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1. EINLEITUNG

1.1 ENTWICKLUNG UND REIFUNG VON B-LYMPHOZYTEN

Die Entwicklung von B-Lymphozyten unterteilt sich in eine frihe, antigenunabhan-
gige Differenzierung innerhalb des Knochenmarks (KNM) zur reifen B-Zelle und
eine spate, antigenabhangige, terminale Differenzierung in den sekundar lymphati-
schen Organen (Milz, Lymphknoten) zu Gedachtniszellen bzw. antikdrperproduzie-
renden Plasmazellen [1]. Unreife B-Zellen werden im Knochenmark mit zahlreichen
Autoantigenen im Rahmen der Negativselektion konfrontiert und erhalten entweder
B-Zell Rezeptor (BCR)-vermittelte Apoptose-Signale (,klonale Deletion“) oder wer-
den reaktionsunfahig (,Anergie®) [2,3]. B-Lymphozyten (B-Zellen) gehen aus hama-
topoetischen Stammzellen des roten KNM hervor. Im KNM durchlaufen die B-Zellen
die Stadien der Pro-B-, Pra-B- und unreifen B-Zellen und werden dann als reife aber
,naive“ B-Zellen in die Peripherie entlassen [4]. Von ,naiven“ B-Lymphozyten spricht
man vor dem ersten Antigenkontakt. Diese Ablaufe im KNM sind daher zunachst
unabhangig von der Anwesenheit spezifischer Antigene (Ag). Die im Blut zirkulie-
renden B-Lymphozyten stellen Uberwiegend naive B-Zellen dar, die jedoch lediglich
1-2 % aller B-Lymphozyten im gesunden menschlichen Organismus reprasentieren.
B-Lymphozyten besitzen die Fahigkeit, zwischen Blut und Lymphsystem zu wan-
dern. Im ersten Schritt ermdglicht u.a. das Zelladhasionsmolekul L-Selectin und ver-
schiedene Chemorezeptoren (z.B. CXCR4) [5] eine reversible Bindung der zirkulie-
renden Lymphozyten an das Endothel (Rollen) der ,high endothelial venules® (HEV)
in sekundar lymphatischen Organen. Danach kommt es zur Chemokin-induzierten
Aktivierung von Integrinen, was eine feste Bindung der Lymphozyten an die Gefal3-
wand ermdglicht. Diese Bindung ist Voraussetzung fur die transendotheliale Migra-
tion in anderes Gewebe (Diapedese) [6]. Auf diesem Wege kdnnen Lymphozyten
nicht nur aus dem Blut in das extravaskulare Gewebe auswandern, sondern eben
auch in das sekundar lymphatische System. Die zielgerichtete und chemotaktisch
gesteuerte Migration immunkompetenter B-Zellen in sekundar lymphatische Or-

gane nennt man ,homing“ [7].



In den sekundar lymphatischen Organen existieren Regionen, die Uberwiegend von
B-Lymphozyten oder von T-Lymphozyten besiedelt und durchwandert werden, so-
genannte B-Zell Zonen und T-Zell Zonen. Die Zellzusammensetzung dieser Zonen
spiegelt ihre Aufgabe bei der antigenspezifischen Differenzierung der entsprechen-
den Lymphozyten wieder.

Reife, ,naive” B-Lymphozyten bilden beim ,homing* Follikel, welche in allen sekun-
dar lymphatischen Organen auftreten. Wenn Follikel nicht aktiv an der Immunant-
wort beteiligt sind, so nennt man sie Primarfollikel [8]. Die B-Zell-lmmunantwort
zeichnet sich dadurch aus, dass bei Antigenkontakt die ,naiven® antigenreaktiven
B-Zellen in den T-Zonen expandieren und zu kurzlebigen (3-5 Tage) Plasmazellen
differenzieren, die niedrig affine Antikdrper meist vom IgM-Typ sezernieren, und/o-
der in antigeninduzierte B-Zellen, deren Funktion es ist, Keimzentren zu bilden [9].
Innerhalb des Keimzentrums kommt es zur Affinitatsreifung des Antigenrezeptors,
was einen Isotypenwechsel der Immunglobuline von IgM zu IgA, IgE oder IgG zur
Folge hat [10,11]. Uber den Nachweis der selektiven Expression der Immunglobu-
line IgM und/oder IgD an der Zelloberflache kdnnen humane unreife B-Zellen (IgM+
IgD-) und reife B-Zellen (IgM+ IgD+) identifiziert werden [12]. B-Zellen durchlaufen
dabei, wie eben schon erwahnt, einen Immunglobulin-Isotypenwechsel, einen Um-
lagerungsprozess der Immunglobuline z.B. von IgM zu 1gG und expandieren klonal
[13]. Diese Umschaltung wird von T-Zell-Zytokinen bzw. -Signalen gesteuert [14].
Durch spezifische Kontakte zwischen T-Helferzellen Typ 2 (TH2-Zellen) und B-Zel-
len wahrend der Antigenerkennung (,klonale Selektion®) [15] differenzieren B-Zellen
entweder zu B-Gedachtniszellen (IgD-CD27+) [16] oder zu langlebigen, antikor-
persekretierenden Plasmazellen (CD20-CD138+CD38+) [17]. Differenzierungsanti-
gene (CD = cluster of differentation) stellen eine Untergruppe funktionell bedeutsa-
mer Zelloberflachenproteine dar (Tab.1.1), deren Expression ein bestimmtes Funk-

tionsstadium der antigentragenden Zelle anzeigt [18,19].



CD Anti-
gen Zellulare Expression Funktion
Assoziiert mit dem T-Zell Antigenrezep-
CcD3 T-Lymphozyten tor; Signaltransduktion
Co-Rezeptor fir MHC Klasse Il Mole-
CDh4 T-Lymphozyten, T-Helferzellen kiile; Signaltransduktion
CcD8 Zytotoxische T-Zellen Co-Rezeptor fir MHC Klasse | Molekiile.
CD14 Monozyten, Makrophagen FF)QIg)z(eptor fur - Lipopolysaccharid-Kom-
CD19 B-Lymphozyten B-Zell Co-Rezeptor
Mégliche Funktion in der Regulation der
CcD20 B-Lymphozyten B-Zellaktivierung
CD25 Aktivierte T-Zellen IL-2 Rezeptor, a-Kette
CD27 T-Zellen, NK Zellen, einige B-Zellen TNF Rezeptor
. Aktivierung naiver T-Zellen, Rezeptor fur
CD28 Alle T-Zell Subpopulationen co-stimulierendes Signal, bindet CD80
CD38 Keimzentrum B-Zellen, Plasmazellen erhoht B-Zellproliferation
Bindet CD154 (CD40L); Rezeptor fiir co-
B-Zellen, Makrophagen, Dendritische Zel- | stimulatorisches Signal fir B-Zellen, An-
CD40 . .
len regung von Wachstum und Differenzie-
rung
CD45 Alle hamatopoietischen Zellen erhohte Signalisierung_durch Antigen
Rezeptoren von B- und T-Zellen
CD62L B-Zellen, T-Zellen ![_ire]ukozyten Adhasionsmolekdil, L-Selek-
CD69 Aktivierte T- und B-Zellen frihes Aktivierungs- Antigen
CD8o0 B-Zell Subpopulationen Co-Stimulator, Ligand fiir CD28
CD86 Aktivierte B-Zellen Co-Stimulator, Ligand fir CD28
CD107a Aktivierte T-Zellen Degranulierung von Lymphozyten
CD154 . Ligand fur CD40, Verursacher von B-Zell
(CD40L) Aktivierte CD4 T-Zellen Proliferation und Aktivierung

Abb.1.1: Differenzierungsantigene, CD = cluster of differentiation, sind Oberfla-
chenmolekile von Immunzellen. Bestimmte CD-Molekile sind fir bestimmte Zell-
typen und Aktivierungszustande der Zellen typisch.

Gedachtniszellen siedeln sich in der unmittelbaren Umgebung der Keimzentren an.
Sie exprimieren Immunglobuline und stehen so fur eine schnelle Reaktion im Falle
eines erneuten Kontaktes mit dem gleichen Antigen bereit. Die Plasmazellen ver-
lassen das Keimzentrum in Richtung Knochenmark und Epithelien, um durch die
Sekretion groRer Mengen l6slicher Antikorper zur Eliminierung des fur sie spezifi-
schen Antigens beizutragen. Kommt es zu keiner Antigenerkennung, so wird es den
B-Zellen durch Uberlebenssignale, die sie dort von follikuldr-dendritischen Zellen
(FDZ) bekommen, ermdglicht, weiter zu zirkulieren [20]. Ein nicht aktivierter B-Lym-
phozyt stirbt nach ca. drei Tagen. Somit Uberlebt nur eine gewisse Anzahl an B-

Zellen, wodurch deren Menge reguliert wird [21].



Fir die Funktionalitat des spezifischen Immunsystems ist es wichtig, zwischen kor-
pereigenen und koérperfremden Strukturen unterscheiden zu kénnen. Die Entste-
hung der Antikorpervielfalt wird durch eine Reihe molekularer Mechanismen be-
werkstelligt. Ein Antikdrper besteht aus zwei schweren und zwei leichten Ketten,
die untereinander durch Disulfid-Brucken verbunden sind. Die variablen Domanen
der leichten und schweren Ketten lassen sich in V, D, J- Segmente unterteilen. So
wird die variable Doméane einer schweren Kette von den V, D, J-, diejenigen einer
leichten Kette von V, J- Gensegmenten kodiert. Die grol3e Anzahl von Antikorper-
spezifitaten wird in erster Linie durch die freie Kombination dieser Gensegmente
erzeugt [22].

Durch diese somatische Rekombination entstehen B-Zellen mit unterschiedlichen,
zufalligen Antigenspezifitaten. Viele dieser Zellen sterben nach kurzer Zeit wieder
ab. Erst durch die Bindung an ihr spezifisches Antigen werden sie zur Vermehrung
angeregt. Diese zuféllige Rekombination birgt jedoch auch die Gefahr der Entste-
hung autoreaktiver Zellen, d.h. Zellen, die sich gegen korpereigene Strukturen rich-
ten [23]. Autoreaktive B-Zellen kdnnen mal3geblich zur Entstehung von Autoimmun-

erkrankungen beitragen.

1.2 AKTIVIERUNG VON B-LYMPHOZYTEN

Man kann zwischen T-Zell abhangiger und T-Zell unabhangiger B-Zell Aktivierung
unterscheiden. Antigene wie zum Beispiel die in der auleren Membran gramnega-
tiver Bakterien enthaltenen Lipopolysaccharide (LPS) aktivieren B-Zellen polyklonal
uber Toll-like Rezeptoren (TLRs) oder den B-Zell Rezeptor (BCR), unabhangig von
deren Antigen (Ag)-Spezifitat [24]. Bei dieser T-Zell unabhangigen Aktivierung
kommt es zu keinem Isotypenwechsel (hauptsachlich wird IgM produziert), keiner
Affinitatsreifung des B-Zell Rezeptors und keiner Ausbildung von Gedachtniszellen.
Bei der T-Zell abhangigen Aktivierung trifft eine zirkulierende, naive B-Zelle auf ,ihr*
Antigen, wandert, geleitet von Chemokinen, in die sekundar lymphatischen Organe,
wo es zur Interaktion mit den T-Zellen und zur Antigenprasentation kommt. B-Zellen

bilden in den sekundar lymphatischen Gewebe Primarfollikel aus. Erkennen akti-



vierte T-Helferzellen vom Subtyp TH2 im Bereich des Keimzentrums oder der para-
kortikalen Zone sekundarer Follikel in lymphatischen Organen ebenfalls diese B-
Zell spezifisch prasentierten Antigene, so induzieren jene Uber Botenstoffe (Zyto-
kine, z. B. Interleukin 4) die Aktivierung der B-Lymphozyten. Fur die T-Zell abhan-
gige B-Zellaktivierung ist der CD40-Ligand (= CD40L) notwendig, welcher auf der
Oberflache von aktivierten T-Lymphozyten exprimiert wird [24]. Bei der T-Zell ab-
hangigen Aktivierung brauchen B-Lymphozyten zwei Signale, um aktiviert zu wer-

den:

- Bindung des fir sie spezifischen Antigens an ihren membranstandigen, quer-
vernetzten B-Zell Rezeptor.

- Erkennung des Antigens durch eine antigenspezifische T-Helferzelle vom
Subtyp 2 (TH2-Zelle) und Nutzung der CD40L - CD40 Interaktion als co-stimu-
latorisches Signal [25,26] (Abb.1.1).

Die TH2 Zelle sezerniert aufgrund der CD40L - CD40 Interaktion u.a. Interleukin 4
(IL-4) [27], als wichtigsten Proliferationsfaktor flr B-Zellen. Nachdem die B-Zelle
durch beide Signale stimuliert worden ist, beginnt sie sich zu teilen und sich zu ver-
grofRern. Die Zunahme der Zellgrofe ist ein erstes Anzeichen von Aktivierung [28].
Dabei ist eine erhdhte Expression von co-stimulatorischen Molekulen und Interleu-
kinen zu beobachten.

Vor allem die Expression der co-stimulatorischen Proteine CD80 und CD86, sowie
des major histocompatibility complex Il (MHCII) wird auf der Zelloberflache induziert
[29]. Dadurch werden die B-Lymphozyten zu potenten Antigen prasentierenden Zel-
len, die im Zuge der adaptiven Immunantwort ,naive T-Zellen aktivieren kdnnen,
welche ihrerseits wiederum zu einer Aktivierung der B-Zellen fiihren [30] (Abb. 1.1).
Bei der Aktivierung von B-Lymphozyten ist das CD40L - CD40 System einer der
potentesten Stimulatoren [31]. CD40 reprasentiert ein Integralmembranprotein, des-
sen Gen auf dem langen Arm des humanen Chromosoms 20 nachgewiesen wurde
[32]. Es handelt sich um einen Rezeptor der Tumornekrosefaktor-Familie (TNF), der
durch den CD40 - Liganden aktiviert wird und die Proliferation der B-Lymphozyten
induziert. Humane B-Zellen und Endothelzellen [33] exprimieren CD40 konstitutiv.
Beim CD40 - Ligand handelt es sich um ein Transmembranprotein, welches eben-
falls zur TNF-Familie gehort [34]. CD40L wird u.a. auf aktivierten T-Zellen expri-



miert, konnte aber auch fur nattrliche Killerzellen (NK) [35], Makrophagen und En-
dothelzellen [36] nachgewiesen werden. Dieses CD40L - CD40 System macht man
sich zur Aktivierung von B-Lymphozyten in vitro zunutze, indem z.B. der humane
CD40 - Ligand von stabil transfizierten murinen NIH-3T3 Fibroblasten exprimiert
wird, die nachfolgend mit humanen B-Zellen co-kultiviert werden. Dabei handelt es
sich um ein etabliertes in vitro Modell fir die T-Zell abhangige B-Zell Aktivierung [37]
und wird seit langem in der Arbeitsgruppe von Prof. Bergwelt-Baildon genutzt und
weiterentwickelt [38,39].

Damit jedoch keine unerwlnschten Autoreaktionen in Gang gesetzt werden, ist es
zwingend notwendig, dass die B-Zelle beide Signale erhalt, es also auch zu einer
Aktivierung durch den BCR kommt [40]. Uber diesen kénnen B-Lymphozyten Anti-
gene binden, wahrend sie zwischen Blut und Lymphe patrouillieren. Findet lediglich
eine CD40 Stimulation ohne vorherigen Antigenkontakt statt, so wird verstarkt Fas,
ein Apoptose-induzierender Rezeptor, auf der Zelloberflache exprimiert und die B-
Zelle geht in Apoptose [41]. Damit wird eine Weiterentwicklung autoreaktiver B-
Zellen effektiv unterbunden [42]. Auch die alleinige Stimulation Gber den BCR ohne
T-Zell Hilfe fuhrt zum Untergang der Zelle. Wenn die B-Zelle die quervernetzenden
BCR Molekule mitsamt dem Antigen zusammen in die Zelle aufnimmt, spricht man
von rezeptorvermittelter Endozytose [43]. Die aufgenommenen Antigene gelangen
durch diese Endozytose in die sauren lysosomalen Zellkompartimente, wo sie zu
Peptiden gespalten und auf MHCII Molekullen exprimiert werden. Die mit Peptid be-
ladenen MHCII Komplexe werden anschliel3end auf die Zelloberflache transportiert.
Dadurch kann nun die B-Zelle T-Zell vermittelt aktiviert werden, wenn eine fur das-

selbe Antigen spezifische TH2 Zelle auf sie trifft [44].
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Abb.1.2: Darstellung der Wechselwirkung zwischen B-Lymphozyt und T-Lymphozyt.
Aktivierung der B-Zelle sowohl liber das CD40L-CD40 System und B-Zell Rezep-
toren (BCRs) durch ein quervernetzendes Antigen als auch Uber den Kontakt des
T-Zell Rezpetors (TCR) mit dem mit Fragmentantigen (Peptid) beladenen major
histocompatibility complex Il (MHCII). Freisetzung der Interleukine 4 und 5 (IL-4,
IL-5) durch die T-Zelle, als Proliferationsfaktoren fiir die B-Zelle. T-Helferzellen
sind durch die Expression von cluster of differentiation

(CD4) gekennzeichnet.

Die meisten aktivierten B-Zellen wandern fir eine schnelle Immunantwort in die Milz
und in die Lymphknoten, wo sie zu kurzlebigen Plasmazellen ausdifferenzieren und
zunachst niederaffine Antikorper sezernieren. Durch die T-Zell Aktivierung wird der
primare B-Zell Follikel zum sekundaren Follikel unter Bildung eines Keimzentrums.
Durch die Keimzentrumsreaktion werden B-Lymphozyten hervorgebracht, die hoch-
affine Antikdrper mit speziellen Effektorfunktionen produzieren kénnen. Die ver-
schiedenen Effektorfunktionen sind das Resultat des so genannten Klassenwech-
sels (= Isotypenwechsel). Das Keimzentrum unterteilt sich in eine charakteristische
dunkle und eine helle Zone, die beide von einer gemeinsamen ,Mantelzone® umge-
ben sind [8] (Abb.1.2). Die aktivierten B-Lymphozyten beginnen zunachst in der
dunklen Zone des Keimzentrums stark zu proliferieren. Hier findet auch die somati-
sche Hypermutation des jeweiligen Immunglobulins statt, welche die Anzahl der
moglichen B-Zell Rezeptoren noch einmal signifikant erhoht und letztlich dafur sorgt,
dass fur praktisch jedes potentielle Antigen ein spezifischer Rezeptor im menschli-
chen Immunsystem entsteht [11]. Spontanmutationen in den Immunglobulin-Genen
kénnen zu B-Zellen flihren, die effizientere Antikdrper produzieren. Danach wan-
dern die B-Lymphozyten in die helle Zone des Keimzentrums, wo sie auf follikulare
7



dendritische Zellen mit gebundenem spezifischen Antigen und TH-Zellen treffen
(Abb.1.2). B-Zellen, die durch somatische Hypermutation keine erhohte Affinitat

zum Antigen erworben haben, gehen in die Apoptose.

amazellen

T-Ielle

Hlaz=enwechsel
Maiske \\:-:- )

Mantelzone dachtnizzelle

Abb.1.3: Schematische Darstellung des Weges einer aktivierten B-Zelle durch das
Keimzentrum eines sekundar lymphatischen Organs.

In der dunklen Zone des Keimzentrums proliferieren die aktivierten B-Zellen zu-
nachst (klonale Expansion). Nach Abschluss dieses Prozesses wandern die B-Zel-
len in die helle Zone. Dort treffen sie auf ihr Antigen, das von ,follicular dendritic
cells* (FDCs) prasentiert wird. Sollte die Affinitatsreifung eine héhere Affinitat zum
Antigen bewirkt haben, so erhalt die B-Zelle ein Uberlebenssignal und verlasst das
Keimzentrum, um zu einer Antikorper sezernierenden Plasmazelle oder einer B-
Gedachtniszelle auszudifferenzieren. Ohne Uberlebenssignal gehen die B-Zellen
in die Apoptose.

1.3 ZUSATZLICHE FUNKTIONELLE BEDEUTUNG VON
B-LYMPHOZYTEN

B-Zellen scheinen neben ihrer Funktion als Antikérper produzierende Zellen Immun-
reaktionen zusatzlich auf vielfaltige Weise zu beeinflussen. So sind sie in der Lage,
neben ihrer Fahigkeit zur Antigenprasentation, durch Sekretion von Zytokinen wie
IL-4, IL-12 oder Interferon-y die Differenzierung der T-Lymphozyten zu CD4-positi-
ven TH1- oder TH2-Lymphozyten einzuleiten [45].



Dass B-Zellen auch immunmodulatorisch agieren kdnnen, wurde erst kirzlich ent-
deckt; eine Funktion, die in Analogie zu der Funktion der regulatorischen T-Lym-
phozyten (Tregs) diskutiert wird. Aktuelle Daten beschreiben eine potentielle regu-
latorische B-Lymphozytensubpopulation, die durch den Immunphanotyp
CD24high/CD38Migh charakterisiert zu sein scheint [46]. Diese B-Zellen unterdriicken
die Produktion proinflammatorischer Zytokine (Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), INF-
y) von TH2-Lymphozyten, indem sie vermehrt IL-10 sezernieren. B-Lymphozyten
dieses Phanotyps wurden beispielsweise bei Patienten mit systemischem Lupus
erythematosus (SLE) gefunden und weisen dort eine auffallig verminderte immun-
suppressive Aktivitat auf [47]. Die regulatorische Aktivitat dieser CD24high/CD38high
B-Zellen scheint folglich fir die immunologische Homdostase, also das Gleichge-
wicht zwischen ausreichender Fremderkennung und Selbsttoleranz, von Bedeutung
zu sein. Hinzu kommt, dass diese regulatorischen B-Lymphozyten auch fur die zu-
meist erniedrigte Immunogenitat von Tumoren verantwortlich sein kdnnten [48].

Seit einigen Jahren wird dartiber hinaus zunehmend die Bedeutung der Funktion
von B-Lymphozyten im Rahmen von autoinflammatorischen Prozessen aber auch

Tumorerkrankungen erkannt [49].

1.4 HYPOXIE IM ORGANISMUS - PHYSIOLOGIE UND
PATHOLOGIE

Die Sauerstoffverteilung auf alle Gewebe eines Organismus wird unter physiologi-
schen Bedingungen mit Hilfe der Blutzirkulation realisiert. Eingeatmete Luft weist
einen Sauerstoffpartialdruck (pO2) von ungefahr 160 mmHg auf (Meeresspiegel-Ni-
veau) und entspricht dem atmospharischen Sauerstoffgehalt von 21 % O2. Die Pas-
sage des Sauerstoffs durch die Lunge und die anschlieRende Diffusion in die Alve-
olarkapillaren resultiert bei Ruhestellung des Menschen in einem verringertem pO2
in den arteriellen Blutgefalien von etwa 95 mmHg [50]. Fur die Versorgung aller
Organe mit ausreichend Sauerstoff gentigt diese Konzentration. Der Sauerstoffpar-
tialdruck in den einzelnen Organgeweben ist unterschiedlich und liegt zwischen 4
und 40 mmHg entsprechend einem Sauerstoffgehalt von 0,5 — 5% Oz (Abb. 1.3).

Sauerstoff gelangt somit standig durch Diffusion aus den Kapillaren in die Zellen



weil dort eine geringere Konzentration herrscht; durch den standigen Oz — Ver-
brauch der Zellen bleibt diese Partialdruckdifferenz erhalten. Das geschieht so
lange, bis die Diffusionsstrecke fur O2 mehr als 200 ym betragt. Wird die Diffusions-
grenze fur Sauerstoff von ca. 200 uym Uberschritten, so entstehen Gewebebereiche,
die mit Sauerstoff unterversorgt werden. Die verminderte Sauerstoffversorgung des
Gesamtorganismus oder bestimmter Gewebsregionen wird als Hypoxie bezeichnet
[51]. Physiologisch tritt Hypoxie wahrend der normalen Embryonalentwicklung auf
[52], aber auch in Keimzentren des lymphatischen Gewebes im adulten Tier bzw.
Mensch, wobei der Sauerstoffpartialdruck zwischen den einzelnen Organen unter-
schiedlich ist [53]. In der Milz, ahnlich wie in den Lymphknoten, liegt der Sauerstoff-
partialdruck zwischen 10 und 25 mmHg, wahrend er im Thymus < 5 mmHg betragt
[54,55]. Neben den genannten Geweben, in denen eine physiologische Hypoxie
nachzuweisen ist, setzt ein pathologischer Sauerstoffmangel im Rahmen einer Ge-
websschadigung grofde Anpassungsvorgange der betroffenen organstandigen Zel-
len voraus, aber auch der Immunzellen, die in das geschadigte Gewebe einwan-
dern.

Die Ausbildung hypoxischer Gewebsbereiche kann Kennzeichen verschiedener pa-
thophysiologischer Zustande sein und ist meist auf ein defektes Gefallsystem in der
betreffenden Region zurtckzufuhren. Dazu zahlen zerebrale und kardiovaskulare
Erkrankungen wie etwas Artheriosklerose, Apoplexie, Myokardinfarkt, Diabetes
mellitus, Entzindungsprozesse, chronisch obstruktive Lungenerkrankungen sowie
Tumorerkrankungen. Solide Tumoren, wie zum Beispiel Hirn-, Colon-, Brust- und
Prostatatumoren, weisen, im Vergleich zu ihren Ursprungsgeweben, umfangreiche
hypoxische Regionen auf [52]. Die Versorgung eines soliden Tumors mit Sauerstoff
und Nahrstoffen erfolgt bis zu einem Durchmesser von 0,1 — 0,2 mm mittels Diffu-
sion. Eine notwendige Vorrausetzung fur das weitere Wachstum eines Tumors ist
daher seine Vaskularisierung (Angiogenese) [56]. Die in den Tumor einwachsenden
Gefalle sind jedoch ungeordnet und weisen strukturelle Veranderungen auf. Die
Entstehung hypoxischer Regionen in soliden Tumoren basiert demnach auf dem
Ungleichgewicht zwischen schnell proliferierenden Tumorzellen und einer inada-
quaten Sauerstoffversorgung aufgrund des unregelmafig einwachsenden Ge-

falksystems in den Tumor [57].
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Der Sauerstoffgehalt von soliden Tumoren erweist sich im Vergleich zu den ent-
sprechenden Ursprungsgeweben und in Abhangigkeit von der Tumorvaskularisie-
rung als deutlich reduziert. Gut oxygenierte Tumorbereiche gehen je nach Lage zum
Gefalsystem in hypoxische und schlieBlich in anoxische Regionen Uber. Bei soli-
den Tumoren variiert regional unterschiedlich innerhalb des jeweiligen Tumors, so-
wie im direkten Vergleich selbst verschiedener Tumorarten, der Grad der Hypoxie.
Bei den meisten Tumoren gehen in Abhangigkeit von der Lage der Tumorzellen
zum Blutgefalsystem gut oxygenierte Regionen in hypoxische Bereiche Uber, wel-
che wiederum mit anoxischen Gebieten assoziiert sind. Der Sauerstoffpartialdruck
in soliden Tumoren liegt zwischen 1 und 10 mmHg und entspricht einem atmospha-
rischen Sauerstoffgehalt von 0,15 — 1,5 % O2[56].
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Abb.1.4: Unterschiedliche Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdricke (pO2, pCOy)
unter physiologischen Bedingungen im menschlichen Organismus. In der Einat-
mungsluft existiert ein Sauerstoffpartialdruck von ca. 160 mmHg. In den Lungenal-
veiolen betragt der pO> 100 mmHg. Nach der Passage des Sauerstoffs Uber die
Luft — Blut Schranke kommt es zu einem verringertem pO» in den arteriellen Gefa-
fen von 95 mmHg. Je nach perfundierten Organ betragt der pO2 in den O, — ver-
brauchenden Geweben 4 - 40 mmHg. B: Sauerstoffpartialdruckgradient in einem
Tumor. Im Bereich der infiltrierten BlutgefalRe betragt der pO2 ca. 10 mmHg. Im
Tumorzentrum kann es zu einem verringerten pO, auf bis zu 1 mmHg kommen
(Science division Henry Ford College).
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Fur die Aufrechterhaltung wichtiger Zellfunktionen wird in einer sauerstoffarmen
Umgebung der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF-1) benétigt, um die Sauerstoffho-
moostase zu regulieren [58]. So spielt HIF-1, der als zellularer O2-Sensor dient, eine
zentrale Rolle als Transkriptionsfaktor bei der Anpassung an eine hypoxische Um-
gebung und reguliert ein groRes Netzwerk von Zielgenen, wie z.B. diejenigen fur
den vascular endothelial growth factor (VEGF) oder Erythropoetin (EPO) [59]. HIF-
1 stellt ein Heterodimer dar und besteht aus einer Sauerstoff-abhangig vorhande-
nen a- und einer konstitutiv exprimierten f—Untereinheit. Unter normoxischen Be-
dingungen im Gewebe wird die Stabilitdt der HIF-1a Proteinuntereinheit posttrans-
lational durch Sauerstoff- und Eisen-abhangige Prolylhydroxlasen (PHD) reguliert.
Maxwell et al [60] stellten fest, dass HIF-1a bei erhéhtem pO2 in Gegenwart des
Proteins des Tumorsuppressor-Gens Von-Hippel-Lindau (pVHL) Uber einen
Ubiquitin/Proteasom-Proteinkomplex abgebaut wird (Abb. 1.4). Nur Proteine, die
zuvor mit Ubiquitin - Molekulen markiert wurden, werden vom Proteasom abgebaut.
Dabei werden die Proteine mit einer Ubiquitinkette verknupft (Polyubiquitinierung)
und somit als zu degradierende Proteine erkennbar gemacht [61]. VHL bildet zu-
sammen mit den Proteinen Elongin B und C, sowie Cul2 und Rbx1 einen Komplex,
welcher HIF-1a fur die Proteolyse markiert [60] (Abb. 1.4). Die Halbwertszeit von
HIF-1a liegt bei atmospharischem pOz2 im Bereich von ca. zehn Minuten [62]. Unter
hypoxischen Bedingungen jedoch fihrt der Mangel an Sauerstoff im Gewebe zu
einer Hemmung der PHDs, es kommt zur Stabilisierung von HIF-1a und nicht zur
.Markierung“ mit Polyubiquitin [63,64]. Auf diese Weise akkumuliert HIF-1a im Zy-
tosol und transloziert in den Zellkern, wo es an die dort vorhandene B-Untereinheit
bindet und als Heterodimer zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren die Ex-
pression spezieller Gene aktiviert (Abb.1.4). Dadurch kommt es ausschlief3lich unter
hypoxischen Bedingungen zur Aktivierung des Heterodimers HIF-1 [65]. Einen wei-
teren Aktivator des HIF-1a Signalweges stellt die Eisenchelation dar [66]. HIF-1a ist
der zentrale Sauerstoffsensor flir Sdugerzellen [67]. Es ist in der Lage, durch Steu-
erung der Transkription entsprechender Gene u.a. auf Zellproliferation, verschie-
dene Transportvorgange, Angiogenese und Glykolyse Einfluss zu nehmen [59]. Die
bedeutendste Konsequenz einer lokalen Hypoxie stellt die Notwendigkeit der Um-
stellung des zellularen Energiestoffwechsels dar, weil der sauerstoffabhangige Pro-
zess der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien nicht stattfinden kann.

Der Verlust dieses effektiven Weges der Energie (ATP)-Gewinnung wird partiell
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ausgeglichen durch eine entsprechende Steigerung der glykolytischen Aktivitat.
HIF-1a tragt zu dieser Umstellung des Zellmetabolismus bei, indem der Transkrip-
tionsfaktor Gene reguliert, die fir glykolytische Enzyme kodieren, wie z.B. die
Laktat-Dehydrogenase A (LDH A) [68]. Zahlreiche Studien belegen den Zusammen-
hang zwischen HIF-1a Uberexpression in soliden Tumoren und der Verkirzung der
Uberlebens- bzw. der rezidivfreien Zeit [69]. Dabei nimmt das HIF-1 Zielgen VEGF
eine zentrale Stellung ein, da dieser Faktor durch Stimulation der Endothelzell-
proliferation und -migration entscheidend zur tumorassoziierten Angiogenese bei-
tragt [70].
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Abb.1.5: Modell der Aktivierung und Hydroxylierung des Heterodimers HIF-1 anhand
des Hypoxiesignalwegs. Unter Hpoxie wird HIF-1a stabilisiert und transloziert in
den Zellkern, wo es nach Bindung an HIF-1B seine Zielgene fir die Expression
von vascular endothelial growth factor (VEGF) oder Erythropoetin (EPO) reguliert.
Unter Normoxie wird HIF-1a durch das Protein Von-Hippel-Lindau (VHL), welches
zusammen mit den Proteinen Elongin B und C, sowie Cul2 und Rbx1 einen Komplex
bildet, markiert und von Prolyl 4-Hydroxylasen (P4H) an Proteinresten hydroxy-
liert und dem Abbau durch das Proteasom zugefihrt. (Medscape, 2006)
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Das Mikromilieu spielt fir die Funktion von Immunzellen eine wichtige Rolle. Dieses
ist im entzlindeten Gewebe bzw. in Strukturen sekundar lymphatischer Organe von
einer geringen Glukosekonzentration, einem niedrigen pH-Wert und vor allem einer
geringen Sauerstoffkonzentration (Hypoxie; pOz2 =4 bis 40 mmHg; £ 0,5-5% 02)
gepragt [71]. Dem Umstand dieses hypoxischen Mikromilieus wird jedoch bei vielen
in vitro Experimenten, welche die Funktion von Immunzellen untersuchen, haufig
wenig Rechnung getragen. Insbesondere ist der biologische Effekt der Hypoxie auf
die Funktion von B-Lymphozyten weitgehend unverstanden.

Uber die CD40L - CD40 Interaktion, die im lymphatischen Gewebe - genauer im
Keimzentrum z.B. eines Lymphknotens - stattfindet, kbnnen B-Zellen aktiviert wer-
den (Abb.1.2). Die Aktivierung Uber den CD40-Signalweg induziert antigenprasen-
tierende, stimulierte B-Lymphozyten [38,39], welche wiederum antigenspezifische
T-Zellen aktivieren kdnnen [49]. CD40L-aktivierte B-Lymphozyten kénnen Uber lan-
gere Zeit (mehrere Wochen) in Kultur genommen und propagiert werden [72]. In der
vorliegenden Promotionsarbeit wird mithilfe dieses Modells und hypoxischer Zell-
kulturbedingungen der Einfluss von Hypoxie auf die Antigen prasentierende Zell
(APC)-Funktion aktivierter B-Lymphozyten untersucht.

In vivo spielen sich die oben beschriebenen Vorgange der Antigenprasentation und
Immunmodulation u.a. im entzindlichen Gewebe bzw. in sekundar lymphatischen
Organen und damit in hypoxischem Milieu ab. Kennzeichnend fir eine Entziindung
ist die Infiltration des extravasalen Raumes durch Immunzellen, was mit einem er-
hdhten Nahrstoff - und Sauerstoffbedarf einhergeht. Das fuhrt zur Entstehung lokal
hypoxischer Regionen, in denen der Sauerstoffbedarf das Angebot Ubersteigt. Phy-
siologisch betragt der Sauerstoffpartialdruck pO2 im endkapillaren Stromgebiet ca.
40 mmHg, im entziindlichen Gewebe und in Tumoren reduziert sich der O2-Anteil
auf 0,15 -1,5 % (pO2 = 1 - 10 mmHg) (Abb. 1.3) und weniger [73,74]. Die der Hy-
poxie ausgesetzten Zellen reagieren mit Aktivierung von HIF-1a, um durch Neubil-
dung von roten Blutkérperchen mittels Erythropoetin oder durch Angiogenese mit-
tels VEGF dem Sauerstoffmangel entgegenzuwirken. Fur gewdhnlich werden in
vitro Experimente mit immunkompetenten Zellen jedoch oft bei normaler Raumluft
(21 Vol. %) durchgefuhrt, was letztlich Hyperoxie im physiologischen Sinne darstellt.
Immunologische Effekte, die durch das inflammatorische, hypoxische Mikromilieu
bestimmt werden, kdnnen folglich unter diesen hyperoxischen in vitro Bedingungen

nicht beobachtet werden.
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Im Vergleich zu einer ganzen Reihe von Untersuchungen, welche die Rolle von Hy-
poxie auf Makrophagen und T-Lymphozyten beschrieben haben, ist noch sehr we-
nig Uber den Einfluss von Hypoxie auf die Funktion von aktivierten B-Zellen als
APCs bekannt.

1.6 ZIELE DER ARBEIT

Vor einigen Jahren erneut in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerickt
ist die Antigenprasentation als Funktion von B-Lymphozyten. Diese Erkenntnisse
Uber die Fahigkeit der APC Funktion von B-Lymphozyten sollte in der vorliegenden
Arbeit genutzt werden, um die Frage zu klaren, welches Potenzial die in vitro Gene-
rierung CD40L-aktivierter B-Zellen bietet.

Die hierbei zugrunde liegenden zellbiologischen Mechanismen und insbesondere
die Bedeutung von Hypoxie fur die humanen B-Zellen sind jedoch noch weitgehend
unverstanden. Hierzu wurden im vorliegenden Forschungsprojekt CD40L- aktivierte
B-Zellen unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich zu den konventionellen Zell-
kulturbedingungen immunphanotypisch und funktionell charakterisiert. Erganzend
sollten die erzielten Ergebnisse durch die Nachahmung eines hypoxischen Milieus
mit Applikation eines Eisenchelators bestatigt werden.

Hierzu wurden folgende Teilziele verfolgt:

1. Der Einfluss von Hypoxie auf die APC Funktion von CD40L-aktivierten
B-Lymphozyten
a. Zellzyklus und Apoptoseverhalten
b. Immunphanotypisch und funktionell
2. Einfluss der Eisenchelation auf die APC Funktion von CD40L-aktivierten
B-Lymphozyten
a. Immunphanotypisch
b. Funktionell

Angestrebt ist ein besseres Verstandnis der Wirksamkeit CD40L-aktivierter B-Lym-

phozyten als Zelltherapeutikum.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 TABELLE MATERIALIEN UND BEZUGSQUELLE

Methode Material Bezugsquelle
Zellkultur DMEM/Ham’s F12 Medium PAA GmbH, Pasching, Osterreich

RPMI 1640 Medium

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS)

Santa Cruz Biotechnologie, Dallas, USA

Natronlauge (NaOH) 10%

Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) >99,8%

Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2)
>99%

Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe,
Deutschland

IMDM Medium

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Fetal calf serum (FCS)

Lonza, Basel, Schweiz

Hepes Puffer (1 M)

PAA GmbH, Pasching, Osterreich

PenStrep 100 ml

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Humanserum (HS)

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

Pancoll

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

Reinraumwerkbank Bioair 1.2

Labmarket, Mannheim, Deutschland

Zellkulturflaschen 200 mi

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Trypsin-EDTA 5 %,10x,

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

DMSO 10 %

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Trypanblau (TrypanBlueStain
0,4 %)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

6-Well Platten (Nunc)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

PBS 10x, 500 ml

PAA GmbH, Pasching, Osterreich

NIH-3T3 Mausfibroblasten

Leibniz-Institut DSMZ, Braunschweig,
Deutschland

Zentrifuge Z 513

Hermle, Wehingen, Deutschland

Wasserbad WNB7-45

Memmert, Schwabach, Deutschland

Falcon 50 mi

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land
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Methode

Material

Bezugsquelle

Spritzen 50 ml

Braun Melsung AG, Melsungen, Deutsch-
land

Autoklav Typ 23

Melag, Berlin, Deutschland

Hypoxie

CO:/N:-Inkubator CB 053

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Proliferation

Carboxyfluorescein-succinimidyl

ester (CFSE) 25 mg

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Beads

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Apoptose

Binding buffer 50 ml

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

Staurosporin 0,5 mg

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

AnnexinV

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Intracellular Stai-
ning

Golgistop (Monensin)

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

Durchfluss-zyto-
meter

Facs Roéhrchen 5 ml

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellwash

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Durchflusszytometer Gallios

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Durchflusszytometer Canto

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

Immunglobulin Octagam10%

Kryotec, Hamburg, Deutschland

Humanalbumin 200 g/I, 50 ml

Baxter, Deerfield, USA

Zell-Fix (10x)

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

Reinstwasser

Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland

Formalin 0,5 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sterile Filter 0,80 ym

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

B-Zell Aufreini-
gung

MACS Buffer, 11 PBS+
0,5 % BSA + 2 mM EDTA

PBS: Santa Cruz Biotechnologie, Texas,
USA BSA: Applichem, Darmstadt,
Deutschland EDTA: Sigma-Aldrich, Min-
chen, Deutschland

Sterile Filter Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land
EDTA 100 g Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Albumin-FraktionV (BSA) 500 g

Applichem, Darmstadt, Deutschland

MACS Separation Miltenyi

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland

MACS Columns 25 LS

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland

MACS Filters

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland

MACS Multi Stand

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland

MicroBeads, CD19, human

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland

MicroBeads, CD3, human

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland

17




Methode

Material

Bezugsquelle

Mixed-lymphocyt-
reaction (MLR)

96er Well Platten (Sigma, runder
Boden)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

GolgiStop

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

Zellzyklus

Ethanol 70%, vergallt

Otto-Fischar GmbG+Co KG, Saarbrticken,
Deutschland

7-Aminoactinomycin (7AAD) 2 ml

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

Eisenchelator

Desferal 2 mg (Deferoxamine)

Novartis, Nirnberg, Deutschland

Antikérper

CD80 Maus anti-human IgG
monoklonal

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

CD107a Maus anti-human IgG
monoklonal

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

CD3 Maus anti-human IgG
monoklonal

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

CD86 Maus anti-human I1gG
monoklonal

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

PDL2 Ratte anti-maus IgG
monoklonal

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

CD62L Maus anti-human IgG
monoklonal

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschcland

CD8 Maus anti-human IgG
monoklonal

Biolegend, Fell, Deutschland

CD38 Maus anti-human IgG
monoklonal

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschcland

CD27 Maus anti-human IgG
monoklonal

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschcland

CD79a Maus anti-human 1gG
monoklonal

Biolegend, Fell, Deutschland

PDL1 Ratte anti-maus IgG
monoklonal

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

CD14 Maus anti-human IgG
monoklonal

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

CD19 Maus anti-human IgG
monoklonal

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

CD69 Maus anti-human 1gG
monoklonal

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land

CD4 Maus anti-human IgG
monoklonal

Biolegend, Fell, Deutschland

CD20 Maus anti-human IgG
monoklonal

Biolegend, Fell, Deutschland

CD45 Maus anti-human IgG
monoklonal

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
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2.1.2 KULTURMEDIEN UND LOSUNGEN

Als Standardmedium fir Adhasionszellkulturen diente, sofern nicht anders erwahnt,
RPMI 1640 unter Zusatz von Penicillin-Streptomycin (PenStrep), fetalem Kalberse-
rum (FCS) und Hepes Puffer in den folgenden effektiven Konzentrationen in 500 ml
Medium:

* Hepes 10 mM/I

* Penicillin-Streptomycin 0,1 ug/Il

+ FCS 10%
Diese Zusammensetzung wird im Folgenden als RPMI-Medium (pH 7,4) bezeich-
net.
Die Kultur von CD40L-Mausfibroblasten wurde in DMEM-Ham's F-12 Medium unter
Zusatz von FCS, Hepes und PenStrep (in den oben angegebenen Konzentrationen)
sowie Gentamicin/G418 angesetzt, dessen effektive Konzentration in 500 ml Me-
dium 180 ug/l betrug. Diese Zusammensetzung wird im Folgenden als NIH (National
Institutes of Health) Medium bezeichnet.
Das Ausplattieren von CD40L-Mausfibroblasten auf 6-Well Platten erfolgte in
DMEM Medium unter Zusatz von FCS, Hepes und PenStrep in den oben angege-
benen Konzentrationen. Im Folgenden wird das Medium als NIH-Wildtyp Medium
bezeichnet.
Bei der Farbung mit Annexin V und 7-Aminoactinomycin (7AAD) zur Erkennung des
Apoptoseverhaltens CD40L-aktivierter B-Zellen wurde Binding buffer verwendet:
Stammlésung: 0,1 M Hepes / NaOH, pH 7,4, 1,4 M NaCl und 25 mM CaClz Ge-
brauchslésung: Stammldésung 1:10 verdunnt mit Reinstwasser (Ampuwa). Das Ein-
friermedium setzte sich aus 90 Vol. % fetalem Kalberserum (FCS) und 10 Vol. %
Dimethylsulfoxid (DMSQO) zusammen.
Fir diverse Zellkulturarbeiten, wie z.B. das Waschen von NIH-3T3 Fibroblasten
wurde PBS verwendet. 500 ml PBS 10x wurden zu 1 | Reinstwasser (Ampuwa) hin-
zugefugt und der pH 7,2 mit NaOH eingestellt. Die PBS Lésung war 3,33-fach kon-

zentriert. Das in einer Flasche abgeflllte PBS wurde autoklaviert.
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2.2 VORBEREITUNG ZUR KULTIVIERUNG VON CD40L-AKTI-
VIERTEN B-ZELLEN

2.21 CHARAKTERISIERUNG DER CD40L MAUSFIBROBLASTENKULTUR

Zur Aktivierung von B-Lymphozyten wurden adharente NIH-3T3 Mausfibroblasten
eingesetzt, welche den humanen CD40-Ligand (CD40L) stabil transfizient expri-
mierten [75,74]. Durchflusszytometrische Kontrollen in regelmaRigen Abstanden
bestatigten eine gleichbleibend hohe Expression des membranstandigen CD40L
(CD154) Molekdls auf den Fibroblasten. Die Expressionsdichte des CD40-Liganden
wurde Uber die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) als ein MalR der auf einzelnen
Zellen exprimierten Molekile gemessen. Liegt die MFI dabei <10, bedeutet das,
dass die Expressionsdichte des membranstandigen CD40L Moleklils nicht hoch ge-
nug ist, um diese flr Zellkulturarbeiten einzusetzen. Samtliche Zellkulturarbeiten

wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

2.2.2 HYPOXISCHE KULTURBEDINGUNGEN FUR CD40L-AKTIVIERTE B-
ZELLEN

Die hypoxischen Kulturbedingungen fur die CD40L-aktivierten B-Zellen wurden
durch den CO2/N2 Zellinkubator hergestellt, welcher die hypoxische Atmosphare
(0,8 % O2, 5% CO2 und 94 % Nz) erzeugte. Fir die Hypoxiekulturen wurde das
RPMI-Medium tber 24 Std. im definierten Sauerstoffmilieu (0,8 % Oz erreicht durch
Verdrangung des Oz durch Stickstoff N2) bei regularen Standardzellkulturbedingun-
gen (5 % COz2) prainkubiert.

2.2.3 CD40L MAUSFIBROBLASTENKULTUR

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten an einem Ar-
beitsplatz der Sicherheitsstufe S1 bei sterilen Bedingungen unter einer Reinraum-
werkbank mit autoklavierten oder heilluftsterilisierten Materialien bzw. Geraten o-
der sterilfiltrierten Losungen. Alle mit humanem oder transfiziertem Zellmaterial in

Kontakt getretenen Materialien oder Gerate wurden anschlie3end mit 90 % Ethanol
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desinfiziert oder durch Autoklavieren sterilisiert. Die CD40L exprimierenden Maus-
fibroblasten wurden in einem CO2-Brutschrank im offenen System bei 37°C, bei ei-
nem normoxischen pOz2 (21%), sowie 5 % COz2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 95 % in Gewebekulturflaschen (75 cm?) mit je 10 ml NIH-Medium Kultiviert.

Zweimal wochentlich wurden die konfluenten Zellen nach Entfernen des alten Me-
diums zunachst mit PBS zur vollstandigen Eliminierung des FCS gewaschen, da
dieses die Wirkung des Trypsins beeintrachtigt hatte, bevor sie mit drei ml Trypsin-
Ldsung (Trypsin-EDTA 10-fach, 5 %, 1:10 in PBS verdunnt; final 0,5%) fur funf Min.
enzymatisch behandelt und anschlieRend zur Neutralisierung mit 10 ml NIH-Me-
dium abgespult wurden. Trypsin ist eine Protease, die u.a. Adhasionsproteine der
Mausfibroblasten angreift und somit die Losung der Zellen vom Flaschenboden be-
wirkt [76]. Die Wirkung des Trypsins wird danach gestoppt, damit die Zellen nicht
beschadigt werden, da Trypsin potentiell zytotoxisch wirkt. Nach dem Abzentrifugie-
ren (1200 rpm, fur funf Min. bei Raumtemperatur (RT)) wurde das Zellpellet resus-
pendiert; je 1,5%x108 Zellen wurden in 10 ml Medium + 180 ug/l Gentamicin G418
und neuen 200 ml Gewebekulturflaschen weiterkultiviert. Die Kultivierung erfolgte
bei 37 °C und feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare bei 5 % CO:2. Die Zellen wurden
bis zu einer maximalen liickenlosen Bedeckung der Oberflache eines Kulturgefales
von 80% kultiviert, weshalb die Zellen alle drei bis vier Tage in neue Flaschen um-

gesetzt wurden.

2.2.4 ZELLSEPARATION MONONUKLEARER ZELLEN

Als Ausgangsmaterial fur die Isolierung mononukleéarer Zellen (PBMCs, peripheral
blood mononuclear cells) aus peripherem humanen Blut dienten Blutprodukte, wel-
che bei der Verarbeitung von citrathaltigen Vollblutspenden zu Plasmakonzentraten
anfallen (buffy coats). Im Rahmen des Ethikvotums Nummer 04-161 wurden die
buffy coats aus dem Institut fur Transfusionsmedizin und dem Eigenblutspende-
zentrum der Uniklinik Kéln bezogen.

Mit Hilfe der von Boyum entwickelten Pancoll-Dichtgradienten-Zentrifugation kon-
nen PBMCs von Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten getrennt werden
[77]. Pancoll reprasentiert ein ungeladenes Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer,
dessen Dichte (1,077 g/ml) so eingestellt ist, dass Erythrozytenaggregate und tote

Zellen mittlerer Dichte die Pancollschicht wahrend einer Zentrifugation passieren
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kénnen. Mononukleare Zellen (Lymphozyten, Monozyten und NK-Zellen) sammeln
sich in der Interphase an, wahrend Granulozyten, Erythrozyten und nicht-vitale Zel-
len sich in der Pancollphase wiederfinden [78].

Zur praktischen Durchfuihrung des Pancoll-Protokolls wurden 10 ml Blut 1:4 mit PBS
verdunnt und auf 15 ml Pancoll in einem Falcon-Réhrchen (50 ml) aufgeschichtet.
Nach einer 20-minltigen Zentrifugation bei 2400 rom und RT ohne Bremse waren
Erythrozyten und Granulozyten durch die Pancollschicht sedimentiert und die peri-
pheren mononuklearen Blutzellen befanden sich in der Interphase zwischen Pancoll
und Plasma [79].Die separierten PBMCs wurde abpipettiert, zweimal mit PBS ge-
waschen und nochmals zentrifugiert (fur funf Min. bei RT, 1200 rpm). Das dabei
entstandene Zellpellet wurde weiter verwendet, der Uberstand verworfen [80].

Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen in RPMI-Medium gewaschen und bei
1200 rpm fur finf Min. bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Kulturme-
dium resuspendiert und 10 pl dieser Zellsuspension wurden mit 90 pl einer 0,84%
Trypanblaulésung in isotoner NaCl-Losung versetzt, was eine 0,04 % Trypanblau-
I6sung ergab. Trypanblau dringt in tote Zellen, aufgrund der intakten Membranin-
tegritat aber nicht in lebende Zellen ein, wodurch tote Zellen unter dem Mikroskop
dunkelblau erscheinen und nicht mitgezahlt werden. Es wurden die Zellen von je-
weils 16 Kleinquadraten einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und summiert, um die
Zellzahl in einem GroRRquadrat zu erhalten [81]. Aus der Zellzahl und dem Verdin-

nungsverhaltnis wurde dann die Zellzahl pro ml Suspension wie folgt ermittelt:

Zellzahl 10 * 10000 Zellzahl
* * = ——--
Anzahl der gezéhlten Grol3quadrate ml
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2.2.5 EINFRIEREN UND AUFTAUEN VON ZELLEN

Durch Gefrierkonservierung in flissigem Stickstoff kdnnen Zellen flir lange Zeit ge-
lagert werden [82]. Das Einfrieren eukaryotischer Zellen ist problematisch, da diese
durch intrazellulare Eiskristallbildung wahrend des Gefriervorganges geschadigt
werden konnen. Die B-Zellen werden deshalb in ein sogenanntes Einfriermedium
(FCS 90% mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSQ)) gegeben, um Zellschaden so gering
wie moglich zu halten. Als kryoprotektive Substanz verhindert DMSO die Ausbildung
von intrazelluldren Eiskristallen. Bei steigenden Temperaturen und in hohen Kon-
zentrationen wirkt DMSO zytotoxisch, weshalb es wichtig ist, die Zellen im Einfrier-
prozess moglichst schnell auf den Bereich zwischen 0 und 4 °C abzukuhlen [83].
DMSO wurde anstatt Glycerin gewahlt, weil es schneller in die Zellen diffundiert und
die Kristallbildung innerhalb der Zelle minimiert. Um den Austritt von intrazellularem
Wasser zu ermdglichen, muss ein stufenweises Absenken der Temperatur erfolgen.
Dies geschieht, indem die B-Zellen in einem mit Isopropanol geflllten Behalter (Ein-
frierbox) zunachst flr 24 Std. bei — 80 °C gelagert werden, um sie anschlief’end in
flissigen Stickstoff mit — 196 °C zu Uberflhren. Es ist wichtig, die Zellsuspension
(0,5 ml) beim Auftauprozess unverzuglich zu verdiannen und durch Abzentrifugieren
vom Einfriermedium zu befreien. Die Kryoréhrchen wurden deshalb aus dem fllssi-
gen Stickstoff direkt in ein Wasserbad transferiert und bei 37°C vollstandig aufge-
taut. Anschlielliend wurden die B-Zellen in 10 ml RPMI Medium langsam aufgenom-
men und fur funf Min. bei 1200 rpm sedimentiert. Nach dem Dekantieren des Uber-
stands wurde das Zellpellet in RPMI Medium resuspendiert und eine Zellzdhlung
durchgeflhrt.

2.2.6 AUFREINIGUNG DER HUMANEN B-LYMPHOZYTEN AUS DER PBMC-
FRAKTION MITTELS POSITIVSELEKTION

Prinzip

Das Verfahren der magnetischen Zellsortierung (MACS) verbindet immunologische
Methoden mit physikalischen Gegebenheiten. Ein monoklonaler Antikérper gegen
ein spezifisches Zelloberflachenmolekll der jeweils zu isolierenden Zellpopulation

wird mit kolloidalen super-paramagnetischen Partikeln (microbeads, Durchmesser
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ca. 100 nm) konjugiert. Mit diesem Antikorper werden die aufzureinigenden Zellen,
die sich in einer Zellsuspension befinden, markiert und durchlaufen anschlie3end
ein starkes Magnetfeld [84]. Unmarkierte Zellen kdnnen das Magnetfeld durchlau-
fen, wahrend die gewilnschten, mit den entsprechenden microbeads markierten
Zellen im Magnetfeld zurickgehalten werden. Dieser Vorgang kann mehrfach wie-
derholt werden, um eine mdglichst hohe Reinheit zu erreichen [85]. Nach enzyma-
tischer Entfernung der microbeads ist eine weitere Sortierung der Zellen nach an-

deren Oberflachenantigenen maglich.

Methode

Die Zellsuspension (15 ml) mit den humanen PBMCs wurde entsprechend den Her-
stellerangaben (Miltenyi Biotec) mit 0,01 ml microbeads und 0,08 ml MACS-Puffer
pro 107 Zellen inkubiert. In diesem Fall waren die microbeads an einen Antikdrper
gekoppelt, welcher spezifisch fur das CD19 Oberflachenprotein von B-Zellen ist. Die
Saule (LS-Saule, Miltenyi Biotec), mit deren Hilfe die gewiinschten humanen B-Zel-
len separiert werden sollten, wurde am Magnetseparator installiert und mit 3 ml
MACS-Puffer gespdlt, um diese zu kuhlen und eventuell zurtickgebliebene Zellen
von vorangegangenen Durchlaufen zu entfernen. Nach dem Waschen wurden die
Zellen Uber einen Zellsuspensionsfilter innerhalb eines Magneten entlang der LS-
Saule pipettiert, sodass markierte (Antikdrper gekoppelte) Zellen in der Saule ver-
blieben und unmarkierte Zellen im Durchlauf aufgefangen werden konnten. Zur Ent-
fernung unspezifisch gebundener Zellen wurde die Saule viermal gewaschen
(4%3 ml MACS-Puffer) und aus dem Magnetseparator entfernt.

Zur Elution der Antikoérper (CD19) -gebundenen B-Zellen wurden 5 ml MACS-Puffer
auf die Saule pipettiert und mit dem Kolben unter maRigem Druck eluiert. Die Rein-

heit der sortierten Populationen wurde in der Durchflusszytometrie Uberpruift.
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2.3 KULTIVIERUNG UND CD40L-VERMITTELTE AKTIVIE-
RUNG VON B-LYMPHOZYTEN

2.3.1 VORBEREITUNG DER ,CD40L*“ZELLKULTURPLATTEN

Vor dem Ansetzen einer nahezu reinen B-Lymphozytenkultur aus humanem Vollblut
mussten NIH-CD40L Zellkulturplatten vorbereitet werden. Dazu wurden murine
CDA40L-Fibroblasten aus der Zellkulturflasche entnommen (siehe 2.2.3) und in NIH-
Wildtyp Medium aufgenommen. In der Transfusionsmedizin des Universitatsklini-
kums Koéln wurden die Zellen bestrahlt, um die Proliferationsaktivitat der Fibroblas-
ten zu hemmen. Die Zellen sollten nicht weiter proliferieren, aber dennoch vital sein,
da sie Trager des CD40-Liganden waren und somit essentiell fur die spatere Akti-
vierung der B-Zellen. Sie wurden im Bestrahlungsgerat einer ['37Cs] Strahlenquelle
fur 16 Min. ausgesetzt und mit 30 Gray (=J/kg) bestrahlt. AnschlieRend wurden sie
auf eine 6-Well Kulturplatte in einer Konzentration von 2x10% Zellen/2 ml pro Well
pipettiert. Im Brutschrank erfolgte entweder eine Inkubation Gber Nacht oder aber
Uber einen Zeitraum von mind. acht Std. bei 37°C mit einem normoxischen pO2
21%, 5 % CO:2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %, um eine optimale Ad-

harenz der Fibroblasten gewahrleisten zu kdnnen.

2.3.2 CD40B-LYMPHOZYTEN KULTUR

Das Ausgangsmaterial fur die Generierung einer CD40 B-Zell Kultur waren aufge-
reinigte B-Lymphozyten (s.2.2.6). Die Zellen wurden in RPMI-Medium aufgenom-
men. Das WT-Medium der NIH-CD40L Platten wurde abgenommen und jedes Well
wurde vorab mit 2 ml PBS gespllt. AnschlieRend wurden 2x106 B-Lymphozy-
ten/Well in 4 ml/Well RPMI Medium hinzugegeben. Dabei handelte es sich um eine
Co-Kultur - fur bis zu sieben Tage — mit transgenen, murinen Fibroblasten, die den
humanen CD40-Liganden exprimierten, mit dem Zweck, humane B-Lymphozyten in

einen aktivierten Zustand zu versetzen.
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2.4 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

241 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE MESSUNG

Die Durchflusszytometrie oder auch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (englisch:
fluorescence activated cell sorting, FACS) dient zur Unterscheidung und Analyse
von Zelleigenschaften wie Grolke, Granularitat und Expression von Oberflachenmo-
lekulen [86]. Dazu werden die zu untersuchenden Zellen mit fluoreszenzgekoppel-
ten, gegen ein bestimmtes Oberflachenantigen gerichteten Antikérpern markiert
und in einem laminaren Flussigkeitsstrom einzeln durch einen Laserstrahl geleitet
[87]. Durch das Auftreffen der Lichtstrahlen genau definierter Wellenlange, entspre-
chend der Ausgangswellenlange des Fluorochroms, auf die Zellen kommt es zu ei-
ner Lichtstreuung. Das in Verlaufsrichtung des Lasers abgelenkte Vorwartsstreu-
licht oder sog. forwardscatter (FSC) und das dazu rechtwinklig abgestrahlte Seit-
wartsstreulicht oder sog. sidewardscatter (SSC) wird von einem Detektor photomet-
risch analysiert. Das Vorwartsstreulicht dient als Mal} fir die ZellgroRe, das Seit-
wartsstreulicht als Mal fur die intrazellulare Granularitat (Abb. 2.1). Damit kann die
gewulnschte Zellpopulation ausgewahlt und auf die Fluoreszenzeigenschaften der
gebundenen Antikérpermolekule hin untersucht werden [88]. Das Fluorochrom, das
an die zur Oberflachenmarkierung verwendeten Antikérper gekoppelt ist, absorbiert
einen Teil der Lichtenergie des Laserstrahls und emittiert niederenergiereiches Flu-
oreszenzlicht. Linsen sammeln das emittierte Licht und trennen es durch Spiegel
und Filter nach Wellenlangenbereichen auf, bevor es unterschiedliche Detektoren
erreicht. Ungestreutes Laserlicht wird eliminiert und somit nicht gemessen.

Durch Setzen von elektronischen Analysefenstern (,gate”) kdnnen die gewlnsch-
ten Zellpopulationen analysiert werden. Das Setzen dieser Analysefenster wird im
Folgenden als ,gating“ bezeichnet. Es bestehen vielfaltige Mdglichkeiten zur Dar-
stellung und Analyse. Durch das ,gating“ kann eine bestimmte Subpopulation im
FSC-SSC Diagramm ausgesucht und naher auf inre Eigenschaften untersucht wer-
den. In der Abbildung 2.1 ist die Darstellung ,ungated” gegeben, was bedeutet, dass
man alle Zellen sieht, die im Durchflusszytometer gemessen worden sind. Méchte

man sich eine bestimmte Subpopulation anschauen, so muss diese zunachst mar-
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kiert werden, in der Abbildung 2.2 als R 1 bezeichnet. Bei einem erneuten Dia-
gramm wulrde man diese markierte Subpopulation als Vorlage nehmen, um sich
weitere Eigenschaften dieser Population anschauen zu kdénnen, was mit Hilfe der
Cluster of differentiation (CD) (s. 2.4.2) moglich ist. Mochte man z.B. wissen, wie
viele der Lymphozyten T-Lymphozyten und wie viele B-Lymphozyten sind, setzt
man eine Region (,gate”) in das Streulichtdiagramm ein, die nur die Lymphozyten
enthalt. Im nachsten Diagramm wird analysiert, wie viele der Lymphozyten CD19
(B-Zell Marker) und wie viele CD3 (T-Zell Marker) (s. 2.4.2) positiv sind (Abb. 2.2).
Die an die Antikoérper gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC) und Phycoerythrin (PE) sind zur Detektion der Zellen im Durchflusszytometer
notwendig. Die Anzahl der Zellen einer Subpopulation die in einem Analysefenster

(,gate*) vorkommen, werden in Prozent angegeben werden (% ,gated”).
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Abb.2.1: Die vorherige Abbildung zeigt beispielhaft eine Punktwolkendarstellung
(DotPlot) in der Durchflusszytometrie. Die grine Wolke zeigt die Lymphozyten
(Ly), die blaue Wolke die Monozyten (Mo) und die rote Wolke die Granulozyten
(Gran). Monozyten sind groRBer als Lymphozyten, was man anhand des Vorwarts-
streulicht (FSC) erkennen kann. Dabei liegen die Monozyten auf der x-Achse (FSC)
weiter rechts als die Lymphozyten (www.med4you.at)
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Abb.2.2: Diese Abbildung zeigt beispielhaft die Analyse bestimmter Subpopulatio-
nen mit Hilfe der gating Strategie. A) Das gate (R1) markiert die zu untersuchen-
den Lymphoyztenpopulation. B) Anhand der mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten
CD19- spezifischen Antikérper (B-Zell Marker) und CD3-spezifischen Antikdrper
(T-Zell Marker) werden die gewinschten Subpopulationen markiert: B-Zellen (rote
Wolke), T-Zellen (grine Wolke). Fluoreszenzfarbstoffe: Fluorescein-lsothiocyanat
(FITC) und Phycoerythrin (PE). % gated bedeutet, dass alle Zelle in dem Analyse-
fenster (gate) prozentual gemessen an der Lymphozytenpopulation erfasst werden
(www.med4you.at).

Die einfachste Form der Darstellung bei der Auswertung stellt das Histogramm dar
mit seiner eindimensionalen Variante der Intensitatsverteilung fir einen Parameter.
Dabei ist nach rechts (x-Achse) die Fluoreszenzintensitat aufgetragen und nach
oben (y-Achse) die Anzahl der Ereignisse (counts) (Abb. 2.3). Dot-Plot (Punktwol-
kendarstellungen) oder Contour-Plot (Hdhenliniendarstellungen) sind als zweidi-
mensionale Darstellungen mdglich. Eine einfache Methode der Vermessung von
Zellen in Dot-Plot ist es, Regionen in der Form einer Quadrantenanalyse zu definie-

ren.
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Abb.2.3: Beispielhaftes Histogramm als Darstellungsform bei der Auswertung im
Durchflusszytometer. Auf der x-Achse ist die Fluoreszenzintensiat aufgetragen,
wobei Cyanin5.5 markiertes Peridinin-Chlorophyll (PerCP-Cy5.5) der Fluoreszenz-
farbstoff ist. Auf der y-Achse ist die Anzahl der Ereignisse aufgetragen (counts).

2.4.2 ANALYSE DES IMMUNPHANOTYPS VON CD40L-AKTIVIERTEN
B-LYMPHOZYTEN

Zum Nachweis von Differenzierungsantigenen (Cluster of differentiation) werden
spezifische Antikérpern verwendet [89]. Mit ,CD“ werden immunphanotypische
Oberflachenmerkmale von Zellen bezeichnet, die sich nach biochemischen oder
funktionellen Kriterien ordnen lassen. Meistens handelt es sich um membrangebun-
dene Glykoproteine mit spezifischen Funktionen, die teilweise zellspezifisch expri-
miert werden. Manche CDs haben Signal- oder Rezeptorfunktion, bei anderen wie-
derum konnte enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden. B-Zellen werden unter
anderem durch die Oberflachenantigene CD19 und CD20 charakterisiert [90]. CD20
ist ein Plasmamembran-Phosphoprotein, welches eine Rolle in der Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung der B-Zellen spielt [91]. Aktivierte B-Lymphozyten
zeichnen sich durch eine gesteigerte Expression von CD80, CD86 sowie MHC-
Klasse Il Molekulen (wie HLA-DR) aus [92]. Das CD19-Antigen ist ein integrales
Membranglykoprotein vom Typ | und wird von allen normalen B-Zellen einschliel3-
lich der frihen Stadien sowie von Plasmazellen exprimiert. Auf T-Zellen, Monozyten
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und Granulozyten ist es nicht vorhanden. Die Oberflachenantigene CD80 und CD86
sind Membranproteine, welche auf aktivierten B-Zellen, Makrophagen und dendriti-
schen Zellen exprimiert werden. Sie gehéren zur Immunglobulin-Superfamilie B7.
Uber die co-stimulatorische Interaktion mit dem Liganden CD28, welcher auf T-Zel-
len exprimiert wird, kommt es zur T-Zell Aktivierung. HLA steht fir humanes Leuko-
zytenantigen-System und ist ein Synonym flir Haupthistokompatibilitatskomplex
(MHC). Dieser Komplex besteht aus Genen, die Proteine kodieren, welche unter
anderem fur die Antigenprasentation wichtig sind [93]. Es gibt die beiden Protein-
komplexe MHCI und MHCII. MHCI befindet sich auf der Oberflache nahezu aller
Zellen. MHCII Komplexe werden von Antigen prasentierenden Zellen (APC) expri-
miert.

CD62L, auch L-Selektin genannt, ist ein Glykoprotein [94]. Es gehdrt zur Gruppe
der Zelladhasionsmolekile und wird bei Lymphozyten an der Zelloberflache expri-
miert. Es vermittelt deren Adhasion an Endothelzellen und ist somit wichtig fur deren
Migration aus der Blutbahn in sekundar lymphatische Organe. Der Begriff ,Lympho-
zyten-homing® beschreibt den Prozess, bei dem immunkompetente Lymphozyten
aus der Peripherie nach Antigenkontakt entweder Uber die Lymphbahnen in die
Lymphknoten oder Uber die Blutbahn in sekundar lymphatische Organe, wie z.B.
die Milz, einwandern. Damit wird eine spezifische Immunantwort provoziert, die
ohne CD62L nicht mdglich ware [95].

2.4.3 IMMUNPHANOTYPISIERUNG: ANTIKORPERMARKIERUNGEN

Als Vorbereitung auf die FACS-Messung wurden die Einzelzellsuspension auf
FACS-Ro6hrchen verteilt (5x10° bis 2x10° Zellen), bei 1200 rpm fir flinf Min. pelle-
tiert und der Uberstand verworfen [96]. Zuvor erfolgte ein Blockierschritt mit 5 pl
Octagam (10 %; humane IgG-Immunglobuline) fur finf Min., wodurch unspezifische
Bindungen der Antikérper verringert werden sollten. Die Oberflachenmarkierung er-
folgte mit den entsprechenden fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikdrpern
(1,5 pl) in einem Probevolumen von 50 bis 100 ul. Nach 20-mindtiger Inkubation bei
4 °C im Dunklen wurde die Probe zur Entfernung Uberschussiger Antikdrper mit je-
weils 2 ml ZellWash-Puffer (ZellWash) gewaschen und bei 1500 rpm flr finf Min.

zentrifugiert. Nach Resuspension in 300 pyl ZellWash wurden die Zellen durch-
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flusszytometrisch analysiert. Zur Fixierung der Zellen fur eine spatere FACS Mes-
sung wurden die mit Antikérpern markierten Zellen in 300 pl Zell-Fix (1:10 verdinnt

mit Ampuwa) fixiert und bis zur Messung bei 4°C lichtgeschitzt gelagert.

2.4.4 MESSUNG DER ZELLGROSSE UND ZELLZAHL

Die durchflusszytometrischen Messungen der Zellen erfolgten mit dem Durch-
flusszytometer Gallios (BeckmanCoulter). Von jeder Zelle wurden das Vorwarts-
streulicht und das Seitwartsstreulicht gemessen, aus denen Informationen zur Zell-
grofde bzw. Zellgranularitat gewonnen werden kénnen. Die Auswertung erfolgte mit
der Kaluza Software (BeckmanCoulter). Zur Bestimmung des Proliferationsverhal-
tens wurden die Zellzahlen der unterschiedlichen Kulturen, ausgehend von einer
Zellzahl von 2x106 Zellen/Well an Tag 0, tGiber die jeweilige Kultivierungszeit zusam-

mengefasst.

2.5 ANALYSE DER APOPTOSE UND DES ZELLZYKLUS
CD40L-AKTIVIERTER B-ZELLEN

251 MESSUNG VON APOPTOSE MITTELS DER PROTEINE ANNEXIN V
UND 7AAD

Die Apoptose ist ein genetisch gesteuerter Prozess des Zelltodes. In fruhen Stadien
finden Veranderungen in der Zellmembran statt. Die Plasmamembran von Zellen
stellt eine Lipiddoppelschicht dar, die asymmetrisch aufgebaut ist. Der Verlust die-
ser Asymmetrie ist ein frihes Zeichen der Apoptose. Phosphatidylserin (PS), das
unter normalen Bedingungen auf der zytoplasmatischen Innenseite der Membran
lokalisiert ist, tritt dabei vermehrt in der nach auf3en gerichteten Membranseite als
ein Zeichen der frihen Apoptose auf [97].

Das Protein Annexin V bindet spezifisch an PS. Durch Markierung von Zellen mit
Annexin V kann man apoptotische Zellen durchflusszytometrisch nachweisen [98].
Werden Zellen nekrotisch und ihre Membran durchlassig, so kann Annexin V in die

Zellen eindringen und an die Innenseite der Membran binden. Daher kdnnen bei
31



alleiniger Farbung von Zellen mit Annexin V apoptotische nicht von nekrotischen
Zellen unterschieden werden. Man kombiniert daher die Annexin V Markierung mit
einer 7-Aminoactinomycin D (7AAD) -Farbung. Das 7AAD dringt nur in Zellen mit
durchlassiger Membran, also in nekrotische Zellen ein. Lebende Zellen sind daher
Annexin V-negativ und 7AAD-negativ, apoptotische Zellen sind Annexin V-positiv
und 7AAD-negativ, nekrotische Zellen sind Annexin V-positiv und 7AAD-posi-
tiv [99].

Durchftihrung

Die Aussaat der aufgereinigten B-Lymphozyten erfolgte in 6-Well Platten mit 2x106
Zellen pro Well auf NIH-3T3 ,feeder” Zellen. Die aufgereinigten B-Lymphozyten wur-
den fur sieben Tage unter atmospharischem Sauerstoffpartialdruck (21 % O2) oder
Hypoxie (0,8 % Oz2) auf CD40L-NIH Zellen kultiviert.

Eine FACS Analyse wurde jeweils an Tag 0, 3 und 7 durchgefihrt. Nach Abnehmen
der CD40L-aktivierten B-Zellen von der Kulturplatte wurden die adharenten Zellen
in Zentrifugenréhrchen Ubertragen und zentrifugiert (1200 rpm 5 Min. bei RT); der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 100 pl Binding buffer resus-
pendiert. Die Zugabe des calciumhaltigen Binding buffers war fir die Markierung
mit Annexin V notwendig, da Annexin V nur calciumabhangig an Phosphatidylserin
bindet.

Zu jeder Probe wurden 2,5 ul Annexin V und 2,5 ul 7AAD zugegeben. Nach einer
Inkubation von 15 Min. bei RT wurden die Zellen immunologisch auf Expression der
B-Zellmarker CD20 + CD79a hin analysiert und erneut flr 15 Min. bei RT inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Zellen in 400 pl Binding buffer resuspendiert und

mit Hilfe des Durchflusszytometers Gallios analysiert.

252 ZELLZYKLUSANALYSE MIT 7AAD UND DEM DNA-INTERKALATOR
PROPIDIUMIODID (PI)

Sich teilende Zellen unterliegen dem Zellzyklus, der sich durch den unterschiedli-
chen DNA-Gehalt der jeweiligen Zellen in Stadien einteilen Iasst. Nach der mitoti-
schen Zellteilung (M-Phase) treten die Zellen in die GO- oder G1-Phase ein. Sowohl

in der G1-Phase (Wachstumsphase) als auch in der GO-Phase (Ruhephase) weisen

32



eukaryonte Zellen einen diploiden Chromosomensatz (2n) auf. In der darauf folgen-
den S-Phase (Synthesephase) variiert der DNA-Gehalt zwischen 2n und 4n, bis in
der G2- Phase ein tetraploider Chromosomensatz vorliegt [100]. Danach verteilt
sich, in der Mitose der Chromosomensatz auf die jeweiligen Tochterzellen.

Fur die DNA-Markierung wurde zunachst 7AAD benutzt, welches ein fluoreszieren-
des Molekdl ist, das nach Bindung an DNA-Molekiile seine Fluoreszenzeigenschaf-
ten andert und mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden kann [101]. Vi-
tale Zellen nehmen 7AAD und PI aufgrund ihrer intakten Zellmembran nicht auf.
Daher wurden die Zellen vorab mit 70% eiskaltem (- 20°C) Ethanol Uber Nacht bei
4°C fixiert, wodurch eine Permeabilisierung der Zellmembran zustande kam. Aqui-
valent zur DNA-Markierung mit 7AAD kann auch eine Analyse mit dem Fluores-
zenzfarbstoff Propidiumiodid (P1) durchgeflhrt werden [102], welcher in der Doppel-
helix sowohl von RNA (dsRNA) als auch DNA (dsDNA) integriert wird. Das Propidi-
umiodid-Molekul hat durch die geringe Polaritat eine besonders hohe Affinitat zu
DNA [103,104].

Dieser Farbstoff kann sich interkalierend in die Doppelhelix der DNA zwischen be-
nachbarte Basenpaare einschieben und in diese interkalieren. Da in den einzelnen
Zellzyklusphasen ein unterschiedlicher Gehalt an DNA vorzufinden ist, ist es mog-
lich, die Zellen mittels der Autofluoreszenz von Pl anhand der detektierten Fluores-
zenzsignale den unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus zuzuordnen.

Nach Kultivierung der Zellen unter Normoxie (21 % O2) oder Hypoxie (0,8 % O2)
Uber drei Tage wurde die Zellzyklusanalyse mit Hilfe der Durchflusszytometrie an
Tag 0 und Tag 3 durchgefiihrt. Als erstes wurden 1x108 aufgereinigte B-Lymphozy-
ten je Probenrbhrchen gewaschen. Nach Zentrifugation bei 1500 rpm fur funf Min.
und Entfernen des Uberstandes wurden sie durch tropfenweise Zugabe von 70%
eiskaltem (- 20°C) Ethanol Uber Nacht bei 4°C fixiert. Dadurch kam eine Permeabi-
lisierung der Zellmembran zustande. Nach zweimaligem Waschen der fixierten Zel-
len mit Zellwash erfolgte die Markierung Uber die Autofluoreszenz der Zellen durch
Zugabe von 5ul 7AAD je Probenréhrchen und 30-mindtiger Inkubation bei Raum-
temperatur. Nach Ende der Inkubation wurden 300 pl ZellWash je Probenréhrchen
hinzugeflgt und die Fluoreszenzintensitaten jeder Probe in der Durchflusszytomet-
rie gemessen. Diese Bilddaten waren die Grundlage zur Unterscheidung der Zell-
zyklusphasen [105], die jeweils in stdchiometrischer Beziehung zum DNA-Gehalt

stehen. Der grofRte Zellanteil einer proliferierenden Zellpopulation befindet sich in
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der GO/G1-Phase und besitzt einen diploiden Chromosomensatz. Der DNA-Gehalt
schwankt in der S-Phase zwischen einem diploiden und kurz vor Eintritt in die M-
Phase einem tetraploiden Chromosomensatz, und ebenso die Fluoreszenzintensi-
tat der Zellen. In der G2- und M-Phase stehen die Zellen kurz vor oder inmitten der
Zellteilung und weisen einen doppelten Chromosomensatz auf. Die Fluoreszenzin-
tensitat ist dabei aufgrund des interkalierenden 7AAD doppelt so stark, da sich
7AAD in die Doppelhelix der DNA zwischen benachbarte Basenpaare einschiebt
und dadurch das Fluoreszenssignal bei doppelten Chromosomensatz starker ist.
Da sich die meisten Zellen einer Zellpopulation entweder in der GO/G1-Phase be-
finden oder in der G2- oder M-Phase, erscheinen im Histogramm zwei Hochstwerte,
im Folgenden ,peaks” genannt. Da die G2-und M-Phase durchflusszytometrisch
nicht unterschieden werden kénnen, werden sie als gemeinsamer peak dargestellt.
Die S-Phase wird durch den Bereich, der zwischen den beiden peaks liegt, darge-
stellt [106]. Ein geringer prozentualer Anteil einer Zellpopulation entfallt auf Zellen,
die weniger DNA als einem diploiden Chromosomensatz entsprechend besitzen
(sub GO/G1, Apoptose) oder Zellen, die mehr als einen tetraploiden Chromosomen-

satz aufweisen (polyploide Zellen).

2.6 FUNKTIONELLE ANALYSE CD40L AKTIVIERTER
B-LYMPHOZYTEN

2.6.1 GEMISCHTE LYMPHOZYTENKULTUR

Prinzip

Als ein in vitro Modell fir die Aktivierung von T-Zellen und als Test fir die Antigen-
erkennung durch T-Zellen dient die mixed lymphocyte reaction (MLR). Bei einer al-
logenen MLR kultiviert man die mononuklearen Zellen aus dem Blut eines Donors
"A" mit bestrahlten PBMCs eines Donors "B" [107]. Vor allem in der Transplantati-
onsimmunologie hat die allogene MLR praktische Bedeutung, da man so die Gewe-
bevertraglichkeit von Spender und Empfanger feststellen kann. Bei der allogenen
MLR kommt es zur Proliferation von allo-reaktiven T-Zellen, die umso starker prolife-

rieren, je verschiedener die HLA Typen der Individuen sind [108]. Da die Zellen von
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verschiedenen Donoren stammen, ist dies die allogene Form der MLR. Man erhalt
eine sogenannte 2-Weg MLR, wenn die Zellen beider Donoren proliferieren kénnen.
Verhindert man die Proliferation der Zellen aus einem Spender durch Bestrahlung,
so hat man eine 1-Weg MLR.

Da im Medium enthaltene Antigene (z.B. Antibiotika) in Einzelfallen zu einer unspe-
zifischen Proliferation fihren kénnten [109], erfolgt sowohl in der Kurzzeit als auch
in der Langzeit-MLR die Kultivierung von T-Lymphozyten nur mit Medium als Nega-

tivkontrolle.

2.6.2 KURZZEIT-GEMISCHTE LYMPHOZYTEN REAKTION (MLR)

Ein buffy coat wurde einer herkdmmlichen Zellseparation mit Pancoll unterzogen (s.
2.2.4) und die daraus gewonnenen PBMCs mittels MACS Technik (s. 2.2.6) aufge-
reinigt so dass am Ende reine B- und T-Zell Populationen vorhanden waren. Mit den
so gewonnenen B-Lymphozyten wurde eine Co-Kultur auf NIH-3T3 ,feeder” Zellen,
die den humanen CD40-Liganden exprimieren und auf NIH-3T3 ,feeder” Zellen, die
keinen Liganden besitzen und als Wildtyp bezeichnet werden, angelegt. Diese Co-
Kulturen wurden fur sieben Tage unter Normoxie (21 % Oz2) oder Hypoxie (0,8 % Oz2)
kultiviert. Das Medium fur die Kultur unter Hypoxie wurde fir 24 Std. unter 0,8% O2
prainkubiert. Nach sieben Tagen wurde mit den normoxisch oder hypoxisch kulti-
vierten CD40L-aktivierten B-Zellen bzw. den normoxisch oder hypoxisch kultivierten
Wildtyp B-Zellen zusammen mit den T-Zellen eine MLR angelegt. Insgesamt gab es
funf unterschiedliche Versuchsansatze in der MLR:

a) T-Zellen und normoxisch CD40L-akivierte B-Zellen

b) T-Zellen und hypoxisch CD40L-akivierte B-Zellen

c) T-Zellen und normoxisch kultivierte Wildtyp B-Zellen

d) T-Zellen und hypoxisch kultivierte Wildtyp B-Zellen

e) T-Zellen und Medium, als Negativkontrolle
Die MLR wurde fur funf Std. unter Normoxie kultiviert.
Fir die MLR wurden jeweils 8x10° T-Lymphozyten im Verhaltnis 2:1 zu den
normoxisch und hypoxisch CD40L-aktivierten B-Zellen, sowie zu den normoxisch
und hypoxisch kultivierten Wildtyp B-Zellen pro Well einer 96-Well Platte angesetzt.
Als Negativkontrolle wurden lediglich 8x10%/Well T-Zellen mit 200 yl Medium/Well

angesetzt. Je Well wurden die T-Zellen mit jeweils 2 ul Antikdrperldésung spezifisch
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fur CD107a bzw. CD154 (= CD40L) markiert. CD107a, auch als LAMP-1 (LAMP=
lysosomal associated protein) bezeichnet, ist ein Glykoprotein, welches als Marker
sowohl flr zytotoxische T-Zellen (CD8) als auch fir T-Helferzellen (CD4) beschrie-
ben ist [110,111]. CD107a findet sich zusammen mit Perforin in sekretorischen
Lysosomen und wird bei der Fusion der Granula mit der Zellmembran an die Ober-
flache der Zellen transportiert und spater wieder internalisiert [112]. Durch Oberfla-
chenmarkierung von CD107a kann so die Degranulation zytotoxischer Zellen, wie
z.B. zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL), innerhalb von wenigen Min. nach Stimu-
lation bestimmt werden [113,114].

CD154 bezeichnet den CD40 Liganden (CD40L, s. 1.2), der von aktivierten T-Zellen
exprimiert wird und die T-Zell abhangige B-Zellaktivierung vermittelt [115-117]. Da-
nach wurde die 96-Well Platte bei 1200 rpm fir eine Min. zentrifugiert, um einen
besseren Zell-Zell Kontakt herzustellen. Nach einer Std. Inkubation im Brutschrank
(37°C, 5 % COz2, 21 % 0O2) wurde Monensin in einer Konzentration von 5 uM (1:8
verdinnt mit Medium) je Well dazugegeben [118]. Die Zugabe dieses Inhibitors blo-
ckiert die intrazellularen Proteintransportprozesse wodurch es zu einer Akkumulie-
rung der exprimierten Zytokine im endoplasmatischen Retikulum kommt. Danach
wurden die Zellen fur weitere vier Std. im Brutschrank kultiviert. Fur die Auswertung
wurden die Zellen am Ende der Inkubation bei 1000 rpm fur drei Min. zentrifugiert
und in ZellWash resuspendiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation bei 1200 rpm
far funf Min. Danach wurden die Zellen zunachst mit 1 pl Octagam (10 %; humane
IgG-Immunglobuline) fur funf Min. bei 4°C geblockt und anschlie®end mit den Anti-
korpern spezifisch fur die Zelloberflachenmarker CD8, CD3, CD69 und CD4 fur 20
Min. bei 4°C markiert. Am Ende der Inkubation wurden die Zellen bei 1500 rpm fiir
funf Min. zentrifugiert und in 300 pl ZellWash resuspendiert. Die Auswertung der
Aktivierungsrate der T-Lymphozyten erfolgte mit Hilfe der FACS-Analyse.
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2.6.3 LANGZEIT-GEMISCHTE LYMPHOZYTEN REAKTION (MLR)

Ein buffy coat wurde einer herkdbmmlichen Zellseparation mit Pancoll unterzogen (s.
2.2.4) und die daraus gewonnenen PBMCs mittels MACS Technik (s.2.2.6) aufge-
reinigt, so dass am Ende reine B- und T-Zell Populationen vorhanden waren. Mit
den so gewonnenen B-Zellen wurde eine Co-Kultur auf NIH-3T3 ,feeder” Zellen, die
den humanen CD40-Liganden exprimierten, unter Normoxie (21 % O2) bzw. Hypo-
xie (0,8 % O2) Uber sieben Tage angelegt. Das Medium fir die Kultur unter Hypoxie
wurde 24 Std. unter 0,8 % O:2 prainkubiert. Nach sieben Tagen wurde mit den
normoxisch bzw. hypoxisch kultivierten CD40L-aktivierten B-Zellen zusammen mit
den T-Zellen eine MLR auf einer 96-Well Platte angelegt, die fur sieben Tage unter
Normoxie kultiviert wurde. Die T-Zellen wurden mit Carboxyfluoresceinsuc-
cinimidylester (CFSE) bei RT fur funf Min. markiert, da CFSE, welches als Fluores-
zenzfarbstoff nach Anregen mit Licht der Wellenlange 488 nm griines Licht bei
517 nm emittiert, sich erst in Zellen einlagert und bei der Zellteilung durch Verteilen
auf die Tochterzellen wieder reduziert wird [119]. Die mitotisch bedingte Reduktion
von CFSE und die damit verbundene Abnahme der Fluoreszensintensitat kann als
Mitose-Index herangezogen und mit dem Durchflusszytometer detektiert werden
[120]. Da CFSE lichtempfindlich ist, wurde ab dem Zugabezeitpunkt bei reduzierter
Beleuchtung gearbeitet.
Die T-Zellen wurden mit CFSE (0,5 uM) bei RT fur funf Min. markiert. Bei einer Zell-
zahl von (5-15) x108 wurden die Zellen mit 10 yl CFSE markiert, bei mehr als 15
x10% mit 20 pyl CFSE. Insgesamt gab es vier unterschiedliche Versuchsansatze in
der MLR:

a) T-Zellen und normoxisch CD40L-akivierte B-Zellen

b) T-Zellen und hypoxisch CD40L-akivierte B-Zellen

c) T-Zellen und normoxisch kultivierte Wildtyp B-Zellen

d) T-Zellen und hypoxisch kultivierte Wildtyp B-Zellen

e) T-Zellen und Dynabeads, als Positivkontrolle

f) T-Zellen und Medium, als Negativkontrolle

Die MLR wurde fur sieben Tage unter Normoxie kultiviert.
Jeweils 100.000 T-Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 bzw. 1:10 mit CD40L-aktivierten

B-Zellen, sowie mit den normoxisch und hypoxisch kultivierten Wildtyp B-Zellen, die
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durch eine [137Cs] Strahlenquelle 16 Min. lang mit 30 Gray bestrahlt worden waren,
im Dreifachansatz versetzt und mit RPMI-Medium auf das definierte Volumen von
200 ul pro Well aufgeflllt. Stimulierte T-Zellen mit Dynabeads anti-CD3 und anti-
CD28 fungierten als Positivkontrolle, da die Dynabeads als Antikbrper gegen das
Oberflachenantigen CD3 und CD28 gerichtet waren. Dabei wurden T-Zellen
(100.000) und Dynabeads anti-CD3 und anti-CD28 im Verhaltnis 1:1 und 1:10 ge-
mischt. Dynabeads sind gleichférmige und monodisperse Partikel, die alle einen

magnetischen Kern aus 6 Fe, O, und Fe,;O, mit daraus resultierenden paramagneti-

schen Eigenschaften enthalten. Dynabeads sind paramagnetisch, d.h. sie verfligen
erst Uber magnetische Eigenschaften, wenn sie sich in einem magnetischen Feld
befinden und verlieren sie, sobald sie dieses wieder verlassen. So kann gewahrleis-
tet werden, dass es aulRerhalb des Feldes zu keinen Effekten aufgrund des Magne-
tismus zwischen den Dynabeads und den Zielmolekilen kommen kann. Die gleich-
férmige und definierte Oberflache aller Dynabeads ist die Voraussetzung dafur,
dass deren physikalische und chemische Eigenschaften sich nicht verandern.
Durch die gleichformige Struktur wird das Risiko eines nicht spezifischen Bindungs-
vermogens verringert. Im Gegensatz dazu erhalt man optimale Bindungsbedingun-
gen zwischen den Dynabeads und den Target-Molekulen, wodurch eine rasche und
effiziente Bindung in den meisten Fallen schon nach wenigen Min. eintritt. Als Ne-
gativkontrolle wurden T-Zellen (100.000/Well) mit 200 ul Medium inkubiert.

Nach siebentagiger Inkubation bei 37C°, 5 % COz2 und 21 % O2 wurden die Zellen
in ZellWash resuspendiert und es folgte eine Zentrifugation bei 1200 rpm fir funf
Min. Danach wurden die Zellen zunachst mit 1 yl Octagam (10 %; humane IgG-
Immunglobuline) fur funf Min. bei 4°C geblockt und anschlieffiend mit den Antikor-
pern spezifisch flr den Zelloberflachenmarker CD25, welcher die a-Kette des IL-2
Rezeptors ist und damit einen Aktivierungsmarker darstellt [121], far zwanzig Min.
bei 4°C markiert. Am Ende der Inkubation wurden die Zellen bei 1500 rpm fur funf
Min. zentrifugiert und in 300 yl ZellWash resuspendiert. Die Intensitat der CFSE-
Farbung als Mal fur die Proliferation der Zellen wurde mit der Durchflusszytometrie
analysiert.
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2.7 EISENCHELATION ALS HYPOXIENACHAHMUNG

2.7.1 ANALYSE DES HYPOXIESIGNALWEGES MITTELS DES
EISENCHELATION IN VITRO MODELLS

Deferoxamin (DFO) ist ein Chelatbildner, der im klinischen Alltag beispielsweise bei
Eisenintoxikationen als Medikament (Desferal®) Verwendung findet [122]. Darlber
hinaus wird DFO auch experimentell als Hypoxieimitator eingesetzt [123]. Defero-
xamin bindet sowohl parenchymatéses als auch retikuloendotheliales Eisen und er-
scheint im Serum und in der Galle als Eisenchelatkomplex Feroxamin. Ungefahr
70 % des chelierten Eisens wird renal, 30 % Uber die Galle ausgeschieden [124].
Durch eine Hemmung von Prolylhydroxylasen kommt es letztlich zur Stabilisierung
von HIF1-a und zu einer gesteigerten Expression von HIF1-a abhdngigen Genen
[125]. Prolylhydroxylasen bendétigen Eisen (Fe2*) als essentiellen Co-Faktor. Durch
den Einsatz von DFO wird die Enzymaktivitat mittels einer sinkenden Eisenkonzent-
ration inhibiert, so dass der Abbau von HIF-1a verhindert und die Menge des Tran-
skriptionsfaktors erhéht wird [126]. DFO ahmt den Effekt der Hypoxie nach, weil
durch seine Gegenwart zum einen dieselben Gene induziert werden wie unter hy-
poxischen Bedingungen und zum anderen der Transkriptionsfaktor HIF-1a stabili-
siert wird [66]. In dieser Arbeit werden CD40L-aktivierter B-Zellen unter hypoxischen
Bedingungen im Vergleich zu den konventionellen Zellkulturbedingungen charakte-
risiert. Dabei sollten die erzielten Ergebnisse durch die Nachahmung eines hypoxi-
schen Milieus mit Applikation eines Eisenchelators bestatigt werden.

Zunachst wurden B-Zellen mittels MACS Technik (s. 2.2.6) von den anderen
PBMCs separiert und anschlieftiend mit NIH-3T3 ,feeder” Zellen, die den humanen
CD40-Liganden exprimierten, auf eine 6-Well Platte in Co-Kultur gebracht. In jedem
Well befanden sich 2x108 B-Zellen in jeweils 3 ml RPMI Medium. Der Eisenchelator
DFO wurde in einer Konzentrationsreihe von 15 uM, 150 uM, sowie 1500 uM den
jeweiligen Wells hinzugefiigt und die B-Zellen je nach Versuchsablauf tGber drei bzw.
sieben Tage damit inkubiert. In einem Kontrollansatz wurden CD40L-akivierte B-
Lymphozyten ohne DFO kultiviert. Das Modell der Eisenchelation mittels DFO

wurde sowohl einer Apoptose- (s. 2.5.1) als auch einer Zellzyklusanalyse (s. 2.5.2)
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unterzogen, sowie einer Charakterisierung des Immunphanotyps (s. 2.4.3) und ei-
ner Untersuchung der funktionellen Eigenschaften mittels einer MLR in Bezug auf
die Fahigkeit, T-Lymphozyten zu aktivieren (s. Kapitel 2.6.2 + 2.6.3).

2.7.2 EINFLUSS EINER EISEN-CHELATORTHERAPIE AUF DEN IMMUN-
PHANOTYP VON B-ZELLEN BEI PATIENTEN

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Blutproben von acht Patienten aus der
hamatologischen Ambulanz der Klinik | fir Innere Medizin der Uniklinik Koln, bei
denen eine Indikation zur Chelattherapie bestand, ausgewertet. Die Patienten hat-
ten sich schriftlich zur Abnahme und Untersuchung von Blutzellen einverstanden
erklart. Ein positives Votum der Ethikkommission lag hierzu vor (IMMUCAN, Ethik
Votum Nr. 04-161).

Zur Behandlung wurde der Eisenchelator Deferasirox (Exjade ®) eingesetzt [127]
(empfohlene Anfangsdosis von einmal taglich 10 mg/kg Kérpergewicht (KG)) [128].
Zunachst erfolgte eine Abnahme von Blutproben in EDTA beschriftete Réhrchen vor
Beginn der Chelattherapie (= Kontrolle). Unter der Therapie wurden die Patienten
mit Deferasirox (Exjade ®) oral (Startdosis: 10 mg/kg Korpergewicht (KG)) taglich
behandelt. Eine erneute Blutabnahme erfolgte nach 2 bis 10 Wochen, abhangig da-
von, wie lange der Behandlungszeitraum dauerte. Das Blut wurde einer herkdmm-
lichen Zellseparation mit Pancoll unterzogen (s. 2.2.4) und mit den daraus gewon-
nenen PBMCs wurde der Immunphanotyp vor und nach Therapie mit Hilfe der

Durchflusszytometrie bestimmt.

2.8 STATISTIK

Die Versuchsergebnisse wurden in den Tabellen und Abbildungen allgemein als
arithmetische Mittelwerte x mit entsprechendem Standardfehler (SEM = standard
error of the mean) angegeben. Dabei kennzeichnete ,n“ die Anzahl der fur die Ver-
suche herangezogenen buffy coats. Die Berechnung der Mittelwerte erfolgte mit
dem Programm Microsoft Office Excel (Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Cor-

poration, Redmond, WA, USA, www.microsoft.com).
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Die statistische und graphische Auswertung der Versuchsdaten erfolgte mit dem
Programm GraphPad Prism (GraphPad Prism Version 5.03 for Windows, GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA, www.graphpad.com). Da die Daten teilweise
nicht normalverteilt waren, erfolgte der paarweise Mittelwertvergleich zwischen den
Gruppen an einzelnen Tagen mit dem Wilcoxon Rank-Test oder der Varianzanalyse
fur mehrfache Messungen. Das Signifikanzniveau wurde bei einem p-Wert von

< 0,05 angesetzt.

3. ERGEBNISSE

3.1 VERANDERUNG DER MORPHOLOGIE UND PROLIFERA-
TION CD40L-AKTIVIERTER B-ZELLEN UNTER HYPOXIE

B-Lymphozyten wurden aus humanen buffy coats aufgereinigt (s. 2.2.6) und auf
einem monolayer von humanes CD40L exprimierenden, murinen NIH-3T3 Fib-
roblasten Uber sieben Tage co-kultiviert (s. 2.3.2) (Abb. 3.1). Die B-Zellen wurden
an Tag 3 und Tag 7 aus der Kultur entnommen und die Zellzahl bestimmt (s. 2.2.4).
Fir die Bestimmung der Zellgrof3e und die Beurteilung der Clusterbildung wurden
die Zellen an Tag 4 aus der Kultur entnommen. Die Abbildung 3.2 zeigt Co-Kulturen
bei normoxischem (21% O2) und hypoxischem (0,8% O2) Sauertoffgehalt nach vier
Tagen in der Durchflusszytometrie (FACS; forward- und sidewardscatter) und im

mikroskopischen Bild.
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Abb.3.1: Die Darstellung zeigt adharente NIH-3T3 Mausfibroblasten in Kultur. Der
Balken entspricht 20pum.

21% O2Tag 4
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0,8% O2Tag 4

[Ungated) FS INT / S INT

Abb. 3.2: Die Abbildung zeigt Co-Kulturen von CD40L-aktivierten humanen B-Lym-
phozyten auf murinen NIH-3T3 Fibroblasten nach vier Tagen bei normoxischem
(21% O2) sowie hypoxischem (0,8% O32) Sauerstoffgehalt, sowohl im mikroskopi-
schen Bild als auch in der Durchflusszytometrie (FACS; forward (FS INT) und side-
ward scatter (SS INT)). In der FACS Darstellung wurde auf B-Lymphozyten ,gega-
ted“ (orange Population). Der Balken entspricht 100um.

Die B-Lymphozyten zeigten nach vier Tagen unter Hypoxie (0,8% O2) eine im Ver-
gleich zur normoxischen Kultur (21% Oz2) verminderte Clusterbildung (mikroskop.
Bild, Abb. 3.2) und kleinere Zellen (siehe forward-, sideward scatter, Abb. 3.2). Dass
die ZellgroRe unter Hypoxie abnimmt, erkennt man daran, dass im FACS Bild die
B-Lymphozytenpopulation unter Hypoxie im forwardscatter, im Vergleich zur Popu-
lation unter Normoxie, an Starke abnimmt (Abb.3.2). Der forwardscatter ist ein Maf}
fur die ZellgroRe. Die B-Zell-Cluster entsprechen expandierten B-Zellklonen und
stellen das in vitro Korrelat zum Keimzentrum dar. Eine Clusterbildung war nur re-
duziert festzustellen. Neben der verringerten Clusterbildung nach vier Tagen zeigte
sich auch in der durchflusszytometrischen Analyse eine signifikant (p < 0,01) gerin-
gere ZellgroRe der aktivierten B-Zellen unter hypoxischen Kulturbedingungen (Abb.
3.3).

Ausgehend von MFI-Werten an Tag 0 von 310 + 10 (arbitrary units = AU) bedingte
die CD40L-Aktivierung der B-Zellen eine Zunahme der MFI-Werte nach vier Tagen
auf 600 + 30 AU unter normoxischen bzw. 400 £ 30 AU unter hypoxischen Ver-
suchsbedingungen. Dabei erwiesen sich letztere als signifikant gegenliber den

normoxisch kultivierten B-Zellen reduziert.
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Abb.3.3: Das Balkendiagramm zeigt anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI) des Vorwartsstreulichts (FSC) die Veranderung der Zellgrosse normoxisch
(21 % O2) und hypoxisch (0,8 % O) kultivierter B-Lymphozyten im Vergleich.
Diese wurden zur Aktivierung in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten ge-
halten, die den humanen CD40 Liganden (CD40L) exprimierten. Die so aktivierten
B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Daten stellen Mittelwerte %
Standardfehler (SEM) von je n=10 Experimenten dar. Fur die statistische Auswer-
tung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von (** p < 0,01) durch-
gefihrt.

Proliferationsverhalten CD40L-aktivierter B-Zellen unter Hypoxie

Im Rahmen der Stimulation durch humanes CD40L exprimierende NIH-3T3 Fib-
roblasten kam es unter normoxischen Bedingungen zu einer linearen Proliferation
aktivierter B-Zellen [129] (Abb. 3.4). So erwies sich die Anzahl hypoxisch kultivierter,
CD40L-aktivierter B-Zellen (1,8 + 0,4 x 108) im Vergleich zur Zellzahl unter normoxi-
schen Bedingungen (3,2 + 0,7 x 10%) an Tag 3 als hoch signifikant (p< 0,001) ver-
ringert. Die Anzahl CD40L-aktivierter B-Zellen war unter hypoxischen Bedingungen
(2,3 £ 0,6 x 108) an Tag 7 ebenfalls signifikant geringer als unter normoxischen

Bedingungen (4,3 + 1,1 x 108). Es war zu klaren, ob die verringerte Zellzahl unter
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Hypoxie mit einem Zellzyklusarrest zusammenhing oder gegebenenfalls durch eine

vermehrte Apoptose induziert.

Proliferationskurve CD40L-aktivierter B-Zellen
Hypoxie vs. Normoxie
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Abb.3.4: Die Abbildung zeigt die Proliferationskinetik von normoxisch (21 % O3z) und
hypoxisch (0,8 % O») kultivierten B-Lymphozyten Uber sieben Tage, die in Co-Kul-
tur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten gehalten wurden, die den humanen CD40
Liganden (CD40L) exprimierten. Die so aktivierten B-Lymphozyten werden als
,CD40L" bezeichnet. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler aus je n=10
Experimenten dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Post-Hoc-Test mit
einem Signifikanzniveau von (** p £ 0,01 bzw. *** p< 0,001) durchgefuhrt.

3.2 EINFLUSS VON HYPOXIE AUF DIE APOPTOSE VON
CD40L-AKTIVIERTEN B-LYMPHOZYTEN

Unter Hypoxie kommt es zu keiner vermehrten Apoptose von CD40L-aktivierten B-

Zellen

Um den Einfluss von Hypoxie auf das Apoptoseverhalten CD40L-aktivierter B-Zel-
len zu untersuchen, wurde eine Doppelmarkierung mit Annexin V und 7AAD (s.
2.5.1) durchgefuhrt und die B-Zellen anschliefend mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Aufgereinigte B-Lymphozyten wurden dazu fir sieben Tage unter

Normoxie (21 % Oz2) oder Hypoxie (0,8 % O2) auf humanes CD40L exprimierenden
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NIH-3T3 Fibroblasten co-kultiviert. Eine FACS Analyse wurde jeweils an Tag 0, Tag
3 und Tag 7 durchgefihrt. Die Anzahl apoptotischer CD40L-aktivierter B-Zellen un-
ter Normoxie (21 % O32) fuhrte im Vergleich zu Versuchsbeginn (Tag 0) mit 8,2 + 6,2
% zu einem Anteil friih apoptotischer Zellen von 19,4 £ 8,3 % nach drei Tagen, res-
pektive zu einem Anteil von 5,9 + 7,1 % nach sieben Tagen. Auch unter Hypoxie
(0,8 % O2) errechnete sich ein Anteil friih apoptotischer, CD40L-aktivierter B-Zellen
von 16,5 + 4,2 % nach drei Tagen und von 7,4 £ 7,2 % nach sieben Tagen. Zu
beiden Zeitpunkten (Tag 3, Tag 7) waren die Unterschiede in der frihen Apoptose-
rate zwischen Normoxie und Hypoxie nicht signifikant (p>0,05) voneinander (Abb.
3.5). Fur beide Versuchsgruppen ergab sich eine tendenziell gesteigerte Zunahme
der Apoptoserate nach drei Tagen Co-Kultivierung.

Friihe Apoptose CD40L-aktivierter B-Fellen
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Abb.3.5: Die Abbildung zeigt die prozentualen Anteile (% gated) der frihen Apopto-
serate normoxisch (21 % O») bzw. hypoxisch (0,8 % O») kultivierter CD40-positi-
ver B-Lymphozyten, die in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten gehalten
wurden, die den humanen CD40 Liganden (CD40L) exprimierten, an Tag 0, Tag 3
und Tag 7. Die so aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Auf
der y-Achse ist die prozentual gemessene Anzahl der Zellen in einem Analyse-
fenster (gate) aufgetragen. Jeder Wert entspricht einem Experiment, n=8 Experi-
mente. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signi-
fikanzniveau von (* p < 0,05) durchgefihrt.
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Der Anteil vitaler, CD40L-aktivierter B-Zellen unter Normoxie (21 % Oz2) fuhrte im
Vergleich zu Versuchsbeginn (Tag 0) mit 89,7 £ 8,2 % zu einem Anteil von 56,7 +
19,8 % nach drei Tagen, respektive zu einem Anteil von 47,5 + 12,2 % nach sieben
Tagen. Der Anteil vitaler, CD40L-aktivierter B-Zellen lag nach drei Tagen Kultur un-
ter Hypoxie bei 72, 3 + 14,9 %. Nach sieben Tagen war der Anteil vitaler CD40L-
aktivierter B- Zellen unter Hypoxie mit 48,3 £ 15,7 % fast genauso hoch, wie bei den
Kulturen unter Normoxie (Abb. 3.6). Zu beiden Zeitpunkten (Tag 3, Tag 7) waren
die Unterschiede im Anteil vitaler CD40L-aktivierter B-Zellen zwischen Normoxie
und Hypoxie nicht signifikant (p>0,05) (Abb. 3.6).
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Abb.3.6: Die Abbildung zeigt die prozentualen Anteile (% gated) der vitalen
normoxisch (21 % O2) bzw. hypoxisch (0,8 % O2) kultivierten CD40 positiven B-
Lymphozyten, die in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten gehalten wurden,
die den humanen CD40 Liganden (CD40L) exprimierten, an Tag 0, Tag 3 und Tag
7. Die so aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L"“ bezeichnet. Auf der y-
Achse ist die prozentual gemessene Anzahl der Zellen in einem Analysefenster
(gate) aufgetragen. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler aus je n=8 Ex-
perimenten dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit ei-
nem Signifikanzniveau von (* p < 0,05) durchgefihrt.
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3.3 EINFLUSS VON HYPOXIE AUF DEN ZELLZYKLUS VON
CD40L-AKTIVIERTEN B-LYMPHOZYTEN

Zur Messung der Zellzyklusphasen unter Hypoxie (0,8 % O2) wurden Zellzyklusana-
lysen mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die Analyse der Zellzyklusphasen
erfolgte zunachst mittels einer 7AAD-spezifischen Autofluoreszenz (s. 2.5.2) Uber
die Bestimmung des Zell DNA-Gehaltes an Tag 0 und Tag 3 unter Normoxie
(21 % O2) bzw. Hypoxie (0,8 % O3). Als erstes wurden B-Lymphozyten aufgereinigt
(s. 2.2.6) und damit eine CD40-positive B-Zell Co-Kultur auf murinen NIH-3T3 Fib-
roblasten angelegt (s. 2.3.2), welche fiir drei Tage unter Normoxie (21 % Oz) bzw.
Hypoxie (0,8 % O2) inkubiert wurde. Die Markierung der Zellen und anschliel’ende
Analyse in der Durchflusszytometrie erfolgte wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben. Die
DNA-Histogramme wurden mit Hilfe der Analysesoftware FlowJo (TreeStar) ausge-
wertet, die ein mathematisches Verfahren benutzt, um die Flachen unter den Kurven
zu berechnen (Abb. 3.7).
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Abb.3.7: Die Abbildung zeigt beispielhaft die Zellzyklusanalyse von CD40L-akti-
vierten Lymphozyten, die in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten gehalten
wurden, die den humanen CD40 Liganden exprimierten, unter hypoxischer
(0,8 % O2) bzw. normoxischer Sauerstoffkonzentration (21 % O2) nach drei Tagen.
Die Histogramme zeigen den DNA-Gehalt der Zellen an, dabei wird auf der y-Achse
die Anzahl der Zellen (count) und auf der x-Achse die Fluoreszensintensitat ange-
geben, wobei 7AAD das fluoreszierende Molekil ist. Das linke Histogramm zeigt
die Zellzyklusphasen G1 und G2 unter Normoxie (21 % O2) und das rechte Histo-
gramm die beiden Zellzyklusphasen unter Hypoxie (0,8 % O-), wobei in der jewei-
ligen Abbildung das linke Histogramm (grin) die G1 Phase und das rechte Histo-
gramm (hellblau) die G2 Phase darstellt. Darstellung mittels FlowJo.
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Bei den normoxisch kultivierten, CD40L-aktivierten B-Zellen lag der Anteil der sich
in der G1-Phase befindenden Zellen nach drei Tagen bei 62,0 + 9,1 %, hingegen
bei den hypoxisch kultivierten B-Zellen bei 79,6 + 8,4 %. In der G2-Phase befanden
sich nach drei Tagen 31,5 = 8,6 % der unter normoxischem Sauerstoffgehalt kulti-
vierten CD40L-aktivierten B-Zellen, im Vergleich zu 4,6 + 3,0 % der hypoxisch kul-
tivierten B-Zellen (Abb.3.8). Dabei ergaben sich keine statistisch signifikanten Un-
terschiede, der sich in der G1- bzw. G2-Phase befindenden Anzahl CD40L-aktivier-
ter B-Zellen zwischen Normoxie und Hypoxie (p>0,05) (Abb.3.8). Die prozentuale
Verteilung der Zellen auf die unterschiedlichen Zellzyklusphasen entspricht der Ver-
teilung in einer wachsenden Zellpopulation. Hypoxische Kulturbedingungen fihrten
zu einer tendenziell, jedoch nicht signifikant vermehrten Arretierung der CD40L-ak-

tivierten B-Zellen in der G1-Zellzyklusphase.

Zellzyklus CD40L-aktivierter B-Zellen
Normoxie vs. Hypoxie
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Abb.3.8: Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil (% gated) normoxisch
(21 % O2) bzw. hypoxisch (0,8 % O32) kultivierter B-Lymphozyten, die sich in einer
bestimmten Zellzyklusphase befanden. Die B-Zellen waren Uber drei Tage in Co-
Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten, die den humanen CD40 Liganden
(CD40L) exprimierten. Die so aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" be-
zeichnet. Die Messung mittels Durchflusszytometrie erfolgte an Tag 3. Auf der y-
Achse ist die prozentuale Anzahl der Zellen dargestellt, die sich in einer bestimm-
ten Zellzyklusphase (G1, G2) befinden. Die Daten stellen Mittelwerte + Standard-
fehler von je n=4 Experimenten dar. Fur die statistische Auswertung wurde der
Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von (* p < 0,05) durchgefuhrt.
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3.4 DER EINFLUSS VON HYPOXIE AUF DEN IMMUNPHANO-
TYP VON CD40L-AKTIVIERTEN B-LYMPHOZYTEN

Verringerung der Expression co-stimulatorischer Molekiile auf CD40L-aktivierten B-

Zellen unter Hypoxie

Humane B-Lymphozyten wurden aufgereinigt (s. 2.2.6) und damit eine CD40-posi-
tive B-Zell Kultur auf murinen NIH-3T3 Fibroblasten angelegt (s. 2.3.2), welche fur
vier Tage unter Normoxie (21 % O2) bzw. Hypoxie (0,8 % O2) co-inkubiert wurden.
Die immuncytochemische Markierung der Zellen mit fir bestimmte Oberflachenan-
tigene spezifischen Antikdrpern und anschlieRende Analyse nach vier Std., an Tag
1 und Tag 4 in der Durchflusszytometrie erfolgte wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben.
Zur immunphanotypischen Analyse wurden die B-Lymphozyten mit AntikGrpern ge-
gen Zelloberflachenmolekule markiert, die mit der Differenzierung und Aktivierung
von B-Lymphozyten assoziiert sind (s. 2.4.3). Bei der Auswertung der durchflusszy-
tometrischen Messergebnisse wurde fur jeden Spender der prozentuale Antell
CD40L-aktivierter B-Lymphozyten sowie die Expressionsdichte der jeweils unter-
suchten Oberflachenmolekile Uber die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) be-
stimmt, als ein Mal} flir die Anzahl der auf einzelnen Zellen exprimierten Moleklile.
Fiur die Analyse wurden in der ,gating“ Strategie (s. 2.4.1) (Abb. 3.9) als Aus-
gangspopulation nur lebende CD20- und CD19-positive B-Lymphozyten bertck-
sichtigt. Als Marker fir den Grad der Aktivierung wurden mit spezifischen Antikor-
pern CD80, CD86, HLA-DR und CD62L (s. 2.4.2) markiert.
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Abb.3.9: Die Abbildung zeigt beispielhaft anhand eines Experiments den Aktivie-
rungsgrad, mit Hilfe des Aktivierungsmarkers CD80, von normoxisch (21 % O»)
bzw. hypoxisch (0,8 % O2) kultivierten CD40L-aktivierten B-Lymphozyten in Co-
Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten an Tag 0, nach vier Std. an Tag 1 und
Tag 4 der Co-Kulturen. Die Prozentzahlen beziehen sich auf CD20-positive B-Lym-
phozyten, die gleichzeitig den Aktivierungsmarker CD80 exprimieren. Darstellung
der ,gating” Strategie in der Durchflusszytometrie mittels Héhenliniendarstellung

(ContourPlot).
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Sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie nahm die Anzahl CD40L-aktivierter
B-Zellen, die den Aktivierungsmarker CD80 exprimierten, im Vergleich zu Versuchs-
beginn (Tag 0) mit 4,8 £ 1,1 % kontinuierlich bis Tag 4 auf 75,9 + 4,3 % unter
normoxischen Sauerstoffgehalt und auf 52,4 + 7,7 % unter Hypoxie zu (Abb. 3.10).
An Tag 4 erwies sich der Unterschied im Makierungsgrad (% gated) fur den Aktivie-
rungsmarker CD80 zwischen normoxisch und hypoxisch kultivierten, CD40L-akti-

vierten B-Zellen als signifkant (p < 0,05).
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Abb.3.10: Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) CD40L-aktivierter
B-Zellen, mit Hilfe des Aktivierungsmarkers CD80, von normoxisch (21 % O32) bzw.
hypoxisch (0,8 % O») kultivierten, humanen B-Lymphozyten an Tag 0, nach vier
Std., an Tag 1 und Tag 4. Die durch humanes CD40L exprimierende Fibroblasten
aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Daten stellen Mit-
telwerte £ Standardfehler von n=28 Experimenten in 6 Versuchsdurchlaufen dar.
Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzni-
veau von (p £ 0,05) durchgefihrt.
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Bei der Darstellung der Expressionsdichte von CD80 auf CD80-positiven, CD40L-
aktivierten B-Zellen Uber die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) als ein Malf3 fur die
Anzahl der auf einzelnen Zellen exprimierten Moleklle, zeigte sich ebenso ein An-
stieg des Aktivierungsgrades von CD40L-aktivierten B-Zellen im Vergleich zum Ver-
suchsbeginn (Tag 0) von 4,9 £ 0,9 AU kontinuierlich bis Tag 4 auf 14,6 + 3,1 AU
unter normoxischem Sauerstoffgehalt und auf 11,3 + 1,8 AU unter Hypoxie (Abb.
3.11). Zu allen drei Zeitpunkten (vier Std., Tag 1 und Tag 4) erwiesen sich die Un-
terschiede im Aktivierungsgrad normoxisch bzw. hypoxisch kultivierter CD40L-akti-
vierter B-Zellen als signifikant (p < 0,05) (Abb. 3.11).
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Abb.3.11: Die Abbildung zeigt die Expression von CD80 auf CD80-positiven,
CD40L-aktivierten B-Lymphozyten im Vergleich zwischen Normoxie (21 % O2) und
Hypoxie (0,8 % O2) an Tag 0, nach vier Std., an Tag 1 und Tag 4 mit Hilfe der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI). Die durch humanes CD40L exprimierende
Fibroblasten aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Da-
ten stellen Mittelwerte + Standardfehler von n=28 Experimenten in 6 Versuchs-
durchlaufen dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit ei-
nem Signifikanzniveau von (p < 0,05) durchgefihrt. AU= arbitrary units
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Vergleichbar zu den fur CD80 dargestellten Daten nahm auch die Anzahl CD40L-
aktivierter B-Zellen, die den Aktivierungsmarker CD86 exprimierten, unter normoxi-
schen Versuchsbedingungen von 3,2 £ 1,3 % zu Versuchsbeginn auf 41,6 £ 4,2 %
nach vier Std., weiter auf 78,4 + 3,9 % an Tag 1, respektive auf 87,4 + 2,1 % an Tag
4 zu. Bei den CD40L-aktivierten B-Zellen, die den Aktivierungsmarker CD86 expri-
mierten, nahm die Zellzahl unter Hypoxie von 3,2 + 1,3 % zu Versuchsbeginn auf
37,7 £ 1,5 % nach vier Std., weiter auf 71,8 £ 4,9 % an Tag 1, respektive auf 82,6 +
2,2 % an Tag 4 zu. Dabei ergaben sich keine statistisch signifikant unterschiedlichen
Expressionsraten fur membranstandiges CD86 zwischen den beiden Versuchs-
gruppen (Abb. 3.12).
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Abb.3.12: Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) CD40L-aktivierter
B-Zellen, mit Hilfe des Aktivierungsmarkers CD86, von normoxisch (21 % O3) bzw.
hypoxisch (0,8 % O») kultivierten humanen B-Lymphozyten an Tag 0, nach vier
Std., an Tag 1 und Tag 4. Die durch humanes CD40L exprimierende Fibroblasten
aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Daten stellen Mit-
telwerte £ Standardfehler von n=28 Experimenten in 6 Versuchsdurchlaufen dar.
Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzni-
veau von (p < 0,05) durchgefuhrt.
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Bei der Darstellung der Expressionsdichte von CD86 auf CD86-positiven CD40L-
aktivierten B-Zellen, ermittelt als Intensitat des Fluoreszenzmarkers - bedingten
MFI-Wertes - zeigte sich unter normoxischem Sauerstoffgehalt keine Anderung des
Aktivierungsgrades von CD40L-aktivierten B-Zellen im Vergleich zwischen Ver-
suchsbeginn (Tag 0) mit Werten von 10,2 £ 0,8 AU bzw. 10,5 £ 0,4 AU nach vier
Std. Nachfolgend ergaben sich Anstiege auf 94,3 + 5,2 AU an Tag 1, respektive auf
230,4 £ 8,7 AU nach vier Tagen (Abb. 3.13). Unter Hypoxie ergaben sich ebenfalls
vergleichbare MFI-Werte fur die Expression von CD86 auf CD86-positiven, CD40L-
aktivierten B-Zellen fur die Zeitpunkte Tag 0 sowie vier Std. mit mit mittleren Werten
von 10,2 + 0,8 AU respektive 9,1 + 0,3 AU. Nachfolgend ergab sich eine Zunahme
auf 54,3 + 3,7 AU an Tag 1, respektive auf 144,6 + 6,7 AU nach vier Tagen (Abb.
3.13). An Tag 1 und Tag 4 erwiesen sich die Unterschiede im Aktivierungsgrad
normoxisch und hypoxisch kultivierter CD40L-aktivierter B-Zellen als signifikant (p
< 0,05) (Abb. 3.13).
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Abb.3.13: Die Abbildung zeigt die Expression von CD86 auf CD86-positiven, CD40L-
aktivierten B-Lymphozyten im Vergleich zwischen Normoxie (21 % O3z) und Hypo-
xie (0,8 % O2) an Tag 0, nach vier Std., an Tag 1 und Tag 4 mit Hilfe der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI). Die durch humanes CD40L exprimierende Fibroblas-
ten aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L“ bezeichnet. Die Daten stellen
Mittelwerte * Standardfehler von n=28 Experimenten in 6 Versuchsdurchlaufen
dar. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifi-
kanzniveau von (p £ 0,05) durchgefihrt. AU= arbitrary units
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Die Anzahl CD40L-aktivierter B-Zellen, die das humane Leukozytenantigen (HLA-
DR) exprimierten, blieb sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie im Ver-
gleich zu Werten von 94,2 £ 0,3 % zu Versuchsbeginn tUber alle drei Zeitpunkte (vier
Std., Tag 1 und Tag 4) auf unverandert hohen Niveau. Lediglich an Tag 4 errechnete
sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen den prozentualen Werten
normoxisch respektivie hypoxisch kultivierter, CD40L-aktivierten B-Zellen, die HLA-
DR exprimierten (Abb. 3.14).
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ABB.3.14: Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) von normoxisch
(21 % O2) bzw. hypoxisch (0,8 % O3) kultivierten, CD40L-aktivierten B-Lymphozy-
ten, die das humane Leukozytenantigen (HLA-DR) exprimierten, an Tag 0, nach
vier Std., an Tag 1 und Tag 4. Die durch humanes CD40L exprimierende Fibroblas-
ten aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Daten stellen
Mittelwerte + Standardfehler von n=28 Experimenten in 6 Versuchsdurchlaufen
dar. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifi-
kanzniveau von (p < 0,05) durchgeflhrt.

Die Expressionsdichte des humanen Leukozytenantigens (HLA-DR) auf HLA-
DR-positiven, CD40L-aktivierten B-Zellen, quantitativ iber die mittlere MFI des ent-
sprechenden Fluorochroms erfasst, ergab unter Normoxie fir die Zeitpunkte Tag 0,
nach vier Std. respektive Tag 1 Werte von 5,3 + 0,8 AU, 6,8 + 1,1 AUund 9,4 + 2,5
AU. Nach vier Tagen zeigte sich eine Expressionsdichte mit einem Wert von 7,7 £

2,9 AU (Abb. 3.15). Unter Hypoxie ergab die mittlere MFI von HLA-DR auf HLA-DR-
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positiven CD40L-aktivierten B-Zellen fur die Zeitpunkte Tag 0, nach vier Std. res-
pektive Tag 1 Werte von 5,3 + 0,8 AU, 6,7 = 1,1 AU und 9,5 £ 2,4 AU. Nach vier
Tagen zeigte sich eine Expressionsdichte mit einem Wert von 9,7 £ 4,7 AU (Abb.
3.15). Dabei ergaben sich keine statistisch signifikanten Expressionsraten zwischen
den beiden Versuchsgruppen (p>0,05).
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Abb.3.15: Die Abbildung zeigt die Expression von HLA-DR auf HLA-DR-positiven,
CD40L-aktivierten B-Lymphozyten im Vergleich zwischen Normoxie (21 % O32) und
Hypoxie (0,8 % O2) an Tag 0, nach vier Std., an Tag 1 und Tag 4 mit Hilfe der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI). Die durch humanes CD40L exprimierende
Fibroblasten aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Da-
ten stellen Mittelwerte + Standardfehler von n=28 Experimenten in 6 Versuchs-
durchlaufen dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit ei-
nem Signifikanzniveau von (p < 0,05) durchgefihrt. AU= arbitrary units

Die Anzahl CD40L-aktivierter B-Zellen, die das Zelladhasionsmolekil CD62L ex-
primierten, ergab unter Normoxie Werte von 93,3 £ 0,5 % zu Versuchsbeginn, 74,8
* 12,1 % nach vier Std. und 63,7 £ 14,7 % an Tag 1 ab. An Tag 4 ergaben sich
Werte von 91,9 = 3,9 % (Abb. 3.16). Bei den unter hypoxischen Bedingungen kulti-
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vierten CD40L-aktivierten B-Zellen, die das Zelladhasionsmolekll CD62L expri-
mierten, ergab die Anzahl aktivierter B-Zellen Werte von 93,3 + 0,5 % zu Versuchs-
beginn, 74,7 + 11,8 % nach vier Std. und 58,4 £ 8,2 % an Tag 1. An Tag 4 ergaben
sich Werte von 95,3 + 0,3 % (Abb. 3.16). Dabei ergaben sich keine statistisch sig-
nifikanten Expressionsraten fur CD62L zwischen den beiden Versuchsgruppen
(p>0,05).

CD62L positive, CD40L-aktivierte
B-Zellen

% gated

Abb.3.16: Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) von normoxisch
(21 % O2) bzw. hypoxisch (0,8 % O3) kultivierten, CD40L-aktivierten B-Lymphozy-
ten, die das Zelladhasionsmoleklil CD62L exprimierten, an Tag 0, nach vier Std.,
an Tag 1 und Tag 4. Die durch humanes CD40L exprimierende Fibroblasten akti-
vierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Daten stellen Mittel-
werte + Standardfehler vo n=28 Experimenten in 6 Versuchsdurchlaufen dar. Far
die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau
von (p < 0,05) durchgefihrt.

Die Expressionsdichte des Zelladhasionsmolekils CD62L auf CD62L-positiven,
CD40L-aktivierten B-Zellen, quantitativ erfasst Uber die mittlere MFI in der FACS-
Analyse, ergab unter Normoxie zu den Zeitpunkten Tag 0, nach vier Std., an Tag 1
und respektive an Tag 4 Werte von 34,3 + 12,4 AU, 3,5+ 1,4 AU, 5,7 £ 1,1 AU und

34,1+ 11,8 AU (Abb. 3.17).
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Unter Hypoxie ergab die mittlere MFI der CD62L-Expression auf CD62L-positiven
CD40L-aktivierten B-Zellen zu den Zeitpunkten Tag 0, nach vier Std., an Tag 1 und
respektive an Tag 4 Werte von 34,3 + 12,4 AU, 3,4 £ 0,7 AU, 2,9 + 0,4 AU und 15,6
t+ 4,5 AU (Abb. 3.17). Der Unterschied an Tag 4 zwischen normoxisch und hypo-
xisch kultivierten CD40L-aktivierten B-Zellen war signifikant (p < 0,05) (Abb. 3.17).

Insgesamt war zu beobachten, dass es an Tag 4 unter Hypoxie zu einer Reduktion
der Expression der co-stimulatorischen Molekile CD80 und CD86, sowie von
CD62L auf CD40L-aktivierten B-Lymphozyten kam.
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Abb.3.17: Die Abbildung zeigt die Expression von CD62L auf CD62L-positiven,
CD40L-aktivierten B-Lymphozyten im Vergleich zwischen Normoxie (21 % O2) und
Hypoxie (0,8 % O2) an Tag 0, nach vier Std., an Tag 1 und Tag 4 mit Hilfe der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI). Die durch humanes CD40L exprimierende
Fibroblasten aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Da-
ten stellen Mittelwerte + Standardfehler von n=28 Experimenten in 6 Versuchs-
durchlaufen dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit ei-
nem Signifikanzniveau von (p < 0,05) durchgefihrt. AU= arbitrary units
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3.5 DER EINFLUSS VON HYPOXIE AUF DIE FUNKTION VON
CD40L-AKTIVIERTEN B-LYMPHOZYTEN

Um die vorgenannten immunphanotypischen Veranderungen von CD40L-aktivier-
ten B-Zellen unter Hypoxie (0,8 % Oz2) auch funktionell zu charakterisieren, wurden
als nachster Schritt in vitro Funktionstests durchgefuhrt. Diese wurden in Form einer
gemischten Lymphozyten Reaktion (MLR) erhoben. Zunachst wurden Kurzzeit-
MLRs uber funf Std. mit zuvor CD40L-aktivierten B-Lymphozyten und allogenen T-
Zellen durchgefuhrt. Die CD40-positiven B-Zellen waren zuvor Uber sieben Tage
auf murinen NIH-3T3 Fibroblasten unter Normoxie (21 % O2) oder Hypoxie
(0,8 % Oz2) co-kultiviert worden. Die eigentliche MLR lief unter Normoxie ab, um eine

Beeinflussung der T-Zellen durch Hypoxie zu vermeiden.

3.5.1 KURZZEIT-GEMISCHTE LYMPHOZYTEN REAKTION (MLR)

Die T-Zell Aktivierung nimmt in einer Kurzzeit-Kultur unter Hypoxie ab

Bei der Kurzzeit-MLR wurden aufgereinigte humane T-Lymphozyten mit Antigen
prasentierenden Zellen eines allogenen Spenders, im vorliegenden Fall mit CD40L-
aktivierten B-Lymphozyten, Uber funf Std. co-inkubiert. Diese Zellen prasentieren
ihre eigenen Alloantigene und stimulieren die Proliferation alloreaktiver T-Zellen un-
ter anderem Uber Produktion verschiedener Zytokine [130,131].

Bei der MLR wurden T-Zellen in Co-Kultur mit sowohl normoxisch (21 % O2) als
auch hypoxisch (0,8 % Oz2) Kkultivierten, CD40L-aktivierten B-Lymphozyten (=
CDA40L) bzw. Wildtyp-Zellen (= WT) inkubiert, die nicht durch den CD40-Liganden
aktiviert waren. Um eine Voraktivierung der T-Zellen auszuschlie®en, wurden zu-
dem T-Zellen lediglich mit Medium ohne B-Zellen inkubiert (= Negativkontrolle).
Durch Oberflachenmarkierung fir das Glykoprotein CD107a (s. 2.6.2) wurde die
Degranulation von CD8-positiven und CD4-positiven T-Zellen bestimmt. Der Nach-
weis von CD154 (= CD40L) und CD69 wurde jeweils als friher Aktivierungsmarker
far T-Lymphozyten genutzt. Abbildung 3.18 reprasentiert ein Beispiel der durch-
flusszytometrischen ,gating” Strategie (s. 2.4.1) der MLR Uber finf Std., wobei hier

exemplarisch die Daten eines Spenders gezeigt werden. Nach Charakterisierung
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CD3-positiver T-Zellen wurde auf die Detektion von CD4-positiven und CD8-positi-
ven T-Zellen ,gegated”. Anschlieiend wurden in einer Hohenliniendarstellung (Con-
tour-Plot) CD4-positive bzw. CD8-positive T-Zellen, die gleichzeitig entweder
CD107a-positiv, CD154-positiv oder CD69-positiv waren, dargestellt und der Pro-
zentsatz z.B. CD107a-positiver T-Zellen in Bezug auf die Gesamtzahl der CD4-po-

sitiven bzw. CD8-positiven T-Zellen bestimmt.
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Abb.3.18: Beispielhafte Darstellung der Zytotoxizitat, von CD4-positiven (CD4+)
und CD8-positiven (CD8+) T-Zellen, die mit normoxisch (21 % O) bzw. hypoxisch
(0,8 % O2) kultivierten, CD40L-aktivierten B-Lymphozyten in einer gemischten
Lymphozyten Reaktion (MLR) far finf Std. co-inkubiert worden waren. Darstellung
der ,gating“ Strategie der Durchflusszytometrie mittels Hohenliniendarstellungen
(Contour-Plot) anhand der Oberflachenexpression von CD107a als Marker fur zel-
lulare Degranulation. Die prozentualen Zahlen zeigen die Expressionsdichte des
Markers CD107a auf CD4-positiven (CD4+) bzw. CD8-positiven (CD8+) T-Zellen.
Negativkontrolle: Lediglich mit Kulturmedium inkubierte T-Zellen.
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Die Zunahme des prozentualen Anteils (% gated) immunpositiver CD4-positiver T-
Zellen von 0,5 £ 0,2 % bei den normoxisch kultivierten, Wildtyp-Zellen auf 9,4 + 3,1
% bei den normoxisch kultivierten, CD40L-aktivierten B-Zellen errechnete sich als
hoch signifikant (p < 0,001) (Abb. 3.19: A). Die statistische Analyse zwischen
CD40L-aktivierten B-Zellen und Wildtyp-B-Zellen wurde hier einmalig durchgeflhrt,
um deutlich zu machen, dass die Aktivierung mittels des CD40-Liganden funktioniert
hat. Der Anstieg des prozentualen Anteils CD4-positiver T-Zellen unter Hypoxie von
1,2 £ 0,5 % bei den Wildtyp-Zellen auf 4,7 + 2,2 % bei den CD40L-aktivierten B-
Zellen erwies sich als signifikant (p < 0,01). Der prozentuale Anteil (% gated) akti-
vierter, CD4-positiver T-Zellen, die CD107a als einen Marker fur die zellulare Degra-
nulation exprimierten, war unter hypoxischen Bedingungen signifikant niedriger als
unter normoxischen Versuchsbedingungen (p < 0,05).

Der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter, CD8-positiver T-Zellen, die CD107a als
einen Marker fur die zellulare Degranulation exprimierten, war unter hypoxischen
Bedingungen signifikant niedriger als unter normoxischen Versuchsbedingungen (p
< 0,05). CD8-positive T-Zellen, die auch CD107a als einen Marker flr zellulare
Degranulation exprimierten, bildeten einen Anteil von 4,7 £+ 2,2 % aller mit
normoxisch kultivierten CD40L-aktivierten B-Zellen co-kultivierten CD8-positiver T-
Zellen. Ebenso kam es im Vergleich zu 2,5 £ 1,2 % CD107a-positiven CD8-Zellen,
die mit hypoxisch kultivierten CD40L-aktivierten B-Zellen co-inkubiert wurden, zu
einem Anteil von lediglich 0,9 + 1,3 %, wenn die Co-Inkubation mit den hypoxisch
kultivierten Wildtyp-Zellen erfolgte (Abb. 3.19: B).
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Abb.3.19: Expression des Oberflachenantigens CD107a als Marker fur die Zytotoxi-
zitat von T-Zellen. Prozentualer Anteil (% gated) der zytotoxischen T-Zellen [A:
CD4-positive (CD4+) T-Zellen; B: CD8-positive (CD8+) T-Zellen] im Rahmen einer
gemischten Lymphozyten Reaktion (MLR) UGber finf Std. Co-Kultivierung unter
normoxischen (21 % O3z) bzw. hypoxischen (0,8 % O2) Versuchsbedingungen mit
durch CD40L-aktivierten B-Lymphozyten (CD40L) bzw. Wildtyp-Zellen (WT), die
nicht durch den CD40-Liganden aktiviert worden waren. Negativkontrolle: Ledig-
lich mit Kulturmedium inkubierte T-Zellen. Die Daten stellen Mittelwerte + Stan-
dardfehler von n = 5 Experimenten dar. Fir die statistische Auswertung wurde der
Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von (* p 0,05, ** p< 0,01, *** p<
0,001) durchgefuhrt.

63



CD4-positive T-Zellen, die auch CD154 als einen Marker fur frihe Zellaktivierung
exprimierten, bildeten einen Anteilvon 7,9 + 2,0 % aller mit normoxisch kultivierten
CDA40L-aktivierten B-Zellen co-kultivierten CD4-positiven T-Zellen. Nur 0,1 £ 0,2 %
der CD4-positiven Zellen, welche mit Wildtyp-Zellen (WT) im Rahmen der MLR co-
kultiviert wurden, erwiesen sich auch als CD154 immunpositiv (Abb. 3.20: A).
Ebenso kam es zum Vergleich von 4,5 £ 0,7 % CD154-positiven CD4-Zellen, die
mit hypoxisch kultivierten CD40L-aktivierten B-Zellen co-inkubiert wurden, zu einem
Anteil von lediglich 0,2 + 0,2 %, wenn die Co-Inkubation mit hypoxisch kultivierten
Wildtyp-Zellen erfolgte (Abb. 3.20: A). Der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter,
CD4-positiver T-Zellen, die CD154 als Marker fur eine frihe Zellaktivierung expri-
mierten, war unter hypoxischen Bedingungen signifikant geringer als unter normoxi-
schen Versuchsbedingungen (p < 0,05) (Abb. 3.20: A).

CD8-positive T-Zellen, die auch CD154 als einen Marker fur frihe Zellaktivierung
exprimierten, bildeten einen Anteil von 5,5 + 1,8 % aller mit normoxisch kultivierten
CD40L-aktivierten B-Zellen co-kultivierten CD8-positiven T-Zellen. Ebenso kam es
im Vergleich zu 3,4 £ 1,2 % CD154-positiven CD8-Zellen, die mit hypoxisch kulti-
vierten CD40L-aktivierten B-Zellen co-inkubiert wurden, zu einem Anteil von ledig-
lich 0,5 £ 0,3 % bei den hypoxisch kultivierten Wildtyp-Zellen (Abb. 3.20: B). Der
prozentuale Anteil (% gated) aktivierter, CD8-positiver T-Zellen, die CD154 als Mar-
ker fUr eine frihe Zellaktivierung exprimierten, war unter hypoxischen Bedingungen
signifikant geringer als unter normoxischen Versuchsbedingungen (p < 0,05) (Abb.
3.20: B).
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Abb.3.20: Expression des Oberflachenantigens CD154 als Marker fur frihe Zellak-
tivierung von T-Zellen. Prozentualer Anteil (% gated) der aktivierten T-Zellen [A:
CD4-positive (CD4+) T-Zellen; B: CD8-positive (CD8+) T-Zellen] im Rahmen einer
gemischten Lymphozyten Reaktion (MLR) Uber finf Std. Co-Kultivierung unter
normoxischen (21 % O32) bzw. hypoxischen (0,8 % O2) Versuchsbedingungen mit
durch CD40L-aktivierten B-Lymphozyten (CD40L) bzw. Wildtyp-Zellen (WT), die
nicht durch den CD40-Liganden aktiviert waren. Negativkontrolle: Lediglich mit
Kulturmedium inkubierte T-Zellen. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler
von n = 5 Experimenten dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-
Test mit einem Signifikanzniveau von (* p < 0,05) durchgefihrt.
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CD4-positive T-Zellen, die CD69 als einen Marker fir frihe Zellaktivierung expri-
mierten, bildeten einen Anteil von 3,1 + 0,8 % aller mit normoxisch kultivierten,
CD40L-aktivierten B-Zellen co-kultivierten CD4-positiven T-Zellen. Ebenso kam es
im Vergleich zu 2,7 £ 0,5 % CD69-positiven CD4-Zellen, die mit hypoxisch kultivier-
ten CD40L-aktivierten B-Zellen co-inkubiert wurden, zu einem Anteil von lediglich
0,5 £ 0,1 %, wenn die Co-Inkubation mit hypoxisch kultivierten Wildtyp-Zellen er-
folgte. (Abb. 3.21: A). Der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter, CD4-positi-
ver T-Zellen, die CD69 als Marker fur eine frihe Zellaktivierung exprimierten, war
unter hypoxischen Bedingungen nicht signifikant niedriger als unter normoxischen
Versuchsbedingungen (p > 0,05) (Abb. 3.21: A).

Der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter, CD8-positiver T-Zellen, die auch
CD69 als Marker fur eine fruihe Zellaktivierung exprimierten, war unter hypoxischen
Bedingungen nicht signifikant niedriger als unter normoxischen Versuchsbedingun-
gen (p>0,05) (Abb. 3.21: B). CD8-positive T-Zellen, die auch CD69 als einen Marker
far frihe Zellaktivierung exprimierten, bildeten einen Antei von 1,5 + 0,5 % aller mit
normoxisch kultivierten CD40L-aktivierten B-Zellen co-kultivierten CD8-positiven T-
Zellen. Ebenso kam es im Vergleich zu 1,1 £ 0,4 % CD69-positiven CD8-Zellen die
mit hypoxisch kultivierten CD40L-aktivierten B-Zellen co-inkubiert wurden, zu einem
Anteil von lediglich 0,6 + 0,1 %, wenn die Co-Inkubation mit hypoxisch kultivierten
Wildtyp-Zellen erfolgte. (Abb. 3.21: B)
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Abb.3.21: Expression des Oberflachenantigens CD69 als Marker fur frihe Zellakti-
vierung von T-Zellen. Prozentualer Anteil (% gated) der aktivierten T-Zellen [A:
CD4-positive (CD4+) T-Zellen; B: CD8-positive (CD8+) T-Zellen] im Rahmen einer
gemischten Lymphozyten Reaktion (MLR) uber funf Std. Co-Kultivierung unter
normoxischen (21 % O2) bzw. hypoxischen (0,8 % O2) Versuchsbedingungen mit
durch CD40L-aktivierten B-Lymphozyten (CD40L) bzw. Wildtyp-Zellen (WT), die
nicht durch den CD40-Liganden aktiviert waren. Negativkontrolle: Lediglich mit
Kulturmedium inkubierte T-Zellen. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler

von n = 5 Experimenten dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-
Test mit einem Signifikanzniveau von (* p < 0,05) durchgefihrt.
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3.5.2 LANGZEIT-GEMISCHTE LYMPHOZYTEN REAKTION (MLR)

Die T-Zell Aktivierung nimmt in einer Langzeit-Kultur unter Hypoxie ab.

Im Rahmen der Langzeit-MLR wurde die Proliferation der T-Zellen mittels Einbau
von Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) gemessen, wie sie nach einer Sti-
mulation mit immungenetisch fremden Blutzellen auftritt. CFSE wird wahrend der
Zellteilung interkalierend in die DNA der Zellen eingebaut und mittels Durchflusszy-
tometrie quantitativ erfasst. Je hdher die Zellteilungsrate ist, desto geringer ist der
CFSE-Gehalt einer Zelle.

Responder T-Lymphozyten wurden von gesunden humanen Spendern gewonnen.
Als Stimulatorzellen dienten CD40L-aktivierte B-Lymphozyten, die durch eine
[137Cs] Strahlenquelle mit 30 Gray bestrahlt wurden, um deren eigene Proliferation
zu hemmen. Bei der MLR wurden die allogenen T-Zellen in Co-Kultur mit sowohl
normoxisch (21 % O32) als auch hypoxisch (0,8 % O2) kultivierten, CD40L-aktivierten
B-Lymphozyten (= CD40L) bzw. Wildtyp-Zellen (= WT) co-inkubiert, die nicht durch
den CD40-Liganden aktiviert waren. Um eine Voraktivierung der T-Zellen auszu-
schlieRen, wurden T-Zellen auch ausschlieRlich mit Medium inkubiert (= Negativ-
kontrolle). Als Positivkontrolle wurden T-Zellen mit paramagnetischen Dynabeads
(s.2.6.3) inkubiert, die mit Antikdrper gegen den T-Zell Rezeptor (TCR) beschich-
tet waren, wodurch es zu einer nahezu maximalen Aktivierung der T-Zellen
kam. Die MLR wurde fiir sieben Tage unter Normoxie (21 % O2) inkubiert.

Fur die Analyse wurden in der ,gating“ Strategie nur lebende CD4-positive bzw.
CD8-positive T-Lymphozyten bericksichtigt. Zunachst erfolgte das ,gating” mit ei-
ner Punktwolkendarstellung (DotPlot), wie exemplarisch anhand des Aktivierungs-
markers CD25 und des Proliferationsmarkers CFSE in Abb. 3.22 fir ein Experiment
dargestellt. Die Zahlen im ,gate” geben jeweils den prozentualen Anteil der sich

geteilten bzw. proliferierten T-Lymphozyten an.
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Abb.3.22: Beispielhafte Darstellung (anhand eines Experiments) der Aktivierung
und Proliferation, mit Hilfe der Marker CD25 und CFSE, von CD4-positiven (CD4+)
und CD8-positiven (CD8+) T-Zellen, die mit normoxisch (21 % O2) bzw. hypoxisch
(0,8 % O2) kultivierten, CD40L-aktivierten B-Lymphozyten in einer gemischten
Lymphozyten Reaktion (MLR) fir sieben Tage co-inkubiert worden waren. Darstel-
lung der ,gating” Strategie der Durchflusszytometrie mittels Punktwolkendarstel-
lung (DotPlot). Die prozentualen Zahlen zeigen sowohl die Expressionsdichte des
Markers CD25 auf CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen und damit den Aktivierungsgrad der
T-Zellen, als auch den Anteil des Proliferationsmarkers CFSE in der Zelle. Nega-
tivkontrolle: Lediglich mit Kulturmedium inkubierte T-Zellen.

CD4-positive, proliferierende T-Zellen, welche mit normoxisch vorkultivier-
ten, CD40L-aktivierten humanen B-Lymphozyten flr sieben Tage im Rahmen
einer Langzeit-MLR co-kultiviert worden waren, bildeten einen Anteil von
59,7 + 5,3 % aller aktivierten CD4+ Zellen. Mit Wildtyp B-Lymphozyten co-kulti-
verte CD4+ Zellen zeigten eine statistisch hoch signifikant (p < 0,001) geringere
Proliferationsaktivitat mit verandertem CFSE Signal in nur 9,8 + 0,8 % aller CD4+
Zellen (Abb. 3.23: A). Langzeit-MLRs mit CD4+ T-Zellen und unter hypoxischen Be-
dingungen vorkultivierten B-Lymphozyten ergab arithmetische Mittelwerte proliferie-
render CD4+ T-Zellen — bestimmt als Abnahme der CFSE Fluoreszenz in der FACS-
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Analyse — von 52,4 + 8,2 % aller aktivierter CD4+ Zellen, bzw. lediglich 14,5 + 5,1
% aller T-Zellen nach Co-Kultur mit Wildtyp B-Lymphozyten (p < 0,01) (Abb. 3.23:
A). Dabei errechnete sich der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter (CD25+) und
proliferierender (Abnahme der CFSE Fluoreszenz) CD4+ Zellen unter hypoxischen
Bedingungen fir die B-Lymphozyten als signifikant (p < 0,05) geringer als unter
normoxischen Versuchsbedingungen fir die B-Lymphozytenreifung (Abb. 3.23: A).
Die als Positivkontrolle dienenden CD4+ T-Zellen nach Inkubation mit an Dynabe-
ads gebundenen TCR Antikdrpern zeigten im arithmetischen Mittel zu 86 %, die als
Negativkontrolle dienenden und nur mit Medium inkubierten CD4+ Zellen lediglich
zu < 0,5 % eine stimullierte T-Zell Proliferation.

CD8-positive, proliferierende T-Zellen, welche mit normoxisch vorkultivier-
ten, CD40L-aktivierten humanen B-Lymphozyten fur sieben Tage im Rahmen
einer Langzeit-MLR co-kultiviert worden waren, bildeten einen Anteil von
61,3 £ 4,1 % aller aktivierten CD8+ Zellen. Mit Wildtyp B-Lymphozyten co-kultiverte
CD8+ Zellen zeigten eine statistisch signifikant (p < 0,01) geringere Proliferations-
aktivitat mit verandertem CFSE Signal in nur 17,6 £ 0,7 % aller CD8+ Zellen (Abb.
3.23: B). Langzeit-MLRs mit CD8+ T-Zellen und unter hypoxischen Bedingungen
vorkultivierten B-Lymphozyten ergab arithmetische Mittelwerte proliferierender
CD8+ T-Zellen — bestimmt als Abnahme der CFSE Fluoreszenz in der FACS-Ana-
lyse —von 54,6 + 4,5 % aller aktivierter CD8+ Zellen, bzw. lediglich 37,1 £ 16,2 %
aller T-Zellen nach Co-Kultur mit Wildtyp B-Lymphozyten (p < 0,05) (Abb. 3.23: B).
Dabei errechnete sich der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter (CD25+) und
proliferierender (Abnahme der CFSE Fluoreszenz) CD8+ Zellen unter hypoxischen
Bedingungen fur die B-Lymphozyten als signifikant (p < 0,05) geringer als unter
normoxischen Versuchsbedingungen flur die B-Lymphozytenreifung (Abb. 3.23: B).
Die als Positivkontrolle dienenden CD8+ T-Zellen nach Inkubation mit an Dynabe-
ads gebundenen TCR Antikdrpern zeigten im arithmetischen Mittel zu 88 %, die als
Negativkontrolle dienenden und nur mit Medium inkubierten CD8+ Zellen lediglich

zu < 0,5 % eine stimullierte T-Zell Proliferation.
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Abb.3.23: Expression des Oberflachenantigens CD25 als Marker fur die Zellaktivie-
rung und Fluoreszenznachweis fir zellular reduziertes CFSE als Proliferations-
marker von T-Zellen. Prozentualer Anteil (% gated) aktivierter und proliferierender
T-Zellen [A: CD4-positive (CD4+) T-Zellen; B: CD8-positive (CD8+) T-Zellen] im
Rahmen einer gemischten Lymphozyten Reaktion (MLR) Uber sieben Tage. Co-
Kultivierung unter normoxischen (21 % O2) bzw. hypoxischen (0,8 % O2) Versuchs-
bedingungen mit durch CD40L-aktivierten B-Lymphozyten (= CD40L) bzw. Wildtyp-
Zellen (= WT), die nicht durch den CD40-Liganden aktiviert waren. Positivkon-
trolle: Inkubation der T-Zellen mit an Dynabeads gebundenen TCR-Antikérpern.
Negativkontrolle: Lediglich mit Kulturmedium inkubierte T-Zellen.Die Daten stellen
Mittelwerte + Standardfehler von n = 4 Experimenten dar. Fur die statistische
Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von (* p < 0,05,
**p<0,01, *** p <0,001) durchgefihrt.
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3.6 AKTIVIERUNG DES HYPOXIESIGNALWEGS DURCH ElI-
SENCHELATION (HYPOXIE NACHAHMUNG)

3.6.1 IN VITRO MODELL

3.6.1.1 PROLIFERATIONSVERHALTEN CD40L-AKTIVIERTER B-LYMPHOZY-
TEN UNTER DEM EINFLUSS DER EISENCHELATION

Es kommt zur einer Reduktion der Proliferation von CD40L-aktivierten B-Zellen un-

ter dem Einfluss des Eisenchelators DFO

In den vorangegangen Versuchen konnte der Einfluss von Hypoxie auf den Immun-
phanotypus und die Funktion von humanen CD40L-aktivierten B-Zellen gezeigt wer-
den. Um die Frage zu untersuchen, ob die Komplexierung von Fe2* (= Eisenchela-
tion) vergleichbare Effekte auf CD40L-aktivierte B-Zellen wie Hypoxie (0,8 % O2)
hat, wurde der Eisenchelator Deferoxamin (= DFO) eingesetzt. Um das Proliferati-
onsverhalten von CD40L-aktivierten B-Lymphozyten unter Eisenchelation (s. 2.7.1)
zu untersuchen, wurden aufgereinigte humane B-Lymphozyten (s. 2.2.6) auf muri-
nen NIH-3T3 Fibroblasten, die den humanen CD40 Liganden exprimierten (s. 2.3.2),
Uber sieben Tage co-kultiviert. Dabei erfolgte an Tag 0 eine DFO Zugabe, wobei
finale Konzentrationen im Medium von 0 uM (= Positivkontrolle), 15 uM, 150 uM
sowie 1500 uM je Well erreicht wurden. An Tag 3 bzw. Tag 7 wurden die Zellen aus
den Wells enthommen und ihre Anzahl bestimmt (s. 2.2.4). Die Anzahl CD40L-akti-
vierter B-Lymphozyten pro Well erwies sich im Vergleich zu 2,0 + 0,3 x108 bei der
Positivkontrolle an Tag 3 als unverandert, unabhangig von der eingesetzten Kon-
zentration an DFO. Es ergaben sich Werte von 1,7 £ 0,2 x108 (15 uM), 1,6 £ 0,2
x108 (150 uM) sowie 1,5 + 0,2 x106 1(500 pM) unter dem Einfluss von DFO. Die
geringen Unterschiede waren nicht signifikant (p > 0,05) (Abb. 3.24). An Tag 7 wa-
ren die Zellzahlen CD40L-aktivierter B-Lymphozyten im Vergleich zu 3,9 £ 0,5 x108
bei der Positivkontrolle signifikant auf 1,6 £ 0,2 x10% (15 uM), 1,5 £ 0,2 x10% (150
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uM) sowie 1,7 £ 0,2 x108 (1500 uM) unter dem Einfluss von DFO reduziert (p < 0,05)
(Abb. 3.24).

Proliferationskurve CD40L-aktivierter B-Zellen

unter Einfluss von DFO

5
-o- Poslitivkontrolle

44 - 15uM DFO
- 150uM DFO
-+ 1500uM DFO

Zellen x10°

Abb.3.24: Proliferation von humanen B-Lymphozyten, die Uber sieben Tage in Co-
Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten gehalten wurden, welche den humanen
CD40-Liganden (CD40L) exprimierten. Die so aktivierten B-Lymphozyten werden
als ,CD40L" bezeichnet. Dabei erfolgte an Tag 0 eine Deferoxamin (DFO) Zugabe,
wobei finale Konzentrationen im Medium von 0 yM (= Positivkontrolle), 15 uM,
150 uM sowie 1500 uM je Well erreicht wurden. Die y-Achse gibt die absolute Zell-
zahl je Well an. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von je n = 6 Expe-
rimenten dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Post-Hoc-Test mit einem
Signifikanzniveau von (* p < 0,05) durchgefihrt.
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3.6.1.2 EINFLUSS DER EISENCHELATION AUF DIE APOPTOSERATE BEI
CD40L- AKTIVIERTEN B-LYMPHOZYTEN

Zur Uberpriifung, wie hoch die Apoptoserate von CD40L-aktivierten B-Lymphozyten
bei der Zugabe von DFO war, wurden aufgereinigte B-Zellen auf murinen NIH-3T3
Fibroblasten fur sieben Tage co-kultiviert. Wie unter 3.6.1.1 beschrieben, wurde
DFO an Tag 0 der Kultur zugesetzt, wobei finale Konzentrationen von 0 uM (= Po-
sitivkontrolle), 15 uM, 15 uM sowie 1500 uM je Well erzielt wurden. Der Anteil frih
apoptotischer Zellen an der Gesamtzellzahl wurde an Tag 0 sowie an Tag 3 und
Tag 7 nach DFO-Zugabe bestimmt. Dabei wurde eine Doppelmarkierung mit An-
nexin V und 7AAD (s. 2.5.1) durchgefihrt und die B-Zellen anschliefiend mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Abbildung 3.25 zeigt ein Beispiel der durchflusszy-
tometrischen ,gating” Strategie (s. 2.4.1) mit den Markern Annexin V und 7AAD an-

hand einer Héhenliniendarstellung (Contour-Plot).
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Abb.3.25: Die Abbildung zeigt beispielhaft anhand eines Experiments die friihe Apoptose-
rate, durch Markierung mit 7AAD und Annexin V, von CD40L-aktivierten

B-Lymphozyten an Tag 0, Tag 3 und Tag 7, nach Zugabe des Eisenchelators DFO in stei-
genden Konzentrationen (0 uyM (= Kontrolle), 15 yM, 150 yM, 1500 uM). Die B-Zellen wur-
den insgesamt Gber sieben Tage auf murinen NIH-3T3 Fibroblasten inkubiert. Als Kontrolle
dienten auf NIH-3T3 Fibroblasten kultivierte CD40L-aktivierte B-Zellen ohne DFO. Die Zah-
len geben den prozentualen Anteil der Zellen mit einer frihen Apoptose-Rate (= Quadrant
oben links) und der vitalen Zellen (= Quadrant unten links) an. Darstellung der ,gating”
Strategie in der Durchflusszytometrie mittels Hohenliniendarstellungen (Contour-Plot).
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Der prozentuale Anteil (% gated) CD40L-aktivierter B-Lymphozyten, die in frihe
Apoptose gingen, erhdhte sich in Abwesenheit von DFO von 3,2 + 0,2 % zu Ver-
suchsbeginn (Tag 0) auf 27,4 £ 0,6 % (Positivkontrolle ohne DFQO) an Tag 3. In
Gegenwart von DFO erfolgte eine dosisunabhangige Reduktion der Apoptoserate
CD40L-aktivierter B-Lymphozyten auf 15,3 £ 1,1 % (15 pM), 12,9 + 0,9 % (150 uM)
bzw. auf 14,1 £ 0,3 % (1500 uM) (Abb. 3.26). Aufgrund der limitierten Anzahl an
Experimenten (n=3) konnte keine statistische Analyse durchgefihrt werden. An Tag
7 ergab sich eine Reduktion des prozentualen Anteils friih apoptotischer CD40L-
aktivierter B-Lymphozyten von 14,6 + 5,7 % (Positivkontrolle ohne DFO) auf 9,5 £
0,6 % (15 uM) bzw. 9,3 + 0,4 % (150 yM), um dann auf 14,3 £ 0,2 % (1500 pM) zu
steigen (Abb. 3.26).
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Abb.3.26: Die Abbildung zeigt die prozentualen Anteile (% gated) der frihen
Apoptoserate humanen B-Lymphozyten (CD40L), die in Co-Kultur mit murinen NIH-
3T3 Fibroblasten gehalten wurden, die den humanen CD40 Liganden (CD40L) ex-
primierten. Die so aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die
CD40L-aktivierten B-Lymphozyten wurden Uber die gesamte Versuchsdauer mit
steigender Konzentration (0 yM (= Positivkontrolle), 15 pM, 150 yM, 1500 pM) des
Eisenchelators Deferoxamin (DFO) inkubiert. Die Messung mittels Durchflusszyto-
metrie erfolgte an Tag 0, Tag 3 und Tag 7. Auf der y-Achse ist die prozentual
gemessene Anzahl der Zellen in einem Analysefenster aufgetragen. Die Daten
stellen Mittelwerte £ Standardfehler von n=3 Experimenten dar. Aufgrund der limi-
tierten Anzahl an Experimenten (n=3) konnte keine statistische Analyse durchge-
fuhrt werden.
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Der prozentuale Anteil (% gated) vitaler, CD40L-aktivierter B-Lymphozyten wurde
folgerichtig von 97,1 £ 0,1 % zu Versuchsbeginn (Tag 0) auf 58,6 £ 0,2 % in Abwe-
senheit von DFO (= Positivkontrolle) an Tag 3 reduziert. Im Vergleich dazu deuten
die unter DFO-Behandlung erhaltenen Daten hinsichtlich des prozentualen Anteils
vitaler CD40L-aktivierter B-Lymphozyten auf eine anti-apoptotische Wirkung der Ei-
senchelation hin. So ergaben sich prozentuale Anteile von 67,3 = 1,1 % (15 uM),
73,5+ 0,7 % (150 yM) und 67,8 + 0,1 % (1500 puM) an Tag 3 (Abb. 3.27). An Tag 7
ergab sich eine Reduktion des prozentualen Anteils vitaler CD40L-aktivierter B-
Lymphozyten von 41,2 + 20,1 % in Abwesenheit von DFO auf 25,5 + 15,4 % (15
uM), 21,6 + 14,7 % (150 uM) und 20,8 £ 0,7 % (1500 uM) (Abb. 3.27).
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Abb.3.27: Die Abbildung zeigt die prozentualen Anteile (% gated) vitaler humaner
B-Lymphozyten (CD40L), die in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten ge-
halten wurden, die den humanen CD40 Liganden (CD40L) exprimierten. Die so
aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L"“ bezeichnet. Die CD40L-aktivierten
B-Lymphozyten wurden uUber die gesamte Versuchsdauer mit steigender Konzent-
ration (0 yuM= Positivkontrolle), 15 yM, 150 yM, 1500 pM) des Eisenchelators De-
feroxamin (DFO) inkubiert. Die Messung mittels Durchflusszytometrie erfolgte an
Tag 0, Tag 3 und Tag 7. Auf der y-Achse ist die prozentual gemessene Anzahl der
Zellen in einem Analysefenster aufgetragen. Die Daten stellen Mittelwerte + Stan-
dardfehler von n=3 Experimenten dar.
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3.6.1.3 EINFLUSS DER EISENCHELATION AUF DEN ZELLZYKLUS VON
CD40L- AKTIVIERTEN B-LYMPHOZYTEN

Reduktion der Zellzahl CD40L-aktivierter B-Zellen in der G1-Zellzyklusphase unter

Eisenchelation

B-Lymphozyten wurden aufgereinigt (s. 2.2.6) und damit CD40-positive B-Zell Co-
Kulturen auf murinen NIH-3T3 Fibroblasten angelegt (s. 2.3.2), welche flr drei Tage
mit steigenden Konzentrationen (0 pM (= Positivkontrolle), 15 uM, 150 uM,
1500 uM), des Eisenchelators DFO inkubiert wurden. Die Analyse der Zellzyklus-
phasen erfolgte zunachst mittels einer 7AAD Markierung (s. 2.5.2) Uber die Bestim-
mung des DNA-Gehaltes einer Zelle. Die Erfassung der 7AAD-spezifischen Auto-
fluoreszenz in den B-Zellen und dessen anschlieende Analyse in der Durchflusszy-
tometrie erfolgte wie in Kapitel 2.5.2 + 2.4.3 beschrieben. Die Histogramme wurden
mit Hilfe der Analysesoftware FlowJo (TreeStar) ausgewertet. Die Abbildung 3.28
zeigt beispielhaft anhand eines Experiments die durchflusszytometrische ,gating“
Strategie (s. 2.4.1) mittels Histogramm. Das linke (grine) Histogramm zeigt die Zell-

zyklusphase G1 an, das rechte (blaue) Histogramm die Zellzyklusphase G2.
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Abb.3.28: Die Abbildung zeigt die Zellzyklusanalyse von CD40L-akivierten B-Lym-
phozyten, die fir drei Tage in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten gehal-
ten wurden, unter dem Einfluss des Eisenchelators Deferoxamin (DFO) in steigen-
den Konzentrationen (0 yM (= Positivkontrolle), 15 yM, 150 yM, 1500 uM). Die
Histogramme zeigen den DNA-Gehalt der Zellen an; dabei wird auf der y-Achse
die Anzahl der Zellen (count) und auf der x-Achse die Fluoreszensintensitat ange-
geben, wobei 7AAD das fluoreszierende Molekul ist. Das linke Histogramm (grin)
stellt die Zellzyklusphase G1 dar. Das Histogramm daneben (hellblau) die Zellzyk-
lusphase G2. Darstellung mittels FlowJo.

Der prozentuale Anteil (% gated) CD40L-aktivierter B-Lymphozyten, die sich an Tag
3 in der Zellzyklusphase G1 befanden, sank im Vergleich zu 69,8 + 11,1 % bei der
Positivkontrolle in Abwesenheit von DFO auf 40,6 £ 15,2 % (15 uM), auf 37,4 £ 10,5
% (150 uyM) und auf 39,3 £ 15,6 % (1500 uM) DFO signifikant (p < 0,05). Der pro-
zentuale Anteil CD40L-aktivierter B-Lymphozyten, die sich an Tag 3 in der Zellzyk-
lusphase G2 befanden, stieg im Vergleich zu 12,5 £ 13,1 % bei der Positivkontrolle
in Abwesenheit von DFO auf 38,6 £ 19,8 % (15 pM), auf 39,9 + 19,5 % (150 pM)
und auf 38,2 + 14,6 % (1500 uM) DFO signifikant (p < 0,05) an (Abb. 3.29).
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Abb.3.29: Die Abbildung zeigt die prozentualen Anteile (% gated) humenen B-Lym-
phozyten (CD40L), die sich in einer bestimmten Zellzyklusphase befanden. Die B-
Zellen wurden fur sieben Tage in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten ge-
halten, die den humanen CD40 Liganden (CD40L) exprimierten. Die so aktivierten
B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die CD40L-aktivierter B-Lympho-
zyten waren zum Vergleich mit steigender Konzentration (0 pM (= Positivkon-
trolle),15 uyM, 150 uM, 1500 pM) des Eisenchelators Deferoxamin (DFO) inkubiert.
Die Messung mittels Durchflusszytometrie erfolgte an Tag 3. Auf der y-Achse ist
die prozentuale Anzahl der Zellen, die sich in einer bestimmten Zellzyklusphase
befinden, dargestellt. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von n=6 Ex-
perimenten dar. Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit ei-
nem Signifikanzniveau von (* p < 0,05) durchgefiuhrt.
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3.6.1.4 EINFLUSS DER EISENCHELATION AUF DEN IMMUNPHANOTYP VON
CD40L-AKTIVIERTEN B-LYMPHOZYTEN

Verringerung der Expression co-stimulatorischer Molektle auf CD40L-aktivierten B-

Zellen unter dem Einfluss der Eisenchelation

Aufgereinigte humane B-Lymphozyten (s. 2.2.6) wurden Uber drei Tage mit murinen
NIH-3T3 Fibroblasten, die den humanen CD40-Liganden exprimierten, co-kultiviert.
Die so aktivierte B-Zellen wurden mit dem Eisenchelator Deferoxamin in steigender
Konzentration (0 uM (= Positivkontrolle), 15 yM, 150 yM und 1500 pM) inkubiert.
Die durchflusszytometrischen Analysen wurden an Tag 0 und Tag 3 durchgefuhrt.
Wie auch schon fur die Studien unter Hypoxie dargestellt, wurden B-Lymphozyten
mit Antikérpern gegen Zelloberflachenmolekile markiert, die mit der Differenzierung
und Aktivierung von B-Zellen assoziiert sind (s. 2.4.3).

Fur die Analyse wurden in der ,gating“ Strategie (s. 2.4.1) nur vitale CD20-posi-
tive und CD19-positive B-Lymphozyten bertcksichtigt. Die Differenzierung erfolgte
Uber die Expression der Marker CD80 und CD86, HLA-DR und CD62L. Abbildung
3.30 reprasentiert ein exemplarisches Experiment der durchflusszytometrischen
,gating“ Strategie (s. 2.4.1) fur den Aktivierungsmaker CD80 anhand einer Hohenli-

niendarstellung (Contour-Plot).
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Abb.3.30: Die Abbildung zeigt beispielhaft anhand eines Experiments den Aktivie-
rungsgrad, mit Hilfe des Aktivierungsmarkers CD80, von humanen B-Lymphozyten.
Die B-Zellen wurden fur sieben Tage in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblas-
ten gehalten, die den humanen CD40 Liganden (CD40L) exprimierten. Die so ak-
tivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die CD40L-aktivierten
B-Lymphozyten wurden zum Vergleich mit steigender Konzentration (0 yM (= Kon-
trolle),15 yM, 150 uM, 1500 uM) des Eisenchelators Deferoxamin (DFO) inkubiert.
Die Messung mittels Durchflusszytometrie erfolgte an Tag 3. Darstellung der ,ga-
ting“ Strategie in der Durchflusszytometrie mittels Héhenliniendarstellung (Con-
tourPlot). Die Rechtecke (,gate”) zeigen den prozentualen Anteil CD20-positiver
B-Zellen, die durch CD80 charakterisiert sind.
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Der prozentuale Anteil (% gated) CD40L-aktivierter B-Lymphozyten, die den Akti-
vierungsmarker CD80 exprimierten, nahm im Vergleich zu 8,2 + 0,2 % bei Versuchs-
beginn (Tag 0) auf 85,4 £ 9,1 % bei der Positivkontrolle ohnne DFO an Tag 3 zu. Im
Vergleich zu dieser Positivkontrolle war der prozentuale Anteil CD40L-aktivierter B-
Lymphozyten in Gegenwart von DFO auf 59,5 + 10,2 % (15 uM), 55,3 + 9,7 % (150
MM), respektive auf 50,4 + 8,9 % (1500 uM) verringert (Abb. 3.31). Dabei ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Positivkontrolle und den drei
Versuchsgruppen mit steigender DFO Konzentration sowie den DFO- Gruppen un-
tereinander (p > 0,05) (Abb. 3.31).
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Abb.3.31: Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) humaner B-Zellen
durch Nachweis des Aktivierungsmarkers CD80 in Gegenwart steigender Konzent-
ration (0 uM (= Positivkontrolle), 15 yM, 150 yM, 1500 yM) des Eisenchelator
Deferoxamin (DFO) an Tag 0 und Tag 3. Die B-Zellen wurden fir sieben Tage in
Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten gehalten, die den humanen CD40 Lig-
anden (CD40L) exprimierten. Die so aktivierten B-Lymphozyten werden als
,CD40L" bezeichnet Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von n=4 Expe-
rimenten dar. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem
Signifikanzniveau von (p £ 0,05) durchgefihrt.
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Bei der Darstellung der Expressionsdichte von CD80 auf CD80-positiven, CD40L-
aktivierten B-Zellen unter dem Einfluss von DFO Uber die mittlere Fluoreszenzinten-
sitat (MFI) als ein Mal fir die Anzahl der auf einzelnen Zellen exprimierten Mole-
kule, zeigte sich ein erhdhter Anteil im Vergleich zu 3,3 £ 0,1 AU bei Versuchsbeginn
(Tag 0) auf 15,2 + 3,4 AU bei der Positivkontrolle an Tag 3. Im Vergleich zu dieser
Positivkontrolle erwies sich die MFI der CD40L-aktivierten B-Lymphozyten unter
DFO-Einwirkung auf 13,6 £ 2,5 AU (15 uM), 12,4 £ 2,1 AU (150 uM), respektive auf
10,3 £ 3,1 AU (1500 pM) als tendenziell verringert (Abb. 3.32). Die Unterschiede in
der MFI an Tag 3 zwischen der Positivkontrolle und den drei Versuchsgruppen mit
DFO sowie den DFO Gruppen untereinander, waren nicht signifikant (p > 0,05)
(Abb. 3.32).
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Abb.3.32: Die Abbildung zeigt die Expression von CD80 auf CD80-positiven huma-
nen B-Zellen in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten in Gegenwart stei-
gender Eisenchelator (DFO) Konzentration (0 yM (= Positivkontrolle), 15 yM, 150
uM, 1500 pM) an Tag 0 und Tag 3 mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI). Die durch Co-Kultur aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L"“ be-
zeichnet. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von n=4 Experimenten
dar. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifi-
kanzniveau von (p < 0,05) durchgefihrt.
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Der prozentuale Anteil (% gated) CD40L-aktivierter B-Lymphozyten, die den Akti-
vierungsmarker CD86 exprimierten, war im Vergleich zu 2,1 + 0,1 % bei Versuchs-
beginn (Tag 0) auf 91,4 £ 7,2 % bei der Positivkontrolle an Tag 3 erhdht. Im Ver-
gleich zu dieser Positivkontrolle, blieb der prozentuale Anteil CD40L-aktivierter B-
Lymphozyten mit mittleren Werten von 90,2 + 2,3 % (15 uM), 89,8 + 2,7 % (150 uM)
und von 86,4 + 3,8 % 1(500 pM) unter DFO-Behandlung auf vergleichbaren Niveau
(Abb. 3.33). Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
der Positivkontrolle und den drei Versuchsgruppen mit DFO sowie den DFO-Grup-
pen untereinander (p > 0,05) (Abb. 3.33).
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Abb.3.33: Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) humaner B-Zellen
in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten durch Nachweis des Aktivierungs-
markers CD86 in Gegenwart steigender Eisenchelator (DFO) Konzentration (0 uyM
(= Positivkontrolle), 15 yM, 150 yM, 1500 pyM) an Tag 0 und Tag 3. Die durch Co-
Kultur aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L"“ bezeichnet. Die Daten stel-
len Mittelwerte + Standardfehler von n=4 Experimenten dar. Fir die statistische
Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von (p < 0,05)
durchgefuhrt.
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Bei der Darstellung der Expressionsdichte von CD86 auf CD86-positiven, CD40L-
aktivierten B-Zellen unter dem Einfluss von DFO Uber die mittlere Fluoreszenzinten-
sitat (MFI) zeigte sich als Mal fur die Anzahl exprimierter Molekule ein erhohter
Anteil im Vergleich zu 5,2 £ 0,1 AU bei Versuchsbeginn (Tag 0) auf 220,2 + 40,5 AU
bei der Positivkontrolle an Tag 3. Im Vergleich zu dieser Positivkontrolle war die MFI
der CD40L-aktivierten B-Lymphozyten auf 207,6 + 38,5 AU 15 pM, 151,4 + 9,8 AU
150 uM, respektive auf 100,1 + 8,6 AU 1500 uM unter DFO-Einwirkung verringert
(Abb. 3.3). Fur alle drei DFO-Konzentrationen ergaben sich im Vergleich zur Posi-
tivkontrolle sowie fur die DFO-Gruppen untereinander keine signifikanten Unter-
schiede (p > 0,05) (Abb. 3.34).
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Abb.3.34: Die Abbildung zeigt die Expression von CD86 auf CD86-positiven huma-
nen B-Zellen in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten, in Gegenwart stei-
gender Eisenchelator (DFO) Konzentration (0 uyM (= Positivkontrolle), 15 uyM, 150
uM, 1500 pyM) an Tag 0 und Tag 3 mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI). Die durch Co-Kultur aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L"“ be-
zeichnet. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von n=4 Experimenten
dar. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifi-
kanzniveau von (p < 0,05) durchgeflhrt.
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Der prozentuale Anteil (% gated) CD40L-aktivierter B-Lymphozyten, die das hu-
mane Leukozytenantigen HLA-DR exprimierten, war im Vergleich zu 2,3 + 0,2 %
bei Versuchsbeginn (Tag 0) auf 43,5 £ 20,2 % bei der Positivkontrolle an Tag 3
erhoht. Im Vergleich zu dieser Positivkontrolle war der prozentuale Anteil CD40L-
aktivierter B-Lymphozyten auf 29,6 £ 9,7 % (15 uM), auf 36,6 £ 6,8 % (150 uM) und
auf 27,4 + 13,5 % (1500 uM) unter DFO-Behandlung tendenziell verringert (Abb.
3.35). Dabei ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der
Positivkontrolle und den drei Versuchsgruppen mit DFO sowie den DFO-Gruppen
untereinander (p > 0,05) (Abb. 3.35).
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Abb.3.35: Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) humaner B-Zellen
in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten durch Nachweis des humanen Leu-
kozytenantigens (HLA-DR) in Gegenwart steigender Eisenchelator (DFO) Konzent-
ration (O pM (= Positivkontrolle), 15 yM, 150 yM, 1500 pM) an Tag 0 und Tag 3.
Die durch Co-Kultur aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet.
Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler vonn=4 Experimenten dar. Fir die
statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von
(p = 0,05) durchgefuhrt.
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Bei der Darstellung der Expressionsdichte von HLA-DR auf HLA-DR-positiven,
CDA40L-aktivierten B-Zellen unter dem Einfluss von DFO Uber die mittlere Fluores-
zenzintensitat (MFI) als Mal} fur die Anzahl exprimierter Molekule zeigte sich ein
marginal erhéhter Anteil im Vergleich zu 9,5 + 2,3 AU bei Versuchsbeginn (Tag 0)
auf 12,4 + 2,8 AU bei der Positivkontrolle an Tag 3. Im Vergleich zu dieser Positiv-
kontrolle zeigte die MFI der CD40L-aktivierter B-Lymphozyten Werte auf unveran-
dertem Niveau mit 9,8 + 2,5 AU (15 M), 10,4 £ 2,5 AU (150 uM) und 10,8 + 2,9 AU
(1500 uM) bei steigender DFO-Konzentration (Abb. 3.36). Fur alle drei DFO-Kon-
zentrationen ergaben sich im Vergleich zur Positivkontrolle sowie untereinander
keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05) (Abb. 3.36).
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Abb.3.36: Die Abbildung zeigt die Expression von humanem Leukozytenantigen
(HLA-DR) auf HLA-DR-positiven humanen B-Zellen in Co-Kultur mit murinen NIH-
3T3 Fibroblasten in Gegenwart steigender Eisenchelator (DFO) Konzentration (0
uM (= Positivkontrolle), 15 yM, 150 yM, 1500 pM) an Tag 0 und Tag 3 mit Hilfe
der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFIl). Die durch Co-Kultur aktivierten B-Lym-
phozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Daten stellen Mittelwerte = Stan-
dardfehler von n=4 Experimenten dar. Fir die statistische Auswertung wurde der
Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von (p < 0,05) durchgefihrt.
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Der prozentuale Anteil (% gated) CD40L-aktivierter B-Lymphozyten, die das Zella-
dhasionsmolekil CD62L exprimierten, war im Vergleich zu 8,9 + 1,4 % bei Ver-
suchsbeginn (Tag 0) auf 18,5 + 21,4 % bei der Positivkontrolle an Tag 3 erhoéht. Im
Vergleich dieser Positivkontrolle war der prozentuale Anteil CD40L-aktivierter B-
Lymphozyten unter DFO-Behandlung auf 7,6 + 3,4 % (15 uM), auf 5,5 + 4,6 % (150
MM), respektive auf 4,2 + 3,9 % (1500 uM) verringert (Abb. 3.37). Es ergaben sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Positivkontrolle und den
drei Versuchsgruppen mit DFO sowie den DFO-Gruppen untereinander (p > 0,05)
(Abb. 3.37).
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Abb.3.37: Die Abbidung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) humaner B-Zellen
in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten durch Nachweis des Zelladhéasi-
onsmolekul CD62L in Gegenwart steigender Eisenchelator (DFO) Konzentration (0
MM (= Positivkontrolle), 15 yM, 150 yM, 1500 pM) an Tag 0 und Tag 3. Die durch
Co-Kultur aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L" bezeichnet. Die Daten
stellen Mittelwerte + Standardfehler von n=4 Experimenten dar. Fir die statisti-
sche Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von
(p = 0,05) durchgefuhrt.
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Bei der Darstellung der Expressionsdichte von CD62L auf CD62L-positiven CD40L-
aktivierten B-Zellen unter dem Einfluss des Eisenchelators Deferoxamin uUber die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) als MaR fur die Anzahl exprimierter Molekule
zeigte sich ein im arithmetischen Mittel unverandert hoher Anteil im Vergleich zu
95,3 + 15,2 AU bei Versuchsbeginn (Tag 0) von 94,7 £ 17,3 AU bei der Positivkon-
trolle an Tag 3. Im Vergleich zu dieser Positivkontrolle blieb die MFI der CD40L-
aktivierter B-Lymphozyten mit grolRen Standardfehlern mit Werten von 137,5 + 60,5
AU (15 uM), 99,6 + 49,1 AU (150 uM), respektive 97,3 + 42,3 AU (1500 uM) unver-
andert (Abb. 3.38). Folgerichtig ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Versuchsgruppen (p > 0,05) (Abb. 3.38).
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Abb.3.38: Die Abbildung zeigt die Expression von CD62L auf CD62L-positiven hu-
manen B-Zellen in Co-Kultur mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten in Gegenwart stei-
gender Eisenchelator (DFO) Konzentration (0 yM (= Positivkontrolle), 15 yM, 150
uM, 1500 pyM) an Tag 0 und Tag 3 mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI). Die durch Co-Kultur aktivierten B-Lymphozyten werden als ,CD40L"“ be-
zeichnet. Die Daten stellen Mittelwerte £+ Standardfehler von n=4 Experimenten
dar. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifi-
kanzniveau von (p < 0,05) durchgefihrt.
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3.6.1.5 EINFLUSS DER EISENCHELATION AUF DIE FUNKTION VON CD40L-
AKTIVIERTEN B-LYMPHOZYTEN

Steigerung der T-Zell Aktivitat unter dem Einfluss von Eisenchelation nach funf

Stunden

Im Rahmen einer Kurzzeit-MLR wurde der Effekt steigender Konzentrationen des
Eisenchelators DFO auf die Funktion von CD40L-aktivierten B-Lymphozyten unter-
sucht. Dazu wurden aufgereinigte humane B-Zellen (s. 2.2.6) Uber sieben Tage auf
murinen NIH-3T3 Fibroblasten kultiviert, die den humanen CD40-Liganden expri-
mierten. Dabei wurde DFO in steigenden Konzentrationen (0 pM (= Positivkon-
trolle), 15 uM, 150 pyM und 1500 pM) je Well hinzugefiigt. AnschlieRend wurde eine
Kurzzeit- MLR (s. 2.6.2) mit humanen T-Zellen Uber durchgefuhrt. Um eine Vorakti-
vierung der T-Zellen auszuschlielen, wurden Wells mit T-Zellen nur mit Medium
inkubiert (= Negativkontrolle). Nach funf Std. Inkubation wurden die Zellen aus den
Wells entnommen und durch Oberflachenmarkierung fir CD107a (s. 2.6.2) wurde
die Degranulation von T-Zellen bestimmt. Der FACS analytische Nachweis einer
Oberflachenexpression von CD154 (= CD40L) und CD69 wurde zur quantitativen
Erfassung friher Aktivierungsmarker genutzt. Abbildung 3.39 reprasentiert ein Bei-
spiel der durchflusszytometrischen ,gating” Strategie (s. 2.4.1) der Kurzzeit-MLR.
Nach ldentifizierung CD3-positiver T-Zellen wurden diese auf CD4-positive und
CD8-positive T-Zellen ,gegated”. AnschlielRend wurden in einer Héhenliniendarstel-
lung (Contour-Plot) die Expressionsrate von CD4-positive respektive CD8-positive
T-Zellen gegen diejenigen von CD107a (Abb. 3.40), CD154 oder CD69 dargestellt
und der prozentuale Anteil z.B. CD107a-positiver T-Zellen in Bezug auf die Gesamt-
zahl der CD4-positiven bzw.CD8-positiven T-Zellen (Abb. 3.39) bestimmt.
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Abb.3.39: Beispielhafte Darstellung der Zytotoxizitat, von CD8-positiven (CD8+) T-
Zellen, die mit normoxisch (21 % O2) bzw. hypoxisch (0,8 % O:) kultivierten,
CD40L-aktivierten B-Lymphozyten in einer gemischten Lymphozyten Reaktion
(MLR) fur funf Std. co-inkubiert worden waren. Darstellung der ,gating“ Strategie
der Durchflusszytometrie mittels Hohenliniendarstellungen (Contour-Plot) anhand
der Oberflachenexpression von CD107a als Marker fur Zytotoxizitat. Die prozen-
tualen Zahlen zeigen die Expressionsdichte des Markers CD107a auf CD8-positi-
ven (CD8+) T-Zellen. Negativkontrolle: Lediglich mit Kulturmedium inkubierte T-
Zellen.

Der relative Anteil (= 1,0) aktivierter, CD4-positiver T-Zellen, die in Co-Kultur mit
CD40L-aktivierten B-Lymphozyten in einer Kurzzeit-MLR inkubiert worden waren
und die den Marker CD107a exprimierten, war von 0,22 + 0,25 bei der Negativ-
kontrolle (T-Zellen mit Medium) auf 1,0 bei der Positivkontrolle erhéht. Im Vergleich
mit dieser Positivkontrolle reduzierte sich der relative Anteil CD107a-exprimieren-
der, CD4-positiver T-Zellen auf 0,66 £ 0,13 (15 uM), weiter auf 0,59 £ 0,11 (150 uM)
und auf 0,6 £ 0,24 (1500 uM) in Gegenwart steigender Konzentrationen DFO (Abb.
3.40: A). Im Vergleich zur Positivkontrolle waren die Unterschiede zu allen drei Ver-

suchsgruppen mit DFO, nicht jedoch den DFO-Gruppen untereinander signifikant
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(p = 0,05) (Abb. 3.40: A). Bei den aktivierten CD8-positiven T-Zellen war der rela-
tive Anteil CD107a exprimierender Zellen von 0,52 + 0,31 bei der Negativkon-
trolle (T-Zellen mit Medium) auf 1,0 bei der Positivkontrolle erhéht. Im Vergleich zu
dieser Positivkontrolle erwies sich der relative Anteil CD107a exprimierender,
CD8-positiver T-Zellen mit mittleren Werten von 1,39 + 0,24 (15 uM), 1,1 £ 0,15(150
MM), respektive 1,05 + 0,06 (1500 uM) in Gegenwart steigender DFO-Konzentratio-
nen als unverandert (Abb. 3.40: B). Folgerichtig ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (p > 0,05) (Abb. 3.40: B).
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Abb.3.40: Expression des Oberflachenantigens CD107a als Marker fir die Degra-
nulation von T-Zellen. Relativer Anteil der zytotoxischen T-Zellen [A: CD4-positive
(CD4+) T-Zellen; B: CD8-positive (CD8+) T-Zellen] im Rahmen einer gemischten
Lymphozyten Reaktion (MLR) uber funf Std. Co-Kultivierung unter normoxischen
(21 % O2) bzw. hypoxischen (0,8 % O2) Versuchsbedingungen mit durch CD40L-
aktivierten B-Lymphozyten (CD40L). Positivkontrolle: ohne DFO inkubierte CD40L-
aktivierten B-Lymphozyten. Negativkontrolle: Lediglich mit Kulturmedium inku-
bierte T-Zellen. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von n = 5 Experi-
menten dar. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem
Signifikanzniveau von (* p £ 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001) durchgefihrt.
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Der relative Anteil (= 1,0) aktivierter CD4-positiver T-Zellen, die in Co-Kultur mit
CD40L-aktivierter B-Lymphozyten in einer funf Std. gemischte Lymphozyten Reak-
tion (MLR) inkubiert worden waren und die den Aktivierungsmarker CD154 expri-
mierten, war von 0,13 * 0,02 bei der Negativkontrolle (T-Zellen mit Medium) auf 1,0
bei der Positivkontrolle erhoht. Im Vergleich mit dieser Positivkontrolle stiegt der
relative Anteil CD154-exprimierender, CD4-positiver T-Zellen auf 1,45 + 0,21 (15
pMM) und auf 1,45 £ 0,23 (150 uM) in Gegenwart steigender DFO-Konzentrationen.
Der Unterschied zwischen der Positivkontrolle und den Werten von 1,48 £ 0,08 bei
DFO in hochster Konzentration (1500 uM) war dabei signifikant (p < 0,05), nicht
jedoch bei den DFO-Gruppen untereinander (Abb. 3.41: A). Bei den aktivierten
CD8-positiven T-Zellen war der relative Anteil CD154-exprimierender Zellen
von 0,26 + 0,05 bei der Negativkontrolle (T-Zellen mit Medium) auf 1,0 bei der Po-
sitivkontrolle erhdht. Im Vergleich zu dieser Positivkontrolle erwies sich der relative
Anteil CD154-exprimierender, CD8-positiver T-Zellen mit mittleren Werten von
2,27 £ 0,04 (15 uyM), 2,3 £ 0,1 (150 uM), respektive 2,78 + 0,3 (1500 uM) in Gegen-
wart steigender DFO-Konzentrationen als signifikant erhoht (p < 0,05) an (Abb. 3.41:
B).
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Abb.3.41: Expression des Oberflachenantigens CD154 als Aktivierungsmarker von
T-Zellen. Relativer Anteil der T-Zellen [A: CD4-positive (CD4+) T-Zellen; B: CD8-
positive (CD8+) T-Zellen] im Rahmen einer gemischten Lymphozyten Reaktion
(MLR) uber funf Std. Co-Kultivierung unter normoxischen (21 % O3z) bzw. hypoxi-
schen (0,8 % O3z) Versuchsbedingungen mit durch CD40L-aktivierte B-Lymphozy-
ten (CD40L). Positivkontrolle: ohne DFO inkubierte CD40L-aktivierten B-Lympho-
zyten. Negativkontrolle: Lediglich mit Kulturmedium inkubierte T-Zellen. Die Daten
stellen Mittelwerte £+ Standardfehler von n = 5 Experimenten dar. Fir die statisti-
sche Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von
(p = 0,05) durchgefuhrt.
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Der relative Anteil (= 1,0) aktivierter, CD4-positiver T-Zellen, die in Co-Kultur mit
CD40L-aktivierter B-Lymphozyten in einer funf Std. gemischte Lymphozyten Reak-
tion (MLR) inkubiert worden waren und die den Aktivierungsmarker CD69 exprimier-
ten, war von 0,23 + 0,01 bei der Negativkontrolle (T-Zellen mit Medium) auf 1,0 bei
der Positivkontrolle erhoht. Im Vergleich mit dieser Positivkontrolle reduzierte sich
der relative Anteil CD69 exprimierender, CD4-positiver T-Zellen auf 0,45 + 0,12 (15
pMM), auf 0,49 + 0,04 (150 uM), und auf 0,77 £ 0,13 (1500 uM) in Gegenwart steigen-
der DFO-Konzentrationen (Abb. 3.42: A). Im Vergleich zur Positivkontrolle war der
Unterschied zu den Versuchsgruppen mit 15 yM und 150 yM DFO signifikant (p <
0,05), nicht jedoch bei den DFO-Gruppen untereinander (Abb. 3.42: A). Bei den
aktivierten CD8-positiven T-Zellen war der relative Anteil CD69 exprimierender
Zellen von 0,71 £ 0,01 bei der Negativkontrolle (T-Zellen mit Medium) auf 1,0 bei
der Positivkontrolle erhdht. Im Vergleich zu dieser Positivkontrolle erwies sich der
relative Anteil CD69 exprimierender, CD8-positiver T-Zellen mit mittleren Werten
von 0,95 £ 0,05 (15 uM), 0,96 + 0,04 (150 uM), respektive 1,18 £ 0,03 (1500 uM) in
Gegenwart steigender DFO-Konzentrationen als unverandert (Abb. 3.42: B). Folge-
richtig ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgrup-
pen (p > 0,05) (Abb. 3.42: B).
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Abb.3.42: Expression des Oberflachenantigens CD69 als Aktivierungsmarker von
T-Zellen. Relativer Anteil der T-Zellen [A: CD4-positive (CD4+) T-Zellen; B: CD8-
positive (CD8+) T-Zellen] im Rahmen einer gemischten Lymphozyten Reaktion
(MLR) uber funf Std. Co-Kultivierung unter normoxischen (21 % O32) bzw. hypoxi-
schen (0,8 % O3z) Versuchsbedingungen mit durch CD40L-aktivierte B-Lymphozy-
ten (CD40L). Positivkontrolle: ohne DFO inkubierte CD40L-aktivierten B-Lympho-
zyten. Negativkontrolle: Lediglich mit Kulturmedium inkubierte T-Zellen. Die Daten
stellen Mittelwerte £+ Standardfehler von n = 5 Experimenten dar. Fir die statisti-
sche Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von
(p = 0,05) durchgefuhrt.
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3.6.2 EINFLUSS DER EISENCHELATION AUF ZIRKULIE-
RENDE B-ZELLEN BEI PATIENTEN

3.6.2.1 EINFLUSS DER EISENCHELATION /N VIVO AUF DEN IMMUNPHANO-
TYP VON ZIRKULIERENDEN B-ZELLEN

Untersucht wurde der Einfluss der Eisenchelattherapie mit Deferasirox Exjade® auf
den Immunphanotyp von humanen peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Die
Studie beeinhaltete acht Patienten mit Eisentberladung aufgrund verschiedener Er-
krankungen wie z.B. der myeloischen Leuké&mie, der aplastischen Andmie oder dem
myelodysplastischen Syndrom (Tab. 3.43). Der Immunphanotyp der PBMCs dieser
Patienten wurde vor und nach der Therapie mit Exjade® mittels Durchflusszytomet-
rie untersucht. Bei Auswertung der durchflusszytometrischen Messergebnisse
wurde fir jeden Spender der prozentuale Anteil der untersuchten Oberflachenmo-
lektle auf PBMCs sowie die Expressionsdichte dieser Oberflachenmolekuile Uber
die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI), als ein Mal fir die Anzahl der auf einzelnen

Zellen exprimierten Molekile, bestimmt.
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Patient A10-11- |A10-11-1- | A10-11-8- | A10-11-
4-23 7 14 10-11
Diagnose AML OMF RAEBII CML
Dosis 1500 mg | 100 mg 500 mg 500 mg
Messzeitpunkt 10 Wo 2Wo 3 Wo 2Wo
Patient A10-11- |A10-11- |A10-11- |A10-12-
16-18 19-20 22-12-1 2-4
Diagnose RAEBII ALL SAA MDS
Dosis 1.Wo 1000 mg |[1250 mg |500 mg
500 mg
2.Wo
1000 mg
Messzeitpunkt 3 Wo 2Wo 8 Wo 2Wo

Abb.3.43: Differentialdiagnose des Patientengutes hinsichtlich Ursache der Eisen-
Uberladung: AML: akute myeloische Leukdmie, OMF: Osteomyelofibrose, RAEBII:
akutes myeloisches Syndrom, CML: chronische myeloische Leukdmie, ALL: akute
lymphatische Leukdmie, SAA: schwere aplastische Anamie, MDS: myelodysplasti-
sches Syndrom. Angabe der jeweilig zugefiihrten Dosis an Deferasirox Exjade®
sowie des Zeitpunktes fur die Blutentnahme zur PBMC Charakterisierung mittels
Durchflusszytometrie

Der prozentuale Anteil (% gated) CD19- und CD20-positiver B-Zellen an der
Gesamtzahl von PBMCs der Patienten erwies sich bei sechs von acht Patienten
nach der Therapie mit dem Eisenchelator Exjade® als erhoht. Bei einem Patienten
war der prozentuale Anteil CD19- und CD20-positiver B-Zellen erniedrigt und bei

einem Patienten war kaum ein Unterschied festzustellen (Abb. 3.44).
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Abb.3.44: Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil (% gated) von CD19- und
CD20-positiven B-Zellen, an der Gesamtzahl von PBMCs im Vergleich vor (e) und
nach Therapie (m) mit dem Eisenchelator Exjade®, fir jeden Patienten einzeln
aufgetragen. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem
Signifikanzniveau von (* p < 0,05) durchgefihrt.

Der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter, und daher CD80-, CD19- und CD20-
positiver B-Zellen an der Gesamtzahl aller PBMCs zeigte sich bei vier von acht
Patienten nach der Therapie mit dem Eisenchelator Exjade® als erhoht. Bei drei
Patienten war der prozentuale Anteil erniedrigt und bei einem Patienten war kaum
ein Unterschied festzustellen (Abb. 3.45: A). Im arithmetischen Mittel betrug der
prozentuale Anteil (% gated) an CD19-und CD20-positiven B-Zellen, die auch den
Aktivierungsmarker CD80 exprimierten, 4,8 + 1,1 % vor sowie 5,1 £ 1,7 % nach der
Eisenchelator-Therapie, bezogen auf die Gesamtzahl aller PBMCs. Im Rahmen der
Darstellung der zellularen Expressionsdichte von CD80 auf B-Lymphozyten, be-
stimmt als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) in der Durchflusszytometrie,
erwies sich die MFI bei zwei von acht Patienten nach der Therapie Exjade®
als erhdht, bei funf Patienten erniedrigt und bei einem Patienten als unverandert
(Abb. 3.45: B). Im arithmetischen Mittel ergab sich eine nicht signifikante Reduktion
der MFI-Werte von 12,6 + 5,5 AU auf 4,1 £ 0,2 AU.
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Abb.3.45: Expression von CD80- durch CD19- und CD20-positive humane B-Lym-
phozyten, im Vergleich vor (e) und nach Therapie (m) mit dem Eisenchelator
Exjade®, fir jeden der acht Patienten einzeln aufgetragen: [A] Prozentualer Anteil
(% gated) von aktivierten, und daher CD80-, CD19- und CD20-positiven B-Zellen
an der Gesamtzahl aller PBMCs. [B] Semiquantitative Erfassung der zellularen
CD80 Expression, bestimmt als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). Fir die sta-
tistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von
(p = 0,05) durchgefuhrt.

Der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter, und daher CD86-, CD19- und CD20-
positiver B-Zellen an der Gesamtzahl aller PBMCs zeigte sich bei funf von acht

Patienten nach der Therapie mit dem Eisenchelator Exjade® als erniedrigt. Bei drei
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Patienten war der prozentuale Anteil erhoht (Abb. 3.46: A). Im arithmetischen Mittel
betrug der prozentuale Anteil (% gated) an CD19- und CD20-positiven B-Zellen, die
auch den Aktivierungsmarker CD86 exprimierten, 14,4 + 4,6 % vor sowie 15,3 £+ 4,9
% nach der Eisenchelator-Therapie, bezogen auf die Gesamtzahl aller PBMCs. Im
Rahmen der Darstellung der zellularen Expressionsdichte von CD86 auf B-Lympho-
zyten, bestimmt als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) in der Durchflusszy-
tometrie, erwies sich die MFI bei sechs von acht Patienten nach der Therapie
Exjade® als erniedrigt, bei einem Patienten erhéht und bei einem Patienten als un-
verandert (Abb. 3.46: B). Im arithmetischen Mittel ergab sich eine nicht signifikante
Reduktion der MFI-Werte von 21,4 + 3,2 AU auf 17,6 £ 0,2 AU nach der Therapie.
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Abb.3.46: Expression von CD86- durch CD19- und CD20-positive humane B-Lym-
phozyten, im Vergleich vor (e) und nach Therapie (m) mit dem Eisenchelator
Exjade®, fir jeden der acht Patienten einzeln aufgetragen: [A] Prozentualer Anteil
(% gated) von aktivierten, und daher CD86-, CD19- und CD20-positiven B-Zellen
an der Gesamtzahl aller PBMCs. [B] Semiquantitative Erfassung der zellularen
CD86 Expression, bestimmt als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). Fir die sta-
tistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von
(p = 0,05) durchgefuhrt.
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Der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter, CD19- und CD20-positiver B-Zellen,
die das humane Leukozytenantigen HLA-DR exprimierten, an der Gesamt-
zahl aller PBMCs zeigte sich bei vier von acht Patienten nach der Therapie mit
dem Eisenchelator Exjade® als erhoht. Bei drei Patienten war der prozentuale An-
teil erniedrigt und bei einem Patient war kein Unterschied feststellbar (Abb. 3.47: A).
Im arithmetischen Mittel betrug der prozentuale Anteil (% gated) an CD19- und
CD20-positiven B-Zellen, die auch das humane Leukozytenantigen HLA-DR ex-
primierten, 61,1 £ 8,8 % vor sowie 62,7 £ 9,6 % nach der Eisenchelator-Therapie,
bezogen auf die Gesamtzahl aller PBMCs. Im Rahmen der Darstellung der zellula-
ren Expressionsdichte von HLA-DR auf B-Lymphozyten, bestimmt als mittlere Flu-
oreszenzintensitat (MFI) in der Durchflusszytometrie, erwies sich die MFI bei
vier von acht Patienten nach der Therapie Exjade® als erniedrigt, bei zwei Pa-
tienten erhoht und bei zwei Patienten als unverandert (Abb. 3.47: B). Im arithmeti-
schen Mittel ergab sich eine nicht signifikante Reduktion der MFI-Werte von 6,2 +
0,7 AU auf 6,0 = 0,4 AU nach der Therapie.
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Abb.3.47: Expression von HLA-DR durch CD19- und CD20-positive humane B-Lym-
phozyten, im Vergleich vor (e) und nach Therapie (m) mit dem Eisenchelator
Exjade®, fir jeden der acht Patienten einzeln aufgetragen: [A] Prozentualer Anteil
(% gated) von aktivierten, und daher HLA-DR-, CD19- und CD20-positiven B-Zel-
len an der Gesamtzahl aller PBMCs. [B] Semiquantitative Erfassung der zellularen
HLA-DR Expression, bestimmt als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFIl). Fur die
statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von
(p £ 0,05) durchgefihrt.
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Der prozentuale Anteil (% gated) aktivierter, CD19- und CD20-positiver B-Zellen,
die das Zelladhasionmolekil CD62L exprimierten, an der Gesamtzahl aller
PBMCs zeigte sich bei drei von acht Patienten nach der Therapie mit dem Eisen-
chelator Exjade® als erhoht. Bei zwei Patienten war der prozentuale Anteil ernied-
rigt und bei drei Patienten war kein Unterschied feststellbar (Abb. 3.48: A). Im arith-
metischen Mittel betrug der prozentuale Anteil (% gated) an CD19- und CD20-posi-
tiven B-Zellen, die auch das Zelladhasionmolekll CD62L exprimierten, 81,2+7,8
% vor sowie 79,5 + 8,4 % nach der Eisenchelator-Therapie, bezogen auf die Ge-
samtzahl aller PBMCs. Im Rahmen der Darstellung der zellularen Expressions-
dichte von CD62L auf B-Lymphozyten, bestimmt als mittlere Fluoreszenzintensi-
tat (MFI) in der Durchflusszytometrie, erwies sich die MFI bei vier von acht
Patienten nach der Therapie Exjade® als erniedrigt und bei vier Patienten als
erhoht (Abb. 3.48: B). Im arithmetischen Mittel ergab sich eine nicht signifikante
Reduktion der MFI-Werte von 60,8 £ 19,2 AU auf 55,3 £ 11,7 AU nach der Therapie.

107



CD6ZL+ B-Zellen (CD19+CD20+)

150+
B nach merapie[EHjadE@j
# - Therapie (Exjade™)
1004
= +»0 o &
=2
= 50{ e .
':' 1 I I 1 1 = I I
oA b B D
b-t?y w P -:5'& ‘%‘_PNN Q:R’N q& ""ﬂh q.@
§ $F S g P
Lol S B e SR S S B L

MFI von CD62L auf

B B-Zellen (CD19+CD20+)
150-
o B rach Therapie (Exjade™)
* L0 ® or Therapie (Exjade™
100+
g u B u
50{ m ¥ e
. .
L
»
[I L] L] L] L L ' L
F & &L PP S
S P W s

Abb.3.48: Expression von CD62L durch CD19- und CD20-positive humane B-Lym-
phozyten, im Vergleich vor (e) und nach Therapie (m) mit dem Eisenchelator
Exjade®, fir jeden der acht Patienten einzeln aufgetragen: [A] Prozentualer Anteil
(% gated) von aktivierten, und daher CD62L-, CD19- und CD20-positiven B-Zellen
an der Gesamtzahl aller PBMCs. [B] Semiquantitative Erfassung der zellularen
CD62L Expression, bestimmt als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). Fur die sta-

tistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzniveau von
(p = 0,05) durchgefuhrt.
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4. DISKUSSION

Die vorliegende klinisch experimentelle Arbeit beschaftigte sich mit der Frage, wel-
che Unterschiede bei CD40L-aktivierten humanen B-Lymphozyten unter ausge-
spragter Hypoxie (0,8 % O2) im Hinblick auf deren Immunphanotypus und funktio-
nelle Merkmale - im Vergleich zur Normoxie (21 % Oz2) festzustellen sind.

Diese Untersuchungen sind insofern von Bedeutung, als nahezu alle bisherigen in
vitro Studien mit aktivierten B-Zellen unter konventionellen Bedingungen bei
Normoxie stattfanden, und somit der Einfluss von Hypoxie auf die verschiedenen
Eigenschaften der B-Lymphozyten weitestgehend ungeklart ist. Nachfolgend wer-

den die Resultate der erarbeiteten Untersuchungen diskutiert.

4.1 AUSWIRKUNG VON HYPOXIE AUF CD40L-AKTIVIERTE
B-LYMPHOZYTEN

Es wurden zunachst die Auswirkungen der Hypoxie auf Morphologie und Zellwachs-
tum untersucht. Die Behandlung der mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten co-kultivier-
ten transgenen CD40L-aktivierten B-Lymphozyten mit 0,8 % O2 Sauerstoff gilt als
moderate Hypoxie [56] und fuhrte in den vorliegenden Versuchen sowohl zur Inhi-
bierung der Zellproliferation wahrend der siebentagigen Kulturphase als auch zur
Verringerung der ZellgroRe einzelner B-Zellen. Bei der geringeren Zellgro3e stellte
sich die Frage, ob dies als Korrelat zu einem verringerten Aktivierungsstatus zu
werten war und/oder ob die Proliferationsinhibition als Folge eines Zellzyklusarres-
tes oder einer vermehrten Apoptose anzusehen war.

Bei der Zellzyklusanalyse flhrten hypoxische Kulturbedingungen zu einer tenden-
ziell, jedoch nicht signifikant vermehrten Arretierung der CD40L-aktivierten B-Zellen
in der G1-Zellzyklusphase.

Die Proliferationshemmung bei CD40L-aktivierten B-Lymphozyten unter hypoxi-
schen Kultivierungsbedingungen basierte somit zumindestens teilweise auf einen

potentiell méglicherweise vermehrten Zellzyklusarrest der B-Lymphozyten in der G1
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Phase. Ein solcher Zellzyklusarrest in der G1-Phase unter hypoxischen Bedingun-
gen wurde auch bereits von Hammond et al. und Yoshiba et al. [132,133] in Tumor-
zellen entdeckt. Dies konnte eine Ursache fur die verminderte Expansionsrate der
CD40L-aktivierten B-Zellen unter Hypoxie sein. Untersuchungen zur Apoptose un-
ter Hypoxie ergaben keine Hinweise auf eine Induktion der Apoptose an Tag 0, 3
und Tag 7 unter hypoxischen versus normoxischen Kulturbedingungen. Nach sie-
bentagiger Kultur zeigte sich somit weder bei der frihen Apoptoserate, noch bei den
vitalen, CD40L-aktivierten B-Lymphozyten unter Hypoxie ein signifikanter Unter-
schied.

Somit konnte davon ausgegangen werden, dass die vorliegenden Sauerstoffbedin-
gungen mit 0,8 % O2 fur die nachfolgenden Analysen von Immunphanotyp und
Funktion geeignet sind und nicht durch einen Ubermafigen apoptotischen Zelltod
verfalscht wirden [134,135].

Unter Berucksichtigung der bisher erhobenen Daten soll nachfolgend der Immun-
phanotyp und die Funktion von CD40L-aktivierten B-Lymphozyten unter Hypoxie
diskutiert werden. Die Expression der co-stimulatorischen Oberflachenmolekiile
CD80 und CD86 auf CD40L-aktivierten B-Lymphozyten nahm unter Hypoxie ab,
wohingegen die Expression von HLA-DR auf unverandert hohen Niveau blieb [136].
Essentiell fur die Initiierung einer antigenspezifischen T-Zell-Antwort und damit fur
die spezifische Immunantwort ist eine ausreichende Expression der Molekiile CD80
und CD86 auf der Oberflache Antigen prasentierender Zellen [30]. Die Schlussfol-
gerung daraus ist, dass die APC-Funktion von CD40L-aktivierten B-Lymphozyten
unter Hypoxie abnimmt. Bei der funktionellen Analyse wurde erkenntlich, dass es
zu einer signifikante Reduktion in der T-Lymphozyten Aktivierung zum einen Uber
funf Std. und zum anderen auch Uber sieben Tage sowohl fur die CD4-positiven T-
Helferzellen als auch der CD8-positiven T-Killerzellen unter Hypoxie - im Vergleich
zur Normoxie kam.

Eine der Ursachen fir die durch Hypoxie induzierte Reduktion der APC-Funktion
CD40L-aktivierter B-Lymphozyten konnte die verminderte T-Zell Stimulation sein.
So bendtigen B-Zellen zwei co-stimulatorische Signale, um aktiviert zu werden. Ein
Stimulus ist der CD40L-CD40 Signalweg. Der CD40-Ligand wird nur auf aktivierten
T-Zellen exprimiert. Somit konnte eine Reduktion der T-Zell Aktivierung zu einer
Abnahme der APC-Funktion von B-Zellen fuhren.
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Bei den Untersuchungen zur Erforschung der Rolle von CD40L-aktivierten B-Lym-
phozyten unter Hypoxie sei der Fokus auf B-Zell Subtypen wie Memory- und naive
B-Zellen, zu legen. Die Subpopulationen kénnten untersucht werden, um zu
schauen, ob unter Hypoxie Uberhaupt ein Switch von Naiven zu Gedachnis B-Zellen
(Memory) stattfindet oder ob diese direkt gehemmt werden. Ware der Einfluss von
Hypoxie grofier auf die praformierten Gedachniszellen, sprich auf die Reaktivierung,
oder auf den Switch zwischen naiven und B-Gedachniszellen. Die ldentifizierung
und Charakterisierung der Hypoxie-abhangigen Genexpression kdnnte zu einem
verbesserten Verstandnis Uber bestehende oder wenig erforschte Signaltransdukti-

ons- und Regulationsmaglichkeiten unter Hypoxie beitragen.

4.2 APC-FUNKTION VON CD40L-AKTIVIERTEN
B-LYMPHOZYTEN

Eine erst seit einigen Jahren erneut in den Fokus des Interesses geruckte Funktion
von B-Lymphozyten ist die der Antigenprasentation: B-Lymphozyten kénnen nach
B-Zell Rezeptor-vermittelter Endozytose exogener Antigenen diese prozessieren
und T-Lymphozyten im Sinne einer Antigen prasentierenden Zelle (APC) darbieten.
Dabei wird die Aussagekraft der APC-Funktion von B-Zellen kontrovers diskutiert.
Schultze et al. [137] verglichen die Antigen prasentierenden Eigenschaften solcher
B-Zellen mit denen von dendritischen Zellen und stellten fest, dass aktivierte B-Zel-
len eine ebenburtige Alternative darstellen und auch zur Induktion autologer zytoto-
xischer T-Zellen verwendet werden kénnen. Hingegen bezeichnen Yuan et al. dend-
ritische Zellen als die potentesten APCs [138]. Die Moglichkeit, tber die CD40L-
CDA40-Interaktion auch maligne B-Zellen zu stimulieren und eine hohe Expression
von Adhasions- und Co-stimulationsmolekulen zu induzieren, war bereits durch ei-
nige Arbeitsgruppen nachgewiesen worden [139]. Maligne B-Zellen sind durch die
Entnahme einer vendsen Blutprobe bei den meisten Patienten in ausreichender An-
zahl zu gewinnen und erfordern nur eine Aufarbeitung mittels Pancoll-Dichtegradi-
entenzentrifugation. Die Aktivierung Uber CD40L-CD40 erfolgt schnell Uber den
Zeitraum von vier Tagen. Bei einer nachfolgenden in vivo Nutzung missen CD40L-

Fibroblasten lediglich durch die |6sliche trimere Form des CD40L ersetzt werden.
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Diese l6sliche trimere Form besitzt den gleichen Wirkungsmechanismus und ist da-
her aquivalent einsetzbar, wie von Bergwelt-Baildon et al. [49] bereits publiziert ha-
ben. Uber die CD40L-CD40-Interaktion kénnen Antigen prasentierende B-Zellen
gewonnen werden, welche sich durch eine hohe Expression von Adhasions- und
Co-stimulationsmolekilen bei gleichbleibend hoher MHC-Expression auszeichnen
und eine allogene T-Zell-Antwort induzieren [140,74]. Die Aktivierung von B-Zellen
in vitro uber den CD40L-CD40 Signalweg sollte zu einem besseren Verstandnis

Uber die in vivo Méglichkeiten fihren.

4.3 DIE EISENCHELATION ALS HYPOXIENACHAHMUNG

HIF-1a stellt einen zentralen und molekularen Sauerstoffsensor flir Saugerzellen
jeglicher Art dar. Durch Steuerung der Transkription entsprechender Gene ist er in
der Lage, auf die Zellproliferation, verschiedene Transportvorgange, die Angioge-
nese und die Glykolyse Einfluss zu nehmen. Den Zusammenhang zwischen HIF-1a
Uberexpression in soliden Tumoren und Verkiirzung der Uberlebens bzw. der re-
zidivfreien Zeit belegen mehrere Studien. Schon lange ist die Assoziation von Tu-
morhypoxie mit der Verschlechterung der Prognose der Erkrankung bekannt. HIF-
1 ist ein Heterodimer und besteht aus einer a- und einer B—Einheit. Die a-Einheit
wird unter Hypoxie und/oder unter Entzug von Eisen stabilisiert, so dass die Aktivie-
rung des Heterodimers HIF-1 erfolgt. Bei Vorhandensein von Sauerstoff und/oder
Eisen wird HIF-1a rasch Uber eine Ubiquitin/Proteasom-Degradationskaskade ab-
gebaut. Unter atmosphéarischen Bedingungen liegt die Halbwertszeit von HIF-1a un-
gefahr bei zehn Minuten [62]. PHD (Prolylhydroxylasen) leiten den Abbau ein. PHDs
bendtigen zur Hydroxylierung neben dem Sauerstoff zusatzlich unter anderem den
Co-Faktor Eisen. Beim Menschen ist der Eisenhaushalt ein exakt reguliertes Sys-
tem, welches den Zellen genligend Eisen bereitstellt. Wenn das Transportprotein
Transferrin seine physiologischen Kapazitat Ubersteigt und die Zellen tGberschissi-
ges Eisen in stabiler Form speichern, wird dies als Eisenlberladung (Siderose) be-
zeichnet [141]. Das labile Plasmaeisen (LPI) wird in nicht regulierter Form von der

Zelle aufgenommen. Wenn die intrazellulare Speicherkapazitat Gberschritten ist,
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kommt es zu einem Anstieg des labilen zellularen Eisenpools (LCI). Durch die Ge-
nerierung von Hydroxylradikalen und die Bildung redoxaktiver Metabolite ist dieses
Eisen toxisch [142]. Mit Hilfe der Eisenchelation (Hypoxienachahmung), die unter
anderem auch in der Klinik z.B. bei Transfusionspatienten zum Einsatz kommt,
sollte in der vorliegenden Arbeit in vitro die Bedeutung des HIF-1 Signalwegs nach-
gestellt und Uberpruft werden, ob ahnliche Effekte wie unter Hypoxie zu erkennen
sind. Deferoxamin (DFO) bindet als Chelator Eisen mit hoher Affinitat und flhrt zu
einer gesteigerten Eisenausscheidung im Urin [143]. Wie bereits ausgefuhrt, ahmt
DFO den Effekt der Hypoxie nach, weil durch seine Gegenwart zum einen dieselben
Gene induziert werden wie unter hypoxischen Bedingungen und zum anderen der
Transkriptionsfaktor HIF-1a stabilisiert wird [66]. Die durch Hypoxie bewirkte Prolife-
rationsinhibition von CD40L-aktivierten B-Lymphozyten war im Ausmal} mit der
durch DFO Behandlung induzierten vergleichbar. Wahrend die Zellzahl unter
Normoxie bzw. ohne DFO innerhalb von sieben Tagen fast auf das Doppelte an-
stieg, lag die Proliferation unter Hypoxie bzw. mit DFO (1500 uM) gerade mal bei
+ 25 % der Ausgangspopulation. Es konnte sowohl unter Hypoxie als auch unter
dem Einfluss der Eisenchelation nach drei Tagen keine vermehrte friihe Apoptose-
rate verzeichnet werden. Auffallig war, dass es sowohl bei Normoxie vs. Hypoxie,
als auch bei Positivkontrolle vs. DFO, zu einer Abnahme der frGhen Apoptoserate
von Tag 3 bis Tag 7 kam. Dabei zeigte die Kultur mit 1500 uM DFO an Tag 7 fast
den gleichen Anteil an apoptotischen Zellen wie die Positivkontrolle, was damit zu-
sammenhangen kdnnte, dass eine so hohe Konzentration Uber einen solch langen
Zeitraum von sieben Tagen zu toxisch fur die B-Zellen war. Aus diesen Ergebnissen
lasst sich schlie3en, dass es unter dem Einsatz des Eisenchelators DFO zu keiner
vermehrten Apoptoserate bei CD40L-aktivierten B-Lymphozyten kam. Grinde fur
die zellprotektive Wirkung einer erhdhten HIF-1 Aktivitat kdnnen vielseitig sein.

Mogliche Erklarungsansatze konnten sein, dass Gene wie das Tumor suppressor
gen p53 [144] und Fas [145] unter extrem hypoxischen Bedingungen aktiviert wer-
den. Aktuelle Studien scheinen zu bestatigen, dass es eine Verbindung zwischen
p53 und HIF-1a gibt, jedoch ist der genaue Zusammenhang noch nicht vollstandig
geklart. Der Mechanismus scheint abhangig von der jeweiligen Zellart zu sein. Eine
Interaktion mit dem anti-apoptotischen Protein bcl-2 kénnte flr die protektive Wir-
kung von HIF-1 verantwortlich sein. Bcl-2 verringert die Apoptose, wie an einer bcl-

2 Antisense-Zelllinie gezeigt wurde [146] und die intrazellulare Konzentration an bcl-
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2 korreliert mit der HIF-1-Aktivitat [147]. Dass chronische Hypoxie eine anti-apopto-
tische Wirkung in unterschiedlichen Zellen erzielen kann, ist bekannt. Der Aktivie-
rung des HIF/VEGF-Signalweges wird diese Wirkungsweise auch zugeschrieben
[148]. Die Literatur beschreibt aber auch Gegenteiliges. An et al. [149] zum Beispiel
berichtet, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen HIF-1a und dem p53-
Protein gibt. Ein pro-apoptotischer Effekt von HIF-1 in embryonalen Stammzellen
unter Hypoxie ist in anderen Studien beschrieben worden [150]. Sowohl die HIF-1
induzierte Aktivierung von p53 als auch die Hemmung der bcl-2 Expression flhrte
zum Zelltod.

Beim Zellzyklus konnte eine signifikante Erhdhung der G2-Phase Aktivitat von
+ 10 % der Positivkontrolle bis auf + 40 % durch den Eisenchelator DFO beobachtet
werden, was auf eine Arretierung der CD40L-aktivierten B-Lymphozyten in der G2-
Zellzyklusphase schlie3en lasst. Die GO/G1-Phase (Wachstums- und Ruhephase)
ist fur die Interpretation der Wirkung nach Eisenchelation insofern von besonderer
Bedeutung, als Zellen in dieser Phase unter hypoxischen Bedingungen in Arrest
gingen. Bekannt ist, dass Eisenchelatoren den Zellzyklus an der Grenze zwischen
G1- und S-Phase inhibieren und damit die zellulare Proliferationsrate senken [151].
Chenoufi et al. [152] berichtet ebenfalls, dass der Zellzyklus unter dem Eisenchela-
tor DFO vor Erreichen der DNA-Synthesephase S blockiert wird. Dieser inhibie-
rende Einfluss der Eisenchelation auf den Zellzyklus zwischen G1 und S-Phase
konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt werden. In einer Arbeit von Renton et al.
wurden jedoch teilweise ahnliche Ergebnisse erzielt, wie in der vorliegenden Arbeit
[153]. Renton et al. spricht von einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase nach 24
stundiger Inkubation mit DFO, wohingegen nach 72 Std. ein Zellzyklusarrest in der
G2/M Phase vorzufinden war. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde in der
vorliegenden Arbeit der Zellzyklus an Tag 0 und Tag 3 untersucht, so dass eine
Aussage Uber ein Ergebnis lediglich nach einer eintagigen Inkubation nicht getroffen
werden kann.

Der Immunphanotyp von CD40L-aktivierten B-Lymphozyten zeigte unter Eisen-
chelation eine konzentrationsabhangige Abnahme der Expression der co-stimulato-
rischen Molekile CD80 und CD86 an Tag 3, vergleichbar den unter Hypoxie erhal-
tenen Ergebnissen. Das konnte damit zusammenhangen, dass der Sauerstoff- und
Eisengehalt die HIF-1 Aktivierung reguliert und den gleichen Signalweg aktiviert.

Die Expression von HLA-DR verandert sich nach drei Tagen unter Eisenchelation
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kaum. Auch Bierer et al. [154] beschrieben sowohl eine Reduktion der T-Zell Prolife-
ration als auch die unveranderte Expression von HLA-DR durch Eisenchelation. In-
teressant ist, dass die T-Zell Aktivierung unter Hypoxie signifikant abnahm, sowohl
nach funf Std., als auch nach sieben Tagen, hingegen unter Eisenchelation kam es
eher zu einer Zunahme der T-Zell Aktivierung in der Kurzzeit-MLR, die jedoch nicht
immer signifikant war. Eine Langzeit-MLR Uber sieben Tage unter DFO wurde zwar
zweimal durchgeflhrt, jedoch waren am Ende nur noch tote Zellen vorhanden (Da-
ten hier nicht gezeigt). Dies wirde mit den Erkenntnissen von Bierer et al. Uberein-
stimmen.

Zu klaren ware weiterhin, warum die T-Zell Aktivierung in der Kurzzeit-MLR unter
Hypoxie abnahm und es unter DFO zu keiner Reduktion kam, obwohl der gleiche
Signalweg aktiviert wird.

Einen Erklarungsansatz konnte die Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
liefern. ROS sind zwar im Zusammenhang mit oxidativen Stress bekannt, wobei in
den letzten Jahren diese pathogenetische Rolle eher differenziert gesehen wird. Es
konnte gezeigt werden, dass ROS das Zellwachstum stimulieren oder hemmen und
den Zelltod im Sinne einer Nekrose oder einer Apoptose auslésen kann [155,156].
Man geht davon aus, dass ROS in die Signaltransduktion der T-Zelle eingreifen und
ihren Aktivierungsgrad beeinflussen. Die Wachstumsrate von T-Zellen konnte, in
Abhangigkeit von ihrem Aktivierungsgrad, durch ROS entweder gesteigert oder her-
abgesetzt werden [157]. Bei Voraktivierung und in Gegenwart bestimmter ROS-
Konzentrationen wurde die Proliferationsrate begunstigt. Wang et al. [158] zeigten,
dass Hypoxie die ROS Bildung und einen Ca2* Anstieg in murinen glatten Muskel-
zellen der Lungenaterie induziert. Eine intrazelluare CaZ* Konzentration kann auf
hohem Niveau andere Signalwege aktivieren bzw. hemmen als auf einem niedrige-
ren Niveau [159]. Die Amplitude der Frequenz des Ca?* Niveaus sind wahrscheinlich
entscheidende Faktoren [160,161]. Unter Berlcksichtigung dieser Informationen ist
nicht ganz klar, ob in der vorliegenden Arbeit die T-Zellen in Gegenwart aktivierter
B-Zellen durch die Co-Stimulation selbst mehr ROS generierten oder ob eine an-
dere Interaktion zwischen den T-Zellen und DFO bestand. Philipp et al. zeigten,
das DFO die Produktion der ROS zu steigern vermag [162]. So kdnnte es z.B. sein,
dass T-Zellen, in Gegenwart von ROS ihre zytolytische Effektivitat zu steigern ver-

mogen. Es bleibt jedoch die Frage, ob die Ursache dafiir bei den Ca2* Signalen zu
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suchen ist oder ob dem ein anderer Mechanismus zu Grunde liegt. Da es zu Uber-
lagerung von Effekten gekommen sein kann und es leider auch keine Referenzen
aus der Literatur gibt, liegt die Problematik in der Interpretation dieser Versuche.
Die Vielfaltigkeit von Interaktionen zwischen T-Zellen, ROS, Ca2* und Eisenchela-
tion, lasst die Vielzahl existierender Moglichkeiten erahnen und macht die Schwie-
rigkeit einer spezifischen Aussage deutlich. Die in der vorliegenden Arbeit erhalte-
nen, teilweise heterogenen Ergebnisse, sowohl im Rahmen der Zellzyklusanalyse
als auch der T-Zell Aktivierung, verdeutlichen, dass Eisenchelation nur zum Teil das
gleiche bewirkte wie Hypoxie. Eisenchelation scheint noch andere Mechanismen zu
aktivieren. Die genauen Mechanismen, Uber die DFO teilweise die Hypoxie imitie-
rende Wirkung entfaltet, sind aber weitgehend unbekannt. Trotz Berichten Uber
identische Wirkungen von DFO und Hypoxie in der Zelle gibt es bisher nur sehr
wenige Publikationen, in denen die Effekte auf zellulare Funktionen verglichen wur-
den. Insgesamt ist noch sehr wenig Uber den Einfluss der Eisenchelation auf die
Funktion von Immunzellen bekannt. Die Untersuchungen kdnnen daher lediglich als
Einzelergebnis diskutiert werden und bedurfen einer weiteren Abklarung in zukinf-

tigen Versuchen.

4.4 EINSATZ UND MOGLICHER NUTZEN IN DER KLINIK

Fir eine Eisenchelatortherapie wurden bei Transfusionspatienten die Transfusions-
menge, der Lebereisengehalt und der Ferritinwert im Serum als Referenzwerte her-
angezogen [163]. Das genaue Bemessen des vorliegenden Schweregrades einer
Eisenlberladung ist schwierig, da es sich bei den genannten lediglich um indirekte
Parameter handelt.

So stellen zu dem die Art der betroffenen Zellen (parenchymale oder makropha-
geale Eisenspeicherung), aber auch die GroRe der Eisenspeicher bestimmende Pa-
rameter fir das klinische Ergebnis bei systemischer Eisenliberladungen dar — un-
abhangig davon, ob diese durch Bluttransfusionen (wie bei Thalassaemia major,
Sichelzellandmie oder myelodysplastischem Syndrom) oder durch hochregulierte
Eisenabsorption aus der Nahrung (hereditdre Hdmochromatose, Thalassaemia in-
termedia) verursacht wurde. Um sowohl die Toxizitat durch erhéhte Organ-Eisen-

konzentrationen, als auch die Nebenwirkungen einer Eisenentzugstherapie durch
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eine Uberdosierung des Eisenchelators zu vermeiden, ist es fiir die Behandlung
essenziell, die GroRe des Eisenspeichers zu erfassen [164].

Folgende Ziele werden bei der Verwendung von Eisenchelatoren angestrebt a) re-
aktives freies Eisen zu ,neutralisieren” und b) Gberschiissiges Speichereisen zu ent-
fernen [165]. Der Eisenchelator Deferoxamin (Desferal®) steht seit einigen Jahren
als Standardbehandlung zur Verfligung [105] und wird zusammen mit dem gebun-
denen Eisen Uber Galle und Urin ausgeschieden. Die schlechte orale Bioverfugbar-
keit und eine kurze Plasma-Halbwertzeit sind die Nachteile dieses Medikaments.
Das macht lange und kontinuierliche Infusionstherapien erforderlich. Seit Herbst
2006 ist in Deutschland als neue Therapieoption der oral verabreichbare Eisen-
chelator Deferasirox (Exjade®) zugelassen.

Durch die bisherige parenterale Standardtherapie mit DFO kdnnen erhebliche Com-
pliance-Probleme auftreten. Zuviel Eisen im Korper kann demnach lebensbedroh-
lich sein. Der erste Eisenchelatbildner, der einmal taglich oral eingenommen wird,
ist das neue Medikament Deferasirox (Exjade®). Patienten mit transfusionsbeding-
ter chronischer Eisentberladung kdnnen mit der neuen Chelattherapie viel Lebens-
qualitat gewinnen, indem sie auf stundenlange Infusionen verzichten kénnen.

Als Substrat wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit der Eisenchelator Deferasirox
Exjade® gewahlt. Exjade® kann bei folgenden Gruppen eingesetzt werden, wenn
die Therapie mit Deferoxamin (Desferal®) kontraindiziert ist: a) Patienten im Alter
zwischen zwei und funf Jahren b) bei Patienten mit anderen Anamien wie beispiels-
weise myelodysplastische Syndromen (MDS) oder Sichelzellandmie. Grundatzlich
wird bei chronischen Transfusions-Patienten (mehr als acht Einheiten Erythrozy-
tenkonzentrate pro Jahr) empfohlen, nach der Transfusion von ungefahr 20 Einhei-
ten Erythrozytenkonzentrat (entspricht ca. 100 ml/kg) und bei klinischen Hinweisen
auf eine chronische Eisenuberladung (Serumferritin >100 pg/l ) mit der Exjade The-
rapie zu beginnen [166].

Fur die vorliegende Arbeit wurden Daten von acht Patienten herangezogen, die auf-
grund von Erkrankungen wie der myeloischen Leukémie, der aplastischen Anémie
oder dem myelodysplastischen Syndrom unterschiedliche Dosen und Behandlungs-
dauern mit Deferasirox (Exjade ®) in der Uniklinik KéIn behandelt worden sind.
Diese Heterogenitat innerhalb der Studiengruppe wirft die Frage auf, inwieweit die
Aussagen der Studie valide sind. Da sich jedoch alle Patienten gleichermal3en der

Chelattherapie mit Exjade® unterzogen haben und die Ergebnisse auch fir jeden
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Patienten einzeln dargestellt sind, ist der Einschluss dieser Heterogenitat in die Stu-
die vertretbar. Die aktuelle Studienlage hinsichtlich des Einflusses des Eisenchela-
tors auf den Immunphanotyp von PBMCs lasst folgende Tendenzen erkennen: Es
konnte gezeigt werden, dass es unter der Chelattherapie mit Exjade® zu einer nicht
signifikanten Reduktion der Expression der co-stimulatorischen Molekule CD80 und
CD86 auf aktivierten B-Zellen (CD19-positiven CD20-positiven) nach der Therapie
kam. Da beide Molekule maRgeblich an der APC-Funktion von B-Zellen beteiligt
sind, lasst sich daraus schlielen, dass die APC-Funktion unter Therapie abnahm.
Eine einmalige orale Dosis von Exjade® ist aufgrund der Plasma-Halbwertszeit von
acht bis sechzehn Std. ausreichend. Die Effizienz wurde in einer grof3en, internati-
onalen, randomisierten Studie gezeigt [167]. Bei hamatologischen Erkrankungen
hat der Eisenstoffwechsel in letzter Zeit zunehmend Beachtung gefunden. Nun ist
eine therapeutische Intervention mit dem oralen Eisenchelator Deferasirox moglich.
Eisenchelattherapie wird aber weiterhin zum Teil kontrovers diskutiert. Retrospek-
tive und zum Teil prospektive Daten geben Hinweise auf einen Uberlebensvorteil
unter Chelattherapie [168]. Freie Radikale und reaktiver Sauerstoff (ROS) werden
als Mechanismus diskutiert. Aber Exjade® birgt auch Risiken. Anhand des Immun-
phanotyps zeigte sich, dass die APC-Funktion der B-Zellen von Patienten, die eine
Chelatherapie bekommen hatten, abnahm. Dies bedeutet, dass Exjade® auch im-
munsuppressiv wirkt. Derzeit wird Exjade®, wie oben beschrieben, tiberwiegend
Therapie begleitend eingesetzt, um primar eine Eisentberladung zu bekampfen. Zu
Uberlegen ware, ob man den Effekt der Immunsuppression bei Autoimmunerkran-

kungen nutzen kann.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit untersuchte, welche Unterschiede bei CD40L-aktivierten hu-
manen B-Lymphozyten unter ausgepragter Hypoxie (0,8 % Oz2) im Hinblick auf de-
ren Immunphanotypus und funktionelle Merkmale - im Vergleich zur Normoxie
(21 % O2) festzustellen sind bzw. inwieweit Hypoxie CD40L-aktivierte B-Lymphozy-
ten und deren APC-Funktion beeinflusst und welches Potenzial die in vitro Generie-
rung CD40L-aktivierter B-Zellen bietet. Uber die T-Zell vermittelte B-Zell Aktivierung
in vitro sollten die in vivo Bedingungen besser verstanden werden.

Dabei wurden die mit murinen NIH-3T3 Fibroblasten co-kultivierten transgenen
CD40L-aktivierten B-Lymphozyten unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich zu
den konventionellen normoxischen Zellkulturbedingungen immunphanotypisch und
funktionell charakterisiert. Erganzend sollten die erzielten Ergebnisse durch die
Nachahmung eines hypoxischen Milieus in vitro mit Applikation eines Eisenchela-
tors bestatigt werden. Der CD40L-CD40 Signalweg diente dabei als Versuchsmo-
dell. Desweitern wurde in vivo der Einfluss der Eisenchelattherapie mit Deferasirox
Exjade® auf den Immunphanotyp von humanen peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) untersucht. Dabei waren acht Patienten mit Eisentberladung aufgrund ver-
schiedener Erkrankungen wie z.B. der myeloischen Leuk&mie untersucht worden
und der Immunphanotyp vor und nach der Therapie mit Exjade® mittels Durch-
flusszytometrie analysiert worden.

Die vorliegende Arbeit liefert den Nachweis, dass Hypoxie die homotypische Clus-
terbildung von CD40L-aktivierten B-Zellen stort und die ZellgroRe verringert. Unter
Hypoxie (0,8 % O2) kam es zur Inhibierung der Zellproliferation wahrend der sieben-
tagigen Kulturphase sowie zur Verringerung der Zellgrof3e einzelner B-Zellen. Bei
der Zellzyklusanalyse fuhrten hypoxische Kulturbedingungen zu einer tendenziell,
jedoch nicht signifikant vermehrten Arretierung der CD40L-aktivierten B-Zellen in
der G1-Zellzyklusphase.

Die Untersuchungen zur Apoptose unter Hypoxie ergaben keine Hinweise auf eine
gesteigerte Induktion der Apoptose an Tag 0, 3 und Tag 7 unter hypoxischen versus
normoxischen Kulturbedingungen. Die Expression der co-stimulatorischen Oberfla-
chenmolekiile CD80 und CD86 auf CD40L-aktivierten B-Lymphozyten nahm unter
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Hypoxie ab, wohingegen die Expression von HLA-DR auf unverandert hohen Ni-
veau blieb. Bei der funktionellen Analyse wurde erkenntlich, dass es zu einer signi-
fikanten Reduktion in der T-Lymphozyten Aktivierung zum einen Uber finf Std. und
zum anderen Uber sieben Tage sowohl fur die CD4-positiven T-Helferzellen als
auch die CD8-positiven T-Killerzellen unter Hypoxie - im Vergleich zur Normoxie
kam.

Die Nachahmung eines hypoxischen Milieus in vitro mit Applikation des Eisenchela-
tors DFO bewirkte eine Proliferationsinhibition von CD40L-aktivierten B-Lymphozy-
ten, welche im Ausmal mit der durch Hypoxiebehandlung induzierten vergleichbar
war. Unter dem Einsatz des Eisenchelators DFO konnte ebenso wie unter Hypoxie
keine vermehrte Apoptoserate bei CD40L-aktivierten B-Lymphozyten nach drei Ta-
gen verzeichnet werden.

Hinsichtlich des Zellzyklus konnte eine signifikante Erhéhung der G2-Phase-Aktivi-
tat von £ 10 % der Positivkontrolle bis auf £ 40 % durch den Eisenchelator DFO
beobachtet werden, was auf eine Arretierung der CD40L-aktivierten B-Lymphozyten
in der G2-Zellzyklusphase schlielen lasst. Der Immunphanotyp von CD40L-akti-
vierten B-Lymphozyten zeigte unter Eisenchelation eine konzentrationsabhangige
Abnahme der Expression der co-stimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 an
Tag 3. Bei der Aktivierung der T-Lymphozyten unter dem Einfluss von DFO kam es
eher zu einer Zunahme der T-Zell Aktivierung in der Kurzzeit-MLR, die jedoch nicht
immer signifikant war. Durch die translationale Ubertragung aus der Klinik konnte
anhand eines Patientenkollektivs von acht Patienten die Wirkung der Eisen-
chelattherpaie mit Exjade® auf den Immunphanotypus von zirkulierenden B-Zellen
untersucht werden. Es kam dabei zu einer nicht signifikanten Reduktion der Expres-
sion der co-stimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf aktivierten B-Zellen
(CD19-positiven CD20-positiven) nach der Therapie.

Da es zu einer Reduktion der co-stimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf
CD40L-aktivierten B-Zellen und zu einer Reduktion der T-Zell Aktivierung sowohl in
einer Kurzeit als auch in eine Langzeit-MLR unter Hypoxie kam, Iasst sich daraus
schliel3en, dass die APC-Funktion unter Hypoxie abnimmt. Die co-stimulatorischen
Oberflachenmolekile sind beide malfigeblich an der APC-Funktion von B-Zellen be-
teiligt, genauso wie der CD40-Ligand, welcher nur auf aktivierten T-Zellen exprimiert

wird.
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Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Beobachtungen kdnnten einen Teill,
sowohl zu der Entwicklung der Wirksamkeit CD40L-aktivierter B-Lymphozyten als
Zelltherapeutikum, als auch zu einem weiteren Einblick in den Einfluss der Eisen-
chelattherapie beitragen. Im Hinblick auf die Entwicklung einer adaptiven Immun-
therapie geben die vorgelegten Ergebnisse einen weiterfuhrenden Einblick in die
Generierung und Spezifitat CD40L-aktivierter B-Zellen und die Méglichkeiten, tber
die CD40L-Aktivierung eine spezifische Immunantwort durch T-Zellen zu induzie-
ren. Der Nutzen als Zelltherapeutikum kann in der Entwicklung neuer anti-neoplas-
tischer Therapien als eine der vielversprechendsten Forschungsmethoden angese-

hen werden.

6. SUMMARY

The principal purpose of the present graduation work was the detailed characteri-
sation of CD40L-activated, human B-lymphocyte cells under test conditions of a
pronounced hypoxia (0.8% oxygen) in vitro, like it also can be proved in lymphatic
tissue in vivo, in direct comparison to the under normoxic test conditions (21% oxy-
gen) cultivated B-lymphocyte cells. Effects of the hypoxia on the immune phenotype
and functional aspects like that of the CD40L-activated human B-lymphocyte cells
thereby stood in the focus of the interest. Besides the question should be followed
which potential the in vitro generation of CD40L-activated human B-cells offers. The
in vivo conditions by the T-cell mediated B-cell activation in vitro the in vivo condi-
tions should be better understood.

For the activation of the human CD40-positive B-lymphocyte cells which were by
means of the pancoll separated from full blood and purified by magnetic cell sorting,
they were cultivated for up to seven days with murine NIH-3T3 fibroblasts, which
expressed the human CD40 ligand (CD40L) stably transformed. Additionally to the
characterisation of the immune phenotype as well as the functional characteristics
of the activated B-lymphocyte cells under hypoxic test conditions the received result
should be confirmed by the imitation of a hypoxic environment in vitro due to the

application of an iron chelator. Further in vivo the influence of the iron chelation
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therapy with Deferasirox Exjade® on the immune phenotype of humane peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) was examined. Eight patients with iron overload
due to different ilinesses like myeloid leukaemia had been analyzed and the immune
phenotype had been examined before and after the therapy with Exjade® by means
of flow cytometry.

The present work supplied the proof that hypoxia (0.8 % oxygen) disturbed the ho-
motypic cluster forming of CD40L-activated B-lymphocyte cells and had as a con-
sequence a partial inhibition of cell proliferation as well as a decrease of the cell size
during the seven day cultural phase. Investigations under hypoxia vs. normoxia
however showed no referring to an increased induction of apoptotic cell decline. In
the flow cytometric analysis of the cell cycle stages the CD40L-activated B-lympho-
cyte cells showed after three days an arrest of hypoxic cultivation to 80% in the G1
phase, contrary to the cells under normoxia with a portion of 60% in the G1 phase.
The expression of the co-stimulatory surface molecules CD80 and CD86 on CD40L-
activated B-lymphocyte cells pointed itself particularly after a four-day concerning
cultivation under hypoxia as significantly reduced, less concerning the percentage
rate of activated B-lymphocyte cells (% gated) than the immunereactive total signal
(MFI value). A comparable result proved for the expression of the cell adhesion
molecule CD62L, whereby the salient reduction of the immune-reactive total signal
for CD62L under standard as well as under hypoxic test conditions after 4 - 24 hr.
can hardly be explained. The expression of the human leukocyte antigen HLA-DR
however proved throughout as unchanged.

In the context of a mixed lymphocyte reaction (MLR) realized about five hr. (,short
time “), the CD4-positive T-helpercells and the CD8-positive T-killercells showed un-
der hypoxia - in comparison to the normoxia - a significant reduction of the activation
of human T-lymphocytes induced by CD40L-activated B-lymphocyte cells in the
context of the antigen presentation. As a quantitative measuring signal served the
flow cytometric analysis of the immunereactive cell surface marker for CD107a
(marker for degranulation and cytotoxicity of T-cells), CD154 and CD69 (early mark-
ers for T-cell activation). The employment of both cultivated under standard and
hypoxic test conditions non-activated B-lymphocyte cells only led to a marginal proof

of these surface antigens. Besides the MLR realized over seven days (,long-term “)
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furnished proof to an easy reduction of proliferation of activated CD4 and CD8-pos-
itive T-lymphocytes after antigen presentation through CD40L-activated B-lympho-
cyte cells cultivated under hypoxic vs. normoxic test conditions.

The imitation of a hypoxic environment in vitro with application of the iron chelator
DFO caused a proliferation inhibition of CD40L-activated B-lymphocyte cells, which
was comparable in the extent with the ones induced by hypoxia treatment. Under
the employment of the iron chelator DFO and under hypoxia no increased apoptosis
rate could be registered with CD40L-activated B-lymphocyte cells after three days.
With the cell cycle a significant increase of the G2-Phase activity could be ob-
served from + 10 % of positive control up to £ 40 % by the iron chelator DFO, from
which you can conclude on a detent of the CD40L-activated B-lymphocyte cells in
the G2-cell cycle stage. The immune phenotype of CD40L-activated B-lymphocyte
cell showed under iron chelation a concentration-dependent decrease under of the
expression of the co-stimulatory molecules CD80 and CD86 on day 3. The activa-
tion of the T-lymphocytes under the influence of DFO showed an increase of the T-
cell activation in the short time MLR, which however was not always significant. The
effect of the iron chelation with Exjade® on the immune phenotype of circulating B-
cells could be examined by the translational transmission from the hospital on the
basis of a patient collective by eight patients. It didn't show a significant reduction
of the expression of the co-stimulatory molecules CD80 and CD86 on activated B-
cells (CD19-positive CD20-positive) after the therapy. Because you could see a re-
duction of the co-stimulatory molecules CD80 and CD86 on CD40L-activated B-
cells and to a reduction of the T-cell activation both in a cure time and in a long-time
MLR under hypoxia, it can be concluded that the APC function under hypoxia de-
creases. The co-stimulatory surface molecules are both considerably involved in the
APC function by B-cells and the CD40-ligand, which is only expressed on activated
T-cells.

The observations described in the present work could contribute a part both to ef-
fectiveness of CD40L-activated B-lymphocyte cells and cell therapeutic agent as
well as to a further insight of the influence of the iron chelation therapy. Regarding
the development of an adaptive immune therapy the submitted results give a resum-

ing idea into the generation and specificity of CD40L-activated B-cells and the pos-
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sibilities to induce a specific immune response by T-cells by means of CD40L- acti-

vation. The benefit as cell therapeutic agent can be viewed as one of the most prom-

ising research methods in the development of new anti neoplastic therapies.

7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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