einer Infektion in das Gewebe auswandern und durch die Produktion von
beispielsweise Zytokinen, weitere Reaktionen auslésen®2. Die in vitro nachgestellte Situation,
die durch LPS hervorgerufene, konzentrationsabhangige Induktion der Zytokine TNFaq,
IL-12p40 und IL-10 wurde bestatigt (Abb. 15).

Die Tatsache, dass im Kulturiiberstand der CD-14"-Monozyten die groRte Menge an LPS-
induziertem TNFa-, IL-12p40- und IL-10-Protein im Vergleich zu PBMCs und Gesamtblut zu
detektieren war (Abb. 38), demonstrierte die Eignung des verwendeten Modellsystems.

Im Kulturiberstand der unstimulierten CD-14"-Monozyten war zu allen untersuchten
Zeitpunkten kaum TNFa-Protein, bzw. kein IL-12p40- und IL-10-Protein zu detektieren (Abb.
10, Tab. 6). Dieses Ergebnis indiziert, dass kein unspezifischer Stimulus, wie beispielsweise
die Adhérenz an Plastik wahrend der Kultivierung auftrat'™, um die Zytokinproduktion der
oben genannten Zytokine zu induzieren. Allerdings deutet der Coefficient of Variation von
max. 29 % (Tab. 5) an, dass der Proteinarray fur einen qualitativen Vergleich der
Zytokinbildung nicht geeignet ist. Nach der LPS-Stimulation wurde die Zytokinbildung von
MCP-1, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-1B von CD-14"-Monozyten mittels Proteinarray
bestatigt (Abb. 10)". Im Widerspruch zu den eigenen Ergebnissen detektierte Copeland
etal. kein TNFa-, IL-10- und IL-1B-Protein im Kulturiiberstand von LPS-stimulierten
Gesamtblut®. Weiterhin wurden nach LPS-Stimulation des Gesamtbluts von 20 gemessenen
Zytokinen nur die 3 Zytokine IL-6, IL-8, MIP-1[3 im Proteinarray detektiert, wahrend im ELISA
16 Zytokine bestimmt wurden®.
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Copeland et al. empfahl daher die Ergebnisse von Proteinarrays grundsatzlich mit einer
weiteren Methode zu (berpriifen®’. Eigene Untersuchungen zeigten dass, die Zytokine TNFa
(Abb. 15), MCP-1, IL-6, IL-8, IL-1B (Daten nicht gezeigt) und IL-10 (Abb. 15) im
Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten mit dem Proteinarray detektiert
wurden (Abb. 10). LPS-stimulierte CD-14"-Monozyten sezernieren nur in Gegenwart von
IFN-y groRere Mengen an IL-12p70-Protein’'”. Da in diesem Modell die CD-14*-Monozyten
nur durch LPS-stimuliert wurden, lassen sich das im Proteinarray nicht nachweisbare IL-
12p70-Protein durch das nicht vorhandene IFN-y-Protein erklaren (Abb. 10). Die eigenen
Versuche zeigten daher, dass Proteinarrays fir die Untersuchung von Zytokinen im
Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten geeignet sind, auch wenn
Copeland et al. im Kulturiberstand von Gesamtblutproben nicht alle Zytokine nachweisen
konnte®.

Die im ELISA gemessene Proteinmenge von TNFa, IL-12p40 und IL-10 bestétigen, die frihe
Sezernierung von TNFa und die spatere Sezernierung von IL-12p40- und IL-10-Protein nach
LPS-Stimulation (Abb. 15)®*'"". TNFa-Protein, welches an membranstiandige TNF-
Rezeptoren gebunden ist, wird im Kulturiberstand mittels ELISA nicht nachgewiesen
(Kap. 5.5.1). Die nach 9 h beobachtete Verringerung der TNFa-Proteinmenge kénnte daher
aufgrund der Bindung von TNFa-Protein an den membrangebundenen TNF-Rezeptor Il
(TNFRII) erfolgen'™®.

Die nach 24 h geringere TNFa-Proteinmenge als nach 9 h sowie die nach 24 h LPS-
Stimulation maximale IL-12p40- und IL-10-Proteinmenge zeigen (Abb. 15), dass die
Untersuchungen zur Beeinflussung der Zytokinbildung durch pharmakologische Substanzen
nach 24 h LPS-Stimulation zu verlasslichen Ergebnissen fiihren. Wie die Untersuchungen
zur mRNA-Menge zeigen, wurde nach 7 h LPS-Stimulation keine weitere Zunahme der
TNFa-mRNA-Menge (Abb. 30) sowie nach 12 h keine weitere Zunahme der IL-12p40- bzw.
IL-10-mRNA-Menge beobachtet (Abb. 32, Abb. 34). Dies bedeutet, dass die Hauptmenge
dieser drei Zytokine zwischen 9 h und 24 h (fur TNFa) bzw. 12 h und 24 h (fir IL-12p40 bzw.
IL-10) produziert wird. Die geringe Menge aller drei Zytokine nach 50 h LPS-Stimulation ist
moglicherweise auf einen Verbrauch der drei Zytokine nach 24 h zurtick zu fihren (Abb. 15).

3.1.2 Haushaltsgene und die Beeinflussung der Apoptose

Bei der Analyse der Transkription wird haufig die Bildung der GAPDH- oder der [3-Aktin-
mRNA zur Normalisierung der induzierten Gene verwendet®>'°%'®? Die ¢cDNA der GAPDH
wurde in unstimulierten und LPS-stimulierten CD-14*-Monozyten nach dem gleichen Muster
ohne die Bildung zusatzlicher Produkte ampilifiziert, wobei nach 7,5 h Kultivierung deutlich
weniger cDNA der GAPDH als nach 1,5 h nachgewiesen wurde (Abb. 18). Bei Betrachtung
des Zeitverlaufs, war das Verhaltnis der mRNA aller 4 Haushaltsgene (GAPDH, [3-Aktin, 3,-
Mikroglobulin und HPRT) zueinander konstant (Abb. 18), was darauf deutet, dass keine
Regulation dieser Haushaltsgene erfolgt'®. Foss et al. empfiehlt die Verwendung von HPRT
als Haushaltsgen in Lungenmakrophagen'’’. Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten
hingegen, dass die HPRT als Haushaltsgen in humanen CD-14'-Monozyten aus zwei
Grunden nicht geeignet ist. Erstens ist die Expression von HPRT ca. 10.000-fach geringer im
Vergleich zu den anderen drei Haushaltsgenen (Abb. 18) und zweitens, wurde die HPRT-
MRNA-Menge nicht in der gleichen GréRenordnung wie, die zu untersuchende Zytokin-
MRNA fir TNFa, IL-12p40 und IL-10 exprimiert (Abb. 30, Abb. 32, Abb. 34).
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Daher eignete sich das Haushaltsgen HPRT -im Gegensatz zu den Haushaltsgenen
GAPDH, R-Aktin und Ry,-Mikroglobulin- nicht zur Normalisierung der Proben in der RT-
PCR'®,

Die Menge der mRNA aller 4 untersuchten Haushaltsgene (GAPDH, R-Aktin, B,-
Mikroglobulin und HPRT) verringerte sich innerhalb der ersten 7 h nach Kultivierung der CD-
14*-Monozyten, wobei nach 5 h nur noch 25 % der mRNA-Menge im Vergleich zur mRNA-
Menge nach 1 h, nachweisbar war (Abb. 18). Die Verringerung der RNA-Menge wurde nicht
durch den Abbau der RNA durch DNAsen verursacht, da bei der Isolierung der RNA ein
DNAse-Verdau fir alle Proben durchgefiuhrt wurde (Kap.5.6.1). Die 18S-rRNA als
Bestandteil der kleineren, 40S—Untereinheit des eukaryotischen Ribosoms kann ebenfalls
zur quantitativen Bestimmung der isolierten RNA-Menge herangezogen werden'®. Die
unveranderliche Menge an 18S-rRNA zu allen Zeitpunkten -unabhangig vom Stimulus oder
Substanz- zeigte (Abb. 19), dass die verringerte Menge an Haushaltsgen-mRNA daher nicht
auf eine reduzierte Menge an RNA zurtick zu fuhren ist. Die Minimierung der Haushaltsgen-
MRNA erfolgte auch nicht durch eine unterschiedlich eingesetzte Monozytenzahl, da fir alle
untersuchten Zeitrdume die gleiche Zahl an CD-14"-Monozyten eingesetzt wurde
(Kap. 5.4.4).

Verschiedene Arbeitsgruppen berichteten Uber 60 % bis 70 % Verluste von lebenden
Monozyten wahrend der Kultivierung''”®. Die dezimierte Menge der mRNA der
untersuchten 4 Haushaltsgene kdnnte daher durch eine verringerte Stoffwechselaktivitat bei
allen Zellen oder durch eine verminderte Anzahl an stoffwechselaktiven Zellen verursacht
werden. Die im Zytoplasma von unstimulierten CD-14"-Monozyten, um den Faktor 27-fach
ansteigende Menge an mono— und oligonukleosomen DNA-Fragmenten in den ersten S h
und die zwischen 5 h und 22 h relativ konstant bleibende Menge (Abb. 20) sprechen daflr,
dass es sich hierbei, um die in Monozyten beschriebene spontane Apoptose handelt®*'8%181,
Mangan etal. beschrieb die anti-apoptotische Wirkung von LPS und TNFa nach
10 h bis 80 h LPS-Stimulation?®'®. Méglicherweise konnte daher LPS oder durch LPS
induziertes TNFa-Protein, einer spateren Apoptose der CD-14"-Monozyten (nach 5 h)
entgegenwirken, was die nach 5 h LPS-Stimulation nicht weiter ansteigende Menge an
mono— und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Zytoplasma (Abb. 20) erklaren wiirde®.
Goyal et al. zeigte, dass die anti-apoptotische Wirkung durch LPS nach 18 h durch die
Hemmung der Caspase-3 und Caspase-9 in Monozyten erfolgte, wahrend durch Fahy et al.
eine Beteiligung der Caspase-3 an der spontanen Apoptose bereits nach 4 h Kultivierung
gezeigt wurde'®'®_ Der in eigenen Versuchen beobachtete Zeitverlauf der Caspase-3
Aktivierung stimmt mit dem durch Fahy et al. beobachtetem Zeitverlauf tGberein (Abb. 21),
sodass die Beteiligung der Caspase-3 an der spontanen Apoptose in CD-14"-Monozyten
bestatigt wurde. Die Hemmung der Caspase 3/7 (durch Z-DEVD FMK) sowie der Caspase-8
und weiterer Caspasen (durch Z-VAD FMK) auRlerte sich in der fast vollstandigen Caspase-
3/7-Inaktivierung Uber den beobachteten Zeitraum von 22 h (Abb. 21). Die leichte
Inaktivierung der Caspase-3/7 durch den inaktiven Caspase-Inhibitor nach 4 h Einwirkzeit,
deutet moglicherweise auf die beschriebene unspezifische Wirkung dieser Substanzklasse
nach 4 h Einwirkzeit (Abb. 21), wurde aber durch die Messung von mono- und

oligonukleosomen DNA-Fragmenten (Abb. 20) nicht bestatigt'®’.
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Die Verringerung der mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmente im Zytoplasma durch
beide Caspase-Inhibitoren innerhalb der ersten 8 h, deutet darauf, dass es sich bei dem
beobachteten Effekt um die spontane Apoptose unter Beteiligung der Caspase-3/7 in CD-
14*-Monozyten handelt (Abb. 20)'%'83'% Dje spontane Apoptose scheint daher zur
verringerten Anzahl der lebenden CD-14"-Monozyten und dadurch zur Minimierung der
MmRNA-Menge der 4 Haushaltsgene mit fortschreitender Zeit zu fihren. Eine Dezimierung
der lebenden CD-14"-Monozyten durch nekrotische Vorgange ist unwahrscheinlich, da im
Kulturiiberstand keine mono- und oligonukleosomen DNA-Fragmente innerhalb von 22 h
nachgewiesen wurden (Abb. 23).

Auch Lund et al. beobachtete innerhalb der ersten 6 h eine apoptotische Phase von
kryokonservierten Monozyten und identifizierte -im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser
Arbeit - nach 6 h bis 24 h Kultivierung eine nekrotische Phase''. Bei der Methode der
Kryokonservierung werden die Monozyten in Gegenwart von DMSO eingefroren und zur
Versuchsdurchfihrung wieder aufgetaut. Da vielfaltige Effekte fir die Substanz DMSO und
die Methode der Kryokonservierung beschrieben wurden, kdnnte die beobachtete Nekrose
von Lund etal. und die in eigenen Versuchen nicht nachweisbare Nekrose, in der
unterschiedlichen Behandlung der Monozyten begriindet liegen'®8¢18".

3.1.3 Wirkung von Aminothalidomid und Suramin auf Apoptose und
Viabilitit der CD-14"-Monozyten

3.1.31 Wirkung von Aminothalidomid

TNFa wirkt in Monozyten anti-apoptotisch?®. Die Hemmung der TNFa-Proteinbildung durch
Thalidomid bzw. Aminothalidomid kénnte daher pro-apoptotische Wirkungen hervorrufen.
Ebenfalls wurde U(ber die Hemmung der TNFa-induzierten Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kappaB, durch Thalidomid berichtet'®. Da der Transkriptionsfaktor
NF-kappaB ebenfalls anti-apoptotisch wirkt, konnte die Apoptose auf diesem Wege indirekt
durch Aminothalidomid beeinflusst werden'®. Die Apoptose wird in Monozyten durch anti-
entzindliche Substanzen ausgeldst, sodass eine Beeinflussung der Apoptose durch
Aminothalidomid vermutet wurde'®'®®. Aminothalidomid beeinflusste hingegen die Apoptose
innerhalb von 22 h in CD-14"-Monozyten nicht, wie die unveranderte Menge an mono— und
oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Zytoplasma (Abb. 20), und die unveranderte Aktivitat
der Caspase-3/7 zeigten (Abb. 22). Ebenfalls wurden keine zytotoxischen Effekte im
AlamarBlue™ durch Aminothalidomid (Abb. 24) beobachtet. Von Gockel et al. wurde im
Widerspruch dazu, die pro-apoptotische Wirkung von Thalidomid [10-50 ug/ml] nach 36 h
bzw. 72 h in Monozyten beschrieben, wobei die Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg
durch die Aktivierung der Caspase-3 ausgeldst wurde'®. Allerdings kénnte es sich hierbei,
aufgrund der hohen Konzentration von Thalidomid und dem spaten Zeitpunkt der
Untersuchung bei der beobachteten Apoptoseinduktion um Sekundareffekte von Thalidomid
handeln. Gockel et al. beobachtete kaum eine spontane Apoptose in Monozyten'®. Dies
|&sst darauf schlieRen, dass es sich bei Gockel et al. um eine andere Monozytenpopulation,
als die in dieser Arbeit frisch isolierten verwendeten CD14"-Monozyten, handelt. Die
Unterschiede in der spontanen Apoptose kdnnten durch die bei Gockel etal. erfolgte
Konzentrierung der Leukozyten in buffy coats, der hierfir benétigten Zeit und somit héherem
Alter der Monozyten resultieren.
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3.1.3.2 Wirkung von Suramin

Die Wirkungen von Suramin bei der Beeinflussung der Zytokinbildung von TNFa, IL-12p40
und IL-10 wurden in Kap. 3.3 diskutiert. Suramin kann aufgrund seiner Groéf3e und seiner
polaren Ladung nicht durch die Zellmembran diffundieren, jedoch beschrieben Stein et al.
den aktiven Transport von Suramin in die Zelle''.

Eine Beeinflussung intrazelluldrer Vorgange in CD-14'-Monozyten durch eine direkte
Interaktion von Suramin mit intrazellularen Proteinen ist daher wahrscheinlich mdglich.
Unterstutzt wird diese Vermutung dadurch, dass die Aktivitdt nukledrer Enzyme, wie
beispielsweise der Reversen Transkriptase'', der DNA- und RNA-Polymerase'® und der
DNA-Topoisomerase'® durch Suramin beeinflusst wurde. Die verdnderte Aktivitat
intrazellularer Enzyme wurde in eigenen Versuchen ebenfalls beobachtet. So verringerte
Suramin die Caspase3/7-Aktivitdt konzentrationsabhangig (Abb. 22) und dezimierte die
Menge an mono— und oligonukleosomen DNA-Fragmenten im Zytoplasma nach 5 h bis um
die Halfte gegenuber der LPS-stimulierten Kontrolle (Abb. 20). Daher kann davon
ausgegangen werden, dass Suramin die spontane Apoptose spezifisch, d.h. durch eine
Verringerung der Caspase3/7-Aktivitat bewirkte und hierdurch eine erhéhte Viabilitat der CD-
14*-Monozyten (Abb. 24) bewirkte. Die anti-apoptotische Wirkung von Suramin wurde
erstmals kirzlich in Leber- und Lymphknotenzelllinien aufgrund einer verminderten Caspase-
3-Aktivitat gezeigt'®*. Ob die verminderte Apoptose in CD-14*-Monozyten durch Suramin
ebenfalls Enzyme des extrinsischen oder intrinsischen Signalweges beeinflusst werden,
kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, da bei beiden Signalwegen eine Aktivierung der
Caspasen-3/-7 erfolgt??. Suramin konnte die durch TNFa-Protein induzierte Apoptose,
dhnlich wie in einer Mausleberzelllinie beschrieben, dezimieren'®. Mechanistisch gesehen,
kénnte dies durch die gezeigte Oligomerisierung und damit Inaktivierung des biologisch
aktiven TNFa-Proteins durch Suramin erfolgen'. Eine weitere mégliche Wirkung von
Suramin, kénnte durch die beschriebene antagonistische Wirkung von Suramin am P2Y
Rezeptor erfolgen'®®. Humane Monozyten exprimieren den purinen P2Y Rezeptor P2X7'Y".
Die P2Y Rezeptoren binden extrazellulares ATP bzw. UTP und aktivieren die Proteinkinase
B und wirken anti-apoptotisch'®. Daher kénnte Suramin aufgrund seiner antagonistischen
Wirkung am P2Y Rezeptor, wie auch von Eichhorst et al. vermutet, ebenfalls pro-apoptotisch
wirken'®*. Weitere intrazelluldre Wirkungen von Suramin im Zusammenhang mit der p38-
MAPK-Aktivierung werden in Kap. 3.5.4 diskutiert.
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3.2 Die Wirkungen von Aminothalidomid nach LPS-Stimulation

Bei der Zytokinbildung tragen die Menge und der Zeitpunkt der Sekretion, wie an der
voribergehenden Bildung der pro-entzindlichen Zytokine (TNFa, IL-12) und der
anschliefienden Produktion des anti-entziindlichen Zytokins IL-10 gezeigt, zur Regulation der
Immunantwort bei'®. IL-10 hemmt die Zytokinsynthese und Expression kostimulatorischer
Oberflachenproteine auf den Monozyten autoregulatorisch, wodurch die Immunantwort des
Th1-Typs gehemmt wird®®. Insofern war die Entdeckung, dass IL-10-Knockout Mause eine
schwere chronische Enterocolitis entwickeln oder nach der Infektion mit Toxoplasma gondii
aufgrund einer Uberproduktion an IL-12, TNFa und IFN-y versterben, nicht (iberraschend®*.
Interessanterweise zeigten IL-10-Knockout Mause nur eine geringe und verzogerte Infektion
des proximalen Dickdarms, wenn sie in keimfreier Umgebung gehalten werden®. Die
Befunde lassen vermuten, dass Bestandteile der mikrobiellen Darmflora zur Pathogenese
von entziindlichen Darmerkrankungen beitragen. Diese These wird durch weitere Studien in
Stat3-Knockout Mausen, bei welchem im Knochenmark das Signalprotein Stat3 (Stat3 ist
mafgeblich fir die IL-10-Signalweiterleitung verantwortlich) deletiert wurde, unterstitzt.
Kobayashi et al. zeigte, dass die Entwicklung einer chronischen Enterocolitis in Stat3/TLR4 -
Méausen von der, (iber den TLR4, aktivierten Bildung von IL-12p40 abhéngig war®®'. Damit
wurde gezeigt, dass das Gleichgewicht zwischen den pro-entziindlichen Zytokinen TNFaq,
IL-12 und dem anti-entzindlichen Zytokin IL-10 von entscheidender Bedeutung in diesen
Modellen flr entzlindliche Darmerkrankungen ist. In diesem Zusammenhang fiihrten die
Wirkungen von Thalidomid auf die Synthese der Zytokine TNFa, IL-12 und IL-10 sowie die
erfolgreiche Behandlung von Erkrankungen im Verdauungstrakt durch Thalidomid dazu,
dass die Wirkung von Aminothalidomid auf die Bildung dieser drei Zytokine naher

charakterisiert wurde''6:119:124.202

3.21 Wirkung im Proteinarray

Shannon et al. berichtete, dass Thalidomid die LPS-induzierte TNFa-Sekretion in adharenten
mononuklearen Zellen erhohte, wahrend in LPS-stimulierten PBMCs diese verringert
wurde'®'. Im Gegensatz dazu, wurde die hemmende Wirkung von Thalidomid auf die LPS-
induzierte Bildung von MCP-1, IL-13, IL-12 in Monozyten, PBMCs, Gesamtblutproben oder
THP-1-Zellen durch verschiedene Arbeitsgruppen gezeigt (Tab. 3). Corall et al. zeigte, dass
Thalidomidderivate die Bildung der Zytokine TNFa deutlich starker beeinflussten als
Thalidomid''®"""- Dieses Ergebnis wurde in der vorliegenden Arbeit bestétigt (Abb. 26).
Zusatzlich zur starkeren Hemmung der TNFa-Freisetzung, hemmte Aminothalidomid die
Bildung der pro-inflammatorischen Zytokine MCP-1, IL-1R, IL-8, IL-6 in LPS-stimulierten CD-
14"-Monozyten (Abb. 25). Die hemmende Wirkung von Thalidomid und Aminothalidomid auf
die IL-12p70-Proteinbildung wurde nicht beobachtet, da LPS-stimulierte CD-14"-Monozyten
in Abwesenheit von IFN-y nur geringe Mengen an IL-12p70 in den Kulturtiberstand

sezernieren (Abb. 25)'"°.
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Die starkere Beeinflussung der Zytokinbildung von MCP-1, IL-1R, IL-8 (Abb. 25), IL-12p40-
und IL-10-Bildung (Abb. 27, Abb. 28) durch Aminothalidomid im Vergleich zu Thalidomid,
trifft nicht nur auf die bereits beschriebene TNFa-Bildung, sondern auch auf die
Beeinflussung der eben genannten Zytokine zu''?. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Aminothalidomid das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-entziindlichen Zytokinen bei
einer Infektion zugunsten der Bildung von anti-entziindlichen Zytokinen verschieben kénnte.
Hierbei scheint Aminothalidomid diese mogliche Verschiebung Uber mindestens zwei
Angriffspunkte zu bewirken: |. iber die Hemmung der pro-entziindlichen Zytokine wie MCP-
1, IL-1B, IL-8, TNFa und Il. Gber die gleichzeitige Steigerung der anti-entziindlichen Zytokine
wie beispielsweise IL-10.

3.2.2 Wirkung auf die TNFa-, IL-12p40- und IL-10-Bildung
3.2.21 Wirkung von Aminothalidomid auf die TNFa-Bildung

In eigenen Versuchen hemmte Thalidomid mit 50 ug/ml (194 uM) die TNFa-Freisetzung von
CD-14"-Monozyten um 48 % (Abb. 26), wodurch die 50-70 %ige Hemmung der TNFa-
Bildung in LPS-stimulierten Monozyten und LPS-stimulierten PBMCs bestétigt wurde'”""®.
Die Freisetzung des TNFa-Proteins wurde innerhalb der ersten 30 min nach LPS-Stimulation
durch Aminothalidomid im Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe nicht beeinflusst (Abb. 60D),
wahrend die erste Verringerung der TNFa-Proteinmenge nach 1,5h LPS-Stimulation
beobachtet wurde (Abb. 60A). Aminothalidomid beeinflusste die Freisetzung des TNFa-
Proteins in CD-14*-Monozyten, welche durch Anisomycin (Translationshemmung)'”
stimuliert worden sind, nicht (Abb. 61B). Dieses Ergebnis zeigte, dass Aminothalidomid die
TNFa-Bildung nicht auf Proteinebene beeinflusst.

Ferner deutet die, durch Aminothalidomid dezimierte TNFa-mRNA-Bildung in LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten (Abb. 30) darauf hin, dass Aminothalidomid die TNFa-
Proteinbildung Uber die verminderte Genexpression reguliert. Zunachst wurde der verstarkte
Abbau der TNFa-mRNA als Ursache fiir die Wirkung von Thalidomid angenommen'®.
Allerdings konnte dieser verstarkte Abbau der TNFa-mRNA weder fir Thalidomid noch ein
anderes Thalidomidanalog bestétigt bzw. gezeigt werden'®. In Gegenwart von
Aminothalidomid wurde nach 1,5 h die Halfte der TNFa-mRNA-Menge der LPS-stimulierten
Kontrolle nachgewiesen, wahrend diese nach 7 h fast vollstandig reduziert war (Abb. 30).
Aufgrund der beschriebenen Kinetik der Beeinflussung der TNFa-mRNA-Menge und der
strukturellen Ahnlichkeit von Aminothalidomid zu Thalidomid, ist anzunehmen, dass
Aminothalidomid den Abbau der TNFa-mRNA nicht vermindert. Die, erst zu spateren
Zeitpunkten der LPS-Stimulation (nach 1,5 h) verringerte der TNFa-mRNA-Menge (Abb. 30),
kénnte bedeuten, dass Aminothalidomid den LPS-induzierten Signalweg (Uber TLR4) nicht
direkt, sondern indirekt beeinflusst. So kénnte der Transkriptionsfaktor NF-kB, welcher
sowohl Uber den TLR4- als auch Uber den TNFa-induzierten Signalweg aktiviert werden
kann, durch Aminothalidomid beeinflusst werden'"*°. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch
die beschriebene Behinderung der TNFa-induzierten Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB durch Thalidomid, wahrend die LPS-induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB nicht beeinflusst wurde'?.
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Falls Aminothalidomid den gleichen Mechanismus wie Thalidomid beeinflusst, kdnnte daher
die Verringerung der TNFa-mRNA durch die, dem LPS-Signalweg nachgeschaltete und
reduzierte TNFa-induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB erfolgen. Eigene
Untersuchungen zeigten, dass Aminothalidomid in Gegenwart von rhTNFa-Protein, wie bei
der Stimulation durch LPS, die Bildung von IL-12p40 verringerte und die IL-10-Proteinbildung
steigerte (Abb. 50). Dieses Ergebnis unterstitzt die mogliche Beeinflussung eines weiteren
-dem LPS-Signal nachgeschalteten- Signalweges durch Aminothalidomid.

Die von Mulleretal. gezeigte starkere Hemmung der TNFa-Proteinbildung durch
Aminothalidomid im Vergleich zu Thalidomid in PBMCs bzw. im Gesamtblut wurde bestatigt
(Abb. 38)"'2. Im Widerspruch zur unterschiedlich stark hemmenden Wirkung der TNFa-
Proteinbildung durch Aminothalidomid in PBMCs und Gesamtblut (Faktor 15.000 bzw.
50.000)"*?, verringerte Aminothalidomid in eigenen Versuchen die LPS-stimulierte TNFa-
Bildung in CD-14"-Monozyten, in PBMCs und Gesamtblut mit einer ahnlichen Starke (Abb.
38).

Dieses Ergebnis wurde vermutet, da TNFa-Protein nach LPS-Stimulation hauptsachlich von
Monozyten bzw. Makrophagen sezerniert wird**. Diese beiden Zellen produzierten somit in
der Population des Gesamtblut bzw. der PBMCs das TNFa-Protein, was anhand der gréfiten
TNFa-Proteinmenge im Kulturiiberstand der CD-14"-Monozyten sichtbar wurde (Abb. 38).
Ein Einfluss anderer Zellen, welche zur Zytokinproduktion in PBMCs oder Gesamtblutproben
beitragen, wie beispielsweise IFN-y in der Gegenwart von LPS und T-Zellen kann nicht
ausgeschlossen werden. Fir Thalidomid wurde, in Abhangigkeit vom Zelltyp und der
Methode der Aktivierung, eine in beide Richtungen beeinflusste TNFa-Bildung berichtet®®.
Daher kénnte Aminothalidomid die TNFa-Bildung, der in Gesamtblut oder PBMCs
vorhandenen T-Zellen beeinflussen.

Allerdings spricht die in eigenen Versuchen gezeigte, ahnlich starke Hemmung der TNFa-
Bildung in CD-14"-Monozyten, PBMCs und Gesamtblut (Abb. 38) dafiir, dass die hemmende
Wirkung von Aminothalidomid auf die LPS-stimulierte TNFa-Bildung der CD-14"-Monozyten
gegenuber einer mdoglichen Steigerung der TNFa-Bildung in T-Zellen nach
Antigenstimulation (iberwiegt'"®.

3.22.2 Wirkung von Aminothalidomid auf die IL-12p40-Bildung

Die fUr Thalidomid und Aminothalidomid beschriebene, signifikante Hemmung der LPS-
induzierten IL-12p40-Bildung in CD-14"-Monozyten nach 24 h wurde bestétigt (Abb. 27)""".
Der erste Hinweis, dass die Hemmung von IL-12 durch Thalidomid mdglicherweise
unabhangig von der IL-10-Bildung erfolgt, resultierte aus Untersuchungen in Staphylococcus
aureus stimulierten PBMCs von Moller et al., da Thalidomid hier auch in Gegenwart von anti-
IL-10 Antikérpern die IL-12p70-Bildung um 50 % hemmte'®. Da aber PBMCs verwendet
wurden, kénnen indirekte Wirkungen von Thalidomid tber die Wechselwirkung mit anderen
Zellen nicht ausgeschlossen werden, zumal berichtet wurde, dass Thalidomid die IL-12-
Produktion in Abhé&ngigkeit vom Zelltyp und Stimulus steigerte oder hemmte'?42%41°,
Thalidomid hemmte die IL-12p40-mRNA nach 4 h leicht und steigerte diese nach 12 h,
sodass die Untersuchungen von Moller et al. letztendlich nicht zeigen konnten, ob die IL-
12p40-mRNA durch Thalidomid beeinflusst wurde'®.
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Weiterhin wurde bei Moller et al. die IL-10-Synthese in PBMCs durch Thalidomid dezimiert,
was im Widerspruch zu der in dieser Arbeit gezeigten IL-10-Erhéhung in LPS-stimulierten
CD-14*-Monozyten steht (Abb. 28)'*. Von Coral et al. wurde die gegensatzliche Wirkung
von Thalidomid auf die IL-10-Proteinbildung in PBMCs in Abhangigkeit vom Stimulus (LPS
bzw. anti-CD3) beschrieben'’®. Diese unterschiedlichen Ergebnisse bekraftigten die
Entscheidung, die Untersuchungen in einer definierten Zellpopulation (CD-14"-Monozyten)
mit definiertem Stimulus (LPS) durchzufihren.

In eigenen Untersuchungen bewirkte Aminothalidomid eine leichte Erhéhung der IL-12p40-
MRNA innerhalb der ersten 3-7 h gegentber der unstimulierten LPS-Kontrolle (Abb. 32) und
blockierte die IL-12p40-mRNA (nach 3 h, Abb. 32) in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten.
Diese Blockierung durch Aminothalidomid war auf Proteinebene nach 7 h zu beobachten
(Abb. 31). Diese hemmende Wirkung von Aminothalidomid auf die IL-12p40-Bildung erfolgte
nicht aufgrund einer unterschiedlichen Zellzahl, da in den Versuchen die gleiche Anzahl an
CD-14"-Monozyten fir jede Behandlungsgruppe eingesetzt wurde (Kap. 5.4.4).

Es erfolgte ebenfalls keine Beeinflussung des Stoffwechsels der CD-14"-Monozyten, da die
Menge der GAPDH-mRNA und weiterer 3 Haushaltsgene durch Aminothalidomid im
Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe nicht verandert wurde (Abb. 18). Die Untersuchungen zur
Apoptose (Abb. 20), der Aktivierung der Caspase-3/7 (Abb. 22) und der Nekrose (Abb. 23)
zeigten, dass die Lebensfahigkeit der CD-14'-Monozyten durch Aminothalidomid nicht
beeinflusst wurde und daher die verringerte IL-12 Synthese (mRNA und Protein) nicht
aufgrund einer Veranderung der Lebensfahigkeit der CD-14"-Monozyten erfolgte. Die leichte
Erhéhung der IL-12p40-mRNA innerhalb der ersten 3-6 h durch Aminothalidomid (Abb. 32),
deutet darauf, dass die hemmende Wirkung von Aminothalidomid auf die IL-12p40-Bildung
maoglicherweise indirekt erfolgt. Diese Vermutung wird durch die Tatsache unterstitzt, dass
Aminothalidomid zeitlich vor oder zumindest gleichzeitig mit dem LPS zu den CD-14'-
Monozyten gegeben werden muss, damit die nahezu vollstdndige Hemmung der IL-12p40-
Bildung beobachtet werden kann, denn wenn Aminothalidomid erst nach 4 h LPS-Stimulation
zu den CD-14"-Monozyten gegeben wurde, so wurde nur noch 50 % der IL-12p40-
Proteinbildung gehemmt (Daten nicht gezeigt). Moller et al. schlug vor, dass die IL-12-
Hemmung durch Thalidomid zumindest teilweise durch posttranskriptionelle Mechanismen,
wie durch einen erhdhten Abbau der IL-12p40-mRNA erfolgen kénnte'®. Allerdings ist der
IL-12p40-Promotor  komplex  reguliert, wobei die  Beteiligung  verschiedener
Transkriptionsfaktoren und eines Repressorproteins diskutiert wird’#?°°2%_ Daher kénnten
Aminothalidomid bzw. Thalidomid die IL-12p40-Bildung ebenfalls auf transkriptioneller Ebene
regulieren. Die Frage, ob Aminothalidomid die IL-12p40-Bildung direkt oder indirekt bewirkte,
wird in Kap. 3.2.2.3 diskutiert.

3.2.2.3 Wirkung von Aminothalidomid auf die IL-10-Bildung

Die veroffentlichten Ergebnisse zur Wirkung von Thalidomid auf die IL-10-Proteinbildung sind
widerspriichlich'%'#2'2* |n (bereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
wurde eine Steigerung der IL-10-Proteinbildung durch das Lésungsmittel DMSO beobachtet
(Tab. 10)'?. Marriott et al. zeigte, dass Thalidomid die IL-10-Bildung nicht veranderte, da
Thalidomid die IL-10-Bildung in LPS-stimulierten Gesamtblut in der gleichen Starke wie
DMSO beeinflusste'**.
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Im Widerspruch hierzu, zeigten die eigenen Untersuchungen, dass Aminothalidomid in LPS-
stimulierten Gesamtblut, wie auch in CD-14"-Monozyten die IL-10-Proteinbildung im
Vergleich zur LPS-Kontrolle steigerte (Abb. 28). Auch die IL-10-mRNA-Bildung wurde durch
Aminothalidomid gesteigert, wobei ein schneller Anstieg bis 6 h und eine anhaltende IL-10-
mRNA-Menge zwischen 6 h-18 h beobachtet wurde (Abb. 34). Eine Beeinflussung der
transkriptionellen Induktion oder Stabilitat der IL-10-mRNA durch Aminothalidomid in LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten ist daher wahrscheinlich. Hierbei scheinen die
Transkriptionsfaktoren, CREB (cyclic AMP response element binding factor) und AP-1
(activator protein-1) bei der Regulation des IL-10-Promotors eine wichtige Rolle zu
spielen®"%%,

Nachdem gezeigt wurde, dass durch Aminothalidomid die IL-12p40-Proteinbildung gehemmt
und die IL-10-Proteinbildung gesteigerte wurde, stellte sich die Frage, wie die Zytokinbildung
reguliert wurde. Die Ergebnisse des ELISpot zeigen, dass Aminothalidomid, nicht die
sezernierte Zytokinmenge eines einzelnen CD-14"-Monozyten verandert, sondern dass, die
sezernierte Zytokinmenge Uber eine veranderte Anzahl an IL-12(p40)- bzw. IL-10-Protein-
sezernierenden CD-14"-Monozyten reguliert wurde (Abb. 35, Tab. 7). In Gegenwart von
Aminothalidomid wurde das IL-10-Protein und die IL-10-mRNA im Vergleich zur LPS-
Kontrollgruppe friher nachgewiesen (Abb. 33, Abb. 34). Diese zeitigere IL-10-Produktion
kann durch die, in Gegenwart von Aminothalidomid erhéhte Anzahl an IL-10-sezernierenden
CD-14"-Monozyten erklart werden. Die Methode des ELISpot ist die zur Zeit sensitivste und
spezifischste Methode zum Zytokinnachweis®. Daher erklart sich die, durch Aminothalidomid
im ELISpot gezeigte hohere IL-10-Produktion (6-fache Steigerung gegeniber der LPS-
Kontrolle, (Tab. 6)) im Vergleich zur im ELISA gezeigten, 2-3-fachen Steigerung der IL-10-
Produktion (Abb. 33). Die Ergebnisse des ELISpot implizieren, dass einzelne CD-14"-
Monozyten das IL-12(p40) und/oder IL-10 produzieren und, dass die Produktion dieser
beiden Zytokine durch Aminothalidomid nahezu vollstandig in Richtung IL-10-Bildung
verschoben wird.

In LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten erfolgte die Sekretion des Zytokins IL-12p40 (nach
6 h, Abb. 31) vor der Sekretion von IL-10 (nach 9 h, Abb. 33). Aufgrund der beschriebenen,
hemmenden Wirkung von IL-10-Protein auf die IL-12p40-Bildung, kénnte Aminothalidomid
die Bildung beider Zytokine entweder direkt oder indirekt beeinflussen®. Die Neutralisation
des endogenen IL-10-Proteins durch anti-IL-10-Antikérper steigerte die IL-12p40-
Proteinmenge und bestétigte die bekannte hemmende Wirkung von IL-10-Protein auf die
IL-12p40-Proteinmenge (Abb. 36)%°. Aminothalidomid hemmte die IL-12p40-Bildung sowohl
in Gegenwart von neutralisierenden IL-10-Antikérpern, als auch in Gegenwart der Kontroll-
Antikorper (Abb. 36).

Dies bedeutet, dass obwohl das endogene (durch LPS-induzierte) IL-10-Protein durch anti-
IL-10-Antikdrper gebunden und somit neutralisiert wurde, die IL-12p40-Bildung durch
Aminothalidomid unterdriickt wurde. Daher erfolgt die IL-12p40-Hemmung gréfRtenteils
unabhangig von der IL-10-Steigerung durch Aminothalidomid, auch wenn die gesteigerte IL-
10-Proteinmenge zur verringerten IL-12p40-Proteinbildung beitragt. Unterstitzt wird dieses
Ergebnis durch die Tatsache, dass wenn IL-10-Protein durch Suramin inaktiviert wurde
(Kap. 2.3.2.2) oder die IL-10-Proteinbildung durch den p38-MAPK-Inhibitor SB203580
verringert wurde, Aminothalidomid ebenfalls in der Lage war die erhdhte IL-12p40-
Proteinmenge zu hemmen (Abb. 57, Abb. 37).
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3.3 Die Wirkungen von Suramin nach LPS-Stimulation

Suramin besitzt anti-proliferative, angiostatische und anti-neoplastische Eigenschaften und
wirkt vielfaltig (Kap. 1.5). Aufgrund, der fir Suramin beschriebenen Wirkungen in vitro
wurden verschiedene Moglichkeiten flir die Beeinflussung der Zytokinbildung in LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten durch Suramin erwartet.

3.31 Wirkung von Suramin auf das IL-10-Protein

Uberraschend war der Befund, dass in Gegenwart von 200 uM Suramin je nach
verwendetem ELISA (Fa. Biosource und Fa. R&D Systems, Kap. 5.5.1) unterschiedliche
Mengen an IL-10-Protein im Kulturlberstand LPS-stimulierter Monozyten gemessen wurden
(Abb. 12, Abb. 47), was durch die unterschiedliche Spezifitat der verwendeten Antikdrper zu
erklaren ist (Kap. 5.5.1). Die Erst-Antikorper beider Firmen wurden gegen biologisch aktives
rhiL-10-Protein hergestellt und auf die Erkennung von biologisch aktivem IL-10 getestet und
eigene Versuche bestatigten die Erkennung von biologisch aktivem rhlL-10-Protein durch
beide ELISA’s (Abb. 13)%%2%°,

Die Erkennung von biologisch inaktivem rhiL-10-Protein erfolgte in beiden ELISA’s
unterschiedlich. Die zwei Disulfidbriicken innerhalb der a-Helices der IL-10-Monomere,
welche fur die Erhaltung der Struktur des IL-10-Homodimers und damit fur die Erhaltung der
biologischen Aktivitat des IL-10-Proteins notwendig sind, wurden durch Zugabe von DTT
reduziert®™'”. Weiterhin wurde durch eine Temperaturerhéhung (Abb. 13) die Struktur des
IL-10-Proteins zerstort™™®. Weder chemisch noch thermisch inaktiviertes rhiL-10-Protein
wurde im ELISA der Fa. Biosource gemessen, wahrend der R&D-ELISA sowohl chemisch
als auch thermisch inaktiviertes rhlL-10-Protein detektierte (Abb. 13). Die beobachtete
Verdoppelung des chemisch und thermisch denaturiertem rhilL-10—Proteins im ELISA der
Fa. R&D (Abb. 13) deutet darauf, dass die verwendeten Antikérper im ELISA der Fa. R&D
das IL-10-Protein moéglicherweise auch erkennen, wenn es in zwei Monomeren und damit
biologisch inaktiv vorliegt. Es wurde jedoch von beiden Firmen nicht untersucht, ob die
eingesetzten Antikorper beider ELISA’s das biologisch inaktive IL-10-Protein bzw. das
biologisch inaktive IL-10-Monomer erkennen (personliche Auskunft von D. Degels,
Fa. Biosource bzw. M.Hoffmann, Fa. R&D Systems). Im ELISA der Fa. Biosource wurde in
Gegenwart von 200 yM Suramin kein rhiL-10-Protein gemessen, wahrend dieses im R&D-
ELISA nachgewiesen wurde (Abb. 12). Aus diesen Ergebnissen lassen sich die folgende
zwei Hypothesen formulieren.

1. Der Biosource ELISA erkennt grundsatzlich nur IL-10-Protein, welches in seiner
biologisch aktiven Konformation vorliegt, wahrend der R&D-ELISA die absolute
Menge an IL-10-Protein (biologisch aktives und inaktives IL-10-Protein) detektiert.
Somit ware eine Unterscheidung zwischen biologisch aktivem und biologisch
inaktivem IL-10-Protein durch die Verwendung beider IL-10-Antikbrper maglich.

2. Suramin inaktiviert biologisch aktives IL-10-Protein.

Um die erste These zu testen, sind Untersuchungen mit unterschiedlichen Konformationen
des IL-10-Proteins im IL-10 Bioassay notwendig, daher wurde zunachst die zweite These
Uberprift.
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Die zweite These wurde bestatigt, da die Inaktivierung von biologisch aktivem IL-10-Protein
in Gegenwart von 200 yM Suramin erstmals nachgewiesen wurde, indem die hemmende
Wirkung von rhIL-10-Protein auf die Bildung von TNFa- und IL-12(p40)-Protein in LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten in Gegenwart von Suramin verringert wurde (Tab. 8)*'°.

Der im Biosource-ELISA bei Zugabe von Suramin verringerte Nachweis an IL-10-Protein, im
Kulturiiberstand von CD-14"-Monozyten -sowohl zu Beginn als auch zu Ende der 24-
stindigen LPS-Stimulation (Abb. 47)- beruhte daher auf einer konzentrationsabhangigen
Inaktivierung des IL-10-Proteins durch Suramin. Suramin beeinflusste die IL-10-mRNA-
Bildung nicht (Abb. 46) und die mit dem R&D-ELISA gemessene Menge an IL-10-Protein
wurde, unabhangig davon, zu welchem Zeitpunkt die Zugabe von Suramin erfolgte, nicht
verandert (Abb. 47). Diese Ergebnisse zeigen, dass Suramin die LPS-induzierte IL-10-
Proteinbildung in den CD-14"-Monozyten nicht perse beeinflusste, sondern die
nachweisbare Proteinmenge an biologisch aktivem IL-10 verringerte. Auch in Gesamtblut
wurde im ELISA der Fa. Biosource in Gegenwart von 200 uM Suramin kein IL-10-Protein
gemessen (Daten nicht gezeigt). Dies ist insofern erstaunlich, da Suramin auch an andere
Proteine im Gesamtblut (z.B. Albumin, Calmodulin) bindet oder um die Bindungstelle mit
Heparin konkurriert'**?"". Im Gesamtblut sollte daher die Konzentration von 200 pM Suramin
geringer als in der CD-14"-Monozyten-Kultur sein. Da dennoch kein IL-10-Protein im
Gesamtblut nachgewiesen wurde, scheint die Bindung von Suramin an das IL-10-Protein,
trotz weiterer mdglicher Wechselwirkungen mit anderen Proteinen sehr spezifisch zu
erfolgen. Diese Ergebnisse haben insofern klinische Relevanz, da in der therapeutischen
Anwendung die Suraminkonzentration im Serum mit 10 uM—200 uM bestimmt wurde 9",
Die Inaktivierung der biologischen Aktivitadt des IL-10—Proteins koénnte durch die
Beeinflussung der Konformation des biologisch aktiven IL-10-Homomers durch Suramin
verursacht werden.

De Groote et al. beschrieb, dass der Erst-Antikérper der Fa. Biosource an ein Epitop des
IL-10—Proteins bindet, welches fir die Rezeptorbindung und die Auslésung der biologischen
Aktivitdt notwendig ist?®. Mbglicherweise wird die Erkennung des IL-10-Proteins in
Gegenwart von Suramin (Abb. 13) dadurch verhindert, da Suramin die Bindung des Erst-
Antikérpers der Fa. Biosource an das IL-10—Protein direkt (durch die Bindung von Suramin
an das IL-10-Protein direkt an der Bindungsstelle des Antikdrpers) oder indirekt (Bindung von
Suramin an das IL-10-Protein in die Nahe der Bindungsstelle des Antikérpers) verhindert.
Bisher wurde durch beide Firmen nicht untersucht, an welche Epitope die verwendeten
Antikérper beider ELISA’s binden (personliche Auskunft von D. Degels, Fa. Biosource bzw.
M. Hoffmann, Fa. R&D Systems). Jedoch unterstitzen Berichte Uber die Bindung von
Suramin an verschiedene Proteine die Hypothese der direkten Bindung von Suramin an die
Rezeptorbindungsstelle des IL-10-Proteins'%%1%213,

So wurde erstmals von Hosang et al. vorgeschlagen, dass das Suramin die Bindung des
Wachstumsfaktors PDGF (platelet-derived growth factor) an seinen Rezeptor verhindert,
indem es selbst an, an der Bindung beteiligte, positiv geladene Aminosaurereste von PDGF
bindet'®. Die Untersuchungen von Raj et al. mittels ,proton nuclear magnetic resonance*
("H-NMR) deuten darauf hin, dass das Suramin durch verschiedene Mechanismen die
Bindung von PDGF und anderen Wachstumsfaktoren an die entsprechenden Rezeptoren

verhindern kann'®.
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Suramin reagierte mit PDGF Uber lonenpaarbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen,
Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waals Kréafte. Zusatzlich wurde die Bindung an
PDGF aufgrund seiner Grolde und der vielfaltigen Konformationen von Suramin sterisch
verhindert'®. Daher ware eine direkte oder indirekte Bindung von Suramin in der Nahe der
Bindungsstelle des IL-10-Proteins durch den Erst-Antikérper des IL-10-ELISA’s der
Fa. Biosource denkbar'®. Strassmann et al. zeigte, dass das Suramin ebenfalls das Binden
des IL-1-Proteins an seine Rezeptoren verhindert und somit die biologische Aktivitat des
IL-1-Proteins neutralisiert?”. Der ICso-Wert von Suramin fiir die Verhinderung der Bindung
von IL-1a bzw. IL-1B8 an ihre Rezeptoren betrug 204 uM bzw. 186 uM und liegt damit im
gleichen Konzentrationsbereich wie, die in dieser Arbeit gezeigte IL-10-Wirkung von Suramin
(Kap. 2.3). Einmal an den IL-1-R gebundenes IL-1-Protein konnte nicht mehr vom Rezeptor
verdrangt werden, wodurch Strassmann et al. zu der Vermutung kam, dass das Suramin
direkt an das IL-1-Protein bindet und somit die Doméanen zur Bindung des IL-1R blockiert®'.
Fir TNFa wurden ahnliche Beobachtungen beschrieben, denn Suramin bindet an das TNFa-
Protein und verhindert dadurch die Bindung von TNFa an die TNF-Rezeptoren'®. Alzani
et al. zeigte zusatzlich, dass das Suramin auch die Oligomerisierung von TNFa verhindert'®.
Da die Bindung von Suramin an das TNFa-Protein schneller als die Oligomerisierung von
TNFa durch Suramin erfolgte, geht Alzani et al. jedoch davon aus, dass die Bindung von
TNFa-Protein durch Suramin der frihzeitigere Wirkmechanismus fiir die Hemmung der
Rezeptorbindung ist'®. Daher ware auch denkbar, dass Suramin die Konformation des
IL-10-Homodimers, ahnlich wie beim TNFa-Trimer zerstoren oder teilweise verandern
kénnte. Wurde Suramin die Dimerisierung des IL-10-Proteins verhindern, ware dieses
biologisch inaktiv. Dies wirde erklaren, wieso Suramin das biologisch aktive IL-10-Protein
inaktiviert und dadurch die durch IL-10 vermittelte Steigerung von IL-12(p40)- und TNFa-
Protein, verhinderte (Tab. 8).

Die Reduktion von Disulfidbriicken durch DTT filhrt zum Verlust der biologischen Aktivitat™’,
was sich darin dul3erte, dass in Gegenwart von DTT kein biologisch aktives IL-10-Protein im
Biosource-ELISA nachgewiesen wurde (Abb. 13). Suramin verstarkte die durch DTT
verringerte Erkennung von biologisch aktivem IL-10 konzentrationsabhangig (Abb. 14).
Daraus lasst sich ableiten, dass das Suramin mdglicherweise die Erkennung von IL-10 durch
einen weiteren, zusatzlichen Wirkmechanismus als durch chemische Denaturierung und
eines daraus resultierenden Zerfalls des IL-10-Homodimers bewirken kdnnte. So kdnnte
Suramin auf das IL-10-Protein —ahnlich wie fur die Wirkung auf das TNFa-Protein gezeigt-
mit mindestens zwei unterschiedlichen Mechanismen die Inaktivierung der biologischen
Aktivitat bewirken'®®.

3.3.2 Wirkung von Suramin auf die TNFa- und IL-12p40-Bildung

Suramin beeinflusste weder die Messung von IL-12p40- noch von TNFa-Protein, wenn es
nach 24 h LPS-Stimulation zu den CD-14"-Monozyten gegeben wurde (Abb. 40B+D). Die
Erkennung des Standardproteins im ELISA von IL-12p40 und TNFa wurde nicht beeinflusst
(Abb. 11). Dagegen erhéhte Suramin die 1L-12p40- und TNFa-Bildung bei sofortiger Gabe zu
den CD-14'-Monozyten nach 24 h  LPS-Stimulation (Protein und mRNA)
konzentrationsabhangig (Abb. 41-Abb. 44).
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Im ELISpot wurde die steigernde Wirkung von Suramin auf die IL-12(p40)-Bildung erstmals
nachgewiesen, was darauf schliessen lasst, dass Suramin die Erhéhung der IL-12(p40)-
Bildung Uber eine Steigerung der Anzahl an IL-12(p40)-sezernierenden CD-14"-Monozyten
bewirkt (Abb. 49).

Die TNFa- und IL-12(p40)-Proteinerhéhung im Kulturiiberstand der LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten (Tab. 8) erfolgte daher indirekt Uber die Inaktivierung des IL-10-Proteins durch
Suramin. Unterstitzt wird diese Aussage dadurch, dass je spater nach LPS-Stimulation die
Substanzzugabe erfolgte, Suramin sowohl die TNFa- (Daten nicht gezeigt) als auch
IL-12p40-Proteinmenge geringer steigerte (Tab. 9). Auf die indirekte Erhéhung des IL-12p40-
und TNFa-Proteins durch Suramin deutet zusatzlich die Kinetik der Bildung der Zytokine.
Suramin verringerte nach 30 min LPS-Stimulation die TNFa-Proteinmenge im
KulturGiberstand (Abb. 60D). Die Erhéhung der TNFa- und IL-12p40-Proteinmenge durch
Suramin wurde erst nach 15 h LPS-Stimulation beobachtet (Abb. 41, Abb. 43).

Die Wirkung von Suramin auf die LPS-stimulierte Bildung von TNFa wurde bisher nur von
LaPushin et al. untersucht, wobei Suramin in LPS und IFN-y-stimulierten Monozyten die
Bildung von TNFa nach 24 h nicht beeinflusste?'*. In Monozyten, welche mit IFN-y behandelt
worden sind, werden zusatzliche Signalwege zur LPS-Stimulation aktiviert, sodass der
beobachtete Unterschied zwischen den eigenen Ergebnissen zur TNFo-Bildung und dem
Ergebnis von LaPushin et al. in dieser zusétzlichen Aktivierung liegen kénnte'".



DISKUSSION 85

3.4 Wirkungen von Aminothalidomid und Suramin nach TNFa-
Stimulation

LPS-induziertes, endogen gebildetes TNFa kann Uber die Bindung an den TNFRII zu einer
Aktivierung der CD-14"-Monozyten fiihren, sodass durch LPS sowohl der TLR4-Signalweg
als auch der TNFRII-Signalweg die Bildung weiterer Zytokine induzieren kann'’®'. Zur
TNFa-induzierten IL-12p40- bzw. IL-10-Proteinbildung finden sich keine bzw. nur
widersprlchliche Ergebnisse in der Literatur. So beschrieb Wanidworanum et al. die Bildung
von IL-10-Protein nach TNFa-Stimulation, wahrend Daigle et al. keine TNFa-induzierte IL-10-
Bildung in Monozyten beobachtete®"?°. In dieser Arbeit wurde im Kulturiiberstand der CD-
14*-Monozyten mehr IL-10-Protein nach Stimulation mit rhTNFa-Protein als bei
unstimulierten CD-14"-Monozyten detektiert (Abb. 50B), wodurch die TNFo-induzierte
Bildung von IL-10-Protein, welche durch Wanidworanum et al. gezeigt wurde, bestatigt
wurde®”.

Interessanterweise bewirkte Aminothalidomid auch bei Stimulation der CD-14"-Monozyten
mit TNFa-Protein eine Steigerung der IL-10-Proteinbildung und eine Hemmung der I1L-12p40-
Bildung (Abb. 50A+B). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Aminothalidomid
mdglicherweise in einen Signalweg eingreift, welcher sowohl bei Stimulation mit LPS als
auch mit TNFa-Protein aktiviert wird.

Wurde in Gegenwart von rhTNFa-Protein, das endogene IL-10-Protein durch Suramin
inaktiviert (Abb. 50B), war eine erhéhte Menge an IL-12p40-Protein im Kulturiberstand
nachweisbar (Abb. 50A). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Zytokin TNFa die
Bildung von IL-12p40 zwar induzieren kann, aber die hemmende IL-10-Wirkung auf die
IL-12p40-Bildung so groR ist, dass kein IL-12p40 detektiert werden kann. Erst als die
hemmende Wirkung von IL-10-Protein auf die IL-12p40-Bildung durch Suramin unterbunden
wurde, war die TNFa-induzierte IL-12p40—-Proteinmenge im Kulturiberstand nachweisbar
(Abb. 50B). Somit wurde erstmals gezeigt, dass auch die Stimulation der CD-14"-Monozyten
mit rhTNFa-Protein Uber den TNFRII-Signalweg die Bildung von IL-12p40-Protein induziert.
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3.5 Der Einfluss der MAPK-Kinasen auf die Zytokinbildung
3.5.1 JNK-Signalweg

Der abgeschwachte Krankheitsverlauf der Rheumatoiden Arthritis in Ratten, welche mit dem
JNK-Inhibitor SP600125 behandelt worden, zeigte die mogliche Bedeutung des JNK-
Inhibitors in vivo?'®. Von Bennett et al. wurde erstmals in vitro eine signifikante Verringerung
der TNFa-Proteinmenge im Kulturiberstand von LPS-stimulierten Monozyten ab 10 uM
SP600125 gezeigt'®. In eigenen Versuchen wurde ein Kristallisieren der Substanz ab einer
Konzentration von 8 uM beobachtet (Daten nicht gezeigt). Diese Nadelbildung wurde bei
Bennett etal. durch eine erhéhte DMSO-Zugabe (pro 10 uM jeweils 0,1 % DMSO)
verhindert'®®. Allerdings wurden fiir DMSO verschiedene Wirkungen, wie die Induktion der
Differenzierung und die Verringerung der Apoptose beschrieben'. In eigenen
Untersuchungen reduzierte 0,04 % DMSO die TNFa- (40 %) und IL-10-Proteinbildung (39 %)
und steigerte die IL-12p40-Proteinbildung (59 %), (Tab. 10). In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen wurde auch in LPS-stimulierten Gesamtblutproben eine dezimierte
TNFao- (55 %) und die IL-10-Proteinmenge (95 %) in Gegenwart von 10 % DMSO
beschrieben'??. Aufgrund der Wirkungen auf die Proteinbildung wurde daher auf den Einsatz
von DMSO in Konzentrationen hoéher als 0,04 % verzichtet. Die Versuche in dieser Arbeit
sind daher, wegen der geringeren DMSO-Konzentration nur eingeschrankt mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen vergleichbar. Dennoch wurde die
konzentrationsabhangige Verringerung der TNFa-Proteinmenge durch SP600125 ab einer
Konzentration 0,93 uM in eigenen Versuchen ebenfalls gezeigt (Abb. 51)'%52""

Der spezifische Inhibitor SP600125 steigerte die IL-12p40-Proteinmenge ab 0,93 uM (Abb.
51), wodurch die Ergebnisse von Utsugi et al., welche eine erhdhte IL-12p70-Produktion in
Monozyten bei 3 uM bzw. 10 uM SP600125 gezeigt hatten, bestitigt wurden?'®. In der
gleichen Arbeit wurde von Utsugi et al. die konzentrationsabhangige Steigerung der LPS-
induzierten IL-12p40-Bildung durch SP600125 [3,10,30 uM] in einem Makrophagen-
Zellmodell gezeigt?’®. Im Gegensatz dazu, zeigten Ma et al. eine konzentrationsabhangige
Hemmung der IL-12p40-Sekretion durch SP600125 [1 uM bis 50 uM] in einem LPS-
stimulierten CD-14"-Monozytenmodell, wobei THP-1-Zellen mit der cDNA von CD14
transfiziert wurden™. Ma etal. zeigte die IL-12p40-Hemmung durch SP600125 im
Luciferase-Assay, was wiederum auf eine Beteiligung der JNK an der LPS-induzierten
Bildung von IL-12p40 deutet”. Die widerspriichlichen Ergebnisse zur Wirkung von
SP600125 auf die LPS-induzierte IL-12p40-Bildung liegen vermutlich in den
unterschiedlichen Zelleigenschaften von Makrophagen-Zellen, THP-1-Zellen und Monozyten
begriindet. Unterstitzt wird diese Hypothese von Rutault et al., welche darauf hinwiesen,
dass verschiedene Zelllinien sich im Differenzierungszustand zu reifen Monozyten
unterscheiden und daher méglicherweise nicht die Situation in reifen CD-14"-Monozyten
widerspiegeln'®.

SP600125 dezimierte ab einer Konzentration von 0,93 uM die IL-10-Proteinmenge im
Kulturiiberstand von LPS-stimulierten CD-14*-Monozyten in eigenen Versuchen (Abb. 51),
wahrend im Gegensatz dazu, im oben genannten CD-14"-Monozytenmodell von Ma et al.,
keine Beeinflussung der IL-10-Bildung durch SP6001256 nachgewiesen wurde.
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Von Bain et al. wurde kurzlich beschrieben, dass SP600125 mehr als 13 zusatzliche Kinasen
mit z.T. hoherer Stirke im Kinaseassay inhibierte'®. Die geringe Spezifitat des Inhibitors
SP600125 in Bezug auf die Hemmung der JNK, erlaubte daher keine eindeutige
Interpretation der Bedeutung der JNK fir die Zytokinbildung von TNFa, IL-12p40 und IL-10.

3.5.2 ERK1/2-Signalweg

Die Hemmung der LPS-induzierten TNFa—Proteinmenge durch PD98059 wurde in eigenen
Versuchen bestatigt (Abb. 52)'%%%'%. Da die Substanz PD98059 an die inaktive
dephosphorylierte MEK1/2-Kinase bindet und somit die Aktivierung der MEK1/2 verhindert,
deutet dies auf die Beteiligung des ERK1/2-Signalweges an der LPS-induzierten TNFo-
Proteinbildung in CD-14"-Monozyten. Unterstiitzt wird diese Annahme dadurch, dass auch
die potentere Substanz UO126, welche die Aktivitat der bereits aktiven MEK1/2 verringert, zu
einer Hemmung der LPS-induzierten TNFa—Proteinmenge in eigenen Versuchen flihrte
(Abb. 54)*".

In Gegenwart von PD98059 wurde die IL-12p40-Proteinmenge im Kulturiberstand der LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten nicht signifikant verandert (Abb. 52). Untersuchungen zur
Wirkung des Inhibitors PD98059 auf die LPS-induzierte Bildung von IL-12(p40) von
Monozyten finden sich in der Literatur nicht. Allerdings wurde in LPS-stimulierten
Makrophagen bzw. Dendritischen Zellen die IL-12(p40)-Proteinmenge durch den Inhibitor
PD98059 bzw. UO126 erhdéht, sodass die Aktivierung des ERK1/2-Signalweges die LPS-
induzierte IL-12-Proteinbildung, in differenzierten Monozyten (Makrophagen bzw.
Dendritischen Zellen) zu unterdriicken scheint?°?%'.

Die gesteigerte IL-12p40-Proteinbildung in LPS-aktivierten Dendritischen Zellen durch
PD98059 war von einer dezimierten IL-10-Proteinbildung begleitet?®. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen in Dendritischen Zellen, zeigte die Konzentrations-Wirkungskurve fir den
Inhibitor PD98059 in eigenen Versuchen eine leicht erhéhte IL-10-Proteinmenge (Abb. 52).
Im Konzentrationsbereich von 1,25 uM-10 uM beeinflusste der Inhibitor die IL-10-
Proteinmenge im Kulturiberstand von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten nicht signifikant
(Abb. 55), was auch durch Foey et al. und Lim et al. beschrieben wurde®'”. Da der ERK1/2-
Signalweg flr die LPS-induzierte Bildung von IL-12p40 und IL-10 in Monozyten, aufgrund der
fehlenden bzw. geringen Wirkung des Inhibitors PD98059, nicht essentiell notwendig war,
wurde auf weiterflihrende Untersuchungen zur Beeinflussung des ERK1/2-Signalweges
durch Aminothalidomid und Suramin verzichtet.

3.5.3 p38-MAPK-Signalweg

Die Bedeutung der p38-MAPK fir die Bildung von TNFa deutet auf eine Beteiligung des p38-
MAPK-Signalweges bei Entziindungsreaktionen hin??#* |n eigenen Versuchen wurde die
konzentrationsabhangige Hemmung der TNFa-Sekretion in den Kulturiberstand von LPS-
induzierten CD-14"-Monozyten durch den p38-MAPK-Inhibitor (SB203580) nach 24 h
bestatigt (Abb. 53)*?. Foey et al. zeigte ebenfalls fir 0,016 uM-10 pM SB203580 eine
konzentrationsabhangige Hemmung der LPS-induzierten Bildung von TNFa in Monozyten®.
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Durch 4 yM SB203580, eine Konzentration, welche im Kinaseassay die spezifische
Aktivierung der MAPK Kinase (MKK1) verhinderte und somit zu einer spezifischen Hemmung
der p38-MAPK flihrte, wurde eine 92 %ige verringerte TNFao-Proteinmenge im
Kulturiiberstand detektiert (Abb. 54)"°. Es handelte sich um eine spezifische Wirkung des
p38-MAPK-Inhibitors SB203580, da die inaktive Negativkontrolle SB202474 die TNFa-
Sekretion wesentlich geringer beeinflusste (Abb. 54)'. Die leichte Hemmung der TNFa-
Proteinbildung durch die inaktive Kontrollsubstanz SB202474, deutet auf die von
Kumar et al. beschriebene unspezifische Wirkung der Pyridinyl-Imidazole®. Bei Betrachtung
der Kinetik der TNFa-Proteinbildung hemmte SB203580 [4 uM] die Freisetzung von TNFa-
Protein innerhalb der ersten 5 min-30 min nach LPS-Stimulation um 98 % gegenuber
unstimulierten Monozyten (Abb. 60C+D). Auch Lee et al. und Manthey et al. beschrieben
eine Hemmung der TNFa-Proteinfreisetzung durch den p38-MAPK-Inhibitor**°. In den
eigenen Versuchen wurde zwischen 1,5 h-17 h LPS-Stimulation die TNFa-mRNA-Bildung mit
der gleichen Starke wie die TNFa-Protein-Bildung gehemmt (Abb. 58). Diese Versuche
bestatigten, dass die Reduktion des TNFa-Proteins sowohl auf eine verringerte TNFao-
mRNA-Bildung als auch auf eine dezimierte Proteinfreisetzung zuriick zu fiihren ist??%2%":1%,
Rutault et al. zeigte eine starkere Beeinflussung der TNFa-mRNA-Bildung als der TNFo-
Proteinbildung durch SB203580'®. Im Gegensatz dazu wurde in Versuchen von Lee et al.
die TNFa-mRNA-Bildung nicht beeinflusst®®.

Die Wirkung von SB203580 auf die Proteinfreisetzung von TNFa wurde in Gegenwart von
Anisomycin, welches die Transkription verhindert, beobachtet'”°. Die Versuche zur
Aktivierung der p38-MAPK durch Anisomycin flihrten zu einer 92 %-99 %igen Hemmung der
TNFa-Freisetzung durch SB203580 (Abb. 61B), was die dezimierte Freisetzung des TNFa-
Proteins durch SB203580 zeigte.

Der Inhibitor SB203580 scheint demnach sowohl auf Transkriptions- als auch auf
Translationsebene/Proteinfreisetzung eine Verringerung des TNFa-Proteins zu bewirken.

Die zusatzliche Hemmung des p38-Signalweges bei schon erfolgter verringerter MEK1/2-
Aktivitdt durch PD98059 fuhrte zu einer groReren Hemmung der TNFa-Proteinmenge im
Kulturiberstand, als bei alleiniger Hemmung der p38-MAPK durch SB203580 (Abb. 55).
Allerdings verstarkte die zusatzliche Gabe von SB203580 die TNFa-Proteinhemmung nur um
den gleiche Starke, und zwar unabhangig von der eingesetzten Konzentration des MEK1/2-
Inhibitors PD98059, wodurch die Ergebnisse von Rutault et al. bestétigt wurden'®. Diese
Ergebnisse deuten auf eine unabhangige Beteiligung des ERK1/2- und p38-MAPK-
Signalweges an der LPS-induzierten TNFa-Proteinbildung.

In der Literatur sind widersprichliche Ergebnisse zur Wirkung von p38-MAPK-Inhibitoren auf
die IL-12p40-Bildung beschrieben. Utsugietal. zeigten in Monozyten eine verringerte
IL-12p40-Bildung durch SB203580 und postulierten daher eine positive Regulation der IL-
12p40-Bildung durch die p38-MAPK?®. Im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit die
IL-12p40-Bildung nach 22 h LPS-Stimulation in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors
SB203580 um 51 % gesteigert, wobei die, durch die Negativkontrolle SB202474 um 45 %
verringerte IL-12p40-Bildung erneut auf die geringfligige, unspezifische Beeinflussung der
Zytokinbildung durch Pyridinyl-Imidazole deutet (Abb. 54)?*%%° \Jon Ma et al. wurden durch
einen anderen p38-MAPK-Inhibitor (SB202190, [1 uM-12 uM]) eine erhéhte Menge an IL-
12p40-Protein  nach 48 h LPS-Stimulation im Kulturiberstand von Monozyten
nachgewiesen’®.
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Die in eigenen Versuchen gezeigte, signifikante Steigerung der IL-12p40-Bildung durch
SB203580 (Abb. 53) deuten, in Ubereinstimmung mit Ma et al. aber im Gegensatz zu
Utsugi et al. auf eine negative Regulation der IL-12p40-Bildung durch die p38-MAPK??®. Die
unterschiedlichen Ergebnisse auf die IL-12p40-Proteinmenge beim Einsatz von p38-MAPK-
Inhibitoren kénnten mdglicherweise in der unterschiedlich Reinigung der Monozyten oder
verschiedenen Versuchsdurchfihrung begriindet liegen. Von Marriott et al. wurde auch in
LPS-stimulierten Gesamtblut und PBMCs fir den p38-MAPK-Inhibitor SB203580 eine
erhdhte 1L-12p40-Proteinmenge gezeigt®®'. Diese in LPS-stimulierten Gesamtblut und
PBMCs gesteigerte IL-12p40-Bildung kdnnte aufgrund des von T-Zellen produzierten IFN-y-
Proteins erfolgen®’.

Allerdings erklart die Produktion des IFN-y-Proteins nicht die gesteigerte IL-12p40-Bildung in
CD-14"-Monozyten, da diese nach LPS-Stimulation nur geringfligige Mengen an IFN-y-
Protein produzieren’.

Ma etal. vermutete eine indirekte Erhdhung der IL-12p40-Sekretion aufgrund einer
dezimierten IL-10—-Sekretion durch den p38-MAPK-Inhibitor und der somit verringerten
hemmenden Wirkung des IL-10-Proteins auf die IL-12p40-Proteinbildung™. In eigenen
Versuchen hemmte der p38-MAPK-Inhibitor SB203580 sowohl die IL-10-Proteinmenge im
KulturGiberstand als auch die IL-10-mRNA-Bildung (Abb. 58). Die inaktive Negativkontrolle
SB202474 verringerte hingegen die LPS-induzierte IL-10-Proteinbildung kaum (Abb. 54C),
sodass die Beeinflussung der LPS-induzierten Bildung von IL-10 durch p38-MAPK-
Inhibitoren bestatigt wurde®'%""®. Die eigenen Versuche deuten auf eine direkte Steigerung
der IL-12p40-Proteinbildung, da der p38-MAPK-Inhibitor SB203580 bereits nach 4 h LPS-
Stimulation die 1L-12p40-Sekretion erhéhte (Abb. 55). Da nach 4 h LPS-Stimulation kaum
IL-10 im Kulturiberstand nachweisbar war (Abb. 15) und daher die bekannte, hemmende
Wirkung des IL-10—-Proteins auf die IL-12p40-Proteinbildung vernachlassigbar ist, fuhrt
SB203580  wahrscheinlich unabhangig  von der  IL-10-Bildung  zu einer
IL-12p40-Proteinerhéhung. Unterstiitzt wird diese Annahme durch die Versuche mit Suramin.
Nach 4 h und 22 h LPS-Stimulation wurde bei gemeinsamer Gabe von SB203580 und
Suramin die IL-12p40-Proteinmenge im Vergleich zu alleiniger Gabe beider Substanzen
gesteigert, obwohl bei 200 yM Suramin kein biologisch aktives IL-10-Protein vorliegt (Abb.
59C). Befunde in der MAPKK3 (MKK-3) Knockout Maus, bei welchen nach LPS-Stimulation
keine IL-12p40-Produktion von Makrophagen mehr méglich ist, unterstiitzen die notwendige
Aktivierung der p38-MAPK durch die MKK-3 fiir die IL-12p40-Bildung®®.

Bei gemeinsamer Hemmung des p38-MAPK-Signalweges und des ERK1/2-Signalweges
setzte sich die Wirkung des p38-MAPK-Inhibitors, unabhangig von der Konzentration des
MEK1/2-Inhibitors PD98059, auch bei der Beeinflussung der IL-12p40- und IL-10-
Proteinbildung durch (Abb. 55), sodass eine Beteiligung des ERK1/2-Signalweges an der
LPS-induzierten IL-12p40— und IL-10-Proteinbildung unwahrscheinlich ist.
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3.54 Beeinflussung der MAPK durch Aminothalidomid und Suramin

3.5.41 Wirkung von Aminothalidomid auf den ERK1/2- und p38-MAPK-
Signalweg

In Gegenwart von Aminothalidomid wurde eine dezimierte TNFa- und IL-12p40-
Proteinmenge und eine gesteigerte IL-10-Proteinmenge im Kulturiberstand von LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten nachgewiesen (Abb. 26-Abb. 28).

Die verringerte TNFa-Proteinbildung durch Aminothalidomid kann nicht durch eine
Beeinflussung des ERK1/2-Signalweges erklart werden, da  Aminothalidomid
konzentrationsabhangig die TNFa-Proteinbildung in der gleichen Starke verringerte, wie in
Gegenwart 5 uM PD98059 (Abb. 56). Aminothalidomid scheint daher die TNFa-
Proteinbildung in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten Uber einen unbekannten Signalweg zu
verringern. In der Literatur finden sich keine Untersuchungen zur Beeinflussung des ERK1/2-
Signalweges durch Thalidomid oder Aminothalidomid in humanen Monozyten. Die ERK1/2-
Phosphorylierung wurde in aktivierten T-Zellen durch Aminothalidomid nicht beeinflusst'®.
Hingegen phosphorylierte Thalidomid die ERK1/2 in Rattenzellen und die Phosphorylierung
konnte durch die Substanz PD98059 aufgehoben werden®®. Diese widerspriichlichen
Ergebnisse deuten darauf, dass die Beeinflussung des ERK1/2-Signalweges durch
Thalidomid bzw. Aminothalidomid moéglicherweise erneut, wie bei der Beeinflussung der
Zytokinbildung- von den untersuchten Zellen und dem Stimulus abhangig ist.

Bei Hemmung der p38-MAPK in Gegenwart von Aminothalidomid, war eine additive
Beeinflussung gegeniber der Einzelwirkungen beider Substanzen (SB203580 und
Aminothalidomid) sowohl auf Protein als auch auf mRNA-Bildung zu beobachten (Abb. 58).
So wurde die hemmende Wirkung von Aminothalidomid auf die TNFa-Proteinbildung durch
SB203580 verstarkt (Abb. 58A), wahrend die hemmende Wirkung von Aminothalidomid auf
die IL-12p40-Proteinbildung durch SB203580 vermindert wurde (Abb. 58B). Die durch
Aminothalidomid bewirkte IL-10—Proteinsteigerung wurde in Gegenwart des p38-MAPK-
Inhibitors SB203580 verringert (Abb. 58C). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Wirkung von Aminothalidomid auf die IL-10 und IL-12p40-Bildung nicht Uber den
Mechanismus, welcher von den p38-MAPK-Inhibitoren beeinflusst wird, sondern tber einen
anderen Wirkmechanismus erfolgt. Unterstiitzt wird diese These durch die Untersuchungen
zur Phosphorylierung der p38-MAPK. In aktivierten T-Zellen wurde durch Aminothalidomid
keine Phosphorylierung der p38-MAPK beobachtet'®. Die Untersuchungen in CD-14-
Monozyten zur Phosphorylierung der p38a-MAPK zeigten ebenfalls keine Beeinflussung des
Phosphorylierungszustands der p38a-MAPK durch Aminothalidomid innerhalb der ersten
30 min nach LPS- bzw. Anisomycin-Stimulation (Abb. 60A+B, Abb. 61A).

Daher kann davon ausgegangen werden, dass die beobachteten Wirkungen von
Aminothalidomid auf die Zytokine TNFa, IL-12p40 und IL-10 nicht Uber eine Beeinflussung
der p38-MAPK in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten erfolgten.
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3.5.4.2 Beeinflussung des p38-MAPK-Signalweges durch Suramin

Verschiedene Autoren berichteten von einer verringerten Aktivitdt von Serin-Threonin-
Kinasen, der PKC und der cdc2 durch Suramin [1 uM bis 100 uM]**"°%2** |nsbesondere der
Bericht von Kopp und Pfeiffer et al. Uber die verringerte Aktivitat der cdc2 durch Suramin,
unterstitzt eine moégliche Hemmung der Aktivitat der p38-MAPK, da die p38-MAPK auch
cdc2-related Kinase benannt, eng mit der cdc2-Kinase verwandt ist'*®. In eigenen
Untersuchungen wurde in CD-14"-Monozyten die LPS-induzierte Sekretion von TNFa durch
200 yM Suramin innerhalb der ersten 30 min gehemmt (Abb. 60D). Diese frihzeitige
Hemmung der TNFa-Sekretion schien zunachst mit der erstmals gezeigten, verringerten
Phosphorylierung der p38-MAPK durch 200 yM Suramin erklarbar zu sein (Abb. 60B).
Wurde allerdings die p38-MAPK durch Anisomycin direkt aktiviert, zeigte Suramin keine
Wirkung auf die Phosphorylierung der p38-MAPK (Abb. 61A). Daher scheint die beobachtete
Verringerung der Aktivitat der LPS-induzierten p38-MAPK durch Suramin nicht Gber eine
direkte Hemmung der Phosphorylierung der p38-MAPK zu erfolgen. Denkbar ware eine
indirekte Beeinflussung der Phosphorylierung der p38-MAPK, beispielweise Uber die
veranderte Aktivitdt von Phosphatasen durch Binden von Suramin an die Aktivierungsstelle
von Protein-Tyrosin Phosphatasen, wie dies fiir Suramin beschrieben wurde'’. Suramin
scheint pleiotroph zu wirken, denn es verringerte nicht nur Aktivitdt der cdc2, sondern
erhohte ebenfalls die Tyrosin-Phosphorylierung der cdc2-Kinase in Kernextrakten von
humanen Lungenzellen”a. Zusammenfassend kann formuliert werden, dass bei einer
Konzentration von 1 uM bis 200 uM Suramin eine Beeinflussung der Aktivitat verschiedener
Enzyme und bestimmter Protein-Interaktionen durch Suramin maoglich ist.
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3.6 Ausblick

Die Hemmung der TNFa-Produktion erklaren teilweise die immunmodulatorischen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften, die Thalidomid zugeschrieben werden. Dennoch ist der
Wirkmechanismus von Thalidomid oder seinen Derivaten nicht vollstandig aufgeklart. In
dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass Aminothalidomid die Bildung der Zytokine
IL-12(p40)-und IL-10 auf mRNA-Ebene unabhangig voneinander und Uber die Anzahl der
zytokinbildenden CD-14"-Monozyten reguliert.

Da Aminothalidomid die Zytokinbildung von TNFa, IL-12p40 und IL-10 auf
Transkriptionsebene beeinflusst, sind weiterfihrende Untersuchungen vor allem am
IL-12p40- und IL-10-Promotor und die Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren notwendig.
Die Untersuchungen an humanen monozytaren Zelllinien zeigten jedoch, dass die
Zytokinbildung der Zelllinien nicht der Zytokinbildung von frisch isolierten humanen CD-14"-
Monozyten entspricht. Daher miusste es fir Untersuchungen zur Wirkung von
Aminothalidomid am Promotor von IL-12p40 oder IL-10 gelingen, humane CD-14'-
Monozyten zu transfizieren.

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass Suramin die biologische Aktivitat von
IL-10-Protein inaktivierte. Bei diesen Untersuchungen wurde nicht geklart, ob und an welche
Aminosauren im IL-10-Protein das Suramin mdglicherweise bindet. Hierfir waren
Untersuchungen mittels ,proton nuclear magnetic resonance ("H-NMR), wie sie fir die
Bindung von Suramin an das PDGF durchgefiihrt wurden, notwendig'®. Ebenfalls wiirden
Untersuchungen, zur Bindung von IL-10 an seinen Rezeptor in Gegenwart von Suramin
zeigen, ob Suramin diese Bindung -ahnlich wie beispielsweise fur IL-1 und IL-6 beschrieben-
verhindert?'¥2%

Die erh6hte Produktion von TNFa- und IL-12p40-Protein durch Suramin wurde erstmals auf
Protein- und auf mRNA-Ebene gezeigt. Untersuchungen mittels geeignetem Bioassay zur
Bioaktivitat der -in Gegenwart von Suramin- produzierten Zytokine TNFa und IL-12, wirden
die Frage beantworten, ob Suramin auch diese beiden Zytokine in ihrer Bioaktivitat
beeintrachtigt.

Die Tatsache, dass Suramin biologisch aktives IL-10-Protein inaktiviert, kann im Screening-
Assay genutzt werden. Hier kdnnte die Wirkung von Substanzen auf die TNFa- und/oder IL-
12p40-Bildung, unabhangig von der Beeinflussung der IL-10-Bildung untersucht werden. Die
Substanzen missten hierfir gemeinsam mit Suramin zu den LPS-stimulierten CD-14"-
Monozyten gegeben werden und die TNFa- und/oder IL-12p40-Bildung musste gemessen
werden.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Ein Ansatz zur Therapie von Autoimmunerkrankungen, bei welchen eine Fehlregulation der
Zytokinbildung besteht, ist die Beeinflussung der Zytokinbildung von Immunzellen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der Bildung der pro-entziindlichen Zytokine TNFa
und IL-12(p40) sowie des anti-entziindlichen Zytokins IL-10 im Modell der LPS-stimulierten
CD-14"-Monozyten durch Aminothalidomid und Suramin untersucht.

Die Analyse der mRNA-Transkripte und Proteinmengen mittels RT-PCR, Proteinarray,
ELISA und ELISpot zeigten, dass Aminothalidomid in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten
die TNFa- und IL-12(p40)-Bildung fast vollstandig verringerte, wahrend die IL-10-Bildung
gesteigert wurde. Die Verringerung der TNFa- und IL-12(p40)-Bildung war nicht auf eine
reduzierte Anzahl an lebenden CD-14"-Monozyten zurlick zu fiihren, da Aminothalidomid
sowoh! die Viabilitit als auch die Apoptose und Nekrose in CD-14"-Monozyten nicht
beeinflusste. Die dezimierte TNFa-Bildung erfolgte nicht Uber eine Hemmung der Aktivitat
der p38-MAPK, da die Phosphorylierung der p38-MAPK weder in LPS- noch in Anisomycin-
stimulierten CD-14"-Monozyten durch Aminothalidomid beeinflusst wurde.

Durch Aminothalidomid wurde die IL-10-Bildung beschleunigt, wahrend die TNFa- und IL-
12p40-Bildung bereits kurz nach LPS-Stimulation dezimiert wurde. Die Untersuchung der
sezernierten Zytokinmenge einzelner CD-14"-Monozyten in Gegenwart von Aminothalidomid
zeigte, dass die dezimierte IL-12(p40)-Bildung als auch die gesteigerte IL-10-Bildung
aufgrund einer veranderten Zahl an sezernierenden CD-14"-Monozyten erfolgte.
Aminothalidomid scheint daher die Proteinbildung hauptsachlich Uber die Anzahl der
zytokinbildenden Zellen zu regulieren. Wie Untersuchungen mit neutralisierenden
Antikérpern zeigten, erfolgte die Wirkung von Aminothalidomid auf die IL-12(p40)-Bildung
unabhangig von der gleichzeitigen Steigerung der IL-10-Bildung und wurde nicht Uber die
bekannte hemmende Wirkung des IL-10-Proteins auf die IL-12-Bildung vermittelt.

Die Analyse der mRNA und Proteinmenge mit den oben genannten Methoden, zeigte, dass
Suramin die TNFa- und IL-12p40-Bildung steigerte, wahrend die IL-10-Bildung nicht
beeinflusst wurde.

Das rhlL-10-Protein, welches thermisch und chemisch denaturiert wurde, war mit dem
IL-10-ELISA der Fa. Biosource nicht messbar. In Gegenwart von Suramin wurde im
Proteinarray und im ELISA der Fa. Biosource kein IL-10-Protein gemessen, wahrend im
ELISA der Fa. R&D die IL-10-Proteinmenge durch Suramin nicht verandert wurde. Suramin
inaktivierte das biologisch aktive IL-10-Protein, wodurch sich die fehlende Erkennung von IL-
10-Protein im ELISA der Fa. Biosource und im Proteinarray in Gegenwart von Suramin
erklarte.

Suramin inaktivierte biologisch aktives IL-10-Protein, da die hemmende Wirkung von rhiL-10-
Protein auf die TNFa- und IL-12(p40)-Bildung in LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten in
Gegenwart von Suramin nicht erfolgte. Die durch Suramin gesteigerte TNFa- und IL-12(p40)-
Bildung wurde Uber die Inaktivierung des IL-10-Proteins vermittelt und erfolgte daher indirekt.
Die kinetischen Untersuchungen bestatigen die indirekte Wirkung, da Suramin erst nach 15 h
LPS-Stimulation die TNFa- und IL-12(p40)-Proteinbildung steigerte.
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Die verstarkte TNFa- und IL-12(p40)-Bildung nach 24 h LPS-Stimulation kénnte zusatzlich
durch die, in Gegenwart von Suramin verringerte spontane Apoptose und erhdhte Viabilitat
der CD-14"-Monozyten gefordert werden. Suramin und der p38-MAPK-Inhibitor SB203580
verringerten innerhalb der ersten 30 min nach LPS- oder Anisomycin-Stimulation die TNFa-
Proteinmenge im Kulturiberstand der CD-14'-Monozyten. Da Suramin auch die
Phosphorylierung der p38-MAPK innerhalb der ersten 20 min nach LPS-Stimulation
verringerte, kénnte die frihzeitige Hemmung der Sekretion von TNFa-Protein durch Suramin
Uber eine verringerte Aktivierung der p38-MAPK erfolgen.

Aminothalidomid und Suramin bewirkten die gleichen Veranderungen an der IL-12p40- und
der IL-10-Proteinmenge nach Stimulation mit rhTNFa-Protein, wie sie in LPS-stimulierten
CD-14"-Monozyten beobachtet wurden. Dies ldsst vermuten, dass Aminothalidomid
moglicherweise in einen Signalweg eingreift, welcher sowohl bei Stimulation mit LPS als
auch mit TNFa-Protein aktiviert wird. Durch den Einsatz von Suramin und der daraus
resultierenden Inaktivierung des TNFa-induzierten IL-10-Proteins im Kulturiberstand, wurde
erstmals gezeigt, dass die Zugabe von rhTNFa-Protein die Bildung von IL-12p40 in CD-14"-
Monozyten induziert.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Laborgerate

CO,-Begasungsschrank: Typ BBD 6220 Heraeus
Digitaler Multi-Imager fir WeiBlicht-, Fluoreszenz- und Biorad Laboratories GmbH
Lumineszenz-Aufnahmen und Multianalyst Software

Elektrophorese-Kammer und Zubehdr fir EMSA-Analysen, Biorad Laboratories GmbH

Protean lIxi-System

Elektrophorese-Kammer und Zubehor flir Western-Analysen, Invitrogen, NOVEX-Elektrophoresis
NuPAGE Electrophoresis System

ELISA-Reader Biotek

Fluoreszenz Platten-Messgerat (HTS7000) Biotek

Laminair HB2010 Mahl GmbH

LightCycler® Instrument mit Realtime PCR und Roche

Auswertesoftware

Magnetischer Zellseparator (MACS)
Neubauer-Zahlkammer

Photometer UV-2401PC/ UV-2501PC
Plattenleser Dynatech MR 600
Sterilwerkbank Laminair HB2010
Thermocycler GeneAmp 9600
Thermomixer Comfort
Tischzentrifuge Biofuge 13
Wasserbad

Graph Pad Prism4.0®
Microsoft® Windows 2000
Microsoft® Office 2000 (Word, Excel, Draw)

5.2 Chemikalien

3-Morpholinpropansulfonsaure (MOPS)
96-100 %iges Ethanol, 70 %iges Ethanol
Agarose

AlamarBlue™-Ldsung

Anisomycin

anti-DNA Peroxidase

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay
Basismedium (RPMI 1640 mit 2mM L-Glutamin)
BlueJuice Gel Loading Buffer
Bromphenolblau

BSA (Fraktion V)

BSA Fraktion V

Caspase-Inhibitor DEVD-CHO
Caspase-Inhibitor inaktiv

Caspase-Inhibitor ZVAD-FMK

Miltenyi Biotec
Jurgens-Omnilab Laborbedarf
Shimadzu

Biotek

Mahl

Eppendorf

Eppendorf

Heraeus

Heraeus

Graph PAD PRISM
Microsoft
Microsoft

Carl Roth
Carl Roth
SERVA
Biosource
Calbiochem
Roche
Promega
Gibco
Gibco
SERVA
Boehringer Mannheim
Boehringer
Calbiochem
Calbiochem
Calbiochem
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CD14"-Microbeads

Cell Death Detection ELISA®
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMSO = Dimethylsulfoxid
DNA Master SYBR-Green |

DNA-Molekulargewichtsmarker ,100 Bp-Ladder*

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Extraktionspuffer fir MAPK-Phosphorylierung mit Protease

Inhibitor Complete (Fa. Roche)
FCS (fétales Kélberserum)
Glycerin

Heparin (Liquemin N 25000)

Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure (HEPES)

Isopropanol
isotonischen Trypanblaulésung

(Natriumchlorid 0,85% (w/v), Trypanblau 0,16% (w/v))

Kinase Inhibitor PD 98059 und UO126

Kinase Inhibitor SB 203580 und SB202474

Kinase Inhibitor SP600125

LPS mit Stamm Escherichia coli O55:B5

Magermilchpulver
Magnesiumsulfat
Methanol

Mikrolite-Platte (geeignet zur Fluoreszenzmessung)
Milli-Q-Wasser (Reinstwasser zur Herstellung von Lésungen)

Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumphosphat

Oligonukleotide / Primer (entsalzt, HPLC-gereinigt)
10-fach Puffer,

Omniscript- Reverse Transkriptase

Nukleosid-Tri-Phosphate-Mix, Oligo (dT)12.1s,
Inhibitor und Omniscript Reverse Transkriptase

Peroxidase-markiertes Avidin
Phosphate buffered saline (PBS)
Protease-lnhibitor-CompIete®
QuantiTec SYBR-Green PCR
rhTNFa- bzw. rhiL-10-Protein
Rhodamine 110

RiboGreen Quantitation Kit. RiboGreen mit Ribo-Green-

Reagenz und Tris-Puffer
RNAse freies-H,O

Miltenyi Biotec
Roche
Calbiochem
Calbiochem
Roche
Invitrogen
Merck

Merck
Biosource

PAA

Merck

Hoffmann-La Roche
Carl Roth

Merck

Sigma

Calbiochem
Calbiochem
Calbiochem
Calbiochem
Biorad Laboratories
Merck

Carl Roth

Nunc

Millipore

Sigma Chemie
Merck

Merck

Carl Roth

Merck

Merck

Sigma Chemie
Merck

Sigma Chemie
MWG-Biotech AG
Qiagen

Calbiochem
Biochrom
Roche
Qiagen
Biosource
Promega
Roche

Sigma
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RNase-Free Dnase Set Qiagen

RPMI 1640 mit 2mM L-Glutamin Gibco

Streptavidin Horseradish Peroxidase Boehringer Mannheim
Suramin Calbiochem
Thalidomid und Aminothalidomid Grunenthal

Tris ultra pure ICN Biomedicals
Triton X-100 SERVA

Trypanblau Biosource

Tween-20 Sigma Chemie
Wasserstoffperoxid Carl Roth

5.3 Verbrauchsmaterialien

Eppendorf-ReaktionsgefalRe, Plastikpipettenspitzen, VWR

Kulturplatten (6-well, 24-well und 96-well), Zentrifugenréhrchen
(15 ml und 50 ml), Pipetten, Zellschaber, Mikrolite-Platte

Proteinarray Raybiotek
QlAshredder Qiagen
RNeasy Mini Kit Puffer RW1, RLT und RPE Qiagen
Spritzen (50 ml) Greiner
Sterilfilter (0,2 um PorengréRe) Sartorius

54 Zellkultur

Die Zellkulturarbeiten erfolgten entsprechend den allgemeinen Methoden der Zellkultur und
sind ebenso wie die Behandlungsweisen samtlicher Gerate, Chemikalien und
Labormaterialien fiir zellbiologische Arbeiten aus Lindl und Bauer entnommen?®.
Kunststoffmaterialien wie Eppendorf-Reaktionsgefale und Plastikpipettenspitzen wurden vor
Gebrauch bei 121°C und 2 bar fir 15 min autoklaviert und im Trockenschrank bei 100°C
getrocknet. Glasgerate (Flaschen und Messzylinder) wurden fur 2 h bei 160°C und 2 bar
sterilisiert. Die sterilen Arbeiten wurden an einer Sterilwerkbank durchgefihrt. Die Kultivierung
der Zellen erfolgte in Wasserdampf gesattigter Atmosphare in elektronisch geregelten CO,-
Begasungsschranken bei einer konstanten Temperatur von 37°C und einem CO,-Gehalt von
5 %.

5.41 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Die Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat erfolgte durch die Trypanblau-Exklusionsmethode.
Der Farbstoff Trypanblau kann die intakten Plasmamembranen nicht durchdringen und somit
kénnen lebende Zellen nicht angefarbt werden. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und
erscheinen unter dem Lichtmikroskop blau.

Fir die Durchfihrung wurde das Zellsediment in einem Volumen von 5 ml resuspendiert. 20 pl
der Zellsuspension wurden mit 180 pl einer isotonischen Trypanblaulésung verdinnt. Die
lebenden Zellen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und entsprechend den
Angaben des Herstellers berechnet.
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5.4.2 Losungen, Medien und Medienzusatze

Alle Lésungen wurden mit Milli-Q-Wasser hergestellt. Die Sterilisation hitzeresistenter
Lésungen erfolgte durch Autoklavieren bei 121°C und 2 bar. Lésungen mit hitzelabilen
Komponenten wurden durch einen Sterilfilter filtriert.

Als Basismedium fur die Zellkultur diente - soweit nicht anders vermerkt - RPMI 1640 mit
2mM L-Glutamin. Als Kulturmedium diente Basismedium plus 10% FCS (FCS = Foétales
Kalberserum). Die durchgefiihrten Arbeiten wurden mit einer Charge FCS durchgeflihrt. Die
Seren wurden vor Gebrauch hitzeinaktiviert (56 °C, 30 min), aliquotiert und bis zum Gebrauch
bei —20°C aufbewahrt.

543 Isolierung von PBMCs und CD14"-Monozyten

Isolierung von PBMCs (PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells)
Aus dem Blut wurden die PBMCs durch Dichtegradienten-Zentrifugation gewonnen. Zur
Aufarbeitung von 250 ml Humanblut wurden in 20 Stick 50 ml-Greiner-Réhrchen je 20 ml

Ficoll-Paque® vorgelegt. Das Blut und das Kulturmedium wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt
und das Ficoll damit vorsichtig Uberschichtet und fir 35 min bei 1400 rpm, ohne Bremse
zentrifugiert. Der Erfolg der Dichtegradientenzentrifugation konnte an der Ausbildung von drei
Phasen und einer Interphase, welche die PBMCs enthélt, kontrolliert werden. Nach der
Zentrifugation wurde die obere der vier Phasen (Serum) verworfen. Der weil’e Lymphozyten-
Ring wurde abgenommen. Je zwei Rohrchen des abgenommenen Lymphozyten-Rings
wurden vereinigt und mit Kulturmedium auf 30 ml aufgefillt. Es erfolgte eine Zentrifugation fur
15 min bei 1200 rpm mit Bremse. Die entstandenen Pellets wurden mit MACS-Puffer auf 30 ml
aufgefillt und 10 min bei 1000 rpm mit Bremse zentrifugiert. Die Uberstande wurden
verworfen und die Pellets wurde in jeweils 5 ml MACS-Puffer resuspendiert und die Zellzahl
wurde bestimmt. Die PBMCs wurden direkt in Stimulationsexperimenten eingesetzt oder
weiter zu CD-14"-Monozyten aufgereinigt.

Isolierung der CD-14"-Monozyten durch MACS

Die Methode der Magnetische Zellseparation (MACS) und dient der Isolation von Monozyten,
welche membranstindiges CD14 exprimieren'®. Nach der Markierung der CD14-Molekiile
durch Magnetpartikel erfolgt die Separation durch Positivselektion in einem Magnetfeld. Nach
erneuter Zentrifugation fir 10 min bei 1000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
in  MACS-Puffer (80 ul MACS-Puffer pro 110" Zellen) resuspendiert und mit CD14-
Microbeads (20 ul Microbeads pro 1*10” Zellen) versetzt. und fiir 15 min bei +4°C im
Klhilschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 10-fachen Ausgangsvolumen
MACS-Puffer aufgenommen und fir 15 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden auf
die im Magnetfeld befindliche VS*-Saule (mit 3ml MACS-Puffer vorgespiilt) gegeben. Der
Durchfluss enthielt die PBMCs ohne CD-14"-Monozyten. Nach dreimaligem Waschen wurden
die Zellen mit 5 ml MACS-Puffer von der Saule eluiert. Die Zellzahl von CD-14"-Monozyten
wurde bestimmt. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Zellpellets soweit nicht

anderes vermerkt — in Basismedium aufgenommen.
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544 Zellkultur und Stimulationsexperimente

Das Gesamtblut, die CD-14"-Monozyten und die PBMCs wurden in Stimulationsexperimenten
eingesetzt. Die Zellen wurden in Kulturplatten (6-well, 24-well, 96-well) im Basismedium in 6
Ansatzen kultiviert mit entprechender Zellzahl in den Stimulationsexperimenten eingesetzt und
nach erfolgter Stimulation flir unterschiedliche Dauer inkubiert. Tab. 12 zeigt in Abhangigkeit
von der Analysemethode die verschiedenen Ansatze und die verwendeten Kulturplatten.

Tab. 12: Ubersicht liber verwendete Zellzahlen in Abhingigkeit der jeweiligen Analysemethode
Methode Kulturplatte

ELISA* (Ansatz 1) 96 well-Format mit 1x10° Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 0,25 ml
RT-PCR** (Ansatz 2) 24 well-Format mit 2-4x10° Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 1,25 ml
ELISpot (Ansatz 3) Gesamtvolumen von 0,25 ml mit 1x10°-10° Zellen/ml im 96 well Format
ELISA-based 2 ml EppendorfgefaR mit 5x10° Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von
phosphorylation assay |1 ml

(Ansatz 4)

Proteinarray (Ansatz 5) |6 well-Format mit 4x10° Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 1,25 ml

ELISA fir Gesamtblut |6 well-Format mit 1 ml (1:2 Gemisch Blut + Kulturmedium) in einem
(Ansatz 6) Gesamtvolumen von 1,25 ml

ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
RT-PCR = Reverse Transkription- Polymerase-Kettenreaktion

Die Zellernte und Aufarbeitung erfolgte entsprechend der jeweiligen Analysemethode. Nach
der Stimulation wurden die Kulturiberstdande nach Zentrifugation (5 min bei 1200 rpm)
abgenommen und bei -20°C eingefroren. Die Untersuchung auf die Zytokinmenge erfolgte
innerhalb der nachsten 3 Kalendertage.

Fir die in vitro Stimulation wurden LPS (in der Regel 10 yg/ml), rh TNFa-Protein (100 ng/ml),
rhiL-10-Protein (in der Regel 5 pg/ml) und Anisomycin (in der Regel 20 uM) verwendet. Die
Substanzen und Inhibitoren wurden -falls nicht anders vermerkt- 30 min vor Stimulus mit den
Zellen inkubiert.

Bei den Kinetikexperimenten wurden die Versuche so durchgefiihrt, dass alle
Versuchsgruppen die gleiche Behandlungsdauer erfuhren. Es wurden jeweils 250-fach
konzentrierte Inhibitor-Lésungen hergestellt, welche durch Zugabe zu den Zellen auf die
jeweilige Endkonzentration verdinnt wurden. Es wurden nur Konzentrationen der Inhibitoren
eingesetzt, welche die Zellviabilitat im AlamarBlue™ nicht beeinflussten.

Um eine Verunreinigung des Kulturiiberstandes mit membrangebunden Zytokinen (z.B. dem
membrangebunden TNFa) zu vermeiden, wurde der Kulturiiberstand vorsichtig abgenommen
und zentrifugiert, um zellulare Bestandteile aus dem Kulturtiberstand zu entfernen.

Die Wirkung der Substanzen wurde in einer Konzentrations-Wirkungskurve dargestellt und der
ECso-Wert (molare Konzentartion eines Agonisten, bei 50 % der maximal moglichen Wirkung)
wurde mit Graph PadPrism4.0® errechnet.
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5.5 Nachweis der Zytokinproduktion

5.5.1 ELISA

Der Nachweis der Zytokine in den Kulturiberstanden erfolgte tber den enzymgebundenen
Immunoassay (ELISA-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,

Abb. 62). Diese Untersuchung basiert auf dem Prinzip des Nachweises eines Proteins
(Zytokins) als Antigen, bei welcher ein gesuchtes Zielmolekul Gber Antikdrper fixiert wird.
Diese Antikorper sind wiederum an ein enzymatisches Detektionssystem gekoppelt.

Im ELISA wurde das Standardprotein in einer Verdiinnungsreihe eingesetzt und wie die zu
untersuchenden Kulturiberstdnde im ELISA analysiert. Das in den Kulturiiberstand
sezernierte Zytokin wurde —soweit nicht anders vermerkt- als Dreifachbestimmung je Probe
nachgewiesen. Durch die Inkubation der pharmakologischen Substanzen mit dem
Standardprotein des ELISA’s fir 30min und der anschiessenden Messung des
Standardproteins wurde der Einfluss der Substanzen auf die Erkennung der Zytokine im
ELISA Uberpruft.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen arithmetische MW + SEM. [pg/ml] eines Versuches
beispielhaft fur die Ergebnisse aus —soweit nicht anders vermerkt- drei unabhangigen
Versuchen dar.

Fur die Erstellung der Dosis-Wirkungskurve wurden die erhaltenen Messgrélien der Zytokine
von 9 unabhangigen Versuchen/verschiedenen Spendern auf lhre jeweilige LPS-Kontrolle
(100 %) im Versuch bezogen. Die Starke der sezernierten Zytokinmenge von CD-14-
Monozyten kann in Abhangigkeit vom Spender variieren, wodurch eine Darstellung der
Mittelwerte der Zytokinmenge verschiedener Spender nicht sinnvoll ist. Es wurde die
Zytokinbildung eines reprasentativen Versuches (eines Spenders) dargestel|t®%96:100:101:107:237,
Die Substanzwirkungen wurden als % Hemmung aus den einzelnen Versuchen nach
folgender Formel errechnet:

((Werte LPS-Kontrolle — Werte LPS + Substanz) / Werte LPS-Kontrolle) x 100.

Routinemafig erfolgte die Messung der Zytokine IL-10 (Kat. Nr. CH1324C), IL-12p40 (Kat. Nr.
CHC1564) und TNFa (Kat. Nr. CHC1754) mit dem ELISA der Fa. Biosource nach Angaben
des Herstellers, wobei der primare Antikdrper Uber Nacht bei +4°C inkubiert wurde. Die
Absorptionsmessung erfolgte im ELISA-Reader.

1) ‘ Antigen Abb. 62: Prinzip des enzymgebundenen Immunoassay (ELISA) nach
der Sandwich-Methode

Bei der Sandwich-Methode wird ein spezifischer, an eine feste Phase
(z.B. Mikrotiterplatte) gebundener Erstantikdrper mit einer Antigenlésung

Y Coating - Antikorper

Biotin - markierter unbekannten Gehaltes inkubiert. Um unspezifische Bindungen zu

2) i Detektions - Antikérper vermeiden, yvurden die Mikrotiterplat.ten mit 5. Y%iger BSA-.I_éstung bIockjert.
‘ Nach 4-maligen Waschen wurden die Mikrotiterplatten mit einem zweiten,
biotinmarkiertem Detektionsantikdrper, welcher das Antigen spezifisch

Y erkennt, inkubiert. Nach erneutem 4-maligen Waschen wurde dem System

Peroxidase-markiertes Avidin hinzugegeben. Dieses bindet an das Biotin
des Detektionsantikdrpers. Die Peroxidase spaltet eine farblose

3) Peroxidase - Substratlosung. Es entsteht ein farbiges Spaltprodukt, welches
i markiertes Avidin spektralphotometrisch gemessen wird (Messung bei 450 mn, Referenz bei
’ 690 nm). Uber den mitgefiihrten Antigenstandard wird die Konzentration
Y der Antigen-L6sung ermittelt.
4) .
O Peroxidase

farbloses farbiges
Substrat Substrat
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Reagentien:

Coating-Puffer (PBS):
8,0 g NaCl, 1,42 g Na,HPO, x H,0, 0,2 g KH,POQOy4, 0,2 g KCl in 1 Liter Millipore-H,O, pH-Wert:
7.4
Blocking-Puffer (PBS + 0,5% BSA):
5,0 g BSA in 1 Liter Coating-Puffer, pH-Wert: 7,0-7,4
Wasch-Loésung (PBS + 0,1% Tween 20):
1 mL Tween 20 in 1 Liter Coating-Puffer, pH-Wert: 7,4
Standard-Diluent / Assay-Puffer (PBS + 0,5% BSA + 0,1% Tween 20):
5,0 g BSA in 1 Liter Coating-Puffer plus 1 mL Tween 20, pH-Wert: 7,4
Substrat-Puffer (0,05 M Phosphat-Citrat-Puffer):
257 mL 0,2 M Na,HPO, anhydriert plus 243 mL 0,1 M Citronensaure und 500 mL Millipore-
H,O, pH-Wert: 5,0
Stop-Ldsung (1,8 N H,SO,):
49 mL konzentrierte H,SO,4 plus 951 mL Millipore-Wasser.

Besonderheiten zur Messung des IL-10-Proteins

Das Protein IL-10 wurde zusatzlich zum ELISA der Fa. Biosource mit dem R&D ELISA
untersucht. Beide IL-10-Standardproteine wurden gegen biologisch aktives rhiL-10-Protein
(160 KDA Homodimer) hergestellt (Auskunft Fa. Biosource und Fa. R&D).

Im Biosource ELISA wird ein monoklonaler Erstantikbrper (MAB 19) und ein monoklonaler
Zweitantikorper (MAB 17) verwendet.

Der MAB 19 der Fa. Biosource erkennt spezifische Regionen (Epitope) im humanen IL-10-
Protein, welche an der Rezeptorbindung und Induktion der biologischen Aktivitat beteiligt
sind®®. Der IL-10 ELISA der Fa.R&D (Kat. Nr. DY217) verwendet einen monoklonalen
Erstantikérper (MAB 217) und einen polyklonalen Zweitantikérper und wurde entsprechend
den Angaben des Herstellers R&D Systems, Europe durchgefiihrt.

5.5.2 ELISpot

Der ELISpot fir IL-12p40 (Kat. Nr. KHE1565 Hu IL-12) und IL-10 (Kat. Nr. KHE1325 Hu IL-10)
wurde mit den kauflichen Kits der Fa. Biosource nach den Anweisungen des Herstellers
(Fa. Cytech) durchgefiihrt. Die MW + S.E.M. aus zwei Proben von drei Versuchen
verschiedener Spender wurde aus der Spotbildung von IL-12- bzw. IL-10-Protein der CD-14"-
Monozyten errechnet.

Der monoklonale Erstantikérper im ELISpot IL-10, wurde gegen rhiL-10-Protein (Heterodimer
mit 160 kDa) produziert. Die spezifische Erkennung wurde getestet, indem die
neutralisierende Wirkung des Erst-Antikorpers auf die, durch IL-10-Protein vermittelte TNFa-
Hemmung in LPS-stimulierten PBMCs Uberprift wurde (personliche Auskunft von P. H. van
der Meide, Fa. Cytech).

5.5.3 Proteinarray

Der Proteinarray funktioniert prinzipiell wie ein ELISA, wobei unterschiedliche Antikérper in
abgegrenzten Feldern auf einer Membran fixiert sind (Abb. 63). Die Durchfiihrung des
Proteinarray erfolgte nach Angaben des Herstellers (Fa. Raybiotek). Der Kulturiiberstand von
LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten (Ansatz 2) wurde unverdiinnt analysiert.
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Die Messung der cheminlumineszierenden Punkte (Spots) erfolgte nach 10 min im Multi-
Imager. Der Hintergrund jeder Membran (Negativkontrolle) wurde von der Starke jedes
Signals subtrahiert. Die Starke des Signals auf einer standardisierten Flache wurde mit dem
Auswerteprogramm des Multi-Imager ausgewertet. Die relative Menge der einzelnen Zytokine
wurde im Vergleich zu den Positivkontrollen bestimmt. Der Coefficient of Variation fur jede
Membran errechnete sich nach folgender Formel: Standardabweichung * 100 / mean. Die 6
Positivkontrollen einer Membran wurden als Standard (100 %) verwendet und gegen die
gemessenen Proteine auf die Positivkontrolle genormt®. Damit eine Aussage Uber die Potenz
von pharmakologischen Substanzen (Aminothalidomid und Thalidomid) getroffen werden
konnte, wurden beide Substanzen &aquimolar mit 4 uM eingesetzt. Die Wirkung der
pharmakologischen Substanzen wurde als % Hemmung gegenuber der LPS-Kontrolle
berechnet.

A B D E F G H | J K L

c
1 Pos | Pos | Neg | Neg |ENA78| GCSF |GMKCSF| GRO | GROa| 1309 | IL1o | IL1B
Neg

2 Pos | Pos Neg |ENA78| GCSF [GMCSF| GRO | GRO-a| 1309 | IL1o | IL1B
3 2 | I3 | 4 | L5 | L6 | L7 | I8 | IL10 [IL-12p70 IL-13 | 115 | IFNy
4 -2 | W3 | 4 | 5 | 16 | L7 | I8 | IL10 [IL-12p70 IL-13 | 115 | IFNy
5 | MCP-1| MCP-2 | MCP3 | MCSF | MDC | MG | MP-1b [RANTES| SCF | SDF-1 | TARC | TGF-R1
6 | MCP-1|MCP-2| MCP-3 | MCSF | MDC | MG | MIP-1b [RANTES| SCF | SDF-1 | TARC | TGF-1
7 | TNFo | TNFR | EGF | IGF | Ang | OSM | Tpo | VEGF |PDGF-R| Leptin | Neg | Pos
8 | TNFo | TNFR | EGF | IGF | Ang | OSM | Tpo | VEGF |PDGF-R| Leptin | Neg | Pos

Abb. 63: Darstellung der Membran RayBio™Human Cytokine Array lli

Jede Membran ist in 96 Kastchen eingeteilt. Es befinden sich 6 Felder einer Positivkontrolle (Pos, dunkelgraues
Feld) und 2 Felder einer Negativkontrolle (Neg, hellgraues Feld) auf jeder Membran. Indem die Positivkontrolle als
BezugsgroRe dient, lassen sich die verschiedenen Membranen (iber die Starke der Positivkontrolle miteinander
relativ vergleichen. Die gelben Felder zeigen Zytokine, welche von LPS-stimulierten CD-14"-Monozyten nach 24 h
in den Kulturiiberstand sezerniert wurden. Die im Kulturiberstand enthaltenen Zytokine werden durch die
spezifischen Antikdrper auf der Membran gebunden. Uber einen zweiten Antikérper, welcher an ein enzymatisches
Detektionssystem gekoppelt ist, erfolgt eine Anfarbung der Membran, welche als ,Spot“ sichtbar wird. Die Starke
der gemessenen ,Spots* entspricht der sezernierten Zytokinmenge.

5.6 RNA-Isolierung und RT-PCR

Die RNA-Isolierung und RT-PCR (Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion) wurde
nach den Grundsitzen der molekularbiologischen Methoden durchgefiihrt?®®. Die Reverse
Transkription (RT) wird durch eine RNA-abhangige DNA-Polymerase durchgefiihrt. Dieses
Enzym verwendet ssRNA (einzelstrangige RNA) als Matrize und stellt von dieser eine dsDNA-
Kopie her (doppelstrangige DNA, cDNA). Das Primerpaar (synthetisch hergestellte
Oligonukleotide) lagert sich am entsprechenden Gegenstick der RNA an und bildet den
Startpunkt, an welchem die Synthese beginnt. Die hergestellte cDNA (dsDNA) wird in der
Polymerasekettenreaktion (PCR) ampilifiziert und stellt ein Mal3 fir die steady state mRNA-
Menge dar. Durch einen Vergleich der amplifizierten Produktmenge kann somit auf die
Regulation der Transkription geschlossen werden.



MATERIAL UND METHODEN 103

5.6.1 RNA-Isolierung

Die RNA wurde bei 22°C mittels QlAshreddersaule und RNeasy Mini Kit isoliert (Fa. Qiagen).
Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifugation bei 2000 rpm fiir 5 min, der Uberstand wurde
in neues Eppendorfgefal® Ubertragen und fir die Bestimmung im ELISA bei -20°C
eingefroren. Die Zellen wurden durch Zugabe von Puffer RLT (350 bei ml bei bis 5 x 10° Z/ml
bzw. 600 ml 5 x 10° bis 1 x 10" Z/ml lysiert und fiir 1 min gevortext. Das Lysat wurde auf die
QlAshreddersaule gegeben und 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren. Durch Zugabe von einem
Volumen (350 ul oder 600 pl) 70 %-iges Ethanol auf das homogenisierte Lysat wurde DNA
gefallt. AnschlieRend wurden bis zu 700 pl des Gemischs auf die RNeasy-mini-spin-Saule
geben und fir 15 sec bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Saule wurde durch Zugabe von 700 pl Puffer RW1 auf die RNeasy-mini-spin-Saule und
anschlieBender Zentrifugation fur 15 sec bei 10000 rpm gewaschen. Es erfolgte ein zweiter
Waschschritt mit 500 ul ethanolhaltigem Puffer RPE. Der Durchfluss wurde verworfen und das
uberflissigem Ethanol durch Zugabe von 500 ul Puffer RPE entfernt. Anschlielend wurde die
RNeasy-mini-spin-Saule flir 2 min bei 13000 rpom zentrifugiert. Durch Zugabe von 30 pl
RNAse freiem-H,O auf die RNeasy-mini-spin-Saule und erneuter Zentrifugation flr 1 min bei
10000 rpm wurde die RNA isoliert.

5.6.2 Bestimmung der Reinheit und Konzentration der RNA

Die RNA wurde zur Denaturierung in Vorbereitung auf die Reverse Transkription fir 15 min
bei 60 °C im Wasserbad inkubiert und anschlieRend im Eisbad kurz abgekihlt. Fir die
Bestimmung der Reinheit der RNA-Konzentration wurden 2 ml der RNA-L6sung 1:100 mit
RNAse-freiem Wasser verdunnt und die optische Dichte (OD) bei 260 nm und 290 nm im
Shimadzu-Photometer gemessen. Der Quotient aus der OD2g00m/OD2gonm Wurde bestimmit.

Lag dieser Wert zwischen 1,9 - 2,0, so handelte es sich um eine saubere RNA. War der
Quotient < 1,9 lagen Verunreinigung durch Proteine vor und die RNA wurde nicht zur Analyse
verwendet.

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem RiboGreen Quantitation Kit (Fa. Roche).
RiboGreen ist ein extrem-empfindlicher Farbstoff, der eine einfache und schnelle Bestimmung
der RNA-Konzentration erlaubt. RiboGreen ist, wenn es frei in geléster Form auftritt,
nichtfluoreszierend. Nach Bindung an die RNA erhoht sich die Fluoreszenz der RiboGreen-
Lésung um mehr als das 1000-fache. Das RiboGreen-Reagenz wurde in einfach Tris-Puffer
1:200 verdunnt. Die mitgelieferte RNA diente als Standard (15 ng/ml — 1000 ng/ml). Bei einem
Einsatz von 5 x 10° Zellen/well wurde die isolierte RNA 1:280 in der Messung eingesetzt. In
eine Mikrolite-Platte wurden zu 50 ul Standard bzw. 50 pl Probe pro well 50 pyl RiboGreen
Reagenz zugegeben. Die Messung erfolgte im Fluoreszenz Platten-Messgerat bei einer
Extinktionswellenlange von 495 nm, einer Emisionswellenldnge von 535 nm, einer Einstellung
gain optimal (ca. 60), 3 flashes und 40 ps Integration. Die Eichkurve war bis 1000 nmol
RNA/ml linear. Die Auswertung erfolgte mit Excel 97 und GraphPad Prism4.0°.
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5.6.3 Reverse Transkription

Zur Synthese eines komplementaren DNA-Stranges der mRNA-Matrize wurde die Reverse
Transkriptase (Omniscript) verwendet. Die RNA wurde in allen Proben auf die héchstmogliche
gemeinsame Konzentration eingestellt (1 ug-1,5ug RNA/25ul). Fir die Reverse
Transkription wurde pro Probe ein Mastermix mit folgenden Lésungen hergestellt: 5,5 pl
RNAse-freies Wasser, 4 ul 10-fach Puffer, 4 pyl Nukleosid-Tri-Phosphate-Mix (5 mM), 4 pl
Oligo (dT)12.15 (500 pg/ml, 8 uM), 0,5 pul RNAse Inhibitor (20 U / 40 pl Reaktion-RNAseOut) und
2 ul Omniscript Reverse Transkriptase. Zu 25 yl RNA-Lésung wurden je 15 uyl Mastermix
gegeben. Als Kontrolle wurde eine Reaktion ohne das Enzym Reverse Transkriptase (RT-
Kontrolle) mitgefiihrt. Die Reverse Transkription wurde im Thermocycler der Fa. Eppendorf bei
37°C fur 60 min durchgeflhrt. Das Enzym wurde nach der Reaktion durch Erhitzen (93°C,
5 min) inaktiviert und auf +4°C abgekihlt.

Das Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von 160 yl RNase-freiem Wasser vor dem
Einsatz in der PCR verdinnt. Die Proben wurden wahrend der Analyse bei +4°C gelagert und
anschlielend bei —20°C aufbewabhrt.

5.6.4 Real Time PCR

Prinzip:

Das dem Light-Cycler"-Verfahren zugrunde liegende Prinzip der Real Time PCR besteht in
der kontinuierlichen Messung eines Fluoreszenzsignals, welches wahrend der PCR
proportional mit der Menge des Amplifikationsprodukts ansteigt. Als Fluoreszenzfarbstoff
wurde SYBR-Green | verwendet, welcher unspezifisch in die Doppelstrang-DNA interkaliert.
Der Vorteil der Methode liegt in der stdndigen Messung (Real Time) des entstehenden PCR-
Produkts, wodurch nur die in der linearen Phase der PCR-Reaktion gebildeten PCR-Produkte
ermittelt werden®.

Die amplifizierten PCR-Produkte kénnen anschliefend aufgeschmolzen werden und anhand
des spezifischen Schmelzpunktes eines jeden Produktes kann die Bildung der spezifischen
PCR-Fragmente Uberprift werden. Die Moglichkeit der Bildung von Primer-Dimern wurde
durch die Verwendung von hot-start Polymerasen sehr gering gehalten®®.

Um Abweichungen in einzelnen Proben, welche wahrend der Zwischenschritte z.B. bei der
Umschreibung der mRNA in die cDNA wahrend der Reversen Transkription oder bei der
Probenbeladung fir die Real-Time PCR auszugleichen (,Normierung“ der Proben), wird die
Expressionsmenge der Zytokine (Zie-mRNA) auf die Expressionsmenge eines
unveranderlichen Genes bezogen®**%'%2, Haushaltsgene, wie die GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase) eignen sich besonders fir ,Normierung“ der Proben, da die
Synthese der Haushaltsgene in der Regel gleichmaRig erfolgt'*® e,

Die Synthese der Oligonukleotide / Primer (entsalzt, HPLC-gereinigt) erfolgte durch die Firma
MWG-Biotech AG. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden zur Herstellung einer 200 yM
Stocklésung in der entsprechenden Menge RNAse-freiem Wasser geldst.

Die PCR-Reaktionsprodukte wurden im Agarosegel (2,5 %) auf ihre Grofke und Reinheit
Uberprift und nur die Primerpaare, welche Amplifikationsprodukte mit der richtigen Gréle
lieferten, wurden fir die Analyse verwendet.
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Das PCR-Produkt wurde in Blueduice Gel Loading Buffer auf ein Agarosegel (2,5 %)
aufgetragen und elektrophoretisch (200 V, 35 min) getrennt (Daten nicht gezeigt). Zur
Bestimmung der Fragmentlange diente der DNA-Molekulargewichtsmarker ,,100 Bp-Ladder”.
Die Detektion und Berechnung der Proben erfolgte mit dem Fluor-S Multilmager und der
Software der Fa. Biorad. Die Ergebnisse flr die Parameter 1L-12p40 und IL-10 wurden durch
je eine zweites Primerpaar, welche andere PCR-Produkte amplifiziert, bestatigt (Daten nicht
gezeigt).

Durchfiihrung:

Die PCR-Reaktion erfolgte im LigthCycler™ der Fa. Roche nach den Angaben des
Herstellers. In Abhangigkeit von den etablierten Primerbedingungen wurde der
DNA Master SYBRGreen (Roche) oder das QuantiTec SYBRGreen (Qiagen) verwendet. Es
wurden 2 ul Template (cDNA) in einem Gesamtvolumen von 20 pl in der PCR eingesetzt. Der
Primermix fir eine Reaktion wurde aus 1 pl (4 uM) Sense-Primer und 1 pl (4 uM) Antisense-
Primer hergestellt (Tab. 13).

Tab. 13: : PCR-L6sungen fiir die Reaktion im LightCycler™

Die Sequenzen der Primerpaare und die amplifizierte Produktldngen sind in Tab. 14 aufgelistet. Die Primer fur
HPRT, 2 Mikroglobulin, B-aktin, GAPDH zur Bestimmung der Kopien wurden bei der Fa. Roche gekauft und die
PCR erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Die Quantifizierung erfolgte Gber die mitgelieferte cDNA in pg
genomischer DNA/Reaktion.

QuantiTec SYBRGreen DNA Master SYBRGreen
(Qiagen) (Roche)
SybrGreenMaster 10 ul 2yl
H,O 6 ul 11,6 pl
MgCL, 2 mM) 2,4 ul
Primermix 2 ul 2 ul
Inaktivierung der Polymerase 15 min 10 min

Tab. 14: In der PCR verwendete Primerpaare mit den zugehérigen PCR-Bedingungen:

Die Amplifikation aller verwendeten Primerpaare hatte ihren linearen Bereich zwischen 30 und 40 Zyklen. Das
PCR-Programm wurde je nach verwendeten Primerpaar im LightCycler™ gestartet.

Vorinkubation 95°C 10-15 Min — zur Inaktivierung der Polymerase , 95°C 30 Sekunden zu Denaturierung der DNA,
Annealing Temperatur 30 Sekunden bei der entsprechenden Temperatur fir das Primer, 72° fur 18-40 Sekunden
(1 sec/25 Bp amplifiziertem Produkt) , Wiederholung des Zyklus ab dem 2. Schritt entsprechend der 40 Zyklen,
Aufschmelzen der amplifizierten Produkte.

* in der Arbeit gezeigte Ergebnisse

Name Sequenz Sense Sequenz Antisense FragmentgroBe / | Quelle

(5'nach 3") (5'nach 3) Annealing
Temperatur

TNFa* [GGC TCC AGG CGG AGA CGG CGATGC |409Bp/67°C eigene Primer
TGCTTGTTC GGCTGATG

TNFa CGG GAC GTG GAG CAC CAGCTGGTT [355Bp/60°C eigene Primer
CTG GCC GAG GAG ATC TCT CAG CTC

IL- GAG TCT GCC CAT TGA |AAT TTT CAT CCT 397 Bp/60°C eigene Primer

12p40- |GGT CAT GGATCA GAA CC

neu*

IL- bei Fa. Biosource gekauft 273 Bp/50°C Fa. Biosource

12p40

IL-10- |GCC TAA CAT GCT TCG |TGATGT CTG GGT |204 Bp/60 °C 240

DA* AGATC CTT GGT TC

IL-10-alt | ATG CCC CAA GCT GAG |TGG GAT AGC TGA [189Bp/60°C eigene
AAC CAAGAC CCAG CCCAGC CCCTTG Primerkombination

AGA
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Name Sequenz Sense Sequenz Antisense Fragmentgrofe / | Quelle
(5'nach 3") (5'nach 3) Annealing
Temperatur
18S GTA ACC CGT TGA CCA TCC AAT CGG 111 Bp /53 °C 100
rRNA  |ACCCCATT TAG TAG CG
GAPDH |TGC ACC ACC AAC GAT GCA GGG ATG 190 Bp / 60 °C %
TGC TTAG ATG TTC
R-aktin |ACC AAC TGG GAC TAC GAC CAG AGG 192 Bp /58 °C %®
GAT ATG GAG AAG A | CAT ACA GGG ACAA

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte nach den Angaben der Fa.Roche mit dem
Auswerteprogramm des Light-Cycler”. Eine Verdiinnungsreihe aus einem cDNApool
verschiedener CD14'-Monozyten mehrerer Spender wurde als Standard eingesetzt. In
Anlehnung an die konventionelle PCR wurde die Expressionsmenge der Ziel-mRNA
normalisiert. Hierbei wurde der Quotient aus der Ziel-mRNA-Menge und der Haushaltsgen-
mMmRNA-Menge (GAPDH) Probe gebildet, um eventuelle Beladungsfehler oder
Schwankungen in der RT auszugleichen®°%®2, Die Menge der mRNA wurde in der log
Abbildung dargestellt'’®.

einer

5.7 Messung der Zytotoxizitat und Apoptose

5.71 AlamarBlue™

Der Einfluss von Testsubstanzen auf die Zytotoxizitat wurde im AlamarBlue™ bestimmt. Der
AlamarBlue™ ist ein ungiftiger Oxidations-Reduktions-Indikator, der bei erfolgter chemischer
Reduktion seine Fluoreszenz als auch seine Farbe andert. Die chemische Reduktion von
AlamarBlue™ findet in lebenden Zellen proportional zum zellularen Metabolismus und zur
intrazellularen Enzymaktivitat statt und stellt somit ein Malk der Anzahl lebender Zellen dar.
Die Durchfuhrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die AlamarBlue™-L&sung
wurde mit im Kulturmedium zu 5 % verdinnt. Je 100 pl/well wurden auf die Zellen (96-well
Format) gegeben und im Brutschrank inkubiert. Nach 4 h erfolgte die photometrische Messung
bei 570 nm und bei 600 nm. Aus den gemessenen Extinktionen wird mit den Korrekturfaktoren
der jeweiligen molaren Extinktionskoeffizienten die prozentuale Hemmung (auf die Kontrolle
bezogen) nach folgender Formel ermittelt:
100-(117,216*ODs70nmProbe)-(80,586*ODgoonmProbe)
((117,216*ODs79nmKontrolle)-(80,586*ODgognmKontrolle))*100).

Als Mal} der Zytotoxizitat wurde die prozentuale Veranderung der behandelten Zellen gegen
die jeweiligen Kontrollen ermittelt. Hemmungen gréRer als 20 % wurden als zytotoxische
Effekte betrachtet.

5.7.2 Cell Death Detection ELISA®

Im Cell Death Detection ELISA® werden mono- und oligonukleosome DNA-Fragmente Uber
gegen Histone gerichtete Antikorper mittels ELISA’s nachgewiesen. Fur die Messung der
Apoptose wurden die CD-14"-Monozyten (Ansatz 1) mit dem Cell Death Detection ELISA®
entsprechend den Angaben des Herstellers lysiert.
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Zur Bestimmung der Apoptose wurden die Zellysate 1:100 verdinnt. Zur Untersuchung der
Nekrose wurde der Kulturiberstand unverdunnt eingesetzt.
Die Durchfiihrung des Cell Death Detection ELISA® erfolgte mit den im Kit enthaltenen
Reagenzien nach folgender Anleitung:
e 50 pl Anti-Histone-Antikérper auf eine Mikrotiterplatte geben, waschen mit 200 pl
Waschpuffer
e Inkubation mit 200 pl Inkubationspuffer flir 30 min und erneutes Waschen
e mit 100 ul der Probe (Kulturiberstand oder Zelllysat) fir 90 min bei 22 °C inkubieren
und erneut Waschen
e Inkubation mit 100 pl anti-DNA Peroxidase fur 90 min
e Zugabe der Substratldsung und 9 min inkubieren
e Messen bei 405 nm (490 nm Referenz) im Plattenleser.
Die Linearitat der Entwicklung war bis 9 min nach Zugabe des Substrates gegeben.

5.7.3 Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay

Das ,Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay"“ erlaubt die indirekt Messung des aktiven
Caspase 3/7-Enzyms. Die Caspase-3/7 spaltet einen Aspartat-Rest vom pra-floureszierendem
Caspase-3/7 Substrate Rhodamine 110 ab, wodurch ein fluoreszierenden Produkt entsteht,
welches bei einer bestimmten Wellenlange (Extinktionsgs nm und Emisionszs nm) gemessen wird.
Zunachst wurden die CD-14"-Monozyten nach verschiedenen Zeiten der LPS-Stimulation
unter Zugabe eines Lyse/Aktivitatspuffers, welcher das pra-floureszierende Caspase-3/7
Substrate enthielt, lysiert. Die endogenen Caspasen-3/7 wurde aus den CD-14"-Monozyten
freigesetzt, wodurch diese das pra-floureszierende Caspase-3/7 Substrate spalten konnten.
Zunachst wurden nach verschiedenen Stimulationszeiten 150 pl Kulturiiberstand der CD14-
Monozyten abgenommen, zentrifugiert (4°C, 2000 g und 3 min) und bis zur Bestimmung der
Zytokine mittels Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Fa.Promega) bei —20°C
gelagert. Zu den verbleibenden Zellen wurden 100 pl im Kit enthaltener Lysis/Aktivitatspuffer
gegeben und die Zellen wurden zur Lyse fir 1 h im Dunkeln bei RT geschittelt. Das im Kit
enthaltene fluoreszierende Substrat Rhodamine 110 (Extinktion 498 nm, Emision 521 nm)
wurde 16 h nach Zelllyse im Fluoreszenz Platten-Messgerat gemessen.

5.8 Nachweis der Phosphorylierung der p38-MAPK

5.8.1 Aufarbeitung der Proben

Die Untersuchung der Kinase-Aktivitdt anhand der Phosphorylierungstarke wurden analog zu
den Stimulationsversuchen Ansatz 2 durchgefihrt. Die Stimulation erfolgte mit 10 pyg/ml LPS
oder 0,256 mM-20 uM Anisomycin. Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifugation (4 °C,
2000 g, 3 min) und der Uberstand wurde zur Bestimmung der freigesetzten Zytokine im ELISA
abgenommen. Das Pellet wurde mit 1 ml eiskaltem sterilem PBS gewaschen und erneut
zentrifugiert (4 °C, 2000 g, 3 min). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen sofort bei
— 80°C eingefroren.
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Die eingefrorenen Proben wurden auf Eis aufgetaut. Durch Zugabe von 100 pl
Extraktionspuffer mit Protease-Inhibitor-Complete® und 3-maligem vortexen nach 10 min fiir
insgesamt 30 min auf Eis, erfolgte die vollstandige Lyse der Zellen. Das Volumen des
Lysepuffers hing von der eingesetzten Zellzahl ab. Fiir 1 x 10’ Zellen wurden je 100 i
Extraktionspuffer verwendet.

Der Extrakt wurde anschlieRend zentrifugiert (13.000 g, 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde
aliquotiert und bei —80 °C aufbewahrt.

5.8.2 Untersuchung der MAPK-Phosphorylierung

Die Aktivierung der p38a-MAPK wurde anhand der Starke der Phosphorylierung der p38a-
MAPK an Threonin 180 und Tyrosin 182 im ELISA der Fa. Biosource quantifiziert. Die
Durchfihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Menge an p38a-
phosphoryliertem Protein bzw. die Gesamtmenge an isolierter p38a-MAPK wurde Uber ein
entsprechendes Standardprotein quantifiziert. Durch einen spezifischen primaren Kaninchen-
Antikérper, welcher nur die phosphorylierte Form der p38a-MAPK [pTpY180/182] erkennt, ist
eine Quantifizierung der phosphorylierten Form der p38a-MAPK mdglich. Fur die Erkennung
des Gesamtproteins diente als Primar-Antikbrper ein spezifischer Kaninchen-Antikérper,
welcher sowohl die phosphorylierte als auch die nicht-phosphorylierte Form der p38a-MAPK
erkennt und somit die Quantifizierung des Gesamtproteins der p38a-MAPK erlaubt. Fur beide
Primar-Antikérper diente ein polyklonaler Immunglobilin (IgG) Kaninchen-Antikérper als
Sekundar-Antikorper, welcher an eine Alkalische Phosphatase gekoppelt war. Die Ergebnisse
aus dem p38a-MAPK [pTpY180/182] ELISA wurden auf die Gesamtmenge an p38a-MAPK im
Kernextrakt bezogen (Normierung). Der prozentuale Anteil an phosphorylierter p38a-
MAPK [pTpY180/182] wurde nach folgender Formel berechnet:

(Menge p38a-MAPK [pTpY180/182] / Gesamtmenge an p38a-MAPK) x 100 %.

und graphisch dargestellt.

5.9 Statistik

Fir den Vergleich einzelner Behandlungsgruppen wurde der ANOVA-Test (Two-Way Analysis
Of Variance) verwendet. Die Daten der Substanzbehandlungen wurden als % Wert zu den
Kontrollen dargestellt. Fir den Vergleich zwischen den einzelnen Spendern wurde der
Student’s t-test verwendet. Fur beide Tests wurde ein P-Wert< 0,05 als signifikant
betrachtet. Die statistischen Tests wurden mit dem Programm GraphPadPrism4.0°®
durchgeflhrt.
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Wertetabellen zu den Abbildungen

Wertetabelle zu Abb. 9:
mRNA-und Proteinbildung von IL-12p40 und IL-10 nach LPS-Stimulation in humanen Monozyten (CD-
14+-Monozyten) und THP-1-Zellen

h [Zeit] [pa/ml] [pg/ml] [counts/mm?] [counts/mm?]
IL-12p40 hMonozyten Protein| THP-1 Protein  |hMonozyten mMRNA| THP-1 mRNA

0 3 29 19 46

5 57 100 511 770

18 981 686 101 298
IL-10 hMonozyten Protein| THP-1 Protein  |hMonozyten mMRNA| THP-1 mRNA

0 8 36 26 25

5 62 51 875 186

18 3716 51 1820 71

Wertetabelle zu Abb. 10, Abb. 25 und Abb. 39: Membranen des Proteinarrays
Angaben in Volume Count / mm? von 2 Membranen (Nr.1 und Nr.2 von zwei verschiedenen

Spendern)
Nr.1 | Nr.2 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 1 Nr. 2
LPS + LPS + LPS + LPS +
LPS | LPS |Aminothalidomid/Aminothalidomid| Suramin Suramin
[4pM] [4uM] [200 uM] | [200 pM] |unstimuliert|unstimuliert
MCP-1| 68 82 9,97 12,05 87,83 64,68 2,65 2,88
TNFa| 33 39 2,16 2,95 38,26 27,72 1,23 0,39
IL-6 | 241 | 222 119,04 113,27 181,17 162,19 0,36 0,99
IL-1b | 44 42 6,99 7,76 88,08 53,38 -0,06 0,37
IL-8 | 138 | 132 103,58 67,95 94,68 76,07 36,05 33,26
IL-10 | 53 65 44,46 44,3 7,28 8,33 5,8 4,96

Wertetabelle zu Abb. 11: Einfluss von Aminothalidomid und Suramin auf die Erkennung von TNFa-
(A) und IL-12p40-Protein (B)

A Standard Suramin [200 uM]  |[Aminothalidomid [4 pM]
TNFa—Protein TNFo—Protein TNFo—Protein
Standard [pg/ml] [pg/mi] [pg/ml]

0 0+0 27+9 38+ 11
7.8 8+0 10+ 9 25+ 10
15,6 16+ 0 9+ 9 27+ 9
31,3 31+ 0 46+ 34 63+ 6
62,5 63+ 0 62+ 8 82+ 4
125,0 125+ 0 103+ 10 153+ 24
250,0 250+ 0 288+ 24 351+ 40
500,0 500+ 0 426+ 54 543+ 29
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Wertetabelle zu Abb. 11: Einfluss von Aminothalidomid und Suramin auf die Erkennung von TNFa-

(A) und IL-12p40-Protein (B)

B Standard Suramin [200 uM]  [Aminothalidomid[4 puM]
IL-12p40-Protein IL-12p40-Protein IL-12p40-Protein
Standard [pg/mi] [pg/mi] [pg/ml]

0 0+0 0+0 0+0

8 8+0 0+£0 2+2

16 16+ 0 6+ 1 6+ 3

32 31+ 0 17+ 4 23+ 6

63 63+ 0 54+ 1 55+ 4
125 125+ 0 102+ 5 125+ 4
250 250+ 0 212+ 12 246+ 7
500 500+ 0 461+ 26 495+ 7

Wertetabelle zu Abb. 12: Einfluss von Aminothalidomid und Suramin auf die Erkennung von IL-10-

Protein im Biosource-ELISA (A) und R&D-ELISA (B)

A Standard Suramin [200 uM]  |[Aminothalidomid [4 pM]
IL-10—Protein IL-10—Protein IL-10—Protein
Standard [pg/mi] [pg/mi] [pg/ml]
0 3+ 1 7+2 2+1
8 9+5 7+3 5+2
16 14+ 0 5+2 14+ 2
32 30+ 2 10+ 4 25+5
63 68+ 4 11+ 2 57+3
125 135+4 7+ 1 124+ 4
250 268+ 6 13+1 245+ 2
500 503+ 8 35+ 2 461+ 9
1000 945+ 36 60+ 3 871+7
B Standard Suramin [200 uM]  |[Aminothalidomid [4 pM]
IL-10—Protein IL-10—Protein IL-10—Protein
Standard [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
0 0+£0 32+ 8 1+ 1
31 9+5 34+ 17 25+ 5
63 7+4 71+ 15 57+3
125 59+ 6 66+ 9 124+ 4
250 185+ 14 186+ 38 245+ 2
500 373+ 14 431+ 55 461+ 9
1000 909+ 41 1077+ 51 904+ 26




ANHANG

125

Wertetabelle zu Abb. 13: Messung von rhlL-10-Protein nach chemischer (A und B) oder thermischer
Denaturierung (C und D), Angaben + SEM
A, C = Biosource-ELISA
B, D = R&D-ELISA

A A B B
Standard 100 MM DTT + +100 MM DTT
IL-10 IL-10—Protein IL-10—Protein IL-10—Protein [pg/ml]
[pa/ml] [pg/ml] [pg/ml] IL-10—Protein [pg/ml]
0 5+1 41 +£3 5+5 120 +£23
16 16 £2 29 +4
31 29 +0 26 £5 25 +14 199 £+ 6
63 63 +3 28 +3 60 +6 203 + 37
125 122+ 6 21+3 64 +8 329 + 50
250 246 + 26 26 £5 198 + 16 475 + 64
500 472 £ 40 17 £ 4 408 + 27 894 + 61
1000 984 + 80 13+£5 918 + 83 1396 + 165
Standard C C + 10 min 65°C D D + 10 min 65°C
IL-10 IL-10—Protein IL-10—Protein IL-10—Protein
[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] IL-10—Protein [pg/ml]
0 3+£3 0+0 0+0 0+0
16 16 £2 0+0
31 26 £1 3+3 7+6 3+£3
63 59 +2 4 +4 37 £10 0+05
125 108+ 3 0+0 89 +18 129 £19
250 198 +7 0+0 252 +10 244 + 122
500 378 +3 0+0 491 +42 820 + 53
1000 726 + 16 1+1 965 + 54 1558 + 65

Wertetabelle zu Abb. 14: Wirkung von Suramin [20 yM und 200 uM] auf rhiL-10 [40 pg/ml-

1,25 pg/ml]

Angaben + SEM

rhiL-10 Medium Suramin [200 uM] Suramin [20 pM]
[pg/ml]

80 6314 + 187 1843 + 146 5921 + 265

40 5461 +423 927 + 89 4462 + 122

20 3918 £ 51 + 442 +16 2669 + 131

10 1839 + 124 245 + 42 1462 + 19

5 925 + 40 116 £ 14 646 + 32

3 534 + 30 56 +4 363 £5

1 331 £22 31 +£10 266 +13

0 0+0 2+2 3+3
rhiL-10 Medium Suramin [200 yM] Suramin [20 uM]
[pg/ml] + 100 mM DTT + 100 mM DTT + 100 mM DTT

80 1101+ 66 49+7 659+ 294

40 519+ 44 38+ 6 179+ 18

20 197+ 20 31+ 2 87+1

10 60+ 16 29+ 10 39+ 1

5 36+ 14 16+ 2 30+ 2

3 30+ 3 17+ 10 28+ 2

1 36+5 18+ 1 28+ 2

0 26+ 4 23+ 0 26+ 2
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Wertetabelle zu Abb. 15: Kinetik der LPS-induzierten Sekretion von TNFa, IL-12p40 und IL-10

IL-10-Protein IL-12p40-Protein TNFa-Protein
h [Zeit] [%] [%] [%]
0 0 0 2
1 12
3 42
6 5 27 73
9 100
16 79 90 82
24 100 100 87
30 24 74 20
49 25 0 0

Wertetabelle zu Abb. 18: mRNA-Menge verschiedener Haushaltsgene in CD14'-Monozyten in
Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer

h [Zeit] unstimuliert LPS LPS + LPS +
Thalidomid Aminothalidomid
[pg gen. DNA [pg gen. DNA [pg gen. DNA [pg gen. DNA
per reaction] per reaction] per reaction] per reaction]
GAPDH
1 5,29 5,49 5,24 5,32
2 5,14 5,13 5,18 5,16
5 4,47 4,72 4,56 4,28
18 4,07 4,03 3,90 3,99
R-Aktin
1 5,55 5,75 5,55 5,68
2 5,28 5,26 5,32 5,34
5 4,81 4,86 4,81 4,59
18 4,67 5,00 4,63 4,70
R2-Mikroglob.
1 5,89 6,15 5,97 6,01
2 5,75 5,73 5,82 5,84
5 5,42 5,58 5,43 5,19
18 5,39 5,55 4,95 5,28
HPRT
1 1,33 1,75 1,61 1,46
2 1,21 1,01 1,21 1,25
5 0,54 0,93 0,76 0,39
18 0,13 0,40 -0,01 0,32

Wertetabelle zu Abb. 19: mRNA-Mengen an GAPDH und 18S rRNA in CD14+-Monozyten in
Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer
Angaben fir GAPDH bzw. 18S rRNA [pool Mono’s]

Suramin [200 yM] und Aminothalidomid [4 uM]

h [Zeit] unstimuliert LPS LPS + LPS +
Suramin Aminothalidomid

GAPDH

1,0 268,30 275,50 261,00 268,30

3,0 21,60 19,10 20,70 24,00

6,5 14,70 9,47 8,53 9,77

12,5 14,80 10,10 8,70 8,30

18,0 24,50 18,20 23,80 22,00

25,0 20,40 27,50 29,50 29,70
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Wertetabelle zu Abb. 19: mRNA-Mengen an GAPDH und 18S rRNA in CD14+-Monozyten in
Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer
Angaben fir GAPDH bzw. 18S rRNA [pool Mono’s]

Suramin [200 yM] und Aminothalidomid [4 uM]

18S rRNA
1,0 24,80 17,60 13,70 15,90
3,0 20,83 18,20 14,50 15,30
6,5 20,60 17,50 18,48 21,00
12,5 16,40 15,70 12,50 15,00
18,0 20,10 20,20 21,70 25,60
25,0 16,60 21,90 22,60 17,90

Wertetabelle zu Abb. 20: Mono- und oligonukleosome DNA-Fragmente im Zytoplasma von LPS-
stimulierten CD-14+-Monozyten, Angaben + SEM

A = unstimuliert B=LPS C =LPS + Z-VAD FMK [20 uM]

D =LPS+ Z-DEVD FMK [1 uM] E = LPS + inaktiver Caspase-Inhibitor [1 uM]

F = LPS + Aminothalidomid [4 uM] G=LPS + Suramin [200 uM]

A B C D E
h [Zeit] [% der PK] [% der PK] [% der PK] [% der PK] [% der PK]
1 3+ 1 11+ 1 8+1 8+ 1 11+ 2
3 8+ 1 19+ 1 11+2 12+ 1 19+ 0
4 33+ 2 33+4 18+ 1 15+ 1 46+ 9
5 70+ 4 48+ 3 18+ 2 18+ 1 46+ 7
8 57+9 62+ 3 58+ 6 60+ 1 65+ 4
18 45+ 2 38+ 4 131+ 3 80+7 64+ 4
22 27+ 4 32+4 219+ 10 156+ 10 114+ 3
F G
h [Zeit] [% der PK] [% der PK]

1 9+ 1 6+ 3
3 18+ 2 9+3
4 33+3 16+ 1
5 46+ 4 21+ 4
8 66+ 8 38+ 5
18 35+ 6 19+ 1
22 23+ 6 14+ 1

Wertetabelle zu Abb. 21: Aktivitdt des Caspase-3/7 Enzyms in CD-14+-Monozyten, Angaben + SEM

A = unstimuliert B =LPS C =LPS + Z-VAD FMK [20 uM]
D =LPS+ Z-DEVD FMK [1 uM] E = LPS + inaktiver Caspase-Inhibitor [1 pM]
A B C D E
h [Zeit] [rel. Flour.] [rel. Flour.] [rel. Flour.] [rel. Flour.] [rel. Flour.]
0 12789+ 844 13359+ 698 2565+ 99 2796+ 64 9639+ 566

1,0 26539+ 1890 26971+ 3960 6384+ 490 3319+ 317 14798+ 1184
2,5 28174+ 1998 42444+ 3433 24580+ 1998 4396+ 600 30281+ 3757
4,0 127770+ 10987 | 12310+ 1096 5679+ 502 91240+ 9386
6,0 |246489+ 52366 | 315069+ 47390 3837+ 75 7882+ 816 100437+ 101109
8,0 284834+ 21179 | 300236+ 8973 2780+ 61 9015+ 381 52388+ 5441
22,0 |255254+ 8358 301690+ 2647 3185+ 56 9055+ 472 34658+ 1407
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Wertetabelle zu Abb. 22: Wirkung von Substanzen auf den Substratumsatz der Caspase-3/7 in LPS-
stimulierten CD-14"-Monozyten nach 4 h, Angaben + SEM

Caspase-3/7
[rel. Flour.]
LPS-stimulierte Kontrolle 813405 + 103826
Z-DEVD-FMK [1 uM] 5845 + 292
inakt. Caspase-Inhibitor [1 uM] 794918 + 22932
Aminoth. [4 uM] 715859 + 116472
Suramin [50 uM] 463873 + 82184
Suramin [200 uM] 279291 + 31693

Wertetabelle zu Abb. 23: Mono- und oligonukleosome DNA-Fragmente im Kulturiiberstand von LPS-
stimulierten CD-14+-Monozyten, Angaben + SEM

A = unstimuliert B=LPS C =LPS + Z-VAD FMK [20 uM]
D =LPS+ Z-DEVD FMK [1 uM] E = LPS + inaktiver Caspase-Inhibitor [1 uM]
F = LPS + Aminothalidomid [4 uM] G=LPS + Suramin [200 uM]
A B C D E
h [Zeit] [% der PK] [% der PK] [% der PK] [% der PK] [% der PK]
1 0,44+ 0,01 0,87+ 0,06 1,16+ 0,52 0,89+ 0,25 1,40+ 0,28
3 1,19+ 0,04 1,29+ 0,01 3,03+0,18 3,78+ 0,10 2,44+ 0,12
4 1,36+ 0,10 1,69+ 0,53 3,90+ 1,17 418+ 1,14 2,76+ 0,80
5 1,95+ 0,16 1,89+ 0,56 3,43+ 0,27 2,77+ 0,10 1,63+ 0,10
8 4,45+ 0,85 1,69+ 0,53 3,90+ 1,17 4,18+ 1,14 2,76+ 0,81
18 7,15+ 1,13 1,89+ 0,56 3,43+ 0,27 2,77+0,10 1,63+ 0,10
22 5,75+ 0,18 2,64+ 0,01 2,72+ 0,08 3,47+ 0,20 2,94+ 0,10
F G
h [Zeit] [% der PK] [% der PK]
1 0,86+ 0,04 0,36+ 0,01
3 1,27+ 0,03 0,48+ 0,01
4 1,69+ 0,04 0,61+ 0,45
5 2,00+ 0,21 0,88+ 0,33
8 1,69+ 0,04 0,61+ 0,45
18 2,00+ 0,21 0,88+ 0,33
22 2,66+ 0,01 1,89+ 0,00

Wertetabelle zu Abb. 24: Wirkung von Aminothalidomid und Suramin auf die Relative Floureszenz
(Rel. Flour.), Angaben + SEM

LPS LPS + LPS +
Aminoth. [4 uM] Suramin [200 uM]
[Rel. Flour.] [Rel. Flour.] [Rel. Flour.]
4 136184 + 3445 121805 + 5020 179684 + 3922
8 133416 £ 4783 135539 + 2671 212944 + 2169
22 141479 + 1568 137835 + 2659 283855 + 4256

Wertetabelle zu Abb. 25: siehe Wertetabelle zu Abb. 9
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Wertetabelle zu Abb. 26: TNFa-Konzentrations-Wirkungskurve fur Thalidomid und Aminothalidomid
(Angaben + SEM)

Dosierung LPS + Thalidomid LPS + Aminothalidomid
[ug/ml] TNFa-Protein [%] TNFa-Protein [%]
5,60000 57+4 14+ 2
1,90000 60+ 4 15+ 2
0,62000 64+ 4 16+ 2
0,21000 77+ 4 17+ 3
0,07000 87+6 23+3
0,02000 89+ 4 23+3
0,00800 88+ 3 25+ 3
0,00300 92+ 7 37+5
0,00090 89+ 5 50+ 5
0,00030 96+ 7 66+ 7
0,00010 90+ 4 85+ 9
0,00003 96+ 5 93+ 8

Wertetabelle zu Abb. 27: IL-12p40-Konzentrations-Wirkungskurve fir Thalidomid und
Aminothalidomid (Angaben + SEM)

Dosierung LPS + Thalidomid LPS + Aminothalidomid
[ug/mi] IL-12p40-Protein [%] IL-12p40-Protein [%]
5,60000 24+ 3 1+0
1,90000 27+ 3 1+0
0,62000 31+3 1£0
0,21000 42+ 3 2+1
0,07000 51+ 6 2+ 1
0,02000 65+ 5 3+1
0,00800 73£5 3+1
0,00300 75+ 5 8+2
0,00090 84+ 6 18+ 3
0,00030 85+ 5 53+ 5
0,00010 88+ 6 79+ 4
0,00003 98+ 6 98+ 5

Wertetabelle zu Abb. 28: IL-10-Konzentrations-Wirkungskurve flr Thalidomid und Aminothalidomid
(Angaben + SEM)

Dosierung LPS + Thalidomid LPS + Aminothalidomid
[ug/mi] IL-10-Protein [%] IL-10-Protein [%]
5,60000 194+ 18 331+ 44
1,90000 185+ 20 329+ 46
0,62000 179+ 20 341+ 55
0,21000 174+ 15 357+ 59
0,07000 128+ 14 396+ 65
0,02000 168+ 18 319+ 53
0,00800 101+ 4 302+ 41
0,00300 110+ 11 243+ 31
0,00090 102+ 11 186+ 17
0,00030 97+ 11 126+ 12
0,00010 99+ 12 99+ 7

0,00003 108+ 17 89+7




ANHANG

Wertetabelle zu Abb. 29: Kinetik der Sekretion von TNFa unter dem Einfluss von Aminothalidomid

Angaben + SEM
A = unstimuliert

B=LPS C =LPS + Aminothalidomid [4 pM]

B

TNFa-Protein [pg/ml]

C

TNFa-Protein [pg/ml]

A
h [Zeit] TNFa-Protein [pg/ml]
0,0 254+ 3
1,5 373+ 17
3,0 706+ 61
50 1997+ 49
7,0 2601+ 204
18,0 1754+ 118

545+ 34
1517+ 73
5254+ 241

10523+ 524
9536+ 308

395+ 23
779+ 42
2873+ 121
3334+ 207
1878+ 186

Wertetabelle zu Abb. 30 + Abb. 32 + Abb. 34: GAPDH-mRNA-Menge unter Einwirkung von

Aminothalidomid [4 uM] in LPS-stimulierten CD14+-Monozyten, Angaben + SEM

A = unstimuliert B=LPS C = LPS + Aminothalidomid [4 uM]
A B C
GAPDH mRNA log 10 GAPDH mRNA log 10 GAPDH mRNA log 10
h [Zeit] [pool Mono's] [pool Mono's] [pool Mono’s]
1,5 2,220 2,265 2,228
3,0 1,912 1,856 1,872
50 1,618 1,380 1,461
7,0 1,328 1,344 1,417
18,0 1,854 1,170 1,398

Wertetabelle zu Abb. 30: TNFa-mRNA-Menge unter Einwirkung von Aminothalidomid [4 uM] in LPS-

stimulierten CD14+-Monozyten, Angaben + SEM

A = unstimuliert B =LPS C = LPS + Aminothalidomid [4 uM]
A B C
TNFa mRNA log 10 [pool TNFa mRNA log 10 TNFa mRNA log 10
h [Zeit] Mono’s] [pool Mono's] [pool Mono’s]
1,5 1,517 1,518 1,247
3,0 1,347 1,926 1,573
50 1,116 1,791 1,039
7,0 0,317 1,576 -0,025
18,0 0,402 0,777 0,273

Wertetabelle zu Abb. 31:

Aminothalidomid, Angaben + SEM

Kinetik der Sekretion von

IL-12p40 unter

A = unstimuliert B=LPS C = LPS + Aminothalidomid [4 uM]
h [Zeit] A B C
IL-12p40-Protein [pg/ml] IL-12p40-Protein [pg/ml] IL-12p40-Protein [pg/ml]

0,0 0+£0

1,5 0+£0 0+£0 0£0
3,0 0+£0 0+£0 0£0
50 14+1 0+£2 0+2
7,0 20+ 1 22+ 15 3+4
18,0 56+ 11 122+ 25 +2

dem Einfluss von
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Wertetabelle zu Abb. 32: |IL-12p40-mRNA-Menge unter Einwirkung von Aminothalidomid [4 puM] in
LPS-stimulierten CD14+-Monozyten, Angaben + SEM

A = unstimuliert B =LPS C = LPS + Aminothalidomid [4 uM]
A B C
IL-12p40 mRNA log 10 IL-12p40 mRNA log 10 IL-12p40 mRNA log 10
h [Zeit] [pool Mono's] [pool Mono's] [pool Mono’s]
1,5 0,262 0,332 0,225
3,0 0,484 0,664 1,106
50 1,232 1,462 3,034
7,0 1,295 1,359 2,932
18,0 0,892 0,744 2,274

Wertetabelle zu Abb. 33: Vergleichende Kinetik der Sekretion von IL-10 unter dem Einfluss von
Thalidomid und Aminothalidomid, Angaben + SEM

A = unstimuliert B =LPS C =LPS + Aminothalidomid [4 uM]
D = LPS + Thalidomid [4 uM]
h [Zeit] A B C D

IL-10-Protein [pg/ml] | IL-10-Protein [pg/ml] | IL-10-Protein [pg/ml] | IL-10-Protein [pg/mi]
0,0 0+0

1,5 0+0 0+0 0+0 0+0
3,0 0+0 0+0 514+ 12 14+7
5,0 121+ 2 88+ 24 2546+ 278 850+ 14
7,0 194+ 3 619+ 64 4201+ 376 3132+ 184
18,0 299+ 10 2426+ 161 6111+ 256 4309+ 209

Wertetabelle zu Abb. 34: IL-10-mRNA-Menge unter Einwirkung von Aminothalidomid [4 pM] in LPS-
stimulierten CD14+-Monozyten, Angaben + SEM

A = unstimuliert B =LPS C = LPS + Aminothalidomid [4 uM]
A B C
IL-10 mRNA log 10 IL-10 mRNA log 10 IL-10 mRNA log 10
h [Zeit] [pool Mono's] [pool Mono’s] [pool Mono’s]
1,5 0,477 0,477 0,602
3,0 1,079 1,380 2,373
50 1,996 3,037 3,528
7,0 2,185 3,428 3,653
18,0 2,021 2,907 3,148

Wertetabelle zu Abb. 36: Wirkung von neutralisierenden IL-10-Antikorper auf die Sekretion von LPS-
induziertem IL-12p40-Protein in Gegenwart von Aminothalidomid [4 uM], Angaben + SEM

A = Kontrolle B = 15pg anti- hiL-10 C = 15 ug Kontroll-Antikérper
A B C
IL-12p40-Protein [pg/ml] | IL-12p40-Protein [pg/ml] | 1L-12p40-Protein [pg/ml]
LPS 598 + 30 785 + 74 551 + 26

LPS +
Aminot. [4 pM] 37 +4 73 +10 34 + 1
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Wertetabelle zu Abb. 37: Wirkung von Suramin auf die Sekretion von LPS-induziertem IL-12p40
Angaben + SEM

A=LPS I = Kontrolle

B = LPS + Suramin [200 yM] I = Aminoth. [0,0004 uM]

C = LPS + Suramin [100 pM] Il = Aminoth. [0,004 uM]

D = LPS + Suramin [50 pM] IV = Aminoth. [4 uM]

F = LPS + Suramin [25 uM]

A B C D F
IL-12p40-Protein|IL-12p40-Protein| IL-12p40- IL-12p40- IL-12p40-Protein
[pg/ml] [pg/ml] Protein [pg/ml] | Protein [pg/ml] [pg/ml]

I 1676 + 301 81941 + 9525| 22416 +2975| 4088 + 167 1426 + 258
Il 575 + 41 23926 +2284| 7351 +1304| 1227 +55 625 + 57
I 82 +50 4516 + 114 765 + 132 177 £ 3 122 +5
\Y, 21+6 2886 + 388 342 + 38 102 +12 59 +6

Wertetabelle zu Abb. 38: Einfluss von Aminothalidomid auf die LPS-stimulierte Sekretion von TNFa,
IL-12p40 und IL-10 in den Kulturiberstand verschiedener Zellpopulationen (nach 18 h)

A = PBMCs D = CD-14"-Monozyten + Aminothalidomid [4 uM]
B = PBMCs + Aminothalidomid [4 uM] E = Gesamtblut + Aminothalidomid [4 uM]
C = CD-14"-Monozyten] F = Gesamtblut + Aminothalidomid [4 uM]
A B C
TNFa-Protein [pg/mi] 8195 + 450 3888 + 54 26611 + 624
E F G
TNFa-Protein [pg/mi] 6617 + 512 9532 + 455 3090 + 119
A B C
IL-12p40-Protein [pg/ml] 700 + 39 216 + 19 8421 +127
E F G
IL-12p40-Protein [pg/ml] 100 + 11 818 + 30 94 +4
A B C
IL-10-Protein [pg/mi] 1830 + 80 1638 + 104 3393 + 165
E F G
IL-10-Protein [pg/mi] 6110 + 245 412 +7 1271 + 79

Wertetabelle zu Abb. 39: siehe Wertetabelle zu Abb. 9

Wertetabelle zu Abb. 40: Wirkung von Suramin auf die TNFa-Proteinmenge vor (A) und 24 h nach
LPS-Stimulation (B) und die IL-12p40-Proteinmenge vor (C) und 24 h nach LPS-Stimulation (D)
Angaben + SEM

A B C D
Suramin TNFa —Protein TNFa —Protein IL-12p40-Protein IL-12p40-Protein

[uM] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

200 63940+ 5224 32485+ 3164 37096+ 2880 8820+ 293
100 52782+ 9046 30769+ 3072 26928+ 4422 9000+ 966

50 20233+ 719 36922+ 2359 7981+ 170 7513+ 243

25 13676+ 1475 31103+ 3127 2450+ 305 6997 + 141
12,5 13903+ 515 30584+ 2276 1258+ 40 7847+ 433
6,25 13440+ 828 32870+ 6533 910+ 42 7193+ 364
3,125 13873+ 483 38524+ 8951 890+ 10 7943+ 96
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Wertetabelle zu Abb. 41: Kinetik der Sezernierung von TNFa-Protein unter dem Einfluss von 200 yM

Suramin, Angaben + SEM
A = unstimuliert

B =LPS C =LPS + Suramin [200 pM]

A B C
h [Zeit] TNFa-Protein [pg/ml] TNFa-Protein [pg/ml] TNFa-Protein [pg/ml]
0 184+ 22

1,25 245+ 17 703+ 59 342+ 47

4,50 464+ 44 7479+ 1493 6277+ 231

7,50 617+ 62 12177+ 499 12750+ 1024

14,75 469+ 20 16470+ 3116 29456+ 4068

24,00 433+ 35 14069+ 1408 23303+ 2450

Wertetabelle zu Abb. 42 + Abb. 44 + Abb. 46: GAPDH-mRNA-Menge unter dem Einfluss von 200

MM Suramin, Angaben + SEM
A = unstimuliert

B=LPS C = LPS + Suramin [200 pM]

A B C
GAPDH mRNA log 10 GAPDH mRNA log 10 GAPDH mRNA log 10

h [Zeit] [pool Mono's] [pool Mono's] [pool Mono’s]

1,25 2,436 2,346 2,305

4,50 2,041 1,990 2,130

7,50 1,783 1,405 1,700

14,75 1,639 1,777 1,848

24,0 1,684 2,090 2,033

Wertetabelle zu Abb. 42: TNFa-mRNA-Menge unter dem Einfluss von 200 yM Suramin

Angaben + SEM
A = unstimuliert

B=LPS C = LPS + Suramin [200 pM]

A B C
TNFa mRNA log 10 [pool TNFa mRNA log 10 TNFa mRNA log 10

h [Zeit] Mono’s] [pool Mono's] [pool Mono’s]

1,25 5,406 7,021 6,960
4,50 3,859 7,414 7,079

7,50 3,330 6,626 6,767
14,75 2,359 2,156 4,505

24,0 1,619 1,297 2,488

Wertetabelle zu Abb. 43: Kinetik der Sezernierung von IL-12p40-Protein unter dem Einfluss von

Suramin, Angaben + SEM

A = unstimuliert B =LPS C = LPS + Suramin [200 pM]
A B C
h [Zeit] |IL-12p40-Protein [pg/ml] IL-12p40-Protein [pg/ml] IL-12p40-Protein [pg/ml]
0 12+ 3
1,25 23+ 2 29+ 2 46+ 8
4,50 22+3 29+ 2 46+ 8
7,50 13+ 9 222+ 14 289+ 19
14,75 18+ 0 950+ 47 7346+ 411
24,00 9+4 1017+ 38 13095+ 1220
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Wertetabelle zu Abb. 44: Kinetik der IL-12p40-mRNA-Bildung unter dem Einfluss von 200 uM
Suramin
Angaben + SEM

A = unstimuliert B=LPS C =LPS + Suramin [200 pM]

A B C
IL-12p40 mRNA log 10 IL-12p40 mRNA log 10 IL-12p40 mRNA log 10

h [Zeit] [pool Mono's] [pool Mono's] [pool Mono’s]
1,25 0,083 0,408 0,253
4,50 0,512 2,027 2,000
7,50 0,553 2,799 2,972
14,75 0,373 1,882 3,400
24,0 0,167 0,627 2,184

Wertetabelle zu Abb. 45: Kinetik der Sezernierung von IL-10-Protein in den Kulturiiberstand unter
dem Einfluss von Suramin, Angaben + SEM

A = unstimuliert B =LPS C = LPS + Suramin [200 puM]

A B C

h [Zeit] IL-10-Protein [pg/ml] IL-10-Protein [pg/ml] IL-10-Protein [pg/ml]

0 0+0

1,25 15+ 1 19+ 1 14+ 2
4,50 16+ 0 21+2 26+ 1
7,50 28+ 3 162+ 6 20+ 7
14,75 50+ 5 2071+ 143 19+ 4
24,00 48+ 3 4147+ 303 20+ 3

Wertetabelle zu Abb. 46: Kinetik der Bildung der IL-10-mRNA unter dem Einfluss von Suramin

A = unstimuliert B =LPS C = LPS + Suramin [200 uM]
A B C
IL-10 mRNA log 10 IL-10 mRNA log 10 IL-10 mRNA log 10
h [Zeit] [pool Mono’s] [pool Mono’s] [pool Mono’s]
1,25 0,593 0,281 0,677
4,50 1,344 2,039 2,153
7,50 1,897 3,275 3,133
14,75 2,144 3,264 3,245
24,0 2,026 3,177 2,875

Wertetabelle zu Abb. 47: Der Nachweis von LPS-induziertem IL-10-Protein in Gegenwart von
Suramin

Angaben + SEM

A = Biosource-ELISA: LPS + Suramin [200 uM]
B = Biosource-ELISA: LPS + Suramin [200 uM]

— Zugabe vor LPS-Stimulation
— Zugabe bei Zellernte

C = R&D-ELISA: LPS + Suramin [200 yM]  — Zugabe vor LPS-Stimulation
D = R&D-ELISA: LPS + Suramin [200 uyM] - Zugabe bei Zellernte
A B C D
Suramin IL-10—Protein IL-10—Protein IL-10 —Protein IL-10—Protein
[uM] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
200 28+ 10 2996+ 409 7433+ 557 5212+ 341
100 69+ 12 4383+ 66 7682+ 60 5442+ 207
50 159+ 19 5174+ 152 7336+ 316 5697+ 248
25 344+ 15 5937+ 315 6978+ 160 6454+ 106
12,5 2347+ 253 6417+ 250 7756+ 263 6105+ 70
6,25 6206+ 92 6729+ 248 6331+ 215 5896+ 254
3,125 6748+ 229 7387+ 223 6655+ 422 6234+ 226
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Wertetabelle zu Abb. 48: Nachweis von TNFa- (A) und IL-12p40-Protein (B) im Kulturiberstand in

Gegenwart von neutralisierendem IL-10—-Antikorper (IL-10 Ak) , Angaben + SEM

Zugabe IL-10-Antikdrper A B
[ug/ml] TNFa-Protein [pg/ml] IL-12p40-Protein [pg/ml]

unstimuliert 5522 + 1116 520+ 27

LPS 26929 + 2979 2010+ 39

IL-10 Ak S5ug/ml 102648 + 7553 7531+ 15
IL-10 Ak 2,5ug/ml 93636 + 8189 7508+ 225
IL-10 Ak 1,25 pg/mi 75312 + 2458 5726+ 268
IL-10 Ak 0,625 pg/ml 76866 + 6158 4682+ 335

Wertetabelle zu Abb. 50: Wirkung von Aminothalidomid und Suramin auf die TNFa-induzierte IL-

12p40- und IL-10—Proteinmenge im Kulturiiberstand von CD-14+-Monozyten, Angaben + SEM

Zugabe rhTNFa-Protein

IL-12p40-Protein [pg/ml]

IL-10-Protein [pg/ml]

unstimuliert
TNFa
TNFa + Aminot. [4 uM]
TNFa + Suramin [200 pM]

200 £13
182 +£5
30 £1

1278 + 84

102 £2
644 + 11
1856 + 60

33+2

Wertetabelle zu Abb. 51: Wirkung von SP600125 (Hemmung von JNK1/2/3) auf die TNFa-, IL-

12p40- und IL-10-Protein-Bildung, Angaben + SEM

SP600125 | TNFa-Produktion [%] IL-12p40-Produktion [%] IL-10-Produktion [%]
[uM]

227,0000 -98 +1 149 +43 -93 +2
76,0000 -97 +2 201 +59 -92 +2
25,0000 -95+2 204 +59 -89 +4
8,4000 -85 £9 227 +49 -58 £33
2,8000 -58 + 22 139 + 92 -38 £42
0,9300 -38+ 18 65 +73 -22 + 38
0,3100 -16 £ 11 66 + 50 -17 +15
0,1000 -18 7 23 £43 -28 +10
0,0300 1+16 37 +42 -19 £ 14
0,0100 -2+16 40 + 41 -17 £13
0,0040 -14 £ 15 63 + 22 -17 £10
0,0010 -10 £ 16 40 + 28 -8 £13
0,0004 1119 34 +25 -7 £12
0,0001 -4 +5 38 +22 9+13
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Wertetabelle zu Abb. 52: Wirkung von PD98059 (Hemmung von MEK1/2) auf die TNFa-, IL-12p40-
und IL-10—Protein-Bildung, Angaben + SEM

PD98059 | TNFa-Produktion [%] | IL-12p40-Produktion [%] IL-10-Produktion [%]
[uM]

10,00000 3+ 34 113+ 33 79+ 6
3,33300 18+ 39 104+ 33 100+ 35
1,11100 19+ 32 119+ 35 115+ 35
0,37000 49+ 37 82+ 33 90+ 34
0,12300 53+ 35 65+ 34 76+ 33
0,04100 55+ 34 65+ 33 69+ 32
0,01400 80+ 31 64+ 32 69+ 33
0,00460 73+ 33 78+ 33 57+ 14
0,00150 26+ 34 70+ 32 57+13
0,00051 26+ 34 71+ 32 58+ 15
0,00017 26+ 35 62+ 32 54+ 12
0,00006 27+ 32 64+ 32 54+ 12
0,00002 33+ 34 56+ 32 57+ 16
0,00001 30+ 32 60+ 33 54+ 13

Wertetabelle zu Abb. 53: Wirkung von SB203580 (Hemmung von p38-MAPK) auf die TNFa-, IL-
12p40- und IL-10-Protein-Bildung, Angaben + SEM

SB203580 | TNFa-Produktion [%] IL-12p40-Produktion [%] IL-10-Produktion [%]
[uM]
4,0000 -88+ 1 145+ 14 -79+7
2,0000 -80+ 2 53+ 3 -62+ 18
1,0000 -71+4 34+ 10 -44+ 29
0,5000 -59+ 12 10+ 17 -34+ 31
0,2500 -42+ 15 22+13 -14+ 43
0,1250 -26+ 13 29+ 10 -4+ 29
0,0625 -5+ 16 22+9 -7+4
0,0313 -23+5 12+ 7 -10£7
0,0156 -5+ 2 4+ 6 -17+£10
0,0078 -2+4 9+ 12 -24+ 13
0,0039 -4+ 2 -10+12 -26+ 12
0,0020 -8+7 7+13 -27+ 8
0,0010 -1+£10 0+7 2717
0,0005 11+ 10 1+ 9 -20+£ 10

Wertetabelle zu Abb. 54: Wirkung verschiedener MAPK-Inhibitoren auf die TNFa- (A), IL-12p40- (B)

und die IL-10-Proteinmenge (C) in LPS-stimulierten CD-14+-Monozyten, Angaben + SEM
A = TNFa-Protein [pg/ml]

Zeit LPS LPS + LPS +

[h] Aminoth. [4 uM] Surramin [200 pM]

4 3213 + 94 1406 + 40 2372 + 255

8 69615 + 2340 10506 + 856 82596 + 5923

17 64616 + 5860 6621 + 416 137373 £ 5649
Zeit LPS + LPS + LPS + LPS +

[h] PD98059 [4 uM] UO126 [0,4 uM] SB203580 [4 uM] SB202474 [4 uM]
4 2267 + 200 2472 + 342 342 + 56 2536 + 253

8 37268 + 15815 39314 + 17184 17184 £ 435 46618 + 2179
17 41935 + 2312 31377 + 11467 11467 + 461 38469 + 2989
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B = IL-12p40-Protein [pg/ml]
Zeit LPS LPS + LPS +
[h] Aminoth. [4 uM] Suramin [200 uM]
4 40+9 9+1 209+17
8 3426+457 39+3 7880+£410
17 9574+434 22+16 56125+ 1537
Zeit LPS + LPS + LPS + LPS +
[h] PD98059 [4 uM] UO126 [0,4 uM] SB203580 [4 uM] SB202474 [4 uM]
4 67+14 28+8 119+3 30+5
8 2778+234 1894+ 267 6335+3 2106+343
17 3868+273 3511+198 14514+2 5253+171
C = IL-10-Protein [pg/ml]
Zeit LPS LPS + LPS +
[h] Aminoth. [4 uM] Suramin [200 uM]
4 10£1 250+13 1£0
8 497+ 31 3608+118 2+1
17 2312+118 4585+178 6+1
Zeit LPS + LPS + LPS + LPS +
[h] PD98059 [4 uM] UO126 [0,4 uM] SB203580 [4 uM] SB202474 [4 uM]
4 7+1 11+2 1+1 8+1
8 505+ 19 572+55 74+8 465+22
17 2058+70 2079451 400+21 2045+61

Wertetabelle zu Abb. 55: Einfluss von PD98059 auf die TNFa- (A), die IL-12p40- (B) und die IL-10-
Proteinbildung (C) in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580,
Angaben + SEM

A = TNFa-Protein [%]

PD98059 | ohne SB 203580 + SB 203580 [0,4 uM]
LPS 100+7 100+9
[1,25 uM] 12248 84+ 17
[2,5 uM] 96+ 16 58+4
15 uM] 74+10 38+3
[10 uM] 60+9 27+4

B = IL-12p40-Protein [%]

PD98059 | ohne SB 203580 + SB 203580 [0,4 UM
LPS 100+8 100+8
[1,25 uM] 150+ 13 129+8
[2,5 uM] 141+21 1363
[5 uM] 134+12 156+ 20
[10 uM] 122+10 148+9

C = IL-10-Protein [%]

PD98059 | ohne SB 203580 + SB 203580 [0,4 UM
LPS 100+ 15 100+ 26
[1,25 uM] 87+16 42+2
[2,5 uM] 95+17 33+3
[5 uM] 96+18 25+2
[10 uM] 109:+20 30+3
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Wertetabelle zu Abb. 56: Einfluss von Aminothalidomid auf die TNFo-Proteinmenge im
Kulturiberstand in Gegenwart des MEK1/2-MAPK-Inhibitors PD98059 nach 4 h LPS-Stimulation

Angaben + SEM
TNFa-Protein [%]

Aminothalidomid| ohne PD98059 + PD98059 [5 uM]
LPS 100+ 11 100+7
[0,0004 pM] 107+5 97+1
[0,004 pM] 100+15 66+2
[0,04 uM] 65+13 54+5
[0,4 uM] 50+5 38+5
[4 uM] 43+7 34+1

Wertetabelle zu Abb. 57: Einfluss von Aminothalidomid auf die TNFa- (A), die IL-12p40- (B) und die
IL-10-Proteinmenge (C) im Kulturiberstand in Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580,

Angaben + SEM

A = TNFa-Protein [%]

Aminothalidomid

ohne SB 203580

+ SB 203580 [0,4 UM

LPS 100+ 19 100+ 4
[0,0004 uM] 1088 76+2
[0,004 uM] 85+ 11 57+5

[0,04 uM] 58+6 51+2
[0,4 uM] 53+7 21+1
[4 pM] 46+5 21+0

B = IL-12p40-Protein [%]

Aminothalidomid

ohne SB 203580

+ SB 203580 [0,4 UM

LPS 100+13 1008
[0,0004 uM] 72+8 93+4
[0,004 uM] 1612 29+8

[0,04 pM] 4+1 9+1
[0,4 uM] 3+1 6+0
[4 pM] 4+1 610

C = IL-10-Protein

[%]

Aminothalidomid

ohne SB 203580

+ SB 203580 [0,4 UM

LPS 100+ 16 100+ 12
[0,0004 pM] 77+4 58+6
[0,004 uM] 100+6 78410

[0,04 pM] 155+ 11 11520
[0,4 uM] 175+ 14 148+ 14
[4 pM] 257+18 238+15

Wertetabelle zu Abb. 58: Einfluss von Aminothalidomid auf die Proteinmenge bzw. mRNA-Menge
von TNFa-(A bzw. B), IL-12p40 (C bzw. D) und IL-10 (E bzw. F) in Gegenwart des p38-MAPK-
Inhibitors SB203580

A = TNFa-Protein [pg/ml]

LPS + LPS + LPS +
Zeit LPS Aminothalidomid SB203580 SB203580 +
h] [4 pM] [4 uM] Aminothalidomid
1,75 15952+ 102 10622+247 1420+ 71 114741
6,75 43326+520 166552702 22702+ 1991 3395266
12,50 | 47083+3000 16867+ 366 246141913 2804+ 116
17,25 | 30116+614 14128+ 1200 15156+ 1569 2081+ 147
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B = TNFa-mRNA [pool Mono’s]
LPS + LPS + LPS +
Zeit LPS Aminothalidomid SB203580 SB203580 +
[h] [4 uM] [4 pM] Aminothalidomid
1,75 (310,24 110,39 33,95 24,16
6,75 44,62 3,23 39,49 5,28
12,50 2,40 1,41 3,82 0,36
17,25 (0,70 0,20 0,24 0,10
C = IL-12p40-Protein [pg/ml]
LPS + LPS + LPS +
Zeit LPS Aminothalidomid SB203580 SB203580 +
[h] [4 uM] [4 uM] Aminothalidomid
1,75 1+0 1+0 1+£0 1+0
6,75 716+29 245+27 3732+250 779+59
12,50 1979+ 154 243+18 12141+ 387 1134+33
17,25 3392+ 186 395+13 8532+514 1121+43
D = IL-12p40-mRNA [pool Mono’s]
LPS + LPS + LPS +
Zeit LPS Aminothalidomid SB203580 SB203580 +
[h] [4 uM] [4 pM] Aminothalidomid
1,75 15,42 1,51 4,41 2,84
6,75 (204,86 2,23 710,78 37,61
12,50 |11,32 0,21 125,70 0,33
17,25 (0,18 0,02 0,14 0,01
E = IL-10-Protein [pg/ml]
LPS + LPS + LPS +
Zeit LPS Aminothalidomid SB203580 SB203580 +
[h] [4 pM] [4 uM] Aminothalidomid
1,75 4+1 3+0 1£0 0+0
6,75 443+5 2680+182 45+4 776+ 35
12,50 6173+170 14131+573 1109+ 6 3561+42
17,25 12944+101 21425+542 2061+132 4541+263
F = IL-10-mRNA [pool Mono’s]
LPS + LPS + LPS +
Zeit LPS Aminothalidomid SB203580 SB203580 +
[h] [4 uM] [4 uM] Aminothalidomid
1,75 10,53 1,64 0,16 0,43
6,75 |588,26 1363,85 19,01 363,16
12,50 (1826,89 4905,25 283,24 521,50
17,25 (1452,49 1990,85 91,36 189,02

Wertetabelle zu Abb. 59: Einfluss von Suramin auf die IL-12p40- bzw. IL-10-Proteinbildung in
Gegenwart des p38-MAPK-Inhibitors SB203580 [0,4 pM] nach 4h und 22 h LPS-Stimulation,
Angaben + SEM

IL-12p40-Protein [%]

ohne SB203580 + SB 203580 ohne SB203580 + SB 203580

Suramin 4 h 4 h 22 h 22 h

LPS 100+9 100+7 100+13 100+17
[12,5 uM] 104+7 21148 127+ 31 227+ 11
[25 pM] 105+15 214+7 137+£13 299+8
[50 uM] 136+8 231+4 279+44 558+55
[100 pM] 196+8 231+24 945+104 1337+9
[200 uM] 180+8 197+30 1628+ 204 1902+ 142
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IL-10-Protein [%]
ohne SB203580 + SB 203580 ohne SB203580 + SB 203580
Suramin 4h 4h 22 h 22 h
LPS kein IL-10- kein IL-10- 100+ 31 100+6

[12,5 uM] |Protein messbar |Protein messbar 92+27 52+5

[25 pM] 33+3 14+3

[50 uM] 6+2 2+0

[100 uM] 210 1£0

[200 pM] 1£0 1£1

Wertetabelle zu Abb. 60: LPS-Stimulation von CD14+-Monozyten: p38 MAPK Phosphorylierung und
TNFa-Proteinmenge im Kulturiberstand
Anteil phosphorylierter p38o. MAPK [%]

LPS + LPS + LPS +
unstimuliert LPS Aminothalidomid Suramin SB203580
Zeit [h] [4 uM] [200 uM] [4 uM]
5 0 1 1 0 1
10 0 2 2 0 1
20 0 3 4 2 3
30 1 5 4 5 5
90 1 3 4 4 6
TNFa-Proteinmenge [pg/ml]
LPS + LPS + LPS +
unstimuliert LPS Aminoth. Suramin SB203580
Zeit [h] [4 uM] [200 uM] [4 uM]
5 198+ 24 | 199+22 157+9 108+ 19 0+0
10 245+ 42| 187+16 211+13 170+ 8 6+3
20 292+ 23| 429+17 405+19 250+ 22 28+5
30 325+ 17| 643+25 551+38 305+ 40 41+5
90 420+ 21| 6038+135 5040+ 139 8288+ 275 406+ 12

Wertetabelle zu Abb. 61: Anisomycin-induzierte p38 MAPK Phosphorylierung in CD14"-Monozyten
(A) und TNFa-Proteinmenge im Kulturuberstand (B)
A = Anteil phosphorylierter p38a MAPK [%]

Anisomycin +

Anisomycin + |Anisomycin +

Anisomycin +

Aminoth. Suramin SB203580 | SB202474
unstimuliert| Anisomycin [4 uM] [200 uM] [4 uM] [4 uM]
5 3 4 2 1 3
10 5 5 4 1 7
20 8 6 7 3 9
30 3 11 13 11 4 10
90 18 16 15 7 17
B = TNFa-Proteinmenge [pg/ml]
Anisomycin +| Anisomycin + [Anisomycin +|Anisomycin +
Aminoth. Suramin SB203580 | SB202474
unstimuliert| Anisomycin [4 uM] [200 uM] [4 uM] [4 uM]
5 379128 340+ 28 130+£15 17+£2 198+25
10 368+ 30 387+42 182+16 29+3 249+16
20 354+10 316+10 1371 2143 255+4
30 416+10 361+18 325+ 11 163+5 25+3 261+ 11
90 330+9 343+ 36 163+4 4+3 314+18
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