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ABSTRAKT

Es ist seit langen bekannt, dass NK-Zellen (natirliche Killer-Zellen) bei der
natUrlichen Abwehr des Immunsystems gegen neoplastische oder Virusinfizierte
Zellen und manche Mikroorganismen eine wichtige Rolle spielen. Dennoch ist die
Zellzugeh&rigkeit der NK-Zellen immer noch nicht gekl&t. In der vorliegenden
Arbeit wurden mittels der Knochenmark-Kultur die Knochenmark-Vorl&ferzellen
untersucht, die sich durch Interleukin-2-Aktivierung (NK-Zytotoxizit& Stimulation)
zu NK-Zellen differenzierten. Es stellte sich heraus, dass diese NK-Zell-Vorl&ufer
aus dem Knochenmark zur Proliferation von myeloischen Wachstumsfaktoren:
GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierende Faktor) oder CSF-1
(colony-stimulating factor 1 bzw. Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor),
abhé&ngig waren. Wurden diese NK-Zell-Vorlafer allein mit CSF-1 oder PMA
(Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), welches die Differenzierung stimuliert,
inkubiert, entwickelten sie sich in kurzer Zeit (24-72 Stunden) zu typischen reifen
Makrophagen. Deshalb wurden diese Knochenmark-Vorl&ferzellen, die fénig

waren, zu NK-Zellen zu differenzieren, als Makrophagen-Vorl&fer identifiziert.

Interleukin-2 ist der entscheidende Faktor, der die Differenzierung der
Makrophagen-Vorl&fer des Knochenmarks in die Richtung zu NK-Zellen
beeinflusst. Bei der Inkubation mit Interleukin-2 konnten sich diese Makrophagen-
Vorl&ferzellen innerhalb von 3-6 Tagen zun&hst zu typischen NK-Zellen, danach
zu deren weiter aktivierten Form LAK-Zellen (Lymphokin-aktivierte-Killer-Zellen)
entwickeln. Die Zelltypen wurden durch morphologische, phé&notypische, und
funktionelle Untersuchungen bestimmt.

Die Ergebnisse aus dieser Arbeit deuten an, dass NK-/LAK-Zellen wahrscheinlich
aus dem Makrophagen-system abstammen.

i S

AT Cdmil, Jo FJg R ST FUIT TG A I F R G 04 2m LA B3R e
At R ARG AR, A RAHm@ie (Natural Killer Cells, NK faft) X484
FREGER. Ki, NK mieymigid R — A KM E . AT T A8
miasEd, AR T RIP AT hmie, €8 b miai%-2 (Interleukin-

, IL-2) a9 7E M CRl™ 4 NK A45 &) R 95 m ) NK @fie, Bk,
Kk A EAEY NK AT i a9 38 78R M TR Rt A K B F: B mii-E
" 4m it Sk 7% &) % B - (granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-
CSF) R &% ## B -F-1 (colony-stimulating factor-1, CSF-1, .32 E %
mie fFAKET) o FiX NK aThmie by CSF-1 &4 PMA
(Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, i B5) #4745, A&sEntmAn (24
2 NEF) X EATIR MK Ry R AR E R L. F i, R
AR mie—— LA A A AR A NK @ie—A K % A B % m Je AT AR

(Macrophage Precursors) o

AmRANE-2 R AEHE R AT AR K s 75 s 5 iy 5
WHF. AL amiaE-2 3550, TEEEMIBATIRES £ 3-6 RAHE
FRBE RA B NK mie, KIERACME—FENRH X LAK @i
(lymphokine-activated killer cells, # & & FE GG FHmE) o mpty £
AR A KA L ARG AT AN

KO ARIAEYEIERE £ NK/ILAK @fe Tk ESmitZ,



Inhaltsverzeichnis / N HF

INHALTSVERZEICHNIS HAES
Abbildungsverzeichnis / VI EHEET VI
Tabellenverzeichnis / VI1II EHEZ VI
AbkCrzungsverzeichnis / X ,
FHEEHZX IX
1. Einleitung/1 1w /1
1.1. NK-Zellen und Makrophagen-Vorlaifer / 1 11 NKZij 5% mpsik /1
1.2.1L-2 und IL-2 Rezeptor / 3 12 aEMNF-2 5 ammN%-2 % 13
1.3. LAK-ZeTIIen und ihre Beziehung zu l_\ll_<-ZeIIen /5 13 LAK @ ETA15 NK EH+EZ /5
1.4. Mechanlsmus d_er NK/LAK-Zytotoxizit& und das Membranloch- 14 NKILAK R 5EWMmNE 5 I mEILE /7
bildende Perforin / 7 15 NK @B 94 /8

1.5. Regulatorische Funktion der NK-Zellen / 8
1.6. Ziel der Arbeit / 11

1.6 ATIEMER /11

2. MBETE 112

2. Material und Methoden / 12 e
Material 21 ¥ 112
2.1. Tiere /12 22 thFHE 112

2.2. Chemikalien / 12
2.3. Zytokine / 15
2.4. AntikGper / 16
2.5. Enzyme / 19
2.6. Isotope / 19

23 AT /15
24 itk 116

25 B /19

26 FEfrx /19

27 EFE

2.7.1 RPMI 1640 ¥ & /20
272 AEFREK 120

273 L-#iA&HHERE 120
2.7.4 Iscove’s ¥ 7 120

2.7. Medien

2.7.1. RPMI 1640 Medium /20

2.7.2. Vollmedium / 20

2.7.3. L-Zell “konditioniertes” Medium / 20
2.7.4. Iscove’s Medium / 20

28 ZEMBSAR

2.8. Puffer und L&ungen

2.8.1. fUr die zellbiologische Arbeit 281 MTHMEYT I

2.8.1.1. PBS*-MC (Phosphat gepufferte Kochsalzlésung) / 21 2811 PBST-MC (#muZw£& k) /21
2.8.1.2. Actinomycin D Lé&sung / 21 2812 MAWHDEM® /21

2.8.1.3. Glyzerin-Gelatine-L&sung / 21 2813 Ak /21

2.8.1.4. Gepufferte Formalin-Aceton-Lé&sung / 22 2814 ZAAERDH-FEK /22

2.8.1.5. 2-ME/Hepes Stamml&sung / 22 2.8.15 2-FiA 28 /Hepes &k /22



2.8.1.6. MTT-L&ung / 23

2.8.1.7. MTT-Abstopl&sung / 23

2.8.1.8. Perkoll Stamml&ung / 23

2.8.1.9. Puffer fUr die Esterase-Doppelfébung / 23
2.8.1.10. Trypsin/EDTA-L&ung / 24

2.8.2. fUr ELISA, FACS und histochemische F&bung
2.8.2.1. TBS-Puffer / 25

2.8.2.2. DAB-H202-L&ung / 25

2.8.2.3. ELISA-Waschpuffer / 25

2.8.2.4. FACS-Waschpuffer / 25

2.8.2.5. Fast-Red-L&ung / 26

2.8.2.6. TMS-Puffer (Alkalische Phosphatase Puffer) / 26

2.8.3. fir die molekularbiologische Arbeit

2.8.3.1. 20>SSC L&sung / 26

2.8.3.2. 50xDenhardt’s Losung / 27

2.8.3.3. DEPC-H,0 / 27

2.8.3.4. DMSO-Mix / 27

2.8.3.5. Hybridisierungspuffer fUr den Northern-Blot / 27
2.8.3.6. Hybridisierungspuffer fir die in situ Hybridisierung / 27
2.8.3.7. 5>RNA-Probenpuffer / 28

2.8.3.8.L&ung D/ 28

2.8.3.9. 10<TE-Puffer / 29

2.9. Zellinien
2.9.1.D10.G4.1/29
2.9.2. FDCP-1/29
2.9.3.1L929/29
2.9.4.P815/30
2.9.5.7TD1/30
2.9.6. Yac-1/30

Methoden
2.10. Zellisolierung, -kultur, -reinigung und -aktivierung
2.10.1. Isolierung der Knochenmarkzellen / 31

Inhaltsverzeichnis / N HF

28.16 MTT-%A#% /23

2817 MTT-£1Ew% 123

2.8.1.8 Percoll & /23

2.8.19 JFTEEERLemEZTiR |23
2.8.1.10 & G BE/EDTA AR /24

282 JFTELISA, FACS S HZA ¥ %6
2821 TBS &k /25

2.8.2.2 DAB-H:0, % /25

2.8.23 ELISA ##%ZWHR 125

2.8.2.4 FACS Btk & Wi 125

2825 BEIZLER 126

2826 TMS Zwik (BIEHELEEZE WK /26

283 FATHTAYZEIE

2.8.3.1 20>SSC % /26

2.8.3.2 50xDenhardt’s V& /27

2.8.3.3 DEPC K /27

2.8.3.4 DMSO & &k 27

2.8.3.5 JA T Northern EF i 2 25 0 42 35 B vk | 27
2836 FATRAZERWEREFR |27

2.8.3.7 S5>RNA-# G &k /28

2838 #wD/28

2.8.3.9 10XTE Z&wik /29

2.9 4mEEEk

2.9.1 D10.G4.1/29
2.9.2 FDCP-1/29
2.9.31929/29
2.9.4 P815/30
2.957TD1/30
2.9.6 Yac-1/30

Tk

210 #RRMNSE. R, dh5EL
2101 EHEEAMNLSE /31



Inhaltsverzeichnis / N HF

2.10.2. Perkoll-Gradient Fraktionierung / 31

2.10.3. Knochenmark (KM)-Vorkultur / 32

2.10.4. Isolierung der Makrophagen-Vorlaufer aus KM-Vorkultur / 33

2.10.5. Depletion der phagozytischen Zellen / 33

2.10.6. Depletion der Lymphozyten mit magnetischen Beads / 33

2.10.7. Hauptkultur und LAK-Kultur / 34

2.10.8. Aktivierung der KM-Makrophagen-Vorl&ufer zur Zytokin-Produktion / 34

2.11. Zellf&rbungen

2.11.1. Zytopré&parate / 34

2.11.2. Zellkultur in Chamber Slides / 35

2.11.3. Esterase-Doppelfé&bung / 35

2.11.4. Fluorenszenzf&bung der Zelloberfl&henmarker / 36

2.11.5. Immunhistochemische F&bung mit AP-konjugiertem Antik&per / 36
2.11.6. Pappenheimf&bung (May-Grinwald/Giemsa-F&bung) / 37

2.12. Tests

2.12.1. [3H] Thymidin Einbau zum Test der Zellproliferation / 37
2.12.2. [3*Cr] Freisetzung aus Zielzellen zum Test der Zytotoxizit& / 38
2.12.3. Test der Kalzium-Abhé&ngigkeit der Zytotoxizit& / 39

2.12.4. MTT-Test (kolorimetrischer Bioassay) / 39

2.12.5. Enzymgebundener Immunoassay (ELISA) / 40

2.12.6. Soft-Agar Assay / 40

2.13. Nachweis der Zytokine
2.13.1.1L-1/41

2.13.2.1L-6 /41
2.13.3.1L-10/42

2.13.4. M-CSF / 42

2.13.5. GM-CSF und IL-3/ 42
2.13.6. IFN-y /43

2.13.7. TNF-a / 43

2.14. Nachweis der mRNA von speziellen Proteinen
2.14.1. Northern-Blot
2.14.1.1. Markierung einer cDNA-Probe mit [*2P] / 43

2.10.2 Percoll & E# E B QA8 &E 131

2103 ‘EFEEMMHIER 132

2104 S EKXEFHEARUIEARNELHAAE /33
2105 FHhA&EHAAE /33

2106 F#kEHHEHME /33

2107 EXEFE5LAK R /34

2108 VEMEHESAMAM AL AMEE T /34

211 ARBNEE

2111 Fl&EmAEEk R 134

2112 BERP AT FHEMBEESR /135

2113 EEEEXN$E /35

2114 HHEAEREWHT L E 136

2115 FERRMEHRIEER AN SR AR E /36

2116 WHEEELEEE (May-Grunwald-Giemsa 3 ,3%) /37

212 #W

2121 SH-RIfRErE T B RN E ARy g TR 37
2.12.2  JNEE 4w p A A By SICr RN E 40 B 5 A5 E 1/ 38
2.12.3 A 4E MR G vE B AR B /39

2124 MTT £ (hexEgmen) /39

2125 EEEL A ER M E (ELISA) /40

2126 HoaRfERNE 140

213 fHREATFRIEH

2131 B‘HENE-1/41

2132 BHHENE-6/41

2133 BaHMAN%F-10/42

2134 EwmMBREERBET /142

2135 MapE-Esm s EERBE TS a@ N %-3/42
2.13.6 y-T#F (IFN-y) /43

2137 MEHRILE F-o (TNF-a) /43

214 REEAEME RNA BEE
2.14.1 Northern FF i 22 %2
2.14.1.1 F[®P]#ric. & 4> DNA (cDNA) #®4t /43




Inhaltsverzeichnis / & H 3 v

2.14.1.2. RNA-Pré&paration / 44
2.14.1.3. RNA-Trennung und Blot / 45
2.14.1.4. Hybridisierung und Nachweis der RNA / 46

2.14.2. in situ Hybridisierung

2.14.2.1. cDNA-Markierung mit Digoxigenin (DIG) / 46

2.14.2.2. Zellfixierung und Permeabilisierung / 47

2.14.2.3. Hybridisierung / 47

2.14.2.4. Immunologischer Nachweis mit anti-DIG Antik&per / 48

2.15. Statistische Analyse / 49

3. Ergebnisse / 50

3.1. Anreicherung und Kultur fir NK-aktive Zellen aus Knochenmark

3.1.1. Anreicherung der NK-Vorl&ufer aus den gesamten Knochenmarkzellen / 50

3.1.2. Mikroskopische Untersuchung der Knochenmarkzellen in verschiedenen Perkoll-
Fraktionen / 51

3.1.3. Proliferation der NK-Vorl&ufer haltigen Zellpopulation / 52

3.1.4. Effektive Knochenmark-Kultur fUr proliferierende und NK-aktive Zellen / 54

3.1.5. Reinigung der NK-aktiven Zellen nach KM-Kultur in CSF + IL-2 / 56

3.2. Eigenschaften der durch IL-2 induzierten, NK-aktiven Makrophagen-
Vorl&uferzellen

3.2.1. Morphologie und Ph&otyp der NK-aktiven Makrophagen-Vorl&uferzellen / 59

3.2.2. Faktor-Abhé&ngigkeit der Zellproliferation / 61

3.2.3. Faktor-Abhé&ngigkeit der Zytotoxizit& / 62

3.2.4. Zielzellen-Selektivit& der Effektorzellen / 64

3.2.5. Morphologische Entwicklung der Zellen beim Entzug von IL-2 / 65

3.3. Induktion von LAK-Aktivité& in NK-&nnlichen Makrophagen-Vorl&uferzellen

3.3.1. Aktivierung zur LAK-AKktivita durch Stimulierung mit hohen Dosen IL-2 / 67

3.3.2. Kinetik der LAK-Induktion / 68

3.3.3. Morphologie der aus NK-&nlichen Makrophagen-Vorl&ufer entwickelten LAK-
Zellen / 69

3.3.4. Phé&otyp der aus NK-&nlichen Makrophagen-Vorl&fer entwickelten LAK-
Zellen/ 71

21412 RNA W#|% |44
21413 RNA BB S % |45
21414 RNAWIZZ 543 /46

2142 FAfrfEx

21421 #FFAHEFE (DIG) # cDNA AFit% /46
21422 WRHEE 5RELE |47

21423 Zx 147

21424 FERFHEFTIRHEEE B % 48

215 SZitFE AT 149

3. ZEE /50

31 MERARTEESEFE NKEMENMER

311 AeEHaMt g% NK sk Z i /50

312 EMENEAL TR Percoll 8 2T EHMA /51
313 &8 NK ml k41l B Ry 670 /52

314 HHEHAHA NK G AR H R FHE R 54
315 7 CSF+IL-2 FH#EIEF/a, A NK &2/ 56

32 #HIL-2iESH. F NKSEERN E M aTEay 5

321 ANKEUWNESMBERIEANHEEERE /59
3.2.2 “AEIEAE M E FRBUE 161

323 HHEAGEENETFREE /62

324 AR TEE RN EENE /64

325 BBIL-2)E, AHBHELE /65

3.3 FIEM NK B EMELRAERTA 5 S LAK S5

331 BEFAE IL-2 BRFRIENT £ LAK 7B/ 67

332 %% LAK W% /68

3.3.3 1ML NK 87 E " 40 f w R & & T A B LAK 41 8 89 % %5/ 69
334 L NK 87 E v 40 i wl R & BT R B LAK 48 flg gy 2 & /71



Inhaltsverzeichnis / N HF

3.4. Perforin Produktion von Makrophagen-Vorl&uferzellen

3.4.1. Kalzium-Abha&ngigkeit der Zytotoxizit& / 72

3.4.2. Nachweis der Perforin mRNA durch Northern-Blot / 73

3.4.3. Nachweis der Perforin mRNA durch in situ Hybridisierung / 75

3.4.4. Nachweis des Perforin Proteins durch immunhistochemische F&bung / 77

3.5. Zytokine-Freisetzung von NK-aktiven Makrophagen-Vorl&uferzellen

3.5.1. Freisetzung von regulatorischen Faktoren nach Stimulierung mit Zielzellen und
Zytokinen / 78

3.5.1.1. TNF-a./ 78

3.5.1.2.1L-1/80

35.13.1L-6/81

3.5.1.4.1L-10/82

3.5.1.5. IFN-y /83

3.5.2. Freisetzung von regulatorischen Faktoren nach Stimulierung mit
Phorbolester/Ca?*-lonophor / 85

3.5.3. Produktion von h&matopoetischen Wachstumsfaktoren / 86
3.5.3.1.GM-CSF und IL-3/ 86
3.5.3.2. M-CSF / 86

4. Diskussion /91

4.1. Sind NK-Zellen IL-2 aktivierte Makrophagen-Vorl&ufer? / 91

4.2. Differenzierung der Makrophagen-Vorl&ufer des Knochenmarks unter dem Einfluss
von CSF-1und I1L-2 /96

4.3. in vivo Anwendung der kultivierten LAK-Zellen und Analyse der Ursache fir die
Nebenwirkungen der Immuntherapie mit LAK-Zellen plus hoch Dosen IL-2 / 101

4.4. Vergleich der Eigenschaften von den unstimulierten Makrophagen-Vorl&fern, den
durch IL-2 stimulierten Makrophagen-Vorl&fern, und den in der Literatur
beschriebenen NK/LAK-Zellen / 102

5. Zusammenfassung / 105

6. Literatur /107

34 ERMMREIEEEFIAER

341 WA FRGIEEHSREME 72

3.4.2 it Northern BV 4= &8 ik 4o = ZF FL. & mRNA /73
343 BMIAFEfiREALEFILE MRNA/TS

344 #EIApFAMEEELEFNEES /77

35 FH NKEMH EMMAMEaTE XM R 7R
35.1 WEAMSEWEE TFRIEESETEFHER /178
3511 MEFLEF-a/78

3512 BN %-1/80

3513 B4/ %-6/81

3514 HHHEA/%£-10/82

3515 y-T#H%E /83

352 B EE (PMA) 3458 T HRAR MG A AT E THEK /85

353 Fa#mAEKETF /86
3531 NAME-ERAMEEREMNHEFEaHMEAN%-3/86
3532 EmAMEERHETF /88

4. Hig /91

41 NK @R IL-2 EhE @k g? /91

42 BHESMMAAREL CSF-1 5 IL-2 ¥ Tea1k /96

43 hRRARFRELAK B 5 LAK S E A E IL-2 %
6T B 1 B R E 24T 1101

44 REZRHAEEMMAAR, Z2 -2 R E v 4 KR
K5 SCER R B NKILAK 40 8l 45 P L 85/ 102

5. E&/105

6. SEHER /107



Abb.1

Abb.2

Abb.3

Abb .4

Abb.5

Abb.6

Abb.7

Abb.8

Abb.9

Abb.10

Abb.11

Abb.12

Abb.13

Abb. 14

Abbildungsverzeichnis / EH HF

ABBILDUNGSVERZEICHNIS
Frisch isolierte gesamte Knochenmarkzellen / 50
Proliferation der KM-Zellen von Perkoll-Fraktion 32%/52% / 53
Zellproliferation in Gegenwart von rekombinanten CSFs / 54

Einfluss des Zeitpunktes der Zugabe von IL-2 auf die Induktion der NK-
Aktivita / 55

Morphologie der gereinigten Makrophagen-Vorl&fer (MV-Zellen) / 58
Die aus der gereinigten MV-Zellen ausgereiften Makrophagen / 58

Die aus der KM-Vorkultur mit CSF + IL-2 gewonnene, zytoplasmatische
Granula-haltige, NK-aktive MV-Zelle / 59

Die aus der KM-Vorkultur allein mit CSF gewonnene, agranul&e, NK-
inaktive MV-Zelle / 59

Oberfl&henantigen-Profile der NK-aktiven MV-Zellpopulation / 60
Faktor-Abh&ngigkeit der Proliferation von NK-&nlichen MV-Zellen / 61
Kinetik der NK-Aktivita in Gegenwart von CSF-1 + IL-2 / 62

Verlust der Zytotoxizit& nach Entzug von IL-2 / 63

Target-Selektivit& von NK-aktiven MV-Zellen / 64

Die von NK-&nlichen Makrophagen-Vorl&fern nach 3-t&iger Kultur mit
CSF-1 ausgereiften Makrophagen / 65

Bl 1

A 2

A 4

K 5

& 6

Bl 7

K 8

%l 9

K 10

A 11

A 12

K 13

K 14

VI

EhH BHF
FELBHALEHER /50
Percoll 329%/52% 4 % J&= & B 40 M B9 3 78 1 53
EEH CSFs & T4 3G 7 |54

ANAm IL-2 HY B JE) B X 2 NK B B 820 /55

ah A B v A BRI R &S 158
B 48 1h By B 4 R R R bR R R BV B 4E A / 58

Sk H CSF+IL-2 R4 AT 7. & H MM FFA . H NKEHH
B v 40 B R ik /59

kE®F CSF BMMMmuER. THAMRFTE. T NKFENE
W 40 fEL BT A /59

A NK B8 B 20 ol A e R E LR /60
T NK By B 20 g 5 (648 89 B 5K B /61
£ CSF-1+IL-2 77 % T8y NK JE 3 1 % /62

B IL-2 5, REkekk /63

A ONK 7 1 89 B v 20 e R A SR R S 1 [ 64

FMNK HE ST AES CSF-1 % 3 RELX T HRANE
W 28 jf 1 65



Abb. 15

Abb.16

Abb.17

Abb.18

Abb.19

Abb.20

Abb.21

Abb.22

Abb.23

Abb.24

Abb.25

Abbildungsverzeichnis / EH HF

Ph&notyp (Oberfl&henantigen-Profile) der von NK-&anlichen
Makrophagen-Vorl&fern gewonnenen reifen Makrophagen / 66

Morphologie der von NK-&nlichen Makrophagen-Vorl&ufern nach 3-
t&giger Kultur mit CSF-1 + IL-2 entwickelten Zellen / 66

Kinetik der LAK-Induktion in IL-2 stimulierten MV-Zellen / 69

Morphologie der LAK-Effektorzellen, isoliert am Tag 4 der LAK-
Kultur / 70

Fragmentierung der LAK-Zellen, beobachtet am Tag 9 der LAK-Kultur
/70

Ph&notyp (Oberfl&henantigen-Profile) der LAK-Effektorzellen,
isoliert am Tag 4 der LAK-Kultur / 71

Kalzium-Abhé&ngigkeit der Zytotoxizité& von NK/LAK-&nlichen MV-
Zellen /73

Northern-Blot Analyse fir die Exprimierung der Perforin-Messenger-
RNA durch MV-Zellen / 74

Ergebnis von in situ Hybridisierung mit cONA gegen Perforin / 76

Immunhistochemische F&bung mit mAk gegen murines Perforin / 77

Eine Hypothese (ber die Differenzierungsmdglichkeiten der
Makrophagen-Vorl&ufer des Knochenmarks / 96

A 15

K 16

A 17

K 18

A 19

K 20

A 21

K 22

K 23

K 24

E 25

Vil

AFMNK WE AT AR ENRAE AN RE (kAR
JFARA) 166

WAL NK By B v 40 B 5 A2 CSF-1+1L-2 ¥ % 3 K5 X & W &
B4 B 2 166

18 IL-2 R 5 o B v 48 ML RT IR B 7% 5 LAK 8930 77 % 169

LAK XM 4RI AS, @Rk B LAK 25 E 4 K 170

LAK 4R e a5, 72 LAK %% 9 K23 /70

LAK 2 g fe e 2 & (REIERAS) , 4HEE LAK %

E4K 171

Pl NKILAK B B v 40 FfL B0 R 51 A 78 B 45 R e 173

Northern EF7F 44 25 A7 B % 48 B A 7R i 2 FL & 12 2 RNA B9k
ik |74

¢ A %t 5z 2 7. % mRNA B Z 4> DNA B X H 4 R /76

ERFDNERFILFHETER AR ARAMREHER /77

— AT EHESEEMR AL LT RIERITER /96



Tab. A

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10

11

12

13

Tabellenverzeichnis / Ft& H#

TABELLENVERZEICHNIS

Zytokin-Produktion von NK-Zellen (Daten aus der Literatur / 10

Zytotoxizit& verschiedener Perkoll-Fraktionen aus murinem
Knochenmark gegen Yac-1 Tumorzellen nach IL-2 Stimulation / 51

Zelltypen in den verschiedenen Fraktionen von Perkoll-Gradient | / 52

Zellzusammensetzung in den Fraktionen von Perkoll-Gradient I1 / 56

NK-Aktivité und Zellzahl in jeder Fraktion von Perkoll-Gradient 11 / 57

Wirkung von IL-2-Dosen auf NK-&nliche MV-Zellen / 68

Zytotoxizit& gegen Yac-1 von verschiedenen MV-Zellproben / 75

Freisetzung von TNF aus MV-Zellen nach Stimulierung durch
Tumorzellen / 79

Freisetzung von IL-1 aus MV-Zellen nach Stimulierung durch
Tumorzellen / 80

Freisetzung von IL-6 aus MV-Zellen bei Aktivierung mit IL-2 und Yac-
1/81

Freisetzung von IL-10 aus MV-Zellen / 83

Freisetzung von IFN-y aus MV-Zellen / 84

Zytokin-Freisetzung aus MV-Zellen nach Aktivierung durch PMA und
lonomycin / 85

Freisetzung von GM-CSF oder IL-3 aus den stimulierten MV-Zellen / 87

*A

*1

%2

*3

&4

%5

* 6

*7

*8

*9

* 10

* 11

* 12

* 13

VI
FRIEEX
NK 40 it 7= A ey 4 j I F (3038 %k B it /110

IL-2 ##E, T F# Percoll 4% 2 & /)N B8 8 28 ff %T
YAC-1 fFJ& 48 R o < A7 & £ 151

Percoll EEMER | WA B LB EFHAEMER /52
Percoll 55 & ¥ Z i || #0448 B S e 28 J 4L 7%, | 56

Percoll XE#ER I HEN 2B EFHNKEES
M E /57

IL-2 8957 & 2t il NK 89 B % 20 B T R B9 1E 7 1 68
T B B v 4 BT AR & xF YAC-1 B R 7 E 1 175

16 JF BE I 20 BRI SR )5, BV 4m L RT AR 2T TNF BB 2k 179

16 7 by 2B B R JE, B g B RT AR A IL-1 B9k 180

EH IL-2 5 Yac-1 B, B o 20 At IL-6 Bk /81

B v 20 oAk 1t IL-10 B9k /183

E v 4 B R0 AR 3T IFN-y B9 FE 3k 184
ZPMA. BTEEENE, B4 ekt E T e BK /85

R B B B v 2 B BT AR % GM-CSF =% IL-3 e B % /87



Tab. 14

Tab. 15a

Tab. 15b

Tab. 16

Tabellenverzeichnis / 4% H 3% IX

Produktion von M-CSF durch MV-Zellen / 88
Kurzfassung der Zytokin-Freisetzung aus NK-aktiven MV-Zellen / 90
Kurzfassung der Zytokin-Freisetzung aus NK-inaktiven MV-Zellen / 90

Vergleich der Eigenschaften von MV-Zellen mit denen von NK/LAK
Zellen /103

k14 B EE4 R R T 4B M-CSF/ 88
% 15a CEA NK &M B B v 40 B a4 < 40 B B T e B 3k 190
% 150 T E A NK 7B B 4 20 j BT At 28 B F B9 5 190

*16 WERES MBS NK/ILAK 21 f B4 4 1103



Ak
AP
BSA
°C
cDNA
CFU
Ci
Con A
cpm
SlCr
CSF
DAB
DEPC
dest.
DIG
DMF
EDTA

ELISA

FACS
FITC

FKS

AbkUrzungsverzeichnis / 45WiEH F

ABKURZUNGSVERZEICHNIS
Antik&per

alkalische Phosphatase

Bovines Serum-Albumin

Grad Celsius

komplementé&e Desoxyribonukleins&ure
Koloniebildende-Einheiten, engl. colony forming units
Curie

Concanavalin A

Zerfdle pro Minute, engl. counts per minute
Chrom-51 (Natriumchromat)
Kolonie-stimulierende-Faktor
3,3’-Diaminobenzidin-Tretrahydrochlorid
Diethylpyrocarbonat

destilliert

Digoxigenin

N, N-Dimethylformamid

Ethylendiamintetraacetat

Enzymgebundener Immunoassay, engl. Enzyme-linked

immunosorbent assay

Durchflusszytometer, engl. Fluorescence activated cell sorter

Flurescein-isothiocyanate
F&ales K&berserum

Erdbeschleunigung, engl. Gravity

Ak
AP
BSA
°C
cDNA
CFU
Ci
Con A
cpm
51Cr
CSF
DAB
DEPC
dest.
DIG
DMF
EDTA

ELISA

FACS
FITC

FKS

grmgiE H
Ptk
BV B Bl
FhiFa%Aa
BIRA
LAMNLAAZAELER (R85 mMRNA Z4he9 DNA 4)
% EA R4z, 3L colony forming units
JEE (A& B E42)
NeFxaA (—RimdtE L, fiRstr2sy)
Hp%bit 4L, ¥ counts per minute
#-51 (BbER4m, & AT NK @y A 15 &%)
% F R ETF, 3 colony-stimulating factor
3,3 -ZRABER B B (AN AEE ) R A)
BB — OB (—APHE4F 5t RNA BRAY AL 4041 7))
AAgiLny
wEmF (RRRHG ST, &R THRBRIRA R
NN-ZF A PRI (AL 5 KA S B HUEFRIE)
LWL E (RE-MEEBTLELOELETD
BeSR %% A 52, 353 : Enzyme-linked Immuno-
sorbent assay
A e, 3=L: fluorescence activated cell sorter

FRABR T A E (R TR R LRI
A

=

i

s
771

Z I gravity



GM-CSF

Hepes
hr

IFN

IL
IL-2R
lon.
KM
LAK
LGL
LU
L-Zellen
M

mAK
M-CSF
2-ME
mg
Min

ml

mM
MRNA

MTT

AbkUrzungsverzeichnis / 45WiEH F

Granulozyten/Makrophagen CSF
Stunde, engl. hour
N-[2-Hydroxyethyl] piperazin-N’-[2-Ethansulfons&ure]
human rekombinant

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Interleukin-2 Rezeptor
lonomycin

Knochenmark
Lymphokin-aktivierte Killer
grof® granul&e Lymphozyten, engl. Large granular lymphocytes
lytische Einheiten
L929-Fibroblastenzellen

Molar

monoklonaler Antik&rper
Makrophagen CSF
2-Mercaptoethanol

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar
Messenger-Ribonukleinséure

3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl-tetrazolium Bromide

GM-CSF
h

Hepes

hr

IFN

IL
IL-2R
lon.
KM
LAK
LGL
LU

L-Zellen

mAK
M-CSF
2-ME
mg
Min

ml

mM
MRNA

MTT

A2 2w fie- Bk 2w e SR TR ORISR T

JNEF, 3 S: hour

Xl

N-[2-2 T 4] FoB-N-[2-CAEEL] (—F & 42k o 7))

AT
F#HE
kIR E B

b mpAE

b mpA-E-2 Tk
BYTEE

A

2

Ha

AR E T ER G 8B

KB AMRE MR, 3L large granular lymphocytes

ZmE4z (lytic unit)

L929 /)~ F Ak 4F 4t 4m L 4k

R (RBRLF ik mol/L)
¥ Ul Futk

B tmfn e A R% AT (X 4%: CSF-1)
2-F A OB (tmibiE AR ANAER)

G

&

2 (PLHMAEEFEH: mL)

b

P>

G

Z &% (mmol/L)

1218 M HE B (messenger ribonucleic acid)

3-[4,5-=F F ke -2]-25- — K F-vg fekih B (FARE

A

=3
—

LEmbP N EETAHRE)



MV
Mg
NBT
NK
PBS
PMA
PMN
POD
RT
SDS
Sek.
spez.
SR
Stdn.
TBS
TCR
TE
TMS
TNF

Tris

Upm

VM

AbkUrzungsverzeichnis / 45WiEH F

Makrophagen-Vorl&ufer

Makrophagen

Nitroblau tetrazolium Salz

nattrliche "Killer"

Phosphat gepufferte Kochsalzl&ung, engl. phosphate buffered saline
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate
polymorphkernige neutrophile Leukozyten
Peroxidase

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate
Sekunde

spezifisch

spontane Freisetzung, engl. spontaneous release
Stunden

Tris-Puffer-Salzl&ung

T-Zell-Rezeptor

Tris-EDTA

Tris-Magnesium-Salzl&ung
Tumornekrosefaktor
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan

Einheit, engl. unit

Umdrehungen pro Minute

Vollmedium

MV
Mg
NBT
NK
PBS
PMA
PMN
POD
RT
SDS
Sek.
spez.
SR
Stdn.
TBS
TCR
TE
TMS
TNF

Tris

Upm

VM

Xl
E " AT K 4w i
E v 4m it
RAEwekk (A TSRS S LR AEE)
B RAEmie (natural Killer)
AhER 3k 4% oF 3R 3% phosphate buffered saline
Wik BE 12-1 23888 13-C 8 Bs (W AR: BhikEg)
% A% A e (polymorphonuclear neutrophils)
T A s

P

[E

£

+ = B4, 3L: sodium dodecyl sulfate

#

5

B R #EA, 3FL: spontaneous release

AN

ZRFAAL TS F L KER (tris buffered saline)
T @mfas# (T cell receptor)

Tris-EDTA (=57 A R & Tt + EDTA 694 0¥ i)
Tris-4£- 2 K g% (tris magnesium saline)

it & R & ] F (tumor necrosis factor)
ZHRFEALTR (—F T4 pH AL £ E64)
¥45, FL: unit

54

A¥RIR



1. Einleitung / 1. % & -1-

1.EINLEITUNG

1.1. NK-Zellen und Makrophagen-Vorl&ufer

Vor 20 Jahren entdeckten mehrere Gruppen von Wissenschaftlern wébrend ihren Studien
der Zell-vermittelten-Zytotoxizit& zufdlig die natirlichen Killerzellen [Rosenberg et al.
1972; Takasugi et al. 1973]. Die Forscher winschten, eine spezifische zytotoxische
Aktivit& von Zellen aus Tumor-tragenden Patienten gegen autologe Tumorzellen oder
gegen allogene Tumoren des &nnlichen oder gleichen histologischen Typs zu finden, und
fanden eine Zytotoxizit& von "Lymphozyten" aus normalen Individuen. Diese Art
zytotoxischer Aktivit& unterscheidet sich von der Aktivitd zytotoxischer T-
Lymphozyten durch folgende Eigenschaften: (i) Sie zeigt keine MHC-Restriktion
[Kiessling et al. 1975]; (ii) Sie scheint nicht von der Antigenen Sensibilisierung abh&ngig
zu sein und zeigt keine spezifische "secondary memory™ Antwort [Herberman et al. 1975].
Diese zytotoxischen Zellen k&nen spontan die fir diese Form der Zytotoxizit&
empfindlichen, sogenannten NK-Zielzellen, wie z.B. syngene, allogene, und xenogene
Tumorzellen (Leukemiezellen, Karzinomzellen und andere Typen [Herberman & Holden
1978]), Virus-infizierte Zellen (z.B. Herpes und Influenza Virus [Biron & Welsh 1982]),
und sogar manche Mikroorganismen [Nencioni et al. 1983; Morgan et al. 1984] zerst&ren.
Deshalb wurde diese spontane zytotoxische Aktivit& "Natural Killing"-Aktivit& genannt
und die daflr verantwortlichen Effektor-Zellen als NK-Zellen bezeichnet. Gleich nach
ihrer Entdeckung zeigten funktionelle Experimente im in vivo Modell, dass NK-Zellen
bei der nattrlichen Resistenz gegen Tumoren und Infektions-krankheiten eine wichtige
Rolle spielen [Baldwin et al. 1976; Herberman & Holden 1978; und Hanna et al. 1980,
1981].

Zahlreiche Forschungen tber NK-Zellen, haupts&hlich tber ihre ldentit&, Ursprung und
Zugehd&igkeit, wurden in erstem Jahrzehnt nach ihrer Entdeckung gemacht. Obwohl man
damals nicht in der Lage war, reine NK-Zellen zu isolieren, sind folgende Eigenschaften
von den Zellen, die NK-Aktivit& ausibten, Ubereinstimmend festgestellt worden: (i) NK-

1L 4 #

1.1 NK 45 EwRMRE &

20 AT, HAGFRE AR B A RAT 5 0 I 509 A A5 E PR IS AR
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Aktivitd wird von Zellen mit LGL ("large granular lymphocytes™) Morphologie
vermittelt; (ii) NK-Effektorzellen sind nicht adh&ente und nicht phagozytierende Zellen,
die im peripheren Blut und in der Milz am h&ufigsten zu finden sind; (iii) Den NK-
Effektorzellen fehlen typische Eigenschaften und Oberfl&henmarker von klassischen
Makrophagen, Granulozyten, B-Zellen oder T-Zellen [Ubersicht von Ortaldo &
Herberman 1984; Tutt et al. 1986]. Dank der Herstellung von spezifischen monoklonalen
Antik&pern gegen NK-Zellen und der Anwendung von rekombinanten Faktoren in der
Zellkultur, wurden ab 1986 die Methoden fir Isolierung, Kultur und Analyse der NK-
Zellen wesentlich verbessert und die Gewinnung von NK-Zellen mit hohem
Reinheitsgrad ermdglicht [Hackett et al. 1986]. 1988 wurde von Fitzgerald-Bocarsly et al.
die erste genauere Definition der NK-Zellen publiziert [Fitzgerald-Bocarsly et al. 1988].

Es wurde beschrieben, dass NK-Zellen CD3™~, TCR™ grof% granul&e Lymphozyten sind
und dass sie bestimmte Marker (beim Menschen CD16 sowie NKH-1 und bei der Maus
NK-1.1 oder NK-2.1) auf der Oberfl&he exprimieren. NK-Zellen brauchen fir ihre
zytolytischen Reaktionen nicht die Exprimierung von MHC Kilasse | oder 1| MolekUen.
Dies ist ein deutlicher Unterschied zwischen NK-Zellen und T-Zellen, dennoch hat es die
Zugehd&igkeit der NK-Zellen nicht ausreichend gekl&t.

Durch ein Transplantationsexperiment von Haller et al. 1977 ist festgestellt worden, dass
die Vorl&fer der NK-Zellen aus dem Knochenmark kommen [Haller et al. 1977]. 10
Jahre sp&er konnte durch in vitro Untersuchungen gezeigt werden, dass IL-2 der
essentielle Faktor ist, der die Entwicklung dieser Knochenmark-Vorl&ufer von NK-
inaktiver Form zu NK-aktiven Effektor-Zellen stimuliert [Koo et al. 1986; Pollack et al.

1987; und Lotzova et al. 1987]. Im Maussystem fanden Hackett et al., dass die

Knochenmark-Vorl&aufer fr NK-Zellen NK-1.1 Marker exprimieren [Hackett et al. 1986].

Ob diese Vorl&fer einen unabh&ngigen Zelltyp repr&entieren oder ob sie zu einem

bereits bekannten Zelltyp geh&ren, ist bis heute unklar.

1979 erschien die erste Verdfentlichung, die tber die Gemeinsamkeiten zwischen NK-

Zellen und Promonozyten, auch Makrophagen-Vorl&fer genannt, berichtet [Lohmann-

ik:@© NK &2 8 & KBk & i (large granular lymphocytes, LGL)
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FE 5P 5 AR RE P SR AR KL B) NK B 0 bk 2 JL A1 649 % HL B o 4 il
tmia, B maRA T mer LA IEL Rk @ins4 [Ortaldo 5
Herberman #94z:i£, 1984 5F; Tutt %, 1986 “F] . V32 T i NK afined4f
FHRESFERARGAE S S THRTAMBIERTOLN, A 1986 F4, o
&L ERAH NK @Ay 7 kA TIRAKRKE, RIFRBRAKSHLEN
NK i sk 7 T #% [ Hackett %, 19861 . 1988 “F, Fitzgerald-Bocarsly % &
£ T HAAE NK mfa s #4449 2 L [Fitzgerald-Bocarsly 4, 1988 4] .
tenFEikiE: NK @2 CD3-. TCR & Kbtk e tmftn, CNEmAe & &
kAR ARES (EAN NK @fn R CD16 A NKH-1, M2 &89 NK
mps EH NK-1.1 & NK-2.1) o NK @fe e €M E R mp ey R b RE &
MHC (£ &ALAEME LK) | ER 1 £5FkE, XL NK@ES
T ez A e — ANFwieh £ 7, 12 biiRaf NK @069 & %A 1 R 549
FIE=2R

i1 Haller % & 1977 a9 A AR 104652« NK waJa sy A4k & & B8
[Haller %, 1977 1 . 10 25, @AM ERGARTRBET: am
faA~%-2 (Interleukin-2, 1L-2) & #4269 B, & kK 25 5 AT R 0 B Ak
F NK &EWe9H XA FAHAA NK Eheymmie [Koo %, 1986 4 ;
Pollack %, 1987 f; % Lotzova %, 1987 51 . &R &%+, Hackett
FAI: NK miety Fii ATtk mie & ik NK-1.1 #7&4 [Hackett %, 1986
] .. AEIRA MR E -z eimio XA, RFERAECNET—
Heiaymin kA, ABASRNAFE.

1979 B AT AR ARG LFE, WLME T X TANK @57
A 4mfe. (promonocytes, H.ARA E & mpaarik) z 18 a93 @ & [ Lohmann-



1. Einleitung / 1. % & -3-

Matthes et al. 1979]. Diese Promonozyten wurden aus einer 5-t&gyigen Maus-
Knochenmark-Kultur in L-Zell konditioniertem Medium isoliert und waren nicht
adh&ente und nicht phagozytierende Zellen. Sie waren zytolytisch fUr die NK-Zielzellen
Yac-1 und sahen wie mittelgrof® Lymphozyten aus. Sie wurden als Promonozyten
identifiziert, weil sie in CSF-1 haltigem L-Zell konditioniertem Medium zu Makrophagen
ausdifferenzieren konnten. Die Autoren vermuteten, dass diese Makrophagen-
Vorléuferzellen mit den beschriebenen NK-Zellen verwandt sind oder dass es sich in
beiden Fdlen um die gleichen Zellen handeln kéinte. Diese neuartige Ansicht wurde
sp&er durch Experimente mit den aus Milz und Leber isolierten Makrophagen-Vorl&fern
unterstiizt [Baccarini et al. 1985, 1986a, 1986b; Decker et al. 1986]. Jedoch wurde die
Hypothese, dass NK-Zellen wahrscheinlich aus dem Makrophagen-system kommen, fir
lange Zeit ignoriert, weil andere Autoren zeigten, dass in der Knochenmark-Kultur nur
mit gereinigtem Makrophagen-Wachstumsfaktor CSF-1 keine NK-Aktivit& gefunden
wurde [Koo & Manyak 1986].

Von 1988 bis 1993 ist die Zahl der Publikationen aus der Forschung (ber die
Zugehdigkeit der NK-Zellen gering. Suchen nach NK-Vorl&fern im Knochenmark
wurde meistens mittels "LTBMC" ("long-term bone marrow culture™) Kultur
durchgefthrt [Van-den-Brink et al. 1990; Sitnicka & Hansson 1992; VVecchini et al. 1993].
Bei diesen langfristigen Knochenmark-Kulturen werden die gesamten Knochenmark-
Zellen zuerst ohne exogen zugefigte Faktoren fUr 4 Wochen inkubiert, danach mit IL-2
fUr weitere 3-6 Tage kultiviert. Die NK-AKktivit& taucht in der Kultur ungefé&r nach 3-
tégiger Inkubation mit IL-2 auf. Uber die Vorl&ufer-Zellen, die fir die Erzeugung der
NK-Aktivité verantwortlich sind, weif3man nur, dass sie sich von den T-Zell-Vorl&fern

unterscheiden [Lotzova et al. 1993].

1.2. IL-2 und IL-2 Rezeptor

Wie oben erwéhnt, ist IL-2 der essentielle Faktor, der in Knochenmarkzellen die NK-

Aktivita stimuliert. Diese Funktion von IL-2 wurde durch Forschungen mit Knochen-

Matthes %, 1979 #1 . XX EEmmien B A £ L-mfo X fhin bt
177 5 ReG D RERimiaiask, SRR LSRG mIe, €M
st NK #93esmie Yac-1 Arémfa 2 ffte, mEBA LEEPF K ek min
AL, A E R A AT EmIe, BN M ESH CSF-1 (Em
JLSE BARLK R T) 09 - KRR P K AR EEmiL, XLFEHIE
M X B R L ATAR S AR IR 69 NK @ e R R, &L, HiX A
RADKRIKGGTREA R — M imfe, X—# MG EERBIEN S A/
IR 5 T A 69 B 5 4m P AT AR 69 55 36 % 73 2] 7 2 4 [Baccarini %, 1985 4f,
1986 <F a, 1986 “F b; Decker %, 1986 F1 . A, & —fRiXk
MTRE R B EvE it & — R KRBT R AL ZALT , B A AL e 5T R H 458
B PAE R Gy EvR i A K B F CSF-1 69 Ffiminid o, KA NK
%% [Koo 5 Manyak, 1986 1 .

NK 28

MK 1988 £ 1993 4, R AL X T NK @itk a9 A& LF SR
Vo B RHP TR NK ATtk e K % 45 8 T K 408 88 4m 33 % (long-term
bone marrow culture, LTBMC) &3 17 [ Van-den-Brink %, 1990 % ; Sitnicka
5 Hansson, 1992 %; Vecchini %, 1993 ] . AXAKAF HamasEi
A, 2B EARERSNRFATHRRLTIERA4A, RE5 IL-
2347 3-6 Re9Edk. RAOAESHIL-23% 3 X5, NK FH AR T 20,
X TFARLAHR@IL, CMAFTZET NKER, AMR%E: €N5Tm
fe kg ar ke 48R 49 [Lotzova ¥, 1993 %1 .
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mark Zellen aus Maus, Mensch, und Ratte [Koo et al. 1986; Lotzova & Savary 1987; und
Van-den-Brink 1990] gefunden. Man betrachtet dies als eine der wichtigsten Wirkungen
von IL-2 auf das Immunsystem.

Urspringlich wurde IL-2 im Uberstand von humanen peripheren Blut-Lymphozyten, die
mit T-Zell-spezifischen Mitogenen inkubiert worden waren, entdeckt [Morgan & Ruscetti
1976]. Funktionelle und ph&notypische Daten deuteten an, dass der Faktor das Wachstum
von T-Lymphozyten f&dert [Ruscetti et al. 1977], Es stellte sich sp&er heraus, dass die
Aktivitden von folgenden Faktoren alle auf dasselbe MolekU zurickzufthren sind: (i) T-
Zellwachstumsfaktor (TCGF); (ii) Thymozyten stimulierender Faktor (TSF); (iii)
Thymozyten-Mitogenese Faktor (TMF); (iv) T-Zellen ersetzender Faktor (TRF); und (v)
Killer-Helfer Faktor (KHF). Dieses MolekU wurde nach dem zweiten internationalen
"Lymphokine Workshop" 1979 Interleukin-2 (IL-2) genannt [Aarden et al. 1979].

IL-2 ist ein aus 133 Aminosé&uren bestehendes Protein (Molmasse 15,420) und zeigt
keinerlei Sequenzverwandtschaft zu anderen Faktoren [Taniguchi et al. 1983; Kashima et
al. 1985]. Es bt seine Wirkungen durch spezifische, s&tigbare Rezeptoren aus, die an
der Oberflzhe von T-Zellen, B-Zellen, [Ubersicht von Smith 1989], NK-/LAK-Zellen
[Siegel et al. 1987], Monozyten [Wahl et al. 1987; Holter et al. 1987; Espinoza-Delgado
et al. 1990] und Neutrophilen [Djeu et al. 1993] zu finden sind. Man unterscheidet drei
verschiedene Typen von Rezeptoren, die unabh&ngig voneinander exprimiert werden
k&nnen. Der hochaffine IL-2-Rezeptor (Kq = 1011 M) ist ein Komplex aus den zwei
Proteinketten von IL-2R o (p55, im Humansystem Tac-Antigen genannt) und IL-2R f (als
p75 oder p70 bezeichnet) [Sharon et al. 1986; Teshigawara et al. 1987]. Der IL-2-

Rezeptor mittlere Affinita (Kg ~ 10-9 M) besteht nur aus der B-Kette, warend die a-

Kette einen Rezeptor niederer Affinita (Kq ~ 108 M) darstellt [Tsudo et al, 1986;

Teshigawara et al. 1987; und Robb et al. 1987]. Bei aktivierten T-Zellen erfolgt die
Stimulierung durch IL-2 nach Bindung an den hochaffinen Rezeptor [Tsudo et al. 1987].

& om Mo 3 475 0 K LA [ Koo 4, 1986 5F; Lotzova 5 Savary, 1987 4 ;
Van-den-Brink %, 1990 F1 . A HALA IL-2 S B A AR EZGY

ez —.

A, 1L-2 RAEk A AR R ik & 4m 089 B P Ak K ey, Xk
min Gt T mipt—a9h e A #itEs% [Morgan 5 Ruscetti, 1976
FY . HREEARGERRELT: INEATHTHEMRGEKRTE R
[Ruscetti %, 1977 5 1. B &iE¥, AT B T4 EF 1A H TR —#5F,
eMA: O T @t kBT (TCGF) ; @ Mm% BT (TSF) ;
® Mpgmiah 252 AF (TMF) ; @ T@ief#RB T (TRF) ; £480
Fmpassn BT (KHF) o X494 1979 5 3769 % — A B IR Hhe
B 54 (Lymphokine Workshop) Z &, ¥A Interleukin-2 (IL-2, #%m
Masr&-2) &% [Aarden %, 1979 #] .
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%, 1987 1. Ehmmie [Wahl %, 1987 4 ; Holter %, 1987 4 ; Espinoza-
Delgado %, 1990 51 A& 4t [Djeu %, 1993 )] 9k &. A
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Bei NK-Zellen hingegen wurde eine Signaltransduktion durch Bindung allein an die -
Untereinheit beobachtet, wobei NK-Zellen in Abwesenheit von Tac-Antigen (a-
Untereinheit) auf IL-2 reagierten und zytolytisch wurden [Siegel et al. 1987; Tsudo et al.
1987]. Der Mechanismus, wie die Signaltransduktion bei der Aktivierung durch IL-2
erfolgt, ist unklar. Es wird allgemein angenommen, dass der Phosphorylierungszustand
des Rezeptors eine wesentliche Rolle spielt [Sharon et al. 1989].

Baccarini et al. berichteten 1989, dass der p75 IL-2 Rezeptor ebenfalls auf murinen
Makrophagen-Vorl&ifer aus dem Knochenmark vorliegt [Baccarini et al. 1989]. Ahnlich
wie bei NK-Zellen und bei den nicht aktivierten Monozyten und Neutrophilen ist nur die
IL-2R B-Untereinheit (p75) an der Oberfl&he dieser murinen Promonozyten zu finden.

Seit einiger Zeit ist es bekannt, dass IL-2 auf%r seiner lange bekannter Wirkung auf das
Wachstum der T-Zellen noch mehrere andere Effekte auf verschiedene Zellen des
Immunsystems hat, wie z.B. (i) Es aktiviert die Tumor-abt&ende Zytotoxizit& und das
Wachstum der NK/LAK-Zellen [Herbermann et al. 1987]; (ii) Es erh&nt die Proliferation
der B-Zellen und ihre Produktion von Immuno-globulin [Ceuppens et al. 1985]; (iii) Es
stimuliert Monozyten (im Mensch) zur Steigerung ihrer Zytotoxizit& [Malkovsky et al.
1987] und zur Freisetzung von IL-6 [Musso et al. 1992]; (iv) Es moduliert die Freisetzung
von Histamin aus aktivierten Basophilen [White et al. 1992]. Deshalb gilt IL-2 nicht mehr

als ein spezifischer Faktor, der nur auf Lymphozyten wirkt.

1.3. LAK-Zellen und ihre Beziehung zu NK-Zellen

1982 beobachteten Grimm et al. bei in vitro Kultur von humanen peripheren Blut-
Lymphozyten mit I1L-2-haltigen Ubersténden eine friner nicht beschriebene zytotoxische
Aktivitd, néanlich LAK (Lymphokin-aktivierte Killer) -Aktivitd. LAK-Aktivit&
unterscheidet sich von NK-Aktivité dadurch, dass sie sowohl NK-empfindliche als auch
NK-resistente Tumor-Zellen lysiert [Grimm et al. 1982]. Dieser Befund hat sofort grof3®

Z & [Tsudo %, 1987 1 . & NK mje 7 @ WAn R, —Fbiit#phsss
B ILFAze9fE 5 FAAMED], ALY, NK@BLAEL Tac /& (o &
A5 BEMHFRLTA IL-2 R 8 fmEEH T ML Siegel %, 1987 5F;
Tsudo %, 1987 5F1 . A T2 54 FhfTi@id IL-2 89 F R TR
FRFH, LRBTHAEERL: THBBRLGREALR T XHERNER
[Sharon %, 1989 %1 .

Baccarini % /£ 1989 “F4kif : p75IL-2 X kL A& T DR BHE %m0
Arthay & @ [Baccarini %, 1989 1 . 5 NK @fi, EENG L@t
kAR L, RA IL-2 £4keg B B¥E4E (p75) iR ) RART M
m 6 Fom AL K o

—BEE R, AL %ait: hTFCaiksmegst T mid L KagE
RZS, L2 TH SR TRARGT AR ML Loy LS, #lde:
© ©HEF I IE 6 Fo A5 AR NKILAK 48 16 69 £ K[ Herbermann %,
198755 1;@ TR & B My iA B 0t Lk K& & 49 4] [ Ceuppens
%, 1985 F1 ; @ ChHEmmi (AHF) =24 545F 4 [Malkovsky
%, 1987 571, JFHAFHCH IL-6 [Musso %, 1992 571 ; @ AT Ei
89 sk s AR ke [White 5, 1992 571 o Bk, IL-2 RAE#
AEA—F AR THRE@LGHFFERET.
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Aufmerksamkeit erregt, weil er Hoffnungen auf eine neue Tumor-Therapie geweckt hat.
Einige Forschungsgruppen begannen sofort, mit den in vitro kultivierten LAK-Zellen im
Tierversuchsmodell zu experimentieren [Rosenstein et al. 1984; Mule et al. 1984; und
Lafreniere & Rosenberg 1985]. IL-2 ist wiederum als der entscheidende Faktor best&igt
worden, der die LAK-Aktivit& induziert [Rosenberg et al. 1984]. Von Yang et al. wurde
sp&er genauer beschrieben, dass eine effektive in vitro Kultur fUr die Generation der
LAK-Aktivit& hohe IL-2-Konzentrationen (1000 U/ml) bendigt und die Kultur
normalerweise von 72 bis 96 Stunden dauert [Yang et al. 1986].

In den ersten Jahren nach der Entdeckung des LAK-Ph&omens waren die Meinungen
(ber die Vorlaufer-Zellen fir LAK-AKktivit& unvereinbar [Grimm et al. 1982, 1983; Karre
et al. 1983; und Rosenstein et al. 1984], Der Grund dafir ist, dass die damaligen Kulturen
nie einen hohen Reinheitsgrad erreichten. Erst nach der Anwendung der positiven
Sortierungstechnik stimmten die Untersuchungsergebnisse aus Maus [Salup et al. 1987],
Mensch [Morris et al. 1989], und Ratte [Maghazachi et al. 1988; Vujanovic et al 1989]
darin Uberein, dass die Zellen, die unter dem Einfluss von IL-2 LAK-Aktivit& entwickeln,
NK-Zellen sind. Mit anderen Worten: Die meisten LAK-Effektoren sind die von IL-2
aktivierten NK-Zellen. Die Hauptmerkmale dieser LAK-Effektoren sind: (i) Sie
exprimieren keine T-Zell-Marker, wie CD3 und CDS8; (ii) Sie vermitteln eine MHC-
unabh&ngige Zytotoxizité& gegen sowohl NK-empfindliche als auch NK-resistente
Tumor-Zellen [Fitzgerald-Bocarsly et al. 1988].

Bei den Untersuchungen mit Knochenmark-Kulturen beweisen (bereinstimmende
Ergebnisse, dass NK-Aktivit& und LAK-AKktivit& von denselben, nicht zytotoxischen
Knochenmark-Vorl&uferzellen durch IL-2 Stimulation generiert werden, obwohl die
beiden Aktivit&en nach unterschiedlichen Zeiten nachgewiesen wurden. LAK-Aktivit&
taucht in der Kultur etwas spder (~3 Tage) auf als NK-Aktivit& [Sarneva et al. 1989;
Keever et al. 1990; Sitnicka & Hansson 1992]. Diese Ergebnisse haben auf der
Knochenmark-Vorl&fer Ebene die Beziehung zwischen NK-Zellen und LAK-Zellen als

zwei Differenzierungs-zustande best&igt.

A 98 2m R AT AR L Grimm %, 1982 ] IA KRB BAL TR KB X E,
B) A AL T — A 8936 77 I I 69 A B o JUASHT 50 ) TN 2 B T 46 4% A AR ST
R LAK @it sh 4ot 5 AR A L sk 3 [Rosenstein %, 1984 4 ; Mule
%, 1984 4; A Lafreniere 5 Rosenberg, 1985 1 . IL-2 XA%IE%E K5
¥ LAK #Fagk 2% BT [Rosenberg %, 1984 £1 . Yang 5 k&%
ARG RO E A LAK SERRINE R E 25 KA A IL-2 (1000
UmL) , 58 %E %72 £ 96 8+ [Yang %, 1986 1 .
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1.4. Mechanismus der NK/LAK Zytotoxizitét und das Membranloch-bildende
Perforin

Obwohl NK/LAK-Zellen sich deutlich von den zytotoxischen T-Zellen Unterscheiden,
weil sie keine typischen Oberfl&henmarker fUr die zytotoxischen T-Zellen, wie z.B. CD3
und CDS8, tragen und sie unabh&ngig von der Exprimierung des MHC MolekUs
zytolytische Aktivita haben, haben sie auf der anderen  Seite mit zytotoxischen T-Zellen
etwas gemeinsam, n&mlich in den Zytoplasmen beider Typen von Zellen ist das lytische
Protein, das sogenannte Perforin, zu finden, welches normalerweise nicht bei anderen
Zellen, wie z.B. Monozyten-Makrophagen, Granulozyten, B-Zellen und T-Helfer-Zellen
zu beobachten ist [Masson & Tschopp 1985; Podack et al. 1985 a und b; Young et al.
1986; Liu et al. 1986; und Lowrey et al. 1988].

Die ersten Berichte Uber Perforin erschienen 1984, als einige Forschungsgruppen sich fir
die zytoplasmatischen Granula aus zytotoxischen T-Zellen und LGL-Zellen interessierten
[Millard et al. 1984; Henkart et al, 1984; Podack et al. 1984; und Blumenthal et al. 1984].
Die Forscher fanden, dass diese aus zytotoxischen Zellen isolierten Granula allein
Membranen durchl&sig machen k&wnen. Daher haben die Forscher die lytische

Komponente in den Granula nach der Funktion unterschiedlich als "cytolin", "pore
forming protein”, oder "C9-related protein" genannt. Ein Jahr sp&er einigte man sich auf
den Namen "Perforin™ [Podack et al. 1985a]. Bei zahlreichen biochemischen Arbeiten ist
gefunden worden, dass Perforin ein Protein ist, das aus 534 Aminosé&uen besteht und nur
in zytotoxischen Granula existiert. Zusammen mit anderen Enzymen in Granula spielt
Perforin bei dem Abtden der Zielzellen durch zytotoxische Effektor-Zellen eine

wesentliche Rolle [Tschopp & Nabholz 1990; Young et al. 1990].

Anders als Lymphotoxin und TNF, deren zytotoxische Funktion nur eine von ihren
pleiotropischen Aktivitden repr&entiert, ist Perforin ein Protein mit einer einzigen
Funktion: die Membran der Zielzellen zu lysieren und zum Zelltot zu fihren [Podack et

al. 1991]. Die Lyse, die mit Perforin assoziiert ist, bedingt die Anwesenheit von Kalzium.

14 NK/ILAK RMAEMHNBESRERILNFLE
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In Gegenwart von Kalzium (~1mM) kann Perforin an der Membran der Zielzellen
erfolgreich polymerisieren, und dann die Zielzellen lysieren. Jedes fertige Perforin-
Polymer, auch als Polyperforin bezeichnet, besteht aus 12-18 Monomeren und befindet
sich in der Ziel-Membran als ein geschlossener Zylinder von 16nm L&nge und einem
Durchmesser von 5-20nm [Tschopp & Nabholz 1990].

Alle CD8 positiven CTL-Zellinien und alle NK-Zellpopulationen (einschliefdich LAK-
Zellen) enthalten Perforin [Podack et al. 1991]. In den wenig Perforin exprimierenden,

frisch isolierten CD8% T-Zellen aus human peripherem Blut wurde die Menge von
Perforin-mRNA nach IL-2 Aktivierung rasch erhént [Lichtenheld et al. 1988; Smyth et
al. 1990a]. IL-2 allein reicht aus, hohes Niveau von Perforin-mRNA zu induzieren. Die
Aktivierung erfolgt tUber den p75 IL-2R. Dieser Vorgang ist unabh&ngig von dem
Vorhandensein des T-Zell-Rezeptors [Liu et al. 1989; Smyth et al. 1990a]. Interessant
aber noch unverstandlich ist, dass die IL-2-induzierte Perforin Erhéwng durch IL-6
verstékt werden kann, obwohl IL-6 allein vdlig ineffektiv ist [Smyth et al. 1990b].

Perforin scheint nicht in B-Zellen und Monozyten induzierbar zu sein [Podack et al. 1991].

1.5. Regulatorische Funktion der NK-Zellen

NK-Zellen sind wichtige immunregulatorische Zellen, weil sie fénig sind, eine Menge
von Zytokinen freizusetzen. Obwohl die Forscher bereits in frtheren Studien (ber NK-
Zellen (1981-1983) beobachteten, dass mehrere Typen von Lymphokinen, wie z.B. alpha
und gamma IFN, IL-1, IL-2, Lymphotoxin (LT), Kolonie-stimulierende Faktoren, und B-
Zell Wachstums-Faktor, in Uberstznden der NK-Zellkultur zu finden waren [Ubersicht
von Ortaldo & Herberman 1984], konnten sie nicht ausschlief®n, dass die die NK-
Zellkultur kontaminierenden Zellen, z.B. T-Lymphozyten, fUr die Freisetzung der
Zytokine verantwortlich waren. Ab 1986, als die Gewinnung von hoch gereinigten NK-
Zellpopulationen und eine spezifische Stimulierung der NK-Zellen (z.B. mit spezifischem

A8 RIEE RAR A B . A5 (~1mmol/L) A& FILT,
LA e Efemin ey iE L R e, REHEMemt. HFAT R8T L
ARAK (LHARHSZRFIE) b 12-18 N ERM R, HFA—AHH

MM GEETREY, AKEN 16 Kk, A#%H 5-20 Ak [Tschopp 5
Nabholz, 1990 ££] .
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Ligand) md&ylich waren, ist die Fé&igkeit von NK-Zellen, Zytokine zu produzieren, in
verschiedenen Laboren best&igt worden [Ubersicht von Trinchieri 1989].

Sowohl frisch isolierte als auch kultivierte NK-Zellen kéhnen entweder spontan oder nach
Stimulation eine Reihe von Zytokinen synthetisieren, die in der Tabelle “Zytokin-
Produktion von NK-Zellen" (siehe Tab. A auf Seite 10) mit Daten aus verschiedenen
Laboren zusammengestellt wurden. Die Unter-suchungen zur Féigkeit der NK-Zellen
Zytokine zu produzieren wurden entweder mittels Northern-Blot Analyse oder
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) auf Messenger-RNA Ebene oder mittels
Aktivitastest oder Immuno-pré&ipitation auf Protein Ebene durchgefihrt. Zur
Aktivierung der NK-Zellen wurden hé&ufig folgende Stimulatoren benutzt: NK-
Targetzellen, CD16 FcR Ligand (z.B. Sepharose verbundene anti-CD16 Antik&per oder
Immun-komplexe, wie die mit 1gG Antik&per bedeckten Erythrozyten oder Zielzellen),
IL-2, IFN-y, und Phorbolester/Kalzium lonophor. Eine Kombination aus zwei
Stimulatoren wurde h&ufig verwendet, weil sie deutlich effektiver wirkt als ein einziger
Faktor. Im Humansystem zeigte sich z.B. die Kombination von CD16 Ligand mit IL-2
sehr wirksam, denn unter dieser Stimulationsbedingung konnte innerhalb von 2 Stunden
aktive Synthese von Messenger-RNA fir TNF, IFN-y, GM-CSF und CSF-1 in NK-Zellen
nachgewiesen werden. Dagegen hatte der CD16 Ligand allein fast gar keine Wirkung,
und IL-2 allein bewirkt nur eine schwache Induktion von GM-CSF mRNA [Cuturi et al.
1989]. In den Experimenten mit NK-Targetzellen allein oder plus IFN-y als Aktivator
wurde deutlich hchere TNF-Freisetzung bei der Kombination beobachtet [Peter et al.
1986]. Der Mechanismus der synergistischen Wirkung von zwei Stimulatoren ist noch
nicht gekl&t.

W) B AT TAE, NKgmfe = A e E Tk ) ERE O RBEF R TIE
52 [ Trinchieri#9 428, 19894]) .

A RHEN BT AZRG NK @8, #AEBREZ A Kb, AAL
MARZ G AR —F P mIa AT, X ANK M0 = £ emieR T & (L
%10 ek A) AR A RB SRR EORBETILE, A7 NK @it = 4
m i B T 69 it /) 2 245 80T Northern ¥ 3 42 57 ik S 2 R S B4k X R
* (PCR) £ mRNA E&, 28T EWRANERALZLRNEEERS
B @RI, BT E NK ma, % B kli#dhdT: NK fewmii,
CD16 Fc % theyfetk (e 5w ls#45 & 6940 CD16 #9dntk, R Lk L
Sdh—AE A 1gG RAR QA AT o tm i R F e mfe) o IL-2. IFN-y, &4
# B5 (Phorbolester) %5 & T #H ik, AR RGBS EFTHEA,
REMPA LI ENRF 2 H K. e, EAIKRE %Y 27 CDI6 Bk S
IL-2 9 AdEF A2, BAAZARREST, 2 e AFAEE NK 228
&AM 2 & 3569 TNF. IFN-y. GM-CSF 5 CSF-1 442 RNA 94 5%k. 5%
AR, #—&y CD16 e9Bk/LFERMER, m¥ER IL-2 B3 K —#iki589
3 GM-CSF 434 RNA #i% % [Cuturi %, 1989 41 . /&% k{% Al NK f2
AR B e L IFN-y 1 FAa9 L3 F, IR £ 569 TNF 695 s
A9 1 LT AR 2] [Peter %, 1986 41 o AP Rl b B 20 49 HLIZ i A

1751 R AE
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Tab. A Zytokin-Produktion von NK-Zellen FA NKAMFEEWERET
(Daten aus der Literatur) . .
(F 8 & B k)
Stimulator synthetisiertes Zytokin MRNA * Protein* .
R ¥ SR b ma R T MRNA* EaRt
Keine IL-1-B 1
x -1-
IL-6 1 IL-1-B 1
IL-6 1
NK-Targetzellen IL-1 2
TNF (niedrig) 3 NK-¥e.2m f IL-1 2
NK-Targetzellen + IFN-y TNF (hoch) 3 TNF (i) 8
NK-¥z 4@ fo.+IFN- TNF (&) 3
IL-2 GM-CSF (niedrig) 5 5 fesmiHPN-y "
IL-2 GM-CSF (f%) 5 5
IL-6 1
- IL-6 1
IL-2+CD16 Fc R Ligand CSF-1 45,6 6 —
IL-2+CD16 Fc stk hy CSF-1 456 6
G-CSF 6 6 Bk
G-CSF 6 6
GM-CSF 456 5,6
GM-CSF 45,6 5,6
IFN-y 45,6 5,6
IFN-y 45,6 5,6
TNF 456 56 TNF 45,6 5,6
IL-2+Immunkomplex IFN-y 5 L2+ %95 5 A4 IFN-y 5
TNF > TNF >
Phorbol Dibutyrate und / oder GM-CSF 45 5 e
Kalzium lonophore A23187 %;}ﬁ%"j—%ﬁaiﬁ/ﬂ GM-CSF 45 °
IL-3 4,5 5 3 F#H4Kk A23187 IL-3 45
TNF 4,5 TNF 45

1. Vitolo et al. 1993
2. Herman et al. 1986
3. Peters et al. 1986
4. Anegon et al. 1988
5. Cuturi et al. 1989
6. Saito et al. 1993

o 0 wh e

Vitolo %, 1993

Herman %, 1986

Peters %, 1986

Anegon %, 1988

Cuturi %, 1989 %
Saito%¥, 19934




1. Einleitung / 1. %% i -11-

1.6. Ziel der Arbeit 16 AITENBEFR

1.  Es sollte versucht werden, Bedingungen fUr prim&e Knochenmark-Kulturen zu 1 KTk 5 ks 6 B R s gk A, AR 6005 A T
BT R RE P 69 NK ATH @i AR 95 38 78, o AR 45 K B R 9 A NK
EHOR ML, HRle, SXRATRm ALY A K BT AR .

etablieren, unter denen die im Knochenmark vorliegenden Vorl&ufer fr NK-Zellen
sowohl proliferieren als auch sich zu NK-aktiven Effektoren entwickeln k&nnen.
Dabei sollte der Wachstumsfaktor fUr diese Vorl&ufer-Zellen definiert werden.

2. Eine Isolierungsmethode sollte etabliert werden, mit der die aus dem Knochenmark 2. ATAEHEES &k, A TR A R O B R

kultivierten NK-aktiven Zellen zu einem hohen Grad gereinigt werden kénen. Die At A NK B I E — N 6 Al o i NK it

isolierten NK-Zellen sollten auf morphologischer, ph&notypischer, funktioneller,
ARE. 2B, AR, ARG ER LF2) 5T 5 HE

und differenzierender Ebene untersucht und charakterisiert werden.

3. Sollten die aus Knochenmark-Kultur gewonnenen NK-aktiven Zellen mit den 3. e RAFREMIIERRAA NK EH @it s % m e k2 R —
Makrophagen-Vorl&fern identisch sein, sollte weiterhin gekl&t werden, ob diese Fompn, AT — IR 2B AL ) LAK AE 4

Zellen zu LAK-Effektoren differenzierbar sind und ob in ihren Zytoplasmen e, R, AT A Y i R b R 5 R L ILE, el
fE IX e 2m e 6 2m il “;’? 5 "

AR P 138 89 NK/LAK a9 iR AR A%

Perforin zu finden ist wie bei den beschriebenen NK/LAK-Zellen.

4.  Da IL-2 als ein sehr wichtiger stimulierender Faktor fir die NK/LAK-Aktivit&

22 BN R = 7 q b -
anerkannt wurde und der IL-2R auf murine Makrophagen-Vorl&fern aus dem 4 BT IL2 RAKKH NKILAK FHAA TR EGFKET, @L IL-2

Knochenmark vorliegt, sollte in diesem Studium die Zytotoxizit&-stimulierende WA ET PRAME LMk k&, ERATMET, IL-23H

Wirkung von IL-2 auf Makrophagen-Vorl&ufer auf funktioneller Ebene und Gen E v tm AT AR 7= A 3 A 3 b 69 RS AE A D ik B A Ae A R B @ 4T
Ebene untersucht werden. B Fo

5.  Die Frage, was fir Ahnlichkeiten und Unterschiede es zwischen Makrophagen- 5. 3Tk EHmBiiihs NK a8 Bt 2 5 £ Fp ey

Vorl&fern und NK-Zellen gibt, sollte in dieser Arbeit in den Bereichen von L AIHRAEMBOTS. A8 (REBRERKA) . 2GR, &

7 &~ = g S ~ NI

Morphologie, Phé&not Oberfl&henantigen-Profile), zytotoxischer Funktion, o .
pholog P ¢ il A, R mILR T TR A
zytotoxischem Mechanismus, und Zytokin-Produktions-Spektrum beantwortet

werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Material

2.1. Tiere
C57BL/6 Mause wurden im Alter von 6-8 Wochen aus der Zucht von Charles River,

Sulzfeld, oder von der Zentralen VVersuchstieranstalt, Hannover bezogen.

2.2. Chemikalien

fir Zellisolierung und Zellkultur

Agar (Bakteriologischer Grad) Fa. OXOID, Basingstoke L11
Concanavalin A Fa. Pharmacia, Freiburg 17-0450-01
Ficoll-Paque (steril) Fa. Pharmacia 17-0840-02
FKS (FGales K&berserum) Fa. Sigma, Deisenhofen F-7524
a-D-Glucose Fa. Serva, Heidelberg 22720

Hepes (N-2-Hydroxyethyl-

Piperazine-N’-2-ethane sulfonic

Acid. pKa. 20°C=7,55) Fa. Biomol, Hamburg 05288
Iscove’s Medium Fa. Gibco-BRL, Karlsruhe 074-02200A
2-ME (2-Mercaptoethanol) Fa. Sigma M-7154
Natrium Pyruvat Fa. Biochrom L0473
Percoll (steril) Fa. Pharmacia 17-0891-01
RPMI 1640 Fa. Gibco-BRL 074-
01800N

fir Zellfixierung, F&bung und Einbetten

Aguatex Fa. Merck, Darmstadt Art.No.8562
Bovin Serum Albumin Fa. Sigma A-3350

2. MBS
7

2.1 Y
C57BL/6 s R4 6-8 & KB+ Ak Sulzfeld 49 Charles River %357, S A
A% B P R BB M BT R A A

2.2 kit
RTmpen&L5mmpih

whe (B A) /X 8] OXOID, Basingstoke L11
nexaA 28] Pharmacia, Freiburg 17-0450-01
Ficoll-Paque (Z.#) /3] Pharmacia 17-0840-02
FKS (154 iF) /3] Sigma, Deisenhofen F-7524
o-D-# & 4% /&) Serva, Heidelberg 22720

Hepes (N-2-%C -
T H-N"-2- U BB,

20°C#9 B2 & % 44=7.55) s8] Biomol, Hamburg 05288
Iscove’s 35k ik 8] Gibco-BRL, Karlsruhe 074-02200A
2-ME (2-3 A CB%) /8] Sigma M-7154
7 BR R 2% /5] Biochrom L0473
Percoll (L) /X &) Pharmacia 17-0891-01
RPMI 1640 (354 &) /x 5] Gibco-BRL 074-01800N

ATwmeBz., & 53H
Aquatex (K3t A #) /8] Merck, Darmstadt % 5 8562
FhmiFkaka 28] Sigma A-3350




DMF (N, N-Dimethylformamid)
Ethylenglycolmonomethylether
Fast Garnet GBC

Fast Blue BB Salz

Fast Red TR

Gelatine (fUr Mikrobiologie)
Giemsa-L&sung

Glycerin

H202

Hé&mnatoxylin

Human Ig

Isopropanol

Levamisole

Mayers Hemalaun-L&ung
May-Grinwald-L&ung

NaNs

Naphthol As-D Chloracetate
Naphthol As-MX Phosphate
a-Naphtylbutyrat

Fir verschiedene Tests

Actinomycin D
Avidin-POD-Konjugat
DAB (3,3’-Diamino-Ben-
zidin-Tetrahydrochlorid)

lonomycin

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]
-2,5,-diphenyltetrazolium Bromide

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.

Fa.
Fa.

Fa.

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Serva
Merck-Schuchardt
Sigma

Sigma

Roth, Karlsruhe
Sigma

Merck

Sigma
Riedel-deHaen
Sigma

Sigma

Merck

Sigma

DAKO, Hamburg

Sigma

Sigma

Sigma
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D-4254
Art.No.859
F-6504
F-3378
F-2768
Art.N0.4070
GS-500
23175
822287
H-3136
1-4506
Art.6752
L-9756
Art.No.9249
MG-500
1687
N-0758
N-4875
Art.No.502

A-4262
P 347

D-5637
1-0634

M-2128

DMF (NNN-= % A PELiE) 2
C—BE¥ 9 Ak A
B % 42 GBC IS
B i BB # IS
2 TR mi Ak N
AR (R T edn) A
TR A
Hih A
H202 (i AL AD A

HARHr N
ARFHE G 2 3)
F A BF N 8)
Aok A4
Mayer # R & % & X H 8
TR R i A 8)
& R )
Ry AS-D AT N 8]
A AS-MX 58 3 A
o- T B g |
AT AR &91%]

HEHE D N\ 8]

4T POD Wkt E&a A4

DAB (3,3-= & 4&-

R e vg A7) A

BTEE N
MTT (3-[45-=F &-2-&=d K]
-2,5- 2R AR A v e A

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Serva
Merck-Schuchardt
Sigma

Sigma

Roth, Karlsruhe
Sigma

Merck

Sigma
Riedel-deHaen
Sigma

Sigma

Merck

Sigma

DAKO, Hamburg

Sigma
Sigma

Sigma

-13-

D-4254
%5 859
F-6504
F-3378
F-2768
%5 4070
GS-500
23175
822287
H-3136
1-4506
Art.6752
L-9756

A-4262
P 347

D-5637
1-0634

M-2128



PMA (Phorbol 12-Myristate
13-Acetate)

Rotiszint 2200 (Szintil-
lationsflUssigkeit)

Tween 20 (Polyoxyethylene-
Sorbitan-Monolaurate)

Fir molekular biologische Arbeit

Agarose (Elektrophorese Grad)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Dextran Sulfate

DIG-DNA Markierungs Kits
DIG-Nucleic Acid Detection Kits
EDTA

Ethidiumbromid

Formamide
Guanidiniumisothiocyanat
Megaprime DNA Labeling Kit
Polyvinylpyrrolidon

Lachs Sperma DNA

Sarcosyl

Tris (research grade)
Triton-X-100

Hefe tRNA

Fa. Sigma

Fa. Roth

Fa. Merck

Fa. Gibco-BRL

Fa. Sigma

Fa. Pharmacia

Fa. Boehringer-Mannheim
Fa. Boehringer-Mannheim
Fa. Sigma

Fa. Serva

Fa. Sigma

Fa. Stratagene, Heidelberg
Fa. Amersham

Fa. Sigma

Fa. Stratagene

Fa. Sigma

Fa. Serva

Fa. Serva

Fa. Sigma
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P-8139

Art. 9389

822184

55100B

D-5758

17-0340-01

1175033

1175041

E-4378

21238

F-7503

300116

RPN.1607

P-5288

201190

L-5125

37190

37240

R-8759

PMA (b5 BF 12-1 2 B8R

13-TBRES)

Rotiszint 2200

(A MRk )

Tween 20 R AT -
oL R RAE- ] AL BB

ATaTAESF I
e (KD

DEPC (f &8 — L F8)
FLBR R R AR

#ZF DNA Rt &
#o. %) F R B AR WX ) &
EDTA

BT

VB

Fr B AR

K 314 DNA #iti& 7 &
B T Hes JE BR

#: &k DNA

+ =k A WUABR A

Tris (AF54)

Triton X-100

B4 # tRNA

NS

NS

Sigma

Roth

Merck

Gibco-BRL

Sigma

Pharmacia
Boehringer-Mannheim
Boehringer-Mannheim
Sigma

Serva

Sigma

Stratagene, Heidelberg
Amersham

Sigma

Stratagene

Sigma

Serva

Serva

Sigma

-14 -

P-8139

% 5 9389

822184

55100B
D-5758
17-0340-01
1175033
1175041
E-4378
21238
F-7503
300116
RPN.1607
P-5288
201190
L-5125
37190
37240

R-8759
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2.3. Zytokine

IL-1:

IL-2:

IL-3:

IL-6:

IL-10:

GM-CSF:

Rekombinantes murines Interleukin-1lo, aus E.coli von Oncogene Science
(spezifische Aktivita von 1107 U/mg Protein) wurde durch Firma Dianova
bezogen und beim IL-1 Bioassay als Standard gebraucht.

Rekombinantes humanes Interleukin-2 aus E.coli (spezifische Aktivité von
2x107 U/mg Protein), kreuzreaktiv mit Mauszellen, wurde freundlicherweise
von Dr. Conradt, GBF, Braunschweig zur Verfigung gestellt. Bei der
Zellkultur und Zellaktivierung wurde IL-2 als stimulierender Faktor benutzt.

Rekombinantes murines Interleukin-3 aus E.coli von Behring (spezifische
Aktivita von 5x107 CFU/mg Protein) wurde beim IL-3 Bioassay als
Standard gebraucht.

Rekombinantes humanes Interleukin-6, kreuzreaktiv mit Mauszellen, aus
Hefe von Genzyme (spezifische Aktivita von 1107 U/mg Protein) wurde

beim IL-6 Bioassay als Standard benutzt.

Rekombinantes murines Interleukin-10 aus COS7 von Phar Mingen

(spezifische Aktivit& von 470 U/mg) wurde beim ELISA fir 1L-10 als
Standard verwendet.
Rekombinanter muriner Granulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierender Faktor aus Hefe (biologische Aktivita von 5x107 CFU/mg
Protein) wurde freundlicherweise von der Firma Behring zur Verfigung
gestellt. Dieser Faktor wurde bei der Zellkultur als Wachstums-Faktor und

beim GM-CSF Bioassay als Standard gebraucht.

23 HBREAEF
IL-1: Oncogene Science 23] * A KHATHE ¢ E w0 R & miaA%-1la

IL-2:

IL-3:

IL-6:

IL-10:

GM-CSF:

(reE e h 1x107U/mg % &) i@ it Dianova - 3] 4%, /& IL-1 49
A A P AE AR R

P8 KBATE 09 ARG miaAF-2(0k E 1 2x107U/mg &
8,5 R mi R LRk B & B £ BB AR F S (GBF,
{2 F Braunschweig) &9 Conradt 189 Z 4584, EmaiEsh s
ML ERR R F, IL-2 A RIEE TR

Behring 2\ 8 = A KAFH T A R @i £-3 GLiERS
5x107 CFU/mg & &) & IL-3 &9 & 446 & 4 A AR 4R A .

Genzyme /8] 89 = A BB e) ARG @A -6 5. A m
AR LB R, HEMH 1x107U/mg & @) £ IL-6 A 440+ 1F
AATEAE o

Phar Mingen 4\ 8]# = & COS7 mfney &)K. & @misA-%-10
(tbiEtEH 470 UImg) /& ELISA FAE A #RE 2 A .

FABEGTE ) R mip- Bt minE AR R T (LS E
P % 5x107 CFU/mg & &) & Behring 2 &) Z4F 8R4, BT £
MR T EAERBTRA, & GM-CSF 49 £ 440 M) F 15
AATRAE R



CSF-1:

TNF-a:

IFN-y:
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Rekombinanter humaner Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor aus
E.coli (biologische Aktivita& von 1107 CFU/mg Protein), kreuzreaktiv mit
Mauszellen, auch als Geschenk von Behring bezogen, wurde als spezifischer
Wachstumsfaktor fUr die Zellen des Makrophagen-systems [Stanley et al.
1983] benutzt.

Rekombinanter muriner Tumor Nekrose Faktor-a aus E.coli (spezifische
Aktivit& von 4x10° bis 4x<10° U/mg Protein) von Genzyme wurde beim
TNF-a Bioassay als Standard verwendet.

Rekombinantes murines Gamma-Interferon aus E.coli  (spezifische
Aktivitat von 1x<107 U/mg Protein) wurde von Bender Wien (durch
Boehringer Ingelheim) erworben und wurde zur Zellaktivierung und beim

ELISA fUr IFN-y als Standard gebraucht.

2.4 Antik&rper

gegen Zelloberfl&chenmarker

B220:

CDa3:

1) Ratte anti-Maus-B220 (CD45R, B-Zell-Marker) von Phar Mingen (Cat.No:
01121D) wurde bei der Depletion der B-Lymphozyten gebraucht. Die
Einsetzungsverdinnung war 1:40.

2) FITC markiertes Ratten 1gG2a anti-Maus-Ly5 (B220) von Klon RA3-6B2
(Medac, Hamburg, Cat.No: RM2601) wurde bei der Fluoreszenzfébung zum
Nachweis der B-Lymphozyten benutzt.

1) Ratten 1gG2a anti-Maus CD3 (spezifischer T-Zell-Marker) von Klon KT3
(SeroTec, England Code: MCA500) wurde bei der Depletion der T-

Lymphozyten benutzt. Die Einsetzungsverdinnung war 1:40.

2) FITC markiertes Hamster 1gG anti-Maus CD3 (Medac, Cat.No: HM3401)
wurde zur Untersuchung der Zellph&notypen gebraucht.

CSF-1:

TNF-a:

IFN-y:

2.4 HufE

FARBAEOEAAE S ML ERREE T (LdhFEn
1<107CFU/mg & &, k5 K fe st LR ) 4k B Behring 2
AAIET. WEFHAMEEMBRE G @mLE — A KRBT
[Stanley %, 1983 %1 @i M.

Genzyme /389 /= Q KBATHA 69 48 RAPBIR LR F-0 (b
FER 4X105 £ 4<10°U/mg & @) £ TNF-a 49 £ 40480 F 45 A
ARRAL A .

KATHA ZHEA DR y-THAE GLENA 1107 Umg &4)
% & Bender Wien 2 3] (£ & Boehringer Ingelheim %4%) , 44
R R T w52t IFN-y 49 ELISA &0,

Rmik GirES

B220:

CDa3:

1) kX &4 A4 B220 (CD45R, B mftiz£4%) % & Phar Minge
nE (5: 01121D) , AT k% B #hemin., & RA#HFEEHN
1: 40,

2) FITC 4Rty K & 1gG2a 4L~ R 89 Ly5 (B220) /= & 5% RA3-
6B (Medac ~ ], Hamburg, %5 : RM2601) , A T#M B #
Eminey R ke,

1) KR 1gG2a i/ K89 CD3 (#Ft: T mlainE4h) ~ 8 ik
KT3 (SeroTec /3], England, %% : MCA500) , AT&% T
wemie, & RHFELN L 40,

2) FITC 47ty xR 1gG 4o K49 CD3 (Medac 23], %5 :
HM3401) A -F o Armiaey &2,



CD4:

CDS8:

F4/80:

Mac-1:

NK-1.1:

Leu-M3:
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FITC-markiertes Ratten anti-Maus-L3T4 (CD4, T-Helferzell-Marker) von
Klon YTS 191.1 (Medac, Cat.No: RM2401) wurde zur Untersuchung auf
Anwesenheit von T-Helferzellen gebraucht.

FITC-markiertes Ratten anti-Maus Lyt-2 (CD8, zytotoxische T-Zell-Marker)
von Becton Dickinson (Order No: 1353) wurde zur Untersuchung auf

Anwesenheit von zytotoxischen T-Zellen gebraucht.

Ratten 1gG2b anti-Maus Makrophagen [Anstyn & Gordon 1981], ein
freundliches Geschenk von Dr. Siamon Gordon (University of Oxford, UK),
wurde als dialysierte Ammonium Sulfat F&8lung aus Gewebe-
kulturiberstand zur Verflgung gestellt und bei der indirekten
Fluoreszenzféabung fir Makrophagen als erster Antik&per benutzt. Die

Einsetzungsverdinnung war 1:20.

FITC markiertes Ratten 1gG2b anti-Maus Makrophagen (Mac-1, Marker der
myeloischen Zellen) von Klon M1/70.15 (Medac Cat.No: RM2801) wurde
zur Untersuchung der Zelloberfl&henmarker gebraucht.

Maus 1gG2b anti-Maus NK-1.1 (Marker der Maus NK Vorl&ufer und reifen
NK-Zellen [Hackett, et al. 1986]) von Klon PK136 aus American Type
Culture Collection wurde an Protein A-Sepharose und anschlief®nd durch
Filtration Uber Spherogel gereinigt und wurde bei der Untersuchung auf

Zelloberfl&henmarker gebraucht.

Maus 1gG2b anti-Human Monozyten und Makrophagen wurde als Isotyp
Kontrolle bei der Antik&per-F&bung verwendet.

CD4:

CDS8:

F4/80:

Mac-1:

NK-1.1:

Leu-M3:

FITC AR89 K R 4u- > R 89 L3T4 (CD4, #Hghik T tafbtrE4h)
% B LM% YTS191.1 (Medac 4> 8], %5 : RM2401), AT o474k
Bk T mie by B4,

FITC #RiTag 4 K89 Lyt-2 (CD8, #45H T mipirndd) Ma
Becton Dickinson (4% 5 1353) , Al T4 A5 T 486 & 12,

X K 1gG2b 4 R 44 E-£4mfie [Anstyn 5 Gordon, 1981 4] %
B 3 E 23 X 4 Simon Gordon 1§46 A3FIE % . #H o0 EATE
BRI A B R B iR A, X B ARy AR R R &
B RAEF — ik, RN 120,

FITC #rité9 K R 19G 2b 4L Ko Ezmfie. (Mac-1, %R a2
a9AR &) &k B elE M1/70.15 (Medac 2 3], %5 : RM2801) ,
AFrtrmine & @irtdh.

R 1gG2b Ao A NK-1.1 G R NK ATHR e e 5 & # NK 28
fie. 49 47 & 4 [Hackett %, 1986 1) * A stl& PK136 (American
Type Culture Collection £ /%) , 2% & A 55K HEEE
HHORE LR ARG, AT ormiekainsd.

DR 1gG2b AR EAZ e B B e, AR & AR

AR,
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gegen Immunglobuline

FITC-Ziege (Fab") anti-Maus 1gG Fa. Dianova Code No. 115-016-062
FITC-Ziege (Fab"): anti-Ratte 1gG Fa. Dianova Code No. 112-016-062
AP-Ziege (Fab'): anti-Ratte 1gG Fa. Dianova Code No. 112-056-062

gegen spezielle Proteine und Substanzen

annti-IL-3:  Ratten IgG1 anti-murines
IL-3 (zur Neutralization) Fa. Oncogene Science Code No. GF17

anti-1L-10:  Ratten IgG1 anti-murines
IL-10, gereinigt Fa. Phar Mingen Cat.N0.18141D
biotinyliert Fa. Phar Mingen Cat.N0.18152D

anti-IFN-y:  Ratten IgG1 anti-murines
IFN-y, gereinigt Fa. Phar Mingen Cat.No. 18181D
biotinyliert Fa. Phar Mingen Cat.No. 18112D

anti-TNF-a:  Kaninchen IgG+IgM anti-

murines TNF-a (zur

Neutralization) Fa. Genzym Code. IP-400
anti-Perforin:  mAb CB.5.4 Ratte anti-murines Perforin, ein grofZigiges Geschenk von

Prof. Tschopp, Institut fUr Biochemie, Universit& de Lausanne, Schweiz.

RERKRE A

FITC-Li ¥ (Fab’), 4/ & IgG

FITC--L¥ (Fab’) 4tk & IgG

AP-L ¥ (Fab’), stk & IgG

iR EARENR

#IL-3: KK IgGL ) R 8y
IL-3 (AT F4=)

#LIL-10: KR 1gG1 4/ K 49
IL-10, %4k
LR F

# IFN-y: X £ 1gG1 4l A4
IFN-y, %t
AmER

#TNF-0: £ & 1gG+HIgM Hu
DR TNF-a
(AT F4)

NE:|

R

)

)

N

N

N

N

)

Dianova X% 115-016-062

Dianova X% 112-016-062

Dianova X% 112-056-062

Oncogene Science

Phar Mingen %% 18141D
Phar Mingen %% 18152D
Phar Mingen %% 18181D
Phar Mingen %% 18112D
Genzym K5 1P-400

-18-

K5 GF17

RFIHLE: FaMhtk CBSA, KAMRNANFILE, RaBmEEERF
& 05 B 5P Tschopp 4% 69 RIS T .



2.5 Enzyme

Trypsin:

Klenow Enzym:

2.6. Isotop

[3H] Thymidin:

Naz[*1CrOq]:

[a-2P] -dCTP:
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Trypsin (aus Rinderpankreas) wurde als 2,5%ige L&ung (fUr die
Zellkultur) von Firma Boehringer Mannheim (Bestell Nr:210234)
gekauft.

Zur cDNA-Markierung wurde Klenow Enzym (labeling grade, 2U/pl)
von Boehringer Mannheim (Bestell Nr: 1008404) erworben.

spez. Aktivitd von 25 Ci/mmol, wurde von IRE (Dusseldorf)
bezogen und beim [*H] Thymidin-Einbaus Assay zur Untersuchung

der Zellproliferation gebraucht.

spez. Aktivita von 423 mCi/mg, wurde von NEN (Dreieich)
erworben und beim 5Cr-Freisetzungsassay zum Test der

Zytotoxizita verwendet.

spez. Aktivit& von 3000 Ci/mmol, wurde von Amersham-Buchler
(Braunschweig) gekauft und bei der Markierung der cDNA-Sonde fir

den Northern-Blot benutzt.

Klenow & :

2.6 EfE

[BH]-Thymidine:

Naz [31CrOq]:

[a-*2P] dCTP:

-19-

BE A Ckadmig) A 25%6 iR (AT @i
3:4%) W A Boehringer Mannheim 28 (iT# 5 :

210234) .

H#r1e. cDNA (Z4%k DNA) , Klenow B (AR12.4%,
2U/uL) &% & Boehringer Mannheim 23] (iT % 5 :
1008404) .

tbiEE A 25CE (E2) /mmol, A IRE (Disseldorf)
N, AEPH]-Thymidine (MIg-gez bl A3, fAR<m
) BEF R T AN a0 69358,

b B R 423mCi/mg, % & NEN (Dreieich) 23], A
F SICr-# A AR M kAR, B 2w ML 04 A% E o

b & & 9 3000Ci/mmol, % & Braunschweig &9
Amersham-Buchler 2 3], 7 Northern Ep % 24 5 F B T 4%

12 cDNA 4+,
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2.7. Medien

2.7.1. RPMI 1640 Medium

Zu 1 Liter in dest. H20 aufgelGsten RPMI 1640 Medium wurden 10° Einheiten Penicillin,
0,1g Streptomycin, 15 mg Phenolrot als pH-Indikator sowie 2 g NaHCOs als
Puffersubstanz gegeben, der pH-Wert mit COz auf 6,9 eingestellt. Die L&ung wurde steril
filtriert, und bei 4°C aufbewahrt.

2.7.2. Vollmedium

Das Vollmedium besteht aus 90% RPMI 1640 Medium und 10% fotalem, bei 56°C fiir
30 min hitzeinaktiviertem K&berserum (FKS). Das Vollmedium enthdt alle fUr die
Zellen néigen Wachstumsfaktoren, ist deswegen das am hé&ufigsten benutztes Medium
fUr die Zellkultur.

2.7.3. L-Zell "konditioniertes" Medium

L929 Fibroblasten-Zellen sezernieren spontan Kolonie-stimulierende-Faktoren (CSF),
die zum Proliferieren und Heranreifen der Makrophagen notwendig sind [Stanley &
Heard, 1977], Zum Gewinnen des L-Zell konditionierten Mediums wurden 10 ml
Vollmedium auf 3x10%° L1929 Fibroblasten-Zellen, die zuvor in einer 9-cm
Gewebskulturschale (Falcon 3003) ausges& worden waren, gegeben. Es folgte eine 4-
tagige Inkubation bei 37°C, 5% CO.. Anschlief®nd wurde der zellfreie Uberstand von
L929-Zellen gesammelt und als CSF-haltiges Medium verwendet. Das Medium wurde
bei -20°C aufbewahrt.

2.7.4. Iscove's Medium (Minimum Essential Medium Iscove’s Modification)

Zu 1 Liter in dest. H20 aufgel&sten Iscove's Medium wurden 2 g NaHCOs3, 10° Einheiten
Penicillin und 0, 1 g Streptomycin gegeben. 15 mg/l Phenolrot wurde als pH Indikator
zugesetzt und der pH-Wert des Mediums wurde mit CO2 auf 6,9 eingestellt. Nach
Sterilfiltration wurde das fertige Iscove's Medium bei 4°C aufbewahrt. Iscove's Medium

wurde fir den Soft Agar Assay und den IL-1 Bioassay als Medium verwendet.

2.7 BRI

2.7.1 RPMI 1640 ¥ 55k

1R T A KA RPMI 1640 335k b, Ao\ 10° #4209 F B &
(Penicillin) . 0.1 £42%& % (Streptomycin) . 15 ZtE 4 (Phenol red) 1
4 pH 577 & 2 #4588 A% (NaHCOs) ¥ A 4 b 4h, B = A 4kst (CO2)
Aht3E ity pHIEEZE 6.9, BliERAA LR, RBET 4°CKA.

2.7.2 £¥ERK
Ak ® 90%49 RPMI 1640 324k 5 10%4E 56°C42 30 94 Au e K
FEWIsFE (FCS) k. 2B ARSAMAMBLEHERRET, B

WA MR R T R AR iR

2.7.3 L-4MAR &Ik

L929 Rk A it @) Kbyt B ERIK AT (CSP) , mBATAHE
i tm Ja 387 5 R Pt [Stanley 5 Heard, 1977 1 . A THRR L-@jg
K3 ARIR, ¥ 10 £ 43 K igAmB] 3106 A 1929 s R e e mfib b
kb E A CHEMEALS 9 BAMLIE4km (Falcon 3003) +. 4
A 37°C. 5% CO2 ¥4 4 Xo B MEL MG 1929 254 Lifik,
W sk A A A CSF 6933 ik Ao WIZHRIRAE-20°CHKRE o

2.7.4 Iscove’s 3555k (B/NERIEFEE Iscove’s IR E)

1R T ARG KA Iscove’s 3T, Ao\ 2 LaRBR A4, 105 %
LEHEEHFE 0L 2sFE. AL WA NP4 pH 4577,
B CO2 AAk¥3& ity pH LA E 6.9, AHTIEE, #11E TR Iscove’s
BARRBRAT 4°Co Iscove’s AR RA AN S IL-1 69 £ 4460 F R
B3I IR
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2.8. Puffer und L&ungen

2.8.1. fUr die zellbiologische Arbeit

2.8.1.1. PBS*-MC (Phosphat gepufferte Kochsalzl&sung):

NazHPO4 8,1 mM
KH,PO4 1,5mM

NaCl 140 mM

KCI 2,5mM
Penicillin 105 Einheiten/I
Streptomycin 0.1g/

pH 7.4

Der pH-Wert wurde mit HCI eingestellt. Die L&ung wurde steril filtriert und
danach bei 4°C aufbewahrt. Fiir den als PBS-MC bezeichneten Puffer wurden
Penicillin und Streptomycin nicht hinzugefigt.

2.8.1.2. Actinomycin D L&ung:

Actinomycin D 5mg
70% Ethanol 0,5 ml
PBS*-MC 45ml

Actinomycin D wurde zun&hst in 70% Ethanol gel&st, dann mit PBS aufgefdit
und bei 4°C aufbewahrt. Diese Losung wurde fiir den TNF-Aktivit&stest zur
Hemmung der Zellteilung von L929 gebraucht.

2.8.1.3. Glyzerin-Gelatine-L&ung:

Gelatine 109
PBS-MC 70 ml
Glyzerin 30 ml

2.8 ZHBEER

28.1 ATHABREMFETHE
2.8.1.1 PBST-MC (BtEgEhE TR K) -

) 8.1 mmol/L
BB A 4T 1.5 mmol/L
s 140 mmol/L
E i 2.5 mmol/L
HEA 105 #43/L
“wEFE 0.1g/L

pH 7.4

AR (HCD 4 pH . ¥k AW idIE B & 4°CHKR A . 3T THRiR
A PBS-MC &% i, FEZHHEZAWLALT,

2812 HMLEE D iBik:

#%& B4 D (Actinomycin D)  5mg
70% C.& (Ethanol) 0.5mL

PBS*-MC 4.5mL

B REAFE D BT 70%8 CEEP, KA PBS, & T 4°CHk
Bo 42 TNF 695 X3, Mg A T304 L929 a9 mitn 2,

2.8.1.3 HiMAAKR:

Bk (Gelatine) 10g
PBS-MC 70 mL
b (Glycerin) 30 mL
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Bei ca. 60°C wurde Gelatine in PBS-MC gel&t, die L&sung handwarm abgekthit F 25 60°CH I AT PBS-MC F, FRigAXEFBE, KHh
und Glyzerin hinzugegeben. Bei 4°C ist diese Gallerte unbegrenzt haltbar. Vor M NF A, f4°C, WERART RIEIRA. &R, HRAE 60°C
dem Gebrauch wurde sie auf 60°C erwirmt und die luftgetrockneten Priparate Aadh, EATHRBGmMICE R RAAE 40°CH o b ARk 3t

mit der auf 40°C abgekiihlten Glyzerin-Gelatine-L&ung eingedeckt.

. 2.8.1.4 ZMERE/RDK-NERRK:
2.8.1.4. Gepufferte Formalin-Aceton-L&ung:

NazHPOs2H.0 40 mg WA= 2 A 40 mg
KH2PO4 200 mg B = AP 200 mg
dest. H20 100 ml AR 100 mL
Aceton 90 ml A ER 90 mL
Formalin 50 ml 3R 50 mL
Die Substanzen wurden in der angegebenen Reihenfolge gemischt. Die ¥ b A R 4 BB AT PR AT A BUH] TR iR 89 pH AL

hergestellte L&ung zeigte einen pH-Wert von ca. 6,6 und wurde bei der B 6.6, EEEHIE G T e B .

doppelten Esterase-F&bung zur Zellfixierung benutzt.

2.8.1.5 2-3h B Z E/Hepes Bk :
2.8.1.5. 2-ME/Hepes StammI&ung:
2-Mercaptoethanol 10 pl 2HRACH 10 uL
H20 10 ml ’ 10 mL
1 M Hepes L&sung 12,5ml 1 mol/L Hepes & 125 mL
Vollmedium 27,5 ml AiEFRIR 27.5mL
2-Mercaptoethanol wurde zuerst mit H20 gemischt, steril filtriert, dann mit der R 2-RACE S ARA, RHITRG, BAKG Hepes i de b ts

sterilen Hepes L&ung und Vollmedium versetzt. Die dadurch entstandene R . WILELR M ER A 3mmol/L &) 2-Z Ak LA 0.25
N ~) o N D) A N =ZNU AN .

Stamml&ung enthielt zirka 3mM 2-Mercaptolethanol und 0,25 M Hepes, und R .
g P P mol/L &9 Hepes, &k 594 %Ny, #H#T-20°C,

wurde in Aliquots bei -20°C gelagert.
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2.8.1.6. MTT-L&ung:

MTT 50 mg
PBS*-MC 10 ml

MTT wurde in PBS*-MC gelost, steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt. Die
MTT-L&ung wurde bei dem kolorimetrischen Bioassay (MTT-Test)

verwendet.

2.8.1.7. MTT-Abstopl&ung:

N, N-Dimethylformamid 200 ml
dest. H.0 200 ml
SDS 40g

In einer 500 ml Glasflasche wurde zuerst DMF (N, N-Dimethylformamid) mit
H20 versetzt. Danach wurde SDS in die Flasche gegeben. Die Flasche wurde bei

37°C iiber Nacht stehen gelassen, um das SDS aufzuldsen. Diese Losung wurde

bei 37°C aufbewahrt.

2.8.1.8. Perkoll StammlI&ung (60,6%0):

Percoll 60 ml
3>RPML 1640 30 mi
FKS 9.8 ml

Diese L&ung diente als Stamml&ung zum Aufbauen des Perkollgradientes und

konnte bei 4°C fiir mehre Monate aufbewahrt werden. Die Osmolaritit der

L&ung steht bei 285 m OSM/kg H20.

2.8.1.9. Puffer fUr die Esterase-Doppelf&bung:

Stamml&Gung A: 10 ml 1M KH2PO4 + 140 ml H20
Stamml&ung B: 10 ml 1M Na2HPO4 + 140 ml H20

2.8.1.6 MTT-&&:

MTT 50 mg
PBS*-MC 10 mL

¥ MTT i5F PBST-MC F, RHLIEE, G4 T 4°C, s MTT ik
AT &k A4pbn (MTT &) .

2.8.1.7 MTT-#1k%:

N,N-= % & 7 Bt e 200 mL
AR 200 mL
SDS 40 g

E—A 500 H 695 EBMF, £ DMF (NN-ZF A FHE) 5K
R4 . MG SDS e NP o SLiRAE 37°CH# B it &k, VAMEIE SDS &

DHIEM . ik 3T°CH L.

2.8.1.8 Percoll f% (60.6%) :

Percoll 60 mL
3>xRPMI 1640 30 mL
A5 o 9.8 mL

Sik A& B T B4 Percoll %5 B AR B & S ik 698 ik, AR 4°CHRHA .
ik 8y B R A 285 =5 EE RIFFK (m OsM/kg H20)

2.8.19 AFEENEGHENRK:
ik A 10mL 1 mol/L #58 — & 47 +140mL K
#i% B:  10mL 1 mol/L #8 & =4 + 140 mL K
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T4 K, (Sérensen) %0 ik:
pH6.3 77.35mL &% A+2265mL & B
pH7.4 19.60 mL &% A+80.40mL #i%& B

S&ensen-Puffer:
pH 6,3 77,35 ml Stamml&ung A + 22,65 ml Stamml&ung B
pH 7.4 19,60 ml Stamml&ung A + 80,40 ml Stamml&ung B

1) fUr die Chloroacetatesterase-F&bung: 1) AT R MBS L
B K ER FEF Y R E 2

S&ensen-Puffer pH 7,4 190 ml RRAREFR pHT.4 190 mL
Fast Blue BB Salz 200 mg B i BB 2 200 mg
Naphthol AS-D Chloroacetat 20 mg EE AS-D 4.0 A2 20 mg
DMF 10m DMF 10mL

Naphthol AS-D Chloracetat wurde in einem Reagenzréhrchen aus Glas in . . . s
P g H 38 AS-D SLC BN £ — % 89 BRI P F DMF (NN-

ZPHATEE) , REmABE AR5 %4 (A% BB %) Rd
P, X—REGHWERIEETE, BHAEE, FETAEELR

Whatman J& 4 (54 %) stiTidik.

DMF (N, N-Dimethylformamid) gel&t und zu der Puffer/Farbstoff-Mischung
gegeben. Das Gemisch wurde immer frisch angesetzt, vor Licht geschiizt und
unmittelbar vor der F&bung durch Whatman-Filterpapier (Nr.54) filtriert.

2) fir die 2-Naphtylbutyratesterase F&bung:
2) AT o TRABRBRRGEE:

Sdensen-Puffer pH 6,3 190 ml

Fast Garnet GBC 200 mg FAARLE iR pHE.3 190 mL

a-Naphtylbutyrat 200 ug #2r GBC 200 mg

Ethylenglycolmonomethylether 8 ml o- T BR 2B B 200 g
L BR3P AR 8mL

a-Naphtylbutyrat wurde mit Ethylenglycolmonomethylether gemischt und zu
Fro-THRAMBEE L _BETEARREE, MBI L P RS M (

K GBC) MRAR Y. HkAL AATH $£BLH], B AR,

der Puffer/Farbstoff-Mischung gegeben. VVor jedem Gebrauch wurde es frisch

angesetzt und vor Licht geschiizt.

2.8.1.10. Trypsin/EDTA L&ung: 2.8.1.10 IREBM/EDTA BK:

NaCl 8¢ a4t (NaCh 8¢

KCl 049 Aegr (KCD 0.49
a-D-Glucose 109 o-D-# H# (a-D-Glucose) 1.09
:;'1?3 222599 Sk A4 (NaHCO2) 0.35g

EDTA

0.2g
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Die Substanzen wurden hintereinander im 1 Liter dest. H20 gel&t und mit 20 ml
2,5% Trypsin-L&ung versetzt, damit eine Endkonzentration von 0,05% (w/v)
Trypsin in der L&ung entstand. Nach Steril-filtration wurde die L&ung in

Aliquots bei -20°C zum Aufbewahren eingefroren.

2.8.2. fur ELISA, FACS und histochemische F&rbungen
2.8.2.1. TBS-Puffer:

Tris-HCI 100 mM
NaCl 150 mM
pH 7,5

2.8.2.2. DAB-H202-L&ung:

DAB 7 mg
TBS 10 ml
H202 4 ul

DAB (3,3’-Diaminobenzidin-Tretrahydrochlorid, Substrat fir Peroxidase)
wurde in TBS aufgel&t. Kurz vor dem Gebrauch wurde H202 hinzugegeben.
Zum Aufbewahren konnte die DAB/TBS-L&ung bei -20°C eingefroren werden,

dann vor der Anwendung aufgetaut und mit H202 ergé&nzt.

2.8.2.3. ELISA-Waschpuffer:
NaCl 03M
Tween 20 0,1%
in PBS-MC gelost und bei 4°C aufbewahrt.

2.8.2.4. FACS-Waschpuffer:
FKS 2%
NaNg 0,01% (wiv)

in PBS*-MC versetzt, bei 4°C aufbewahrt.

B Lk B —EN L EMEKT, ABS 20 27 25%89 & 6 85
(Trypsin) &R, £RLKEHN 0.05% (EZ/HRR) QEE GBE
Wik, RHLIEE, HERkHH My, BTF-20C .

2.8.2 F ELISA, FACS 544k 306
2.8.2.1 TBS-Z&hik:

Tris- 25 8% 3 100 mmol/L
A 150 mmol/L
pH75

2.8.2.2 DAB-H202 %%
DAB 7 mg
TBS (Tris-buffer-salt-solution) 10 mL

i AALA 4 uL

¥ DAB (3,3’-— A A BRI R, T ANMEEERA) AL TBS
B, Bp¥HE RAT, HFiL AR AN R, BT HRAE, T DAB+TBS
0 ik R T -20°C, R RATR A, REmRANT AL A,

2.8.2.3 ELISA-%&&Emik:
Ex 0.3 mol/L
Tween 20 0.1%
%&F PBS-MC ¥, & T 4°Cth#A.

2.8.2.4 FACS-Si%E i :

o 2 o i 2%
£ fAA 0.01% (& &/4k4)

£ PBST-MC F iR 4, #%4&T 4°C,
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2.8.2.5. Fast-Red-L&sung: 2.8.25 BE4iEM&K:
. _ SN
Naphthol AS-MX Phosphat 2 mg B AS-MX B85 2mg
N, N-Dimethylformamid 0,2ml N N-=F A& 7 B 0.2mL
0, 1 M Trispuffer pH 8,2 9,8ml 0.1 mol/L Tris-4% % (pH8.2) 9.8 mL
1 M Levamisole 0,01 ml 1 mol/L A zkekei 0.01 mL
Fast Red TR 10 mg 4 TR 10 mg

Zuerst wurde Naphthol AS-MX Phosphat in N, N-Dimethylformamid (im Glas- F 95 2B AS-MX AL 2k AT NN-= 7 2 7 Bl (33506 it

1), REBAN Tris-4% b ik b A aekek . WL IRT £ 4°CHE LA,
A-20°CHR AR R Ko B a7, B TR (AbE BE 8 B 49 K40

Reagenz Réhrchen) gel&st, dann wurden Trispuffer und Levamisole zugegeben.
Diese Losung ist bei 4°C einige Wochen, bei -20°C langer haltbar. Kurz vor der
F&bung wurde Fast Red TR (Substrat fUr Alkalische Phosphatase [Dejong et al.

1985]) darin gelést und durch einen Filter (0,22 um, Millipore, Nr: SLGS 025BS) [Dejong %, 1985 §1) T+, BL—-ALER (022 #K,
auf die Objekttr&yer gegeben. Millipore 23], A% : SLGS025BS) 72| # 3k A L,
2.8.2.6. TMS-Puffer (Alkalische Phosphatase Puffer): 2.8.2.6 TMS-Zmik (WIEBERESEMIK)
Tris-HC 100 mM Tris- 245 3 100 mmol/L
Nacl 100mM A 100 mmol/L
MgClI
I SomM T 50 mmol/L
pH 9,5
pH 9.5
2.8.3. fir die Molekularbiologische Arbeit 283 BF9FEYEITE
NaCl 3M At 3 mol/L
Na-Citrate 0,3M AT AR BR A 0.3 mol/L
pH 7,0 (20°C) pH 7.0 (20°C)

mit dest.H>0 angesetzt, autoklaviert und dann bei RT aufbewahrt. R ELE . RAKRY, BEFEBGL,



2. Material & Methoden /2. #MBl5 5

2.8.3.2. 50xDenhardf’s L&ung:

Ficoll 1%
Polyvinylpyrrolidon 1%
BSA 1%
in H20 bidest.

sterilfiltriert und in Aliquots bei -20°C aufbewahrt.

2.8.3.3. DEPC-H:0:

H20 bidest. + 0, 1% DEPC

(ber Nacht stehen lassen, dann autoklavieren.

2.8.3.4. DMSO-Mix:

H20 150 pl
Dimethylsulfoxid 1750 pl
0,5 M Na-Phosphatpuffer (pH 7) 70 ul
20 % SDS 35 ul

Der Mix wurde in 150 ul Aliquots bei -20°C aufbewahrt.

2.8.3.5. Hybridisierungspuffer fir den Northern-Blot:

SSC 5%
Denhardt’s Losung 5x
SDS 0,5%
EDTA 10 mM

bei RT aufbewahrt.

2.8.3.2 50xDenhardt’s &i&:

Ficoll 1%
B T W ot nk 42 BR) 1%
FhoFa®H 1%

BTRGEK, LBTE, 2 My, BKTF-20°C,

2.8.3.3 DEPC K:
WA KA0.1% /B 4% B = B
#EIR, RBERAKHA.
2.8.3.4 DMSO B &ik:

x* 150 uL

Z PR TR 1750 pL
0.5 mol/L #A-#h 8% 2E 28 7% i% (pH7) 70 uL

20% SDS 35 ulL

F b AR Ay 150 A BT S S, R A T-20°C.

2.8.3.5 T Northern EJir 23z A9 23 ik

SSC 5x
Denhardt’s & i 5x

SDS 0.5%
EDTA 10 mmol/L

EFERRE,

-27 -
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2.8.3.6. Hybridisierungspuffer fir die in situ Hybridisierung: 2.8.3.6 ATFERMERXHRZEHK:
SSC 4x ssc 4x
Formamid 50% 50%
Denhart’s L&ung 1 Denhart’s /& i& 1x
Dextran Sulfat 5% o
Lachs Sperma DNA 0,5 mg/ml LR A %
Hefe tRNA 0,25 mg/ml # 2 1 DNA 0.5 mg/mL.
Vor der Hybridisierung wurde der Puffer aus den Stamml&sungen (2>SSC, B RNA 0.25 mg/mL
50>Denhart's, 28% Dextran Sulfat, 10 mg/ml Lachs Sperma DNA und 5 mg/ml JRALA AT, St ik R % ik (2058SC, 50xDenhart’s, 28%
Hefe tRNA) frisch angesetzt. FLER # 2 4B, 10mg/mL #£ & 45 DNA, A% Smg/mL B4 tRNA)
KA EEELH
2.8.3.7. 5><RNA-Probenpuffer:
Na-Phosphatpuffer (pH 7) 10 mM 2.8.3.7 S>XRNA-HE A EE MK :
Ficoll 10% M- % b ik (pHT) 10 mmol/L
Bromphenolblau 0,4% Ficoll 10%
Sy 0.4%

Der Puffer wurde mit Wasser angesetzt, autoklaviert und bei -20°C aufbewabhrt.
B BE A AR R K ELH), RIARE G A T-20°C.

2.8.3.8. L&ung D: 2838 & D:
Guanidiniumisothiocyanat 4M e R 4 mol/L
Natriumcitrat 25 mM (pH 7) - 25 mmol/L (oH 7
Sarcosyl 0,5%
2-Mercaptoethanol 0,1M T AR B 0.5%
- A B 0.1 mol/L

Um den Umgang mit Guanidiniumisothiocyanat (GTC) zu minimieren, wurde
250 g GTC in der Originalverpackung mit 293 ml Wasser, 17.6 ml 1 M
Natriumcitrat pH 7 und 26.4 ml 10% Sarcosyl bei 65°C gelost. Diese

AR AR ABRIN (GTC) M ERAK, AEROEF, 5250 2%
RABMZET 293 £H K, 17.6 =5 1 B RIERM (pHT) &

Stamml&ung konnte mindestens 3 Monate bei RT aufbewahrt werden. L&ung 26.4 £ 10%49 + S AALABR S, BAHERLA 65°Co HARAE

D wurde dann durch Zugabe von 72 il 2-Mercaptoethanol/10 ml Stammlésung BEEZRTEVAXIANA. @ 10 EFFikN 72 5t 2-5
hergestellt. Diese Losung wurde bei 4°C aufbewahrt und fiir die RNA-Isolation A TBE, BT oA iEik D 69 B4l itk A4 4°C, T4 % RNA

benutzt [Chomczynski & Sacchi 1987]. [ Chomczynski 5 Sacchi, 1987 41 .
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2.8.3.9. 10XTE-Puffer:

Tris-HCI 100 mM
EDTA 10 mM
pH 8,0

mit H20 bidest. angesetzt, autoklaviert und bei RT aufbewahrt.

2.9. Zellinien

2.9.1.D10.G4.1

D10.G4.1 ist eine klonierte Maus T-Helfer-Zellinie (Herkunft: AKR/J(H-2k) Mé&use). In
Abwesenheit von IL-1 wé&hst diese Zellinie nur minimal nach Con A Stimulation.
Deswegen wird sie als vertraubare und empfindliche Zellinie zum Bioassay auf IL-1
verwendet [Kaye et al. 1983]. Die D10 Zellen werden kultiviert in Iscove's Medium mit
5% FKS, 1 mM Natrium Pyruvat, 1% 2-ME/Hepes Stammlésung, und ca. 7% Uberstand
aus Con A-stimulierten Ratten Milzzellen in 6-well Mikrotiterplatten (Nunc, Denmark).

2.9.2. FDCP-1

FDCP-1 ist eine murine Faktor-abh&ngige h&matopoetische VVorl&afer Zellinie [Naparstek
et al., 1986] und proliferiert nur in Antwort auf GM-CSF oder IL-3 [Magee & Wing,
1989]. In der vorliegenden Arbeit wurden FDCP-1 Zellen in Vollmedium plus ca. 10%
IL-3-haltiges Medium (Wehi-3D Zelltberstand) in Gewebekulturschalen (Falcon 3003)
kultiviert. Sie wurden zur Bestimmung der GM-CSF- oder 1L-3-Aktivité in Uberst&nden

verwendet.

2.9.3.L.929

Die adh&ente L929-Fibroblastenlinie (Herkunft: C3H Mé&use) wurde in Vollmedium in
Gewebekulturschalen (Falcon 3003) kultiviert. Zum Abl&en der Zellen wurde das
Medium entfernt, 3 ml Trypsin/EDTA-L&ung (2.8.1.10) auf den L929 Zellrasen gegeben
und 4-5 min bei RT inkubiert. Die Trypsin-EDTA-L&ung wurde anschliefnd vorsich-

2.8.3.9 10XTE £iik:

Tris- 2 8% 3 100 mmol/L
EDTA 10 mmol/L
pH 8.0

1 A IE KB, HARKE, TRGEK.

2.9 fHHEHR

2.9.1 D10.G4.1

D10.G4.1 & % [e e Ao T mietk [ 8 AKRI (H-2K) A ].
R IL-1 8, sumiah R ConA G alBUe AR D EAK, BECHIEAT
15 #1540 a9 s ik A T IL-1 49 £ 440 [Kaye %, 1983 4] . D10.G4.1
L IE SR A Iscove's 3EHRimY, AP oABFaFE (5%) . AR (1
mmol/L) . 2-3i% T B /Hepes &k (1%) . &4 % A Con A Rl 6 o9 K &
Mempe Lk (497%) , BHREEH 6IEFHKM (Nunc, Denmark) .

2.9.2 FDCP-1
FDCP-1 & —/~/s K89 B TR #t A i% o 77 44 4w fL 4RI Naparstek 4, 1986
#1, LA GM-CSF 3% IL-3 A % ®m¥E#H (Magee 5 Wing, 1989
#F) o AATAEY, FDCP-1 mAddE S £ 23 RIRE, LW iRl T 25 10% 4
A IL-3 #9355k ik (Wehi-3D @6y Lk i), 35k 5 % 4 48 40345 % m (Falcon
3003) . shmfetk B T AR W 69 GM-CSF 3 IL-3 6975 bk,

2.9.31.929

FAE ey L929 e mi (£ A C3H R) Ammizskm (Falcon
3003) VPRAALBRRL, ATHHmMIL, HERRMSE, AmieF Lt
e 3 2 RE OBE/EDTA Bk (2.8.1.10) , EiBAE 45 54r. T
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tig entfernt, die Zellen mit Vollmedium abgespUt und zweimal gewaschen. Die
gewaschenen L929 wurden in Voll-medium aufgenommen, verdinnt und in
Kulturschalen wieder einges&. L929 Zellen wurden in der Arbeit als TNF-empfindliche
Tumorzellen fUr den TNF-Aktivit&stest gebraucht.

2.9.4. P815

P815-Mastozytomzellen (Herkunft: DBA/2) Mé&use, Methylcholanthren-induziert)
wurden in Vollmedium als Suspensionskultur in Greiner Petrischalen gehalten. Diese
Tumorzellinie zeigt sich NK-resistent, 1&st sich aber von LAK-Zellen und aktivierten
Makrophagen lysieren. Zur Bestimmung der NK- oder LAK-Aktivit& wurden P815
jeweils als Kontrolle oder Zielzellen bei dem Zytotoxizit&-Test verwendet.

295.7TD1

Die Hybridoma Zellinie 7TD1 (Fusion der Maus Myeloma Zellinie SP2/0-AG14 mit
Milzzellen aus einer mit 50 ug E.coli LPS immunisierten C57BL/6 Maus) w&hst nur in
Gegenwart von IL-6 und wird deswegen zum Bioassay auf IL-6 angewendet [Van-Snick
et al. 1986]. Zur Kultur werden die Zellen im Vollmedium, erg&nzt mit 2% 2-ME/Hepes
Stamml&ung (2.8.1.5) und 5-10% IL-6 haltigem Medium (3T3-Zelltberstand), in 50 ml
Gewebekultur-flaschen (Nunc, Denmark 1 63371) gehalten.

2.9.6. Yac-1

Yac-1 ist eine durch Inokulation mit Moloney Leukemia Virus (MLV) in einer
neugeborenen A/Sn Maus induzierte Lymphoma Zellinie. Diese Zellinie ist sehr
empfindlich gegen die zytotoxische Aktivit& von NK-Zellen aus der Maus [Kiessling et
al. 1975 a und b]. Yac-1 wurde zum NK-Aktivit&-Test als Zielzellen benutzt und in vitro
mit Vollmedium in 9-cm Gewebekulturschalen (Falcon 3003) gehalten.

&, NS HAL AR E ABBEDTA Bk, A RigFmiaT, wEAmK.
G HS L9290 iR e At AR T &R, W, BREMAEAm, 1929
ReAE AR AR o AE B 5t TNF #0809 BF 98 2a e ) F TNF & P a9 4a 0,

2.9.4 P815

P85 fle K m g m o[~ & DBA2) &, & 7 AR K
(Methylcholanthrene) #% F 4 ] E2EFR T, ABFEHRG T A
Greiner 3 m P 347, AT IE fm etk & AL E 3t NK e fa A 44 71, A2 R4k
LAK #mfi6 5 &ALy B s p 2 . A T 4 % & NK iE 2 LAK &, P815
KRR g 3t BR 4w P B H Yo tm A AR A T A G E AR IR,

2.957TD1

F R IE itk TTDL [k A /) KB 3698 mmia k SP2/0-AG14 5 1% A 50 #%
RKIBATH G906 45 (LPS) %% it 4y C57BL/6 ) Rty aa & R A K
B IL-6 W3R, ®mBAT IL-6 #9444 m [Van-Snick %, 1986
FY . ATRS, BIA@mIR AN [P CRe 2% 2-5 8 OB
/Hepes &% (2.8.1.5) 5 5-10%4# IL-6 #9355k (3T3 mi Likik) | #
e 50 =223 5 (Nunc, Denmark 1 63371) .

2.9.6 Yac-1

Yac-1 & —#ti@ A FEER G hmAmE (MLV) HAMT—RA740
AISn /) R ik F £ R A TR MR S ekt R NK AL ag 4
HHAH#R [Kiessling 4, 1975 % a 5 bl . Yac-1 #EA¥emit AT
NK &M 694, RIMER £ RRIBARAELZA I ERGALRE fm
(Falcon 3003) *F.
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Methoden

2.10. Zellisolierung, -kultur, -reinigung und -aktivierung
2.10.2. Isolierung der Knochenmarkzellen

Maus-Femuren wurden aseptisch entnommen, geséubert und an den Enden
aufgeschnitten. Das Knochenmark wurde mit Hilfe einer Spritze und einer 27G (0,4-
mm in Durchmesser) KanUe herausgespUt, dann in RPMI 1640 Medium suspendiert.
Nach einmaligem Waschen wurden die Knochenmarkzellen mit Vollmedium auf eine
Zellkonzentration von 3x107/ml eingestellt. Die Zellsuspension wurde sorgfdtig auf
einen 4-stufigen Perkoll-Gradienten (Gradient I: 32,0%, 52,0%, 55,0%, 60,6%)
geschichtet und bei 1500 Upm (425xg) fUr 30 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde die Zellfraktion zwischen Perkoll-Stufe 1 (32,0%) und -Stufe 2 (52,0%)

gesammelt, dreimal gewaschen und zur Knochenmark-Vorkultur (siehe 2.10.3) eingesé&.

2.10.2. Perkoll-Gradient Fraktionierung

Kurz vor dem Aufbauen eines Gradienten wurde die Perkoll Stamml&ung (60,6%, siehe
2.8. 1.8) mit Vollmedium auf die gewinschten Konzentrationen, wie unten dargestellt,
verdinnt. Je 2 ml von den fertig eingestellten Perkoll-L&ungen wurde sorgfétig
stufenweise in die konischen Zentrifuge-réhrchen (Falcon 2099) gefdlt. 3-6x107 Zellen
in 2 ml Vollmedium wurden mit Hilfe einer 2 ml Pipette auf die Oberfl&he des
Gradienten geschichtet. Die Gradienten wurden 30 min zentrifugiert (Gradient | bei
425>g und Gradient 11 bei 550>g). Die dadurch getrennten Zellfraktionen wurden mit
Hilfe einer Spritze und einer 20G (0,9%70 mm) Kanue abgenommen und dreimal mit
RPMI 1640 gewaschen.

Tk

210 MR DE. EF. Ah5EL
2101 BRARNKSE

AR ARG A, ERERBRTF. FHT-ANEHS
Fa— X 271G (%N 0.4 TR) 694K BB RE+ 2k &, KRB £ RPMI 1640
BREPSNEF, 2E—kkEE, W@ AL R EMmLK
B A 3K07 ANEF ik, Hibmin ik s xaa—A 4 B4 Percoll
R MR (BB ik 1 32.0%. 52.0%. 55.0%. 60.6%) L, & 1500 #/%
A (425>g) % 30 4. BB, B Percoll #0481 (32.0%) 54648 2
(52.0%) Z Rl By it &, ik =i, B T B mAe Al &k e A7 (L 2.10.3),

2.10.2 Percoll B E#HEE LD B X

FEBP ISR 3 — A8 B A R Z AT, B Percoll &% (60.6%, X 2.8.1.8)
A A BRI ZPT ISR E (LT T o 4 2 284 Tk 89 Percoll
RS MR B A NAERVR B0 F (Falcon 2099) . 3-6107 AN 4w i 2 2
EHABERRTBL A2 EA OB REMESTEH LR L@, KE
BB B 30 o4r (FEMAIR |2 4255y, FEME R I 550>9) -
B T Ay BB T —ANE ST B e — X 20G (0.9%70 £R) #94Fkk
AL, £ 5 RPMI 1640 ik =i,
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Herstellung der Perkoll-Stufen fir Gradient I:

Stufe Volumen Perkoll Stammi&ung  Vollmedium
1 (32,0%) 45ml 2,376 ml 2,124 mi
2 (52,0%) 45ml 3,821 ml 0,579 ml
3 (55,0%) 45ml 4,125 ml 0,375 ml
4 (60,0%) 45ml 4,500 ml 0,000 ml

Herstellung der Perkoll-Stufen fir Gradient Il:

Stufe Volumen Perkoll Stamml&ung  Vollmedium
1 (32,0%) 45ml 2,376 ml 2,124 mi
2 (40,8%) 45ml 3,063 ml 1,437 ml
3 (45,3%) 45ml 3,398 ml 1,103 ml
4 (50,0%) 45ml 3,750 ml 0,750 ml
5 (55,0%) 4,5ml 4,125 ml 0,375 ml
6 (60,6%) 45ml 4,500 ml 0,000 ml

2.10.3. KM-Vorkultur

10x10¢ Zellen (2.10.1) wurden in 15 ml Vollmedium in 9-cm Gewebekulturschale
(Greiner) ausges&. Zur Expandierung der Makrophagen-Vorl&ufer wurde die Kultur mit
CSF-haltigem L-Zell "konditioniertem™ Medium (2.7.3) auf 10-15% supplementiert. FUr
manche Untersuchungen (wie z.B. Northern-Blot Analyse, Zytokin-Produktion) wurde
anstatt des L-kond. Mediums rekombinanter GM-CSF (200 U/ml) eingesetzt, um zu
vermeiden, die m&ylich im L-kond. Medium existierenden unbekannten Faktoren auf die
Zellen einzuwirken. Bei niedriger Konzentration (< 200 U/ml) wirkt GM-CSF
hauptsachlich auf die Vermehrung der Zellen des Makrophagen-systems [Metcalf, 1987].
Zur Erzeugung der NK-Aktivité wurde die KM-Vorkultur mit IL-2 (100 U/ml) ergé&nzt.
Dazu wurde das Vollmedium mit 5 uM 2-ME [Kuppen et al. 1991] benutzt. Diese KM-

Vorkultur lief immer nur 3 Tage.

#4E Percoll 55 Z A6 IR I

R PRAR Percoll &i& ARk
1 (32.0%) 4.5 mL 2.376 mL 2.124 mL
2 (52.0%) 45 mL 3.821 mL 0.579 mL
3 (55.0%) 4.5 mL 4,125 mL 0.375 mL
4 (60.65) 4.5 mL 4.500 mL 0.000 mL

HI4E Percoll %5 B AR Z i 1l

2R PRAR Percoll #-i& ¥k
1 (32.0%) 4.5mL 2.376 mL 2.124 mL
2 (40.8%) 4.5mL 3.063 mL 1.437 mL
3 (45.5%) 4.5mL 3.398 mL 1.103 mL
4 (50.5%) 4.5mL 3.750 mL 0.750 mL
5 (55.0%) 4.5mL 4.125 mL 0.375 mL
6 (60.6%) 4.5mL 4.500 mL 0.000 mL

2.10.3 BEELARATEESE

F 10108 AN mfe (2.10.1) HAPANEA 15 A 2 HE Rk 9 B AAR
¥ m (Greiner) F. ATV ¥ ERMBATIK, EHRZFHRT 10-15%%
A CSF 8 L-tafp & 4R35k ik (2.7.3) o 3 FA 253 (bbde Northern #p ik
R o, FAMBET) , F4E R E46 GM-CSF (200 U/mL) &I
L-smfe e 3 i, VOB T R AT L-aa e 538 R i b 69 R de B 5 24
Wi e %, ARG KE (<200 UML) T, GM-CSF £ &4ER T E%
mpn F dyminy 3% [Metcalf, 1987 1 . AT =4 NK &, FAaFim
JART 3SR P AN IL-2 (100 U/mL) . bk, F4 R4 A Sumol/L 2-3i 4 T

[

B7 [Kuppen %, 1991 ] #9435 5kik. XANFRMIBATIERER RT3
o
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2.10.4. Isolierung der Makrophagen Vorl&ufer aus KM-Vorkultur

Nach einer 3-t&igen KM-Vorkultur wurden die nicht adh&enten Zellen gesammelt,
gewaschen, und (ber einen 6-stufigen Perkoll Gradienten Il (32,0%, 40,8%, 45,3%,
50,0%, 55,0% und 60,6%) fraktioniert. Die Zellfraktion zwischen Perkoll-Stufe 2 (40,8%)
und 3 (45,3%) wurde gesammelt und dreimal mit RPMI 1640 gewaschen. Diese
Zellfraktion enthielt ungeféor 85% Makrophagen Vorl&ufer (einschlief3ich ein paar leicht
adh&enten Makrophagen), ca. 10% polymorphkernige Zellen, und 2-5% Lymphozyten.

2.10.5. Depletion der Phagozytischen Zellen

Die Zellen wurden in Vollmedium auf 1x106 Zellen/ml suspendiert und mit
Eisenpartikeln (Technicon Instruments Corp. Tarrytown, NY. Product No: T01-0507) in
einer Plastikschale (Falcon 3003) 30 min bei 37°C inkubiert. Wahrend der Inkubation
fraf®n die phagozytischen Zellen Eisenpartikel. Nach der Inkubation wurden die nicht
adh&enten Zellen gesammelt und in ein 10 cm langes R&hrehen (Falcon 2057) Uberfihrt.
Das Rd&hrchen wurde in einen Dynal Magneten (Dynal MPC-1, "magnetic particle
concentrator”, Dynal, Oslo, Prod.No. 12001) eingelegt, um die nicht adh&enten aber
Eisenpartikeln-enthaltenden (also phagozytischen) Zellen zu entfernen. Nachdem die
phagozytischen Zellen fest an der Wand des Rchrchens hingen, wurde die Zellsuspension
im Rdarchen mit Hilfe einer Spritze und einer 20G (0,9%70mm) Kante aus dem
Ré&hrchen abgesaugt. Die dadurch gewonnene Zellpopulation war frei von
phagozytischen und adh&enten Granulozyten und semi-reifen Makrophagen.

2.10.6. Depletion der Lymphozyten mit magnetischen Beads

Zuerst wurden die Zellen mit Antik&per gegen spezifische Oberfl&henmarker von
unerwinschten Lymphozyten (Ratte anti-Maus CD3 fir T Lymphozyten und Ratte anti-
Maus B220 fiir B Lymphozyten) bei 4°C fiir 45 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, mit PBS + 2% FKS auf 2x106 Zellen/ml

eingestellt und in 10 ml Falcon Reagenzr&hrchen tberfihrt. Magnetische Beads der Firma

2.10.4 SR B B MRS ER AR T

%it 3 RO FMmATIEAZ G, WEIERRGmIL, ik, REE
— A~ 6 484 Percoll % B A% B ik 1l (32.0%. 40.8%. 45.3%. 50.0%. 55.0%
5 60.6%) E#iTH S H. kEAET Percoll 2% 2 (40.8%) HAH4 3
(45.3%) Z 1A e5maeZ, B RPMI1640 =ik, XA-tmit & & A £ 85%
HERmMBATR (LT Oy ZREMRMRGEREME) | £ 10%4 5 A
B, LH 2-5%69 i,

2105 RBRELELA

Fromfofe AR RY A 1A ML/ EA AT EE, SRR (B
Technicon Instruments Corp. Tarrytown, NY. & &5 : T01-0507) £—4A-#
#3& 4 m (Falcon 3003) # 47 30 94 BT 37°CO9MH . AWM H L,
B B R, WRERZE, IEIFRR M, LA
—% 10 BAKa9X4% (Falcon 2057) M. HiXREET—A#mAR (MA
Dynal MPC-1, “magnetic particle concentrator”, Dynal, Oslo, /= &% :12001)
F,OERAS RS E (BASESAE) YAERRMmE, &A% mIEEN:
TEHEZE, MR- ANE4EF— 320G (0.9570 ER) 694 KFmind
AR E AR I ko IR AT BB TS A B A A T A Ak TR T AR

2w fitn b 3 px i B 2 ML

2.10.6 FABEEkEBRKEMME

HARK ML X k—RFFESRE LR miet R @
AREH (KEAHD R CD3 AR THE @i, KA R B220 A&
% B#HEmIi) — & 4°CHF 45 2 4. WA TG, Frmie R PBS
REi, [ PBS+ 2% I dniF P A A 2>105 AN mial £, A 10 25T
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Dynal, gekoppelt mit Schaf anti-Ratte 1gG, wurden in einem Verh&tnis von 4:1 (Beads
zu Zellen) in die Zellsuspension gegeben. Das Rohrchen wurde bei 4°C fiir 30 min auf
einem Drehrad inkubiert. Anschlief®nd wurden die magnetischen Beads und die (ber die
Antik&per daran gebundenen Zellen von Dynal Magnet MPC-1 entfernt. Die Ubrige
Zellsuspension wurde abzentrifugiert und zweimal gewaschen. Die dadurch gereinigte
Zellpopulation enthielt weniger als 0.5% Lymphozyten.

2.10.7. Hauptkultur und LAK-Kultur

Die aus 3-t&yiger KM-Vorkultur (2.10.3) isolierten Makrophagen-Vorl&aferzellen
wurden als Ausgangspopulation in Vollmedium mit 2-ME (5 uM) weiter kultiviert. Je
nach dem Zweck der Untersuchung wurden entsprechende Faktoren (CSF-1 oder IL-2,
oder CSF-1+IL-2) in verschiedenen Konzentrationen in die Kultur eingefigt. Diese
Kultur wurde als Hauptkultur bezeichnet. FUr LAK-Kultur wurde der Hauptkultur hohe
Konzentration von IL-2 (1000 U/ml) gegeben.

2.10.8. Aktivierung der KM-Makrophagen Vorl&ufer zur Zytokin-Produktion

Um die Zytokin-Produktionsfénigkeit von Knochenmark Makrophagen-Vorl&uferzellen
zu untersuchen, wurden die gewaschenen Zellen im Vollmedium (0,5x106 Zellen/ml) mit
entsprechenden stimulierenden Faktoren bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Ubersténde
wurden am n&hsten Tag (ca. 20 Stdn. nach der Zugabe der Faktoren) gesammelt und in
Polypropylene Rohrchen (Falcon 2063) bei 4°C aufbewahrt. Zytokine wurden entweder
im Bioassay (2.12.4) oder im ELISA (2.12.5) nachgewiesen.

2.11. Zellf&rbung

2.11.1. Zytopré&parate
Je 110° Zellen pro Objekttr&ger wurden in einer Zytozentrifuge (Cytospin, Shandon

89 Falcon R S iXE B 4846 T 28 F 4 KR 19G 495 2k (Dynal 2 3] # &)
B 41 (B min) b BliRm B min kiR 2, BiRE ARE — N
#B L, £ 4°CHF 30 94 41 A Dynal MPC-1 #% /) 2R kA5 1% 4 2k A
B RSB Bk LM mIt., FATH@mBRERATHLEH, EA
Wo Wb sbALAY L A BE AT A 09 Ak 2 e AR T 0.5%.

2.10.7 E¥EHRE LAK 5

B REmILATE S (2.10.3) 4% b 89 B " fm MO AT RAE A A2 45 tm L 2%,
BAR 2-H A TEL (Sumol/L) 8943 A ik Lok &3k . HRIBHT 504 B 49
MK EF (CSF-1 RH IL-2, H CSF-1+IL-2) VARPE &R ERAa 3|35
RigF. IMBRBANEIZER. T LAKER (5554 LAK Fi
893E) , AEZEATERmG KA IL-2 (1000 UML) .

2108 FFHBREEMEMEERE~EMRET

ATAHAREREEmOATR T A mIE R TR, Fokeomipirs
BaRkE (0.5x10° e/ Z2Ht) SAXREE T & 37°CEATR. Kk
B (A EFMETF 20 b2 BIkE EFik, B TR A\ )% (Falcon 2063)
2, 4CHKR A, mLEFHE R A m ik (2.12.4) K& 44 A ELISA &
(2.12.5) kM=,

211 HRERE

2111 FIEHMRSR
VABEANBIL B 1<0° A 2m it 2 2 4m L ik | AL (Cytospin, Shandon
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Southern, Astmoor, GB) 5 min bei 500 Upm auf Objekttr&ger gebracht und danach
luftgetrocknet. Die davon angefertigten Zytopr&parate ké&nen durch verschiedene
F&abungsverfahren zur Untersuchung von Zellmorphologie, Zelloberfl&henmarkern und
zytoplasmatischen Komponenten verwendet werden. Zum Aufbewahren kénen die
getrocknete Zytoprdparate in Alufolie getrennt voneinander eingepackt und bei -20°C
eingefroren werden.

2.11.2. Zell-kultur in Chamber Slides

Zellen wurden im Vollmedium mit 0,2% 2-ME/Hepes Stamml&ung (2.8.1.5) auf eine
Zellkonzentration von 2.5-5%10° Zellen/ml suspendiert und je 300 pl pro Loch in die 8-
well Chamber Slides (Nunc, IL. Order No.: 177402) einges&. Die entsprechenden
Zuséze wie PMA, M-CSF, und IL-2 wurden je nach dem Ziel der Untersuchung zu den
Kulturen hinzugegeben. Die Slides wurden bei 37°C, 5% COz2 inkubiert.

2.11.3. Esterase-Doppelférbung

Die Pr&parate wurden zuerst in der gepufferten Formalin-Aceton-L&ung (siehe 2.8.1.4)
fir 30 Sek. bei 4-10°C fixiert, dann 3 min mit PBS gespiilt, und danach an der Luft
getrocknet. Die fixierten Pr&parate wurden fUr 15 min im Dunkeln mit der unter 2.8.1.9
beschriebenen F&bel&ung fir Chloroacetatesterase (spezifisch fUr Granulozyten) bei RT
inkubiert, und danach 3 min mit dest. H20 gespUt. Nachdem die Pré&parate luftgetrocknet
waren, wurden sie fUr weitere 25-30 min in der filtrierten Farbelosung fiir o-
Naphtylbutyrat Esterase (siehe 2.8.1.9) im Dunkeln gef&bt, um Monozyten und
Makrophagen (positiv fiir a-Naphtylbutyrat Esterase) nachzuweisen. Anschlief®nd
wurden die Prgparate 3 min mit H20 gespUt und danach luftgetrocknet. Mit Mayers
Hemalaun-L&ung (fUr Kernf&bung) wurden sie ca. 4 min gegengefébt. Nach
grindlichem Spien mit Wasser und anschlief®ndem Lufttrocknen, wurden die Pr&parate
mit der Glyzerin-Gelatine-L&ung (2.8.1.3) eingedeckt.

Southern, Astmoor, GB /&= &) W VA 500 #4947 5.0 5 404, Eaiah T
HHALE, RERATH. ddlRaymitirh e @83 RR a4 &7 & R
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T ARG AL IR R AR5 P A AR T 4T, A A TF-20°C,

2112 RREHIFH PMETER

&Aﬁﬁz%%zm%c@mw%&&«zm5>%&%%&#,%m
FLVAK & H) 2.5-5>10° AN wa i) £ Ak 47 &%, AH 3L 300 AT N 8 L
REE R (Nunc, IL., TH5: 177402) Z. A8 A 697Rmm4s, 4= PMA,
M-CSF. IL-2, AR3B5F 7049 B 695 An N3& ki B2 E &K 3L K & 37°C. 5% CO2
T AT

211.3 ERESEE

AR mA AR R A% AR R BAR-RER AR (L 2.8.14) F T 4-10°C
Bl 30 47, ARG R PBS 3 94, L BERAWRT. BRBHmMIELRA £
ZHYBER RS GHEmitt—) #keik (L2819 TEETH
F 15 54, KRB RAMEKF 3 4. Fminh R 2ATHRE, FL%S
ARG oo TRAR I L &R (L 2.8.1.9) #4F 25-30
SErEG e, bR EEme S EEmi (o-TBRARBEEME) o T
k), Bmiairn AR+ 3 04, A ATFH. A Mayer # K& % &K
F) (F & tmPAz) stamLil R AT K49 4 4P east b F &0 MRS ik,
ERATHZE, Fmiairh R dyikkii (28.13) A,
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2.11.4. Fluoreszenzférbung der Zelloberfl&chenmarker

1-5x10° Zellen in 40 ul FACS-Waschpuffer (2.8.2.4) wurden in 0,6 ml Rdhrchen
(Greiner 101101) suspendiert. Die Zellen wurden zun&bhst mit 40 pl Human Ig L&ung
(20 pg/ml) versetzt und fir 15 min auf Eis inkubiert, um die unspezifische Bindung an
FcR an der Zelloberfl&he zu blockieren. Nach einmaligem Waschen wurden die Zellen
entweder mit 40ul FACS-Waschpuffer oder mit 40ul Antikérper Losung (Antikorper
verdinnt in FACS-Waschpuffer) fUr 45 min auf dem Eis inkubiert. Es folgte dreimaliges
Waschen mit dem Waschpuffer. Anschlief®nd wurde der FITC-konjugierte zweite
Antik&rper zugesetzt und weiter auf dem Eis inkubiert. Nach 30 min Inkubation wurden
die  Zellen wiederum dreimal gewaschen und schlie@ich mittels des
Durchflusszytometers (FACScan Becton, Dickinson GmbH, Heidelberg) analysiert. FUr
die direkte Fluoreszenzf&bung wurden die Zellen gleich nach dem Blockierungsschritt
mit FITC-Antik&per fUr 30 min auf dem Eis inkubiert.

2.11.5. Immunhistochemische F&bung mit AP-konjugiertem-Antik&rper

Frische oder eingefrorene Zytopr&arate wurden bei RT fUr 10 min in 100%igem
Isopropanol fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit TBS + 0,1% Tween 20 wurden sie
mit Ziegenserum (1:10 verdinnt in TBS) fir 40 min vorinkubiert. Nachdem das
Ziegenserum entfernt worden war, wurden die Zytopr&parate fUr 45 min bei RT mit
Antik&per-L&sung (Ratte anti-murines Perforin 1:400 in TBS verdnnt) in einer feuchten
Kammer inkubiert. Es folgte zweimaliges Waschen mit TBS + Tween 20. Als n&hster
Schritt wurde 1:20 verdinnter Ziege anti-Ratte IgG (konjugiert mit alkalischer-
Phosphatase) auf die Zytopré&parate gegeben und bei RT fUr 45 min in einer feuchten
Kammer inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Pr&parate zun&hst dreimal mit TBS
+ Tween 20 gespUt, dann wurde Fast-Red-Substrat-L&ung (2.8.2.5) durch einen Filter
(0,22 pum, Millipore SLGS025BS) darauf gegeben und 10-30 min reagieren gelassen.
Durch Spden mit TBS wurde die Farbentwicklung abgestoppt. Die anschlief®nde
Gegenfabung (Kernf&bung) erfolgte durch kurzes Einlegen der Pré&parate im
Hé&matoxylin (nur fir 5-10 Sek.), danach wurde sofort mit Wasser gesput. Die fertig

gefébten Zytopr&parate wurden mit Aquatex eingedeckt.

2114 FRFRERSYHRLERE

#£ 0.6 7452 E (Greiner 101101) Z 1-5510° At i & T 40 %
# FACS stk ik (28.24) F. £¥mia L 40 MAALZRE ABR
(10pg/mL) %4, £k EMF 15 H04F, AMEmAak & Fc £k IEH 7
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ShKERE. 2L 3050 HEFE, BAEmIie 3B, BEHHTAX
#m L (FACScan Becton, Dickinson GmbH, Heidelburg & &) 347 9 #7.
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2.11.6. Pappenheimfé&rbung (May-Grinwald/Giemsa-F&bung)

Zytopr&parate wurden 3 min mit May-Grinwald-F&bel&ung Uberschichtet und dadurch
fixiert und gefabt (die sauren Bestandteile der Zellen lassen sich bei dieser Behandlung
bl&aulich anf&ben). Nach kurzem Waschen in dest. Wasser wurden sie mit der 1:10 in dest.
Wasser verdUnnten Giemsa-L&ung fUr 10 min gegengeféabt. Bei diesem Schritt wurden
basische azidophile Proteine mit dem sauren Farbstoff rot angefé&bt. Nachdem die
Zytopré&parate mit dest. Wasser grindlich gespUt und danach luftgetrocknet wurden,
waren sie bereit fUr die lichtmikroskopische Untersuchung.

May-Grinwald-L&ung: 0,25% (w/v) May-Grinwald in Methanol
Giemsa-L&sung: 0,4% (w/v) modifiziertes Giemsa in gepuffertem Methanol

(pH 6.8) gelGst.

2.12. Tests

2.12.1. °H-Thymidin Einbau zum Test der Zellproliferation

Die zu testenden Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten (Falcon 3072) auf 5x10° in
200 pl Vollmedium pro Loch ausgesét und mit oder ohne Wachstumsfaktor bei 37°C, 5%

CO: fir verschiedene Zeiten inkubiert. Danach wurde 1 pCi von 3H-Thymidin pro Loch
in die Platten gegeben und fUr weitere 18 Stdn. inkubiert. Die Zellen in den Platten wurden
schliefdich mit einem Zellerntegerat (Skatron, Norway) auf Glasfaserfilter (Schleicher &
Schdl, Dassel) geerntet. Die getrockneten Filterpl&tchen wurden in Plastikrchrchen
(Scintilation Vials & Caps, Skatron, Cat.No. 15765) gelegt und mit 3 ml
SzintillationsflUssigkeit versetzt. Die von den Zellen aufgenommene Radioaktivit&
wurde in einem FlUssigkeitsszintillationsz&nler (Beckman LS1801) gemessen. Die

Radioaktivit& ist in Counts pro Minute (cpm) angegeben.

2.11.6 @B EX (May-Grunwald -Giemsa 3 £55%)

¥ mpiik R OB SEAS AR SE Z &% (May-Grunwald Stain) & 2 3 547, 1%
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BEAT 10 oAb &, E YR, A E R E A ABRME R R i
o MABKFEm@mILAER Rort i, MERFeMN=AmT, ©rTH
TAFEIRBEGHINT o
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IR 04% (ZEZ/MHR) AR BN SEIFEETEFTEWYT
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2.12.2.51Cr Freisetzung aus Zielzellen zum Test der Zytotoxizitét

Zuerst wurden die Zielzellen mit Na2’!CrOs (200 uCi/5>10% Zellen) in 0,5 ml
Vollmedium fiir 1,5 Stdn. bei 37°C, 5% CO2 markiert. Nach der Markierung wurden die
Zielzellen dreimal mit RPMI 1640 gewaschen, um extrazellulares 5Cr zu entfernen, und
anschlief@nd mit Vollmedium auf 110° Zellen/ml eingestellt. Zum Test der Zytotoxizita
wurden je 100ul Effektorzellensuspension mit verschiedener Zellzahl (4x105, 2x10°,
1105, 5%10% 2x10* und 1x<10* Zellen) pro Loch in 96-well Mikrotiterplatten mit rundem
Boden (Nunc, Roskilde, Danmark) ausplattiert. Dazu wurden die radioaktiv markierten
Zielzellen (1510%/Loch) pipettiert. Die dadurch gebildeten Verh&tnisse von Effektor- und
Zielzellen waren: 40:1,20:1,10:1,5:1, 2:1und 1:1. Die Mikrotiterplatten wurden kurz
bei 600Upm zentrifugiert und bei 37°C, 5% COz inkubiert. Nach 4 Stdn. (zur
Untersuchung der NK-AKktivit&) oder 16 Stdn. (zum Test der LAK-AKktivit&) Lysezeit
wurden die Mikrotiterplatten fir 10 min bei 1200Upm zentrifugiert, 100 pl Aliquots von
den Uberstznden abgenommen und die darin enthaltene Radioaktivita ("Experimental
Release™: ExpR) in einem Messger& fir gamma-Strahlen (Kontron MR 480, Basel,
Schweiz) gemessen. Zur Kontrolle wurden von den Zielzellen die spontane 5Cr-
Freisetzung (ohne Anwesenheit von Effektorzellen, als SR bezeichnet) sowie die
maximale 5!Cr-Freisetzung (100%ige Abt&ung der Zielzellen durch Inkubation mit 1N
HC1: MaxR) bestimmt. Die Zytotoxizit& der Effektorzellen wurde entweder als %
spezifische Lyse von Zielzellen, berechnet nach der unten dargestellten Formel, oder

Lytische Einheiten (LU) angegeben:

EXpR - SR
% spezifische Lyse = %100
MaxR — SR

Wenn die Ergebnisse als LU pr&entiert werden, entspricht Eine Lytische Einheit (1 LU)
die Zahl der Effektorzellen, die eine 20%ige spezifische Lyse von 1x104 Zielzellen
bewirkten. LU wurden aus verschiedenen Verh&tnissen von Effektor- und Zielzellen
kalkuliert. LU/107 ergibt die lytischen Einheiten von 1107 Effektorzellen.
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2.12.3. Test der Kalzium-Abhé&ngigkeit der Zytotoxizit&t

Um festzustellen, ob die Zytotoxizit& der Zellen von der Anwesenheit von Kalzium
abhé&ngig war, wurden drei Testmedien: A) Vollmedium, B) Vollmedium + 10mM EDTA
und C) Vollmedium + 10mM EDTA + 15mM CaCl: verwendet. EDTA kann mit den im
Vollmedium enthaltenen Kalzium-lonen Komplexe bilden. Dadurch wurde Ca®* im
Medium B depletiert. Im Medium C wurde CaCl, im Uberschuss zugegeben, damit es
wieder Ca?* enthielt. Die zu testenden Effektorzellen wurden in drei Portionen unterteilt,
in den entsprechenden Testmedien suspendiert, und in 96-well Mikrotiterplatten
ausplattiert. Zytotoxizit&stests wurden wie unter 2.12.2. beschrieben durchgefihrt.

2.12.4. MTT-Test (kolorimetrischer Bioassay)

Da nur lebende Zellen fé&ig sind, MTT umzusetzen (Bildung von blauen Formazan
Kristallen), wird MTT-Test hafig zur Bestimmung des Zellwachstums angewendet.
Dieser Test wird auch kolorimetrischer Bioassay genannt [Mosmann 1983; Tada et al.
1986]. In der vorliegenden Arbeit wurde der MTT-Test zu Untersuchungen der Zytokin-
Aktivit&en in Zelltberstanden durchgefihrt. Die Zytokin-abh&ngigen Zellinien wurden
in 96-well Mikrotiterplatten mit den zu testenden UberstZnden sowie entsprechenden
Zytokin-Standards kultiviert. FUr die Kontrolle wurden die Zellen mit Medium ohne
Faktor inkubiert. Nachdem die Zellen im Kontrollwellen verstorben waren (ca. 2-4 Tage),
wurde je 10 pl MTT-L&ung (2.8.1.6) pro Loch in die Platten pipettiert. Nach ca. 4-
stiindiger Inkubation bei 37°C wurden 100 pul MTT-Abstopl&ung (2.8.1.7) pro Loch
gegeben. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C stehen gelassen, um ein vollstindiges
L&en der gebildeten blauen Kristalle zu erreichen. Es erfolgte eine photometrische

Absorptionsmessung mit einem Microplate Reader (MR 700 Dynatech) bei 570 nm.

2.12.3 &MLRBR R (AR SE R B
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2.12.5. Enzymgebundener Immunoassay (ELISA)

In dieser Arbeit wurde der ELISA haupts&hlich zur Untersuchung des Zytokin-Gehaltes
in Uberstznden angewendet. Zuerst wurden die Platten (Nunc Immunoplate 1, Code
Nr.439454) mit entsprechendem anti-Zytokin "Fang-Antik&per" je 50 pl pro Loch
(2,5pg/ml) beschichtet und dann iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit ELISA-Waschenpuffer (2.8.2.3) wurde pro Loch 100ul PBS + 0,5% BSA
zum Blockieren der Plastikoberfl&che zugegeben und die Platten fUr eine Stunde bei RT
in einer feuchten Kammer inkubiert. Es folgte zweimaliges Waschen und dann wurden
die zu testenden Ubersténden sowie Zytokin-Standard Lésungen einpipettiert (50
ul/Loch). Die Platten wurden in einer feuchten Kammer 2 h bei RT inkubiert, danach
funfmal gewaschen. Als n&hste Schritt erfolgte eine Inkubation der Platten mit 1:100
verdinntem biotinyliertem Antik&per gegen dasselbe Zytokin (50 pl/Loch) in einer
feuchten Kammer bei RT fir 1 Stunde. Danach wurden die Platten sechsmal gewaschen,
und mit 1:500 verdtnntem Avidin-POD-Konjugat (50 pl/Loch) in einer feuchten Kammer
bei RT fUr 30-45 min inkubiert. Am Ende wurde wiederum sechsmal gewaschen. Danach
wurde die DAB-H202-L&sung (siehe 2.8.2.2) je 50 pl pro Loch in die Platten gefdlt und
die Platten anschlief®nd bei RT im Dunkeln 10-20 min stehen gelassen. Durch Zugabe
von 100 pl 1N HCI/Loch wurde die Farbreaktion abgestoppt. Mit dem Microplate Reader

wurden die Ergebnisse ausgewertet.

2.12.6. Soft-Agar Assay

30-60>408 frische Knochenmarkzellen aus C57BL/6 M&usen im Alter von 4 Wochen
wurden in 3 ml PBS suspendiert, dann sorgfdtig auf 5 ml Ficoll geschichtet und bei
2500Upm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die Zellfraktion zwischen PBS
und Ficoll gesammelt und dreimal gewaschen. Die Zellen wurden dann in dem mit 15%
FKS versetztem Iscove's Medium auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. Je 0,1 ml zu testenden
Uberst&nden oder CSF-haltige Lésungen wurde in 3,5 cm Gewebe-kulturschalen (3510
w/Grid, Nunc, Inc., IL. Order No.:174926) gefdlt. Danach wurde die KM-Zellsuspension

2125 EEEXERRTME (ELISA)
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96 FLeyEEAR4 (Nunc Immunoplate |, %% 5: 439454) R 48 2 &9 i sm e & 5
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5 1:500 #BENREDEFKE-TAWEELIY (Avidin-POD-
conjugate, 50 #FH/3L) £B & F EIRTIHE 30-45 04, K Lk ki,
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im Verhéltnis von 8:1 mit 3,5% Agar im 42°C Wasserbad gemischt und dann in die
Schalen (0,9 ml/Schale) gegossen. Es folgte eine schnelle Mischung, um die zu testenden
Uberstznde oder CSF-Lé&sungen mit den Zellen sowie dem Agar in der Kulturschale
gleichm&3g zu verteilen. Die Schalen wurden in feuchter Atmosphére bei 37°C, 5% CO2
fUr 7 Tage inkubiert. Danach wurden die auf dem Agar ausgewachsenen Kolonien unter

dem Lichtmikroskop gezéhlt.

Zur Bestimmung der Zelltypen in den Kolonien wurden die Scheiben von "Soft-Agar" im
PBS-MC Bad auf Objekttr&yer gebracht und danach luftgetrocknet. Anschlief®nd wurden
die Préparate nach Esterase-Doppelféabung (2.11.3) angef&bt und mikroskopisch
untersucht.

2.13. Nachweis der Zytokine

2.13.1.1L-1

Die zu testende Uberstznde sowie Standard IL-1 (0,1-125 Einheiten/ml) wurden zun&chst
in die L&her der 96-well Mikrotiterplatten (Falcon 3072) gefllt. Die gewaschenen
D10.G4.1 Zellen (2.9.1) wurden in IL-1-Testmedium (Iscove's Medium + 1mM Natrium
Pyruvat + 1% 2-ME/Hepes Stamml&sung + 5 ug/ml Con A + 5% FKS) auf 2x10°
Zellen/ml eingestellt, je 100ul pro Loch in die Mikrotiterplatten pipettiert, dann bei 37°C,
5% CO2 inkubiert. FUr die Kontrolle wurden D10 Zellen mit IL-1-Testmedium allein
inkubiert. Nach angemessener Inkubationszeit wurde der MTT-Test durchgefthrt (2.12.4)
und das Wachstum der D10 Zellen bestimmt. Mit Hilfe der IL-1 Standardl&ungen wurde
eine Eichkurve erstellt. Die IL-1 Aktivit& der Proben werden an den Eichkurven

abgelesen.

2.13.2. IL-6

7TD1 Zellen (2.9.5) wurden in VVollmedium + 2% 2-ME/Hepes Stamml&sung (somit die
Endkonzentration von 2-ME im Medium auf ca. 50uM liegt) in die 96-well-
Mikrotiterplatten (2.5x10% Zellen pro Loch) pipettiert, die zuvor mit verdinnten, zu

#l5 3.5% #9IRMSAE 42°CH Kis b AR, MEBAERmY (0.9 £/
m) | BERERIRE, MEAN LiEiRRE CSF Rk min B g sk
My, A m B FHIR M F AIRETF, £ 37°C. 5% CO2 ¥
BART R ARBELF DB T AT LA KA RO mIEEFTR4TH

AT Mo EHEFeymip LA, KiZe L PBS-MC F 8“8 375" A
BRTERERL MBEEAWRT. BTk, Bmlod R BB EE X
(2113) #73eE, THAE,

2.13 MREEFHIRH

2131 AN R-1

BN AN L ARARAE IL-1 (0.1-125U/mL) Ak 96 SLamn s &
#. (Falcon3072) #43L+F . #/649 D10.G4.1 4mf (2.9.1) 72 IL-1 433k
& (Iscove’s 3 # ik +1 mmol/L 7 &R &L 44 +1% 2-%% 28 T B2 /Hepes & ik
+spg/mL 71 £& & A+5% N6 fniE) FilK 2105 ANmAnlE A, AL
100 AT A Nt e 3E R, KRB 37°C. 5% COz ¥ 34k, 1 AME, H
D10.G4.1 w5 IL-1 M 3& f ik L h3E . EiE Sayd Rtz 6, B
MTT %3 (2.12.4) kM % D10.G4.1 mfney A K, 8 F IL-1 ARk R
S5 RS K. FNAS P IL-1 EHAARE R LR,

2132 AN %6

F 7TD1 tmfe (2.9.5) f24 34k ik+2% 2-3% 4 CEE/Hepes Zig (d it
115 - A OB IR P ) R AR E AT 50 pmol/L) 447 A 96 3L
mppiEim (FI 250 AAmip) , TREHRRFLCEZHETHES
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testenden Ubersténden und Standard IL-6 beschichtet worden waren und bei 37°C, 5%
CO: fir 3-4 Tage inkubiert. Anschlief®nd wurde der MTT-Test durchgefthrt. Zum
Aufstellen der Eichkurve wurde Standard IL-6 in den Testl&thern schrittweise von 125
U/ml bis zu 0,5 U/ml verdinnt.

2.13.3.IL-10

Der IL-10-Gehalt in den ZellUbersténden wurde mittels ELISA (2.12.5) nachgewiesen.
Die zwei dazu gebrauchten spezifischen anti-Maus IL-10 Antik&per (gereinigt und
biotinyliert, siehe Seite 18) wurden in einer VerdUnnung von 1:500 verwendet.

2.13.4. M-CSF
Zum Bestimmen der M-CSF-Aktivit& in Zelltbersténden wurde der Soft-Agar Assay
(2.12.6) und anschlief®nd eine doppele Esterase-F&bung (2.11.3) gemacht.

2.13.5. GM-CSF/IL-3

FDCP-1 Zellen brauchen entweder GM-CSF oder IL-3 im Kulturmedium, um zu
tberleben und zu proliferieren (2.9.2). Um GM-CSF- oder IL-3-Aktivitd der
Zelltberstanden zu untersuchen, wurde spezifischer, monoklonaler anti-Maus IL-3
Antik&per (Seite 18) bei dem Bioassay mit FDCP-1 Zellen verwendet, indem zwei
Ansé&ze, mit und ohne anti-IL-3, parallel getestet wurden. Bei der Untersuchung wurden
FDCP-1 Zellen zun&ehst in Vollmedium (4>10° Zellen/ml) suspendiert und dann je 2104
Zellen pro Loch in 96-well Mikrotiterplatten, die seriell verdinnten Standard GM-CSF
(0,25-125 U/ml) oder IL-3 (0,01-10 U/ml) oder die zu testenden Uberstznde enthielten,
ausges&. Anschliefdich wurde je 10 pl anti-IL-3 Antik&per in die entsprechenden
Testl&cher pipettiert. Die Ergebnisse des Bioassays wurden ebenfalls wie oben
beschrieben mit dem MTT-Test ausgewertet. Die Einheiten der GM-CSF- oder IL-3-
Aktivit& wurden jeweils mit der Eichkurve von Standard GM-CSF oder IL-3 berechnet.

&M _EER 5ARA IL-6, & 37°C. 5% CO2 ¥4k 3-4 X, T kstir
MTT 550, A TR ZARERK, F IL-6 8947 /AR L 2 5 3
125 U/mL ## Z 0.5 U/mL.,

2.13.3 A E-10

mff L i b a9 1L-10 2S48 F ELISA & (2.125) ¥, AT At
B a4 Frk L B IL-10 e 4tk (shibed 5 A 4pF ey, L% 18 W) A
1:500 B4 A .

2134 EMMMEEFIMET
W% g fe B ik b 69 M-CSF & Ml #m i te M ik (2.12.6) b5 %4
F IR Gk (2113) KT K.

2135 WYME-ERMREERREFSaHBRNTR-3

FDCP-1 #m /% % GM-CSF 3% IL-3 A& T 4kik b 1 i 4 iE 53H
(29.2) o H T HMmie LiFikd GM-CSF & IL-3 4976, HFiet sk
MR IL-3 a4tk (L% 18 W) 4% Fl FDCP-1 mfaéy & Akl v 13
VR, A, mAETG (B 5L IL-3 d9ik) #AT-F7 58, £40
$AZW, £ FDCP-1 e & ¥ T 235Kk (U0 AMamfe/2Ht) F, A%E
AL 2104 AN a4 A 5] 96 LA L, X IBHRARGIILT T4
A R3S 89474 GM-CSF (0.25-125 U/mL) #& I1L-3 (0.01-10 U/mL)
RFEHM LFik. G, 4 IL-3 Q4R lE30 10 M A e A 2] 48 2 69 4]
ko IR AN G2 R e Bl A L RE AR MTT RI ke,
GM-CSF s IL-3 &1 69 %454 5 Bl GM-CSF % IL-3 AR/EH 0947 &
= S g
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2.13.6. IFN-y

Mit zwei spezifischen anti-Maus IFN-y Antik&per (gereinigt und biotinyliert, siehe Seite
18) wurde ein ELISA (2.12.5) zum Nachweis des Gamma-IFNs in Zell{berst&nden
durchgefihrt. Die Antik&per waren 1:500 verdinnt.

2.13.7. TNF-a

Die TNF-Aktivita in Zell(berst&nden wurde mittels L929-Zellen bestimmt. In
Gegenwart von Actinomycin D sind L929-Zellen sehr sensitiv fir TNF-vermittelte
Zytotoxizita und lassen sich innerhalb von 24 h lysieren [Ruff & Gifford 1980]. Zum
Test wurden L929-Zellen (1.5x<10* Zellen pro Loch) in Vollmedium in die 96-well
Mikrotiterplatten ausgesdt und iber Nacht bei 37°C inkubiert, so dass sich ein
geschlossener Zellrasen bildete. Auf diesen Zellen wurden serielle Verdinnungen (1:2,
1:4, 1:8 etc.) der zu testenden Zelltbersténde sowie des Standard TNFs (0,10-200 U/ml)
hergestellt. Je 100pl 1:500 im PRMI 1640 verdiinnte Actinomycin D Losung (2.8.1.2)
wurde zugefiigt. Nach ca. 20 h Inkubation bei 37°C, 5% COz2, wurden aus jedem Loch
100 pl Medium entnommen und 10 pl MIT L&ung hinzu pipettiert, um den
Abtdungsgrad der L929 Zellen zu bestimmen. Da Actinomycin-behandelte Zellen MTT
langsamer umsetzen als normale Zellen, wurde die Inkubationszeit von ca. 4 h auf 6 h
verléngert. Die Ergebnisse wurden ausgewertet wie bei dem MTT-Test (2.12.4)

beschrieben. Um den TNF-Typ (TNF-a oder TNF-B) zu bestimmen, wurde spezifischer

anti-TNF-a Antik&per (siehe Seite 18) in einer Verdinnung von 1:100 dem Test zugefipt.

2.14. Nachweis der mRNA von speziellen Proteinen

2.14.1. Northern-Blot
2.14.1.1. Markierung einer cDNA-Probe mit [32P]
Zur Markierung wurde der "Megaprime"-Kit der Firma Amersham verwendet. Die

Markierung wurde nach der "Random Prime" Methode [Feinberg & Vogelstein

2136 y-FHE

18 R B AP R A R IFN-y 893k (s 5 AdnEfLey, L4 18
W) , i@id ELISA & (2.12.5) kAemlsmfe L&k ¥ 69 IFN-y. SikayHisE
#1500,

2.13.7 PBIRIERE F-o

mpg b ik b 4 TNF #4480 F L929 mie ke, £XAHE DA
O, L929 mitst TNF A5 89 245 E MY B H £ 24 A4
fi# [Ruff 5 Gifford, 1980 1 . 4 #iX%, H L929 wmfi (&30 1.5X104 4
mpn) EAERRFEMN I LMEIERMRE, £ 37°C. 5% CO; ¥4k
SR, B, —ANSTH @I A K. fEiXkimio Lok i7 ik SR A
MEFR (1:2; 1:4; 1:8%) ARAREL TNF (0.10-200U/mL) , #
fA&3Lm A 100 #H 1500 #8F PRMI 1640 + 89K &H & D ik
(2.8.1.2) o K% 20 3% T 37°C. 5% CO2 P26, AEILIE 100
At sE SRR, 10 B MTT Eigde AJLH, 2URE 1929 %m Al éy 5t =
FE. BFHEAHEE D AL mipst MTT 698401k B8 mAntg, 4w
FE AL 4 DEERE 6 B, RRLRGIFR I MTT £ (2.12.4)
PR, A TAHZ TNF 69 %48 (TNF-a &2 TNF-p) , H4FF M4 TNF-
o fdpk (L% 18 M) 4 1: 100 ## & A Bl ik ¥,

214 #HEZBARESE RNA (MRNA) H18H

2.14.1 Northern EJigZ3
2.14.1.1 F[PPI#RFICEH DNA (cDNA) #Ft

AT AT, FBAERMT Amersham 2 849 X 5147 DNA ARtk &
WARIRAR B AL 3| 42k [ Feinberg 5 Vogelstein, 1983 <71 #: 18 T 7| & Bk i
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1983] folgenderweise durchgefthrt: 20 ng doppelstréngige cDNA wurde mit 5 pl
Primerl&ung (Nonadeoxynukleotide in wéssriger L&ung) versetzt und der Ansatz wurde
mit H20 bidest. auf 50 ul aufgefiillt. Die DNA wurde 5 min bei 95°C denaturiert und zur
Primer-anlagerung auf RT abgekiihlt. Die Markierung erfolgte nach Zugabe von 10 pl
5>Markierungs-puffer (lATP, dGTP, dTTP in Tris-HCI pH 7.8), 34 ul H20, 5 pl [a-32P]
dCTP (spez. Aktivité: 3000Ci/mM) und 2 pl Klenow-Enzym (1 Unit/ul) fir 30 min bei
37°C. Anschliefend wurde die DNA durch Ethanol Féllung von den freien Nukleotiden
abgetrennt und in TE-Puffer (2.8.3.9) aufgenommen. Es wurde eine spezifische Aktivit&

von > 109 cpm/ug DNA erreicht.

2.14.1.2. RNA-Pr&paration

3-10x10° Zellen aus Gewebekultur wurden abzentrifugiert und zweimal mit 5 ml
eiskaltem PBS gewaschen. Nachdem das PBS entfernt wurde, wurde das Zellpellet mit
900 L&ung D (2.8.3.8) versetzt, so dass die Zellen sofort lysiert wurden [Chomczynski
& Sacchi 1987]. Das Zell-Lysat wurde in ein 2 ml Eppendorf-hiichen (berfthrt und 90
ul 2M NaAc (pH 4,0), 900 pl Phenol (vorher mit Wasser gesétigt), und 180 ul
Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) wurden hinzugegeben (nach Zugabe jeder einzelnen
Komponente wurde vorsichtig gemischt). Die Suspension wurde anschlief&nd 10
Sekunden kréftig auf dem Vortex geschittelt. Nach 15 min Abkthlen auf Eis wurde die
Probe 20 Minuten bei 10000 in einer Eppendorf-zentrifuge bei 4°C zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation befand sich die RNA in der wé&serigen Phase, DNA und Protein
dagegen in der Interphase und der Phenolphase. Die wé&serige Phase wurde in ein neues
2 ml Eppendorf-hiichen transferiert, mit 900 ul Isopropanol gemischt und dann
mindestens 1 Stunde bei -20°C stehen gelassen, um die RNA zu pré&ipitieren, die
schlief3ich durch Zentrifugation (10 min bei 10000>qg) gewonnen werden konnte. Die
RNA wurde in 75%igem vorgekthltem Ethanol resuspendiert und 5 min bei 10000>g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer gebogenen Pasteurpipette sorgfétig

abgenommen und der Niederschlag wurde 10-15 min bei RT luftgetrocknet, bis keine

70 4% 20 th a4t cDNA 5 5 #A51 4isik (FUBL R HBR 49 K 8

B8, RIGERAKRNREHANE E 50 #Ft. £ 95°C3T DNA #4175 54 %
M, F AT 5 & R A E TR AN 10 A SRR A+ ik (dATP,
dGTP. dTTP % T Tris-2h M4 27 %, pH7.8) . 34 fitFh K. 5 A 0-32P]-
dCTP (sbi& & 4 3000 & 2/mM) AR 2 # Klenow B (1 U/ul) 25,
A 37°C#4T 30 AP ARIG. MUE{E DNA i3 TR IR 5 & et e o
7, #HBETF TE %k (283.9) . dirithtk B e kiE > 109 £454
74/ % DNA.

2.14.1.2 RNA By

BN R B A RIEF ) 3-10W08 ANt fi, B 5 &Sk ih b PBS 2%
o kI PBS B, ¥Hmaitizs 900 #A ik D (2.8.3.8) R4, fEmil
W B2 M [Chomczynski 5 Sacchi, 1987 41 . Hémfa 2 @dmis A— R
2 269 A H % (Eppendorf &, XARK EPF) A, @@ imN 90 #
FH#9 2mol/L T E %A (NaAc, pH 4.0) . 900 ## 698 (AT R K4aA4=) |
T 180 WA R FREE (49 1 1) , HAAN—F R B HE O HIR
9. BE, FERETHRARSE (Vortex) L&A E) 10 H4b. £k
L& 3p 15 4t e, WA E T A S bl (Eppendorf Centrifuge) 2, &
4°CyL 10000>g % 20 H4r. %0 5, RNA EKABE, 524K, DNA
oG R T EEEBAR R, HoRAREAN— LA 2 £H EP MR BSFE
2, 5900 %t FREEMRE, ABAE20°CEVHE LD, 1 RNAF
VAR, MG, i & (10000>y, 10 5-4F) 3EILIZ 49 RNA. J4 RNA
FAH R FE TS%FA TG TEF, JE 10000>g HS 5 54t EA—XF
6y AT AR R R S B, LR AE TR T R AT 10-15
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Spuren von Ethanol mehr sichtbar waren. Die RNA wurde in 50ul 0,5% SDS
aufgenommen und 15 min auf 65°C erhitzt, um sie zu 16sen. Um die Nukleinsduersgehélte
der Proben zu bestimmen, wurde die Extinktion der Proben bei 260nm gemessen. Die
RNA-L&ung wurde entweder direkt im Northern-Blot analysiert oder bei -70°C
aufbewahrt.

2.14.1.3. RNA-Trennung und Blot

Je 10 ul RNA-L&ung (ca. 20 ug RNA) wurde mit 8 ul DMSO-Mix (2.8.3.4) und 1,2 pl
Glyoxal (20% in H20 pH ca.6) gemischt und 30 min bei 50°C inkubiert. Die Proben
wurden schnell auf 4°C abgekiihlt, mit 4 pl 5>RNA-Probenpuffer (2.8.3.7) gemischt, auf
ein Gel (1% Agarose in 10mM Na-Phosphatpuffer pH 7) aufgetragen und bei 70 V in
demselben Puffer aufgetrennt. Das Gel wurde dann mit 1pg/ml Ethidiumbromid in 10mM
Na-Phosphatpuffer 10 min angefé&bt, um die RNA sichtbar zu machen. Am Ende wurde
einen Northern-Blot nach Standard Technik [Maniatis et al. 1982] gemacht, nénlich: eine
Membran (Hybond N* Nylonmembran, Amersham) wurde auf das Gel gelegt und ein
Kapillar-Blot aufgebaut, wie in der Abbildung unten dargestellt. Das Transferieren der
RNA von dem Gel auf die Membran erfolgte (ber Nacht, wobei 2>SSC als

transferierender Puffer benutzt wurde.

N'Nylonmembran o 22:g£2hxqes
-—:///' _Blotingpapier (Schleicher &
\\ > Schuell, Ref-No. 426,994)
|
2 —J—— puffer

N
Chromatographiepapier
(Whatman, Cat.No. 3030917)

Abb. Gera fir einen Northern-Blot

S4r, BERAA RGN CEERMA L. ¥ RNA %T 50 #7+ 0.5% SDS
A 65°CH it 15 AR LB, AT AR SBOERRAE, RNESD
F£ 260 nm 49 £, #b RNA ik 5 B3 B T Northern #7384 547, K
#AE-70°CT Ao

2.14.1.3 RNA {5 B 5 sk

# 10 # RNA #ik (% 20 #% RNA) 5 8 ## DMSO R4 &
(2.8.3.4) A= 1.2 A T =8 (20%Kizik, pH 2954 6) 40k, £ S0°CHE
2 30 54F P AR Se iR A 2P £ 4°C, B 4 5T 5>RNA #H a4 1% (2.8.3.7)
WA, LB REI (1% FAEHEE T 10 mmol/L 4A-#BR 24 ik, pHT)
P, T 0 RFTER—S+RFHEFTELRGH. RBER lpgmL ERTE
(T 10mmol/L #h-#BR 45 ok i b ) B & 10 54, 1L RNA A
TR /G, BEARAERZK [Maniatis %, 1982 4] &4 Northern #piE,
Bp: H—kmE (Hybond-NT R £, Amersham = &) & FHimz b, &
L2mERE, 4o T BT, RNA B 2| R AL L o) 445 1L R BP 7T %%,
A EAE R, 2>8SC ik MAEAS 4 4 ik,

B

\ Eﬂﬁiﬁ
|\ ———

\J E 2

BT

& : Northern EfFE{EET
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2.14.1.4. Hybridisierung und Nachweis der RNA

Die Nylonmembran wurde zur Fixierung der RNA fUr 30-60 min bei 80°C gebacken.
Anschlief®&nd wurde die Membran in 2>xSSC angefeuchtet und mit denaturierter Lachs-
Sperma DNA (100 pg/ml in Hybridisierungspuffer) 1-3 Stunden bei 42°C prahybridisiert.
Die durch Erhitzen und Abkthlen denaturierte radioaktiv markierte cONA wurde in den
Prénybridisieningsansatz gegeben und mit der RNA fir 12-15 h bei 65°C hybridisiert.
Danach wurde die Membran in SSC/SDS nachfolgendem Schema gewaschen, um
unspezifisch gebundene DNA zu entfernen: 1. 2xSSC/0,1% SDS 10 min bei 20°C, 2.
2xSSC/0,1% SDS 30 min bei 65°C, 3. 1xSSC/0,1% SDS 30 min bei 65°C, und 4.
0,2xSSC/0,1% SDS 20 min bei 65°C. Um die hybridisierte radioaktive DNA sichtbar zu
machen, wurde die Membran in eine Haushaltsfolie eingepackt und dann mit einem
Kodak Xomat AR Film und zwei Verstakerfolien fir 1-5 Tage bei -70°C
autoradiographiert.

2.14.2. in situ Hybridisierung

2.14.2.1. cDNA-Markierung mit Digoxigenin (DIG)

Zur DIG-Markierung der cDNA wurde wiederum die "Random Prime" DNA-
Markierungsmethode angewendet. Die Reagenzien wurden von Boehringer Mannheim
erworben. Zun&hst wurden ca. 30ng DNA, die vorher gereinigt und linearisiert worden
war, in einem Eppendorf Gef&3 mit bidest. Wasser auf 15 ul aufgefdlt, dann durch
Erhitzen fUr 10-15 min im kochenden Wasserbad und darauffolgend schnelles Abkthlen
auf Eis/NaCl denaturiert. Es folgte die Zugabe von 2 pl Hexanucleotid-Gemisch, 2 pl
dNTP-Markierungsgemisch (dATP, dCTP, dGTP je 1mM und dTTP 0,65mM sowie
DIG-dUTP 0,35mM), und anschlief®nd 1 pl Klenow Enzym (2 Einheiten/ul). Die
Mischung wurde kurz zentrifugiert und fiir 20 h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden 2 ul 0,2M EDTA-L&ung (pH 8,0) zugegeben, um die Synthese abzustoppen. Die
L&ung wurde mit 2,5 pl 4M LiCl und 75 pl vorgekthltem (-20°C) absolutem Ethanol
gemischt und 1 Stunde bei -70°C oder iiber Nacht bei -20°C stehen gelassen, um DNA zu
pr&ipitieren. Es folgte eine 10 min Zentrifugation bei 12000>qg. Der Niederschlag wurde

2.14.1.4 RNA 33X 51 H

AT EZ RNA, A4 80°CH M 30-60 241« 44 AL /£ 2>SSC
BiRPRE, S Tes &8 DNA (100ug/mL BT Rax4rigd) £
42°CHIZ 3 1-3 B, @il e 5oh A B 6. SRR ITA cDNA 4%

HAE AT, 5 RNA A 65°CH % 12-15 ) B G ¥ & SSC/ISDS
BiRoP BB TR G, AERIEHFELE S DNA: 1. £ 20°C, A
2>8SC/0.1%SDS #t 10 9°4; 2. & 65°C, A 2>SSC/0.1% SDS i 30 4
4 3. f£ 65°C, A 1>8SC/0.1%SDS # 30 »4F; 4. # 65°C, A 0.2>8SC
10.1% SDS # 20 %47, HAEF )6 6934 DNA T, e i —
RRARGEEEE, KRS A —3RATE Xomat AR X A A= 5K 4e B 64 3 I /£
-70°CH AT B 2% 1-5 K.

2142 REIFE

21421 {ERAE¥ (DIG) B cDNA tRiCE
#4% CDNA #9363 F 4710, “FAM 3| 4" DNA AR AR RF AL A 5

Z #8 % 693X 7 ¥ & Boehringer Mannheim 2 8] . & %45 %) 30 44 % DNA (&
FhROUANARMEL) E—R DAY EP HUEFRAMAKABE 15 M,
ARG B AL AR B KIS P Ak 10-15 44F, A TR B Tk FAum A i A

Tk, FUE AN 2 T S AL B R A4 2 T ANTP #9244 (dATP.
dCTP. dGTP ##F 1 mmol/L 5 dTTP 0.65 mmol/L & DIG-dUTP 0.35
mmol/L) , /&4 A 1 #F Klenow B (2U/uL) . R EASHEaH %S,
EF37°CHH 20 ot ZRMHE, % 2 #45F 0.2mol/LEDTA &% (pH
8.0) Aw AN d ALk ARk Bibik 5 2.5 # AT 4mol/L & 442 (LiCl) 4= 75
WA AP (20°C) W KRTEEARRA, AE-T0°CHAT 1 ) iR H £-20°C

FRFAFE, /£ DNA LK. KB A& 12000>g % 10 4P, Fritic4n R 50
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einmal mit 50 pl kaltem Ethanol (70%) gewaschen, im Vakuum getrocknet und
schlie@ich in 50 pl TE-Puffer gel&t. Die Menge DIG-markierter DNA wurde in
verschiedenen VerdUnnungen (10x 100 1000x 2000 4000x 8000x 16000 und
32000>) im Vergleich zu Standard DIG-DNA im Dot-Blot bestimmt.

Hexanucleotid-Gemisch: Tris-HCI 05M
MgClz 0,1M
Dithioerythritol 1mM
BSA 2 mg/ml

Hexanucleotide
pH 7,2 (20°C)

62,5 Azs0 U/ml

2.14.2.2. Zellfixierung und Permeabilisierung

Die eingefrorenen Zytopré&parate wurden sofort fUr 10-15 min in 100% Isopropanol fixiert.

Die fixierten Pr&parate wurden bei Raumtemperatur zun&hst einmal fUr 15 min mit PBS
+ 0.02% Triton X-100 (DEPC behandelt) und dann zweimal fir 10 min mit 2>xSSC
(DEPC behandelt) gespit.

2.14.2.3. Hybridisierung

Die Zytopréparate wurden bei RT mit 25-35 pl Hybridisierungspuffer (2.8.3.6) pro
Pré&parat fir eine Stunde prénybridisiert. Es folgte eine 16-20-stUndige Hybridisierung bei
37°C mit der zuvor bei 100°C fiir 10 min denaturierten und dann schnell abgekiihlten
DIG-markierten cDNA-Sonde (5ng/Pré&parat). Am Ende der Hybridisierung wurden die
Préparate folgendermaf®n gewaschen: zuerst fUr 5 min in PBS + 0,02% Triton X-100 bei
RT, dann 10 min in 2>SSC bei RT, anschlief&nd zweimal fir 10 min in 1>8SC + 0,01%
SDS bei 50°C, schlief3ich fir 10 min in 0,5>SSC + 0,01% SDS bei RT.

AT A CEE (T0%) #—k, AETH, RBEET 50 & TE &g+,
o F AT 69 DNA & LR R 89 8 & (10, 100, 1000, 2000, 4000,
8000%, 16000>f= 32000x) 545/ #y#%F DNA Aarkik, B %eriE (Dot-
Blot) &k .

NEHBRR A Tris- &8 3% 0.5 mol/L
E IR 0.1 mol/L
B SR AR 1 mmol/L
FhmFAakAa 2 mg/mL
S BR 62.5 Aze0 U/mL

pH 7.2 (20°C)

21422 ARNEESEELE

&k Aoy miaik R 2 B0 /2 100% - A EE P B2 10-15 44t Bl % )6 69 4m
Rk i A E BT 28 H PBS +0.02% Triton X-100 (DEPC 4:32if) —k#t 15
Sk, B 2>SSC (DEPC 4:3Zid) Akt 10 404F.

2.14.23 £%

EEBTHmILRR 5% ik (2.83.6) AH K 25-30 Attt 1
DAY R A 5 F A 100°CE M 10 4P I B T A Hp ey 5 F
#7ie ey cDNA R4 (5 si/mMtih /) & 37°CH#4T 16-20 DB F 3.
RJG, ¥rmlik b #BAT F %k & %4 PBS+0.02% Triton X-100
FER TS 94, REE 2>SSC 7 £i8 T ik 10 44, 484 Pk £ 1>8SSC
+0.01% SDS F 50°CF # 10 %~4F, /54 0.55SSC+0.01% SDS + £ &
% 10 4.
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2.14.2.4. Immunologischer Nachweis mit anti-DIG Antik&rper

Gleich nach dem Waschen wurden die Zytopréparate zun&hst mit der Blocking-L&ung
(0,2% BSA + 0,3% Triton X-100 in TBS, pH 7,6) 30 min bei RT und anschlief®nd mit
anti-DIG Antik&per (1:1000 verdinnt in Blocking-Loésung) eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Pr&parate 15 min in TBS + 0, 1% Triton X-
100 und danach 15 min in TBS allein gewaschen, dann in TMS (pH 9,5, siehe 2.8.2.6) fUr
5 min &yuilibriert. Anschlief®nd wurden sie mit NBT + X-Phosphat L&ung (4,5 pl
Nitroblau-Tetrazolium Salz, 75 mg/ml in 70% DMF + 3,5ul 5-Brom-4-chlor-3-indoly
Phosphat p-Toluidin-Salz, 50 mg/ml in 100% DMF + 1 ml TMS-Puffer) bedeckt. Die
Farbreaktion verlief fUr 4-20 h bei 37°C im Dunkeln. AnschlieBend wurden die Préiparate
mit TE-Puffer (2.8.3.9) gespUt, um die Reaktion abzustoppen, in Isopropanol dehydriert,
und 40 Sek. mit Xylol gereinigt. Die Pr&arate konnten fir die mikroskopische
Untersuchung mit Glyzerin-Gelatine-L&ung eingedeckt werden.

Prinzip der Detektion mit einer DIG-Sonde

NBT/X-Phosphat Blauer Niederschlag
Alkalische Phosphatase
Anti-DIG-AK
Digoxigenin
cDNA-Sonde

(TTTTTT
AR RN R RN

Zu untersuchende mRNA

21424 FERHEFEREN BRI

B kb miah R 22 5MER (02% FhoFa&a +03%
Triton X-100 & F TBS, pH7.6) £FRTHE 30 94, &5 5d+
Fubk (TAB LA AR B B, 1 1 1000 ## T IREF & F ) 42 37°CIHH 1 i,
TRIEH B, Hmpnik )k /£ TBS + 0.1% Triton X-100 ¥ # 15 4, 45
& TBS %P ik 15 4, 4 £ TMS (pH9.5, 12.8.2.6) Fi#475 %
WP, T—dAEmBAR LEE NBT + X-#8 25k [45 #A A%
wek 2 (NBT, 75mg/mL #&F 70% DMF) + 3.5 fitFHaf 5-if-4- 2-3-73] %
BRERBE-3T ¥ ¥ 2k (BCIP, 50mg/mL T 100% DMF) +1 £+ TMS 4
k] o FERRFA 3TC. BEEF AT 4-20 Iit. REFKmEAR K R TE
%obik (2.8.3.9) ik, RASLE, EFAETRAK, AZFRFE L0
Ao MBI R BT A R M R YIRS B T .

LR TR 3R S0k LS

NBT/X-B§ER &k EeEY

IR
s ERE

HEE

LTI
EESRRAUNRIEREIRGEERE

FHMAIMRNA

H#DNAIREt
[
[ ]
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2.15. Statistische Analyse 2.15 Gt
Alle Experimente wurden in Triplikaten gemacht und mindestens dreimal FHERA— X ERAEVETLT S0k, LT b8 E FE
wiederholt. Die nachgewiesenen Unterschiede zwischen den Proben wurden mittels Fle & { 0ok AT T A P<0.05 MALA L E.

“Student‘s t-test” analysiert. P < 0,05 galt als signifikant.
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3.ERGEBNISSE

3.1. Anreicherung und Kultur fir NK-aktive Zellen aus Knochenmark
3.1.1. Anreicherung der NK-Vorl&ufer aus den gesamten Knochenmarkzellen

Wie schon in der Einleitung 1.1 erw&ant, befinden sich die VVorl&ufer der NK-Zellen im
Knochenmark. In vitro Stimulation der frisch isolierten Knochenmarkzellen mit IL-2
fihrt zu einer Entwicklung von NK-inaktiven Vorl&fern zu aktiven NK-Zellen. Um die
NK-AKktivité in der Maus nachzuweisen, wird die Zytotoxizit& gegen NK-empfindliche
Yac-1 Tumorzellen (siehe 2.9.6) in einem 4-stindigen Test gemessen [Koo et al, 1986;
Pollack & Rosse, 1987]. In der vorliegenden Arbeit wurden die NK-Vorl&ufer, deren
Zelldichte relativ niedrig ist [Silvennoinen et al., 1986], durch Zentrifugation im
Dichtegradienten angereichert. Die frisch isolierten gesamten Knochenmarkzellen
wurden ber einen 4-stufigen Perkoll-Gradienten (Gradient I, siehe 2.10.2) in 4
Fraktionen getrennt. Danach wurden alle Fraktionen mit IL-2 kultiviert. Nach 48- sowie
72-stindiger Inkubation wurde die Zytotoxizit& der Zellen gegen Yac-1 getestet. Bisher
wurde die h&hste anti-Yac-1 Aktivit& bei den Zellen in der leichten Perkoll-Fraktion
(Fr.32%/52%) nachgewiesen (Tab. I). Die zytotoxische Aktivita&t hing mit der
Anwesenheit von IL-2 zusammen und trat bei den Kulturen ohne IL-2 nicht auf.

Abb.1 Frisch isolierte gesamte
Knochenmarkzellen. Das Zyto-
pré&oarat zeigt eine heterogene
Population, die aus verschie-
denen Zelltypen (myeloischen
Monoblasten und polymorph-
kernigen Zellen, Erythrozyten,
kleinen Lymphozyten, und
noch unidentifizierbaren

Vorl&fer-zellen) besteht.

3. 45 R
3.1 MBS EE S NK BRI
311 M& BB EE NK FithEm

Ehe T A% L1 TR, NK @fetyaksaT T, &M IL-2
FEARINRIBAT S B A B REMAL, 51K T A NK EHATRm e @ A &K
B NK @A L H o AT d NFAARNE NK &M, 43 NK 8088 Yac-
1Aaremae (L 2.9.6) 89545 EMA—A 4 DEFERE b @702 [Koo
%, 1986 #; Pollack 5 Rosse, 1987 51 . AATAE¥, NK althamie,
3 om 87 &K [Silvennoinen 5, 1986 41, @il % B A4S &S ikiF A
T WS BN LB ML —A 4 B4 Percoll % EHEH ik (B E
i1, 1.2102) Likp &N 4 mIE, G, A e mI B4 9 A 5 IL-
2%, 2L 48 572 hEFIAE, MRk miast YAC-1 895157
Mo 8 A Kk, B 645 Yac-1 89 M /24249 Percoll £m At 2 (32%/52%)
Fa i (R 1) o @I FAGFERRMT IL-2 894 4&, ABAAETIL-2
ESECE N

f?‘@ﬂ n-"w B B 1#sEraesd

: Mmin, mirh B
T — AN S A E m Al
#, CHAR Mm@ L
B (B REZmIES
%M mAn, it
ke mie, A SR
A AR & & 4y 09 AT Ak
B AR
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Tab.l. Zytotoxizit& verschiedener Perkoll-Fraktionen aus murinem

Knochenmark gegen Yac-1 Tumorzellen nach IL-2 Stimulation

in Vollmedium in 100 U/ml IL-2
Zellen
48 h 72h 48 h 72 h
gesamte KM Zellen 0% 0% 2+2% 15+3%
Fr.l 32%/52% 0% 0% 1542% @ 3545% 0
Fr.2 52%/55% 0% 0% 2.582% 543%
Fr.3 55%/60.6% 0% 0% 0% 0%
Fr.4 60.6%/Boden 0% 0% 0% 0%

Die Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten (2,5x10° Zellen/Loch) ausges& und
entweder nur mit Vollmedium oder mit Vollmedium + 100 U/ml IL-2 inkubiert. Nach
entsprechender Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal gewaschen und weiter mit
S1Cr-markierten Yac-1 (5x102 Zellen/Loch) 4 Stunden inkubiert. Die Ergebnisse werden
als % spezifische Lyse von Yac-1 Zielzellen (siehe 2. 12.2) angegeben.

ap<0,01, Fr.32%/52% vs. Fr.52%/55%

bp<0,01, Fr.32%/52% vs. Fr.52%/55%

3.1.2. Mikroskopische Untersuchung der Knochenmarkzellen in verschiedenen

Perkoll-Fraktionen

Die frisch isolierte gesamte KM-Zellpopulation bestand aus heterogenen Zelltypen (siehe
Abb. 1). Sie wurde durch Zentrifugation Uber einen Perkoll-Gradienten in vier Fraktionen,

die jeweils Zellen &nlicher Dichte enthielten, aufgetrennt. Es wurden Zytopré&parate

F1 L2 ¥%E, FAEW Percoll 4% 250/ R E 84 M

Xt YAC-1 f 8 40 B Wy R A7 7
Eakid A 100 U/mlIL-2 ¥
mpg,

48 h 72h 48 h 72h
A Bmie 0% 0% 2+2% 15+3%
B 1: 32%/52% 0% 0% 15+£2% 2 35+5%"
J& 2: 52%I55% 0% 0% 25%+2% 5*3%
J& 3: 55%/60.6% 0% 0% 0% 0%
B 4: 60.6%/&F 0% 0% 0% 0%

mAARAEAP N 96 FLm g Ak (25108 Amia/il) &, k54 &R,
K5 E¥HRIRA100 U/mL IL-2 #4735 . ARG, Fmitt
Zik, A5 SICrARieay Yac-1 (5103 AMmfa/3l) ¥k 4 )it, F3h4
B Uk Yac-l feminth 4y Fl 2% (R 2122) RZ .
Ap<001l »&E 32%/52% st & E 52%/55%

bp<0.01 S & E 32%/52% ik 43 & 52%/55%

312 EREMREFRER Percoll 2 EE I E MM

et FHebpmieiEh 2 0mie iR an (LEA 1) . €8
i/ Percoll B EM LR | LOHSHY R 4 A mDHE, AN EE
AR ARL G mAR . TR 69 Percoll o & BHIEmiLR R (2.11.1)
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(2.11.1) aller Perkoll-Fraktionen gemacht, nach Pappenheim (2.11.6) gef&bt und
schlief3ich die Zellzusammensetzung von jeder Fraktion mikroskopisch untersucht. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. Ein grof3r Teil der Zellen in der leichten Fraktion
(32%/52%) lief®n sich wegen ihrer unreifen Morphologie nicht identifizieren. Solche
unidentifizierbaren Vorl&fer waren in den schweren Perkoll-Fraktionen (52%/55%,
55%/60% und 60%/Boden) kaum zu finden.

Tab.2. Zelltypen in den verschiedenen Fraktionen von Perkoll-Gradient |

Perkoll U_mdentn‘l- !\./Ion_oblast- Polymorph- Kleine Erythro-
Fr zierbare éhnliche kernige Lympho- vten

' Vorléaufer | Zellen Zellen zyten y
32%/52% 60+10% ~ 1545% 1045% 5+3% 2%
52%1/55% 1045% 945% 39+12% 25#10% | 835%
55%1/60.6% | - 1+1% 60+10% 1045% 30+10%
60.6%/Bod. | - - - 1543% 8545%

"—" bedeutet, der entsprechende Zelltyp wurde in der Fraktion nicht beobachtet.

*p<0,02 Fr. 32%/52% vs. Fr. 52%/55%

3.1.3. Proliferation der NK-Vorl&ufer haltigen Zellpopulation
Eine Kultivierung der Knochenmarkzellen von der leichten Perkoll-Fraktion (32%/52%),
die die meisten NK-Vorl&ufer enthielt, mit lymphoidem Wachstumsfaktor IL-2 fthrte zu

keiner signifikanten Proliferation. Im Gegensatz dazu resultierte die Kultivierung dieser

I 3k (211.6) #ATERE, REXHFANSHE G mILE M T
WMEAR. MRERETAER 2. £5Y5HE (32%/52%) +, AKX
= 4 0 E L R A S T AR A X BRI IR B G ATk tm e R B E
# Percoll % & (52%/55%. 55%/60%. & 60.%//&3R) % AKE],

%2 Percoll HEMHER | WA & E FH A KR

Percoll BIRAAT | RE | SHE JHRE

SBE | kml | B |l | me | OR
32%/52% 60+10%" 1545% 1045% 543% 2+1%
52%/55% 1045% 9145% 39+12% 25:+10% 845%
55%/60.6% | - 1+% 60+10% 1045% 30+10%
60.6% &3 - - - 15483% 85145%

“ kR MAmMB AR RARS B EFHIEE],
*p<002 % &2 32%/52% it 4 3 E 529%/55%

3.1.3 &% NK A4 REEaIEE

Pzt Percoll 4 % & (32%/52%) *F &9 B R 2m i (3L 4 F K35 NK
AARmAL) SHemind kBT IL-2 #7355k, A AP R mpigsh,
Sz AR, WIS HBIERRASH CSF a3k (L-mfihiddiii)
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Fraktion mit CSF-haltigem Medium (L-Zell "konditioniertes" Medium) in einer starken
Proliferationsantwort (Abb. 2). Da das L-Zell "konditionierte Medium" auf®r CSF (CSF-
1 und GM-CSF) auch andere Faktoren enthalten konnte, wurden die rekombinanten
Koloniestimulierenden Faktoren, n&mlich hr CSF-1 und mr GM-CSF, fir den weiteren
Proliferationstest eingesetzt. In Abbildung 3 ist zu sehen, dass sowohl hr CSF-1 als auch
mr GM-CSF eine starke Zellproliferation anregten. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die Zellen in der leichten Perkoll-Fraktion von myeloidem Wachstumsfaktor

abh&ngig wachsen.

Proliferation der KM-Zellen von Perkoll-Fraktion 32%/52%

3H-Thymidin-Einbau (cpm x 1000)

10

Dauer der Kultur
M Voiimedium ZiL-2 100 U/ml B CSF (10% L-cond.M.)

Abb.2. Die Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten auf 5103 Zellen/Loch
ausplattiert und inkubiert mit 1) Vollmedium allein; 2) IL-2; oder 3) CSF-haltigem L-Zell

"konditionierten" Medium. Der [3H] Thymidin-Einbaus Assay (2.12.1) wurde nach den

angegebenen Inkubationszeiten durchgefihrt.

P, A TR (B2) o §F L-miefkmisRhirik 7 CSF
(CSF-1 5 GM-CSF) & T At 4A 4B F, Ea 6y EXRIKMEE T, B hr
CSF-1 5 mrGM-CSF, # AT /E4694A Kt £8 3 $TL: R hr
CSF-1 mE mrGM-CSF #F:# R 7 3% A9 mAadgsh, X LRI LER LN
F 509 Percoll 4 & & b &y ma it Thamib £ K BT mAK,

Percoll 3296/52% 4% B B ¥ 4 f o 5

[BHIMERRIEVEZEAIBA (cpm x 1000)

24 h 72I h
13k A ]
W 2% 212 100 U/ml EBCSF (10% L-cond.M))

B 2 il 5103/t A/ FUARAE AP N 96 FLm s M B, 3 gk b S T
1) RA AR, 2) IL-2; R 3) A4 CSF &9 L-tafi & 435k, SH-M
E R BB N (2.12.1) A48 IR0 E N Z,
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Zellproliferation in Gegenwart von rekombinanten CSFs

3H-Thymidin-Einbau (cpm x 1000)

14 e

12 N e

w¥ ,

1

o 1 1 1
Vollmedium  L-kond.M. CSF-1 GM-CSF

Abb.3. Die Zellen von Fr.32%/52% wurden in 96-well Mikrotiterplatten (5x<10°
Zellen/Loch) mit Reihenfolge wie in der Abbildung beschrieben 1) Vollmedium; 2) 10%
L-Zell "konditioniertes" Medium; 3) 1000 U/ml hrCSF-1; und 4) 1000 U/ml mrGM-
CSF inkubiert. VVollmedium und L-Zell "konditioniertes" Medium dienten als Kontrolle.

Nach 2 Tagen wurde [3H]-Thymidin in die Kultur gegeben und 20 h spd&er die
Einbausrate gemessen.

3.1.4. Effektive Knochenmark-Kultur fUr proliferierende und NK-aktive Zellen

Unter der Kulturbedingung nur mit CSF wurde keine zytotoxische Aktivit& der Zellen
(Fr.32%/52%) beobachtet. Nach einer 3-t&gigen Kultur wurden die Zellen durch den
Perkoll-Gradienten 1l (2.10.2) in fUnf Fraktionen getrennt und die lytische Aktivit& jeder
Fraktion getestet. Es konnte keine Yac-1 Lyse nachgewiesen wurde. Da die Zellen nach
Kultur in Gegenwart von IL-2 gute NK-Aktivit& zeigten wie unter 3.1.1. beschrieben,

#EY CSFs FAE T M4 o7

[*H] BIRRIZERZE B A (cpm x 1000)

14

12F .

/!

SREFE  L-ABRKMFERK  CSF1 GM-CSF

B 3 kA 32%/52%% & 2 b a9 96 SLiE AP (5103 A~m e/ aL)
AR RIS 1) Ak 2) 10% L-fae & 3554 ; 3) 1000
U/mL hr CSF-1; 4) 1000 U/mL mr GM-CSF #4734k, 4345 L-mfh
SRR TR, 2 REH SH-MM SR H o AR F, 20 &R

ZHHE N

314 ARFBHEEAE NKEMARNEREHEESF

B RA CSF # 3k T, AMERE (R A 32%/52% % % &) miahy
A&, %t 3 Re9EHKRZE, @il Percoll FEM LR 11 (2.10.2) &
B, ¥rmpanBA S ANMELE, MNEHEN mBENEMRER, HAMkE
3t Yac-1 A EM, b FXmpaiEii P AL IL-2 2 57H T4
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wurde versucht, eine Kombination von CSF (als Zellwachstumsfaktor) mit IL-2 (als NK-
Aktivita stimulierender Faktor) in die Kultur einzusetzen. Diese Kulturbedingung mit
beiden Faktoren fihrte sowohl zu einer aktiven Zellproliferation als auch zu NK-Aktivit&a
In Abbildung 4 wird demonstriert, dass die Wirksamkeit von IL-2 stark von der
Zugabezeit beeinflusst wurde. Je friher IL-2 zur Kultur hinzugefigt wurde, desto
effektivere Induktion von NK-Aktivit& wurde beobachtet. Wenn IL-2 erst zwei Tage
nach dem Beginn der Kultur eingesetzt wurde, konnte keine NK-Aktivit& mehr in den

Zellen induziert werden.

Einfluss des Zeitpunktes der Zugabe von IL-2 auf
die Induktion der NK-Aktivit&t

Spezifische Lyse von Yac-1 (%)

40
Einsatz von iL-2
~am Anfang der Kultur + nach 24 h * nach 48 h
30
20
10+
0 X L ¥

1041 25:1 50:1 ]
Effektor : Targets

Abb.4. Die Zellen von Fr.32%/52% wurden in drei separaten Kulturen mit CSF (10% L-
Zell kond. Medium) kultiviert. 1L-2 (100 U/ml) wurde jeweils bei drei verschiedenen
Zeitpunkten in die entsprechenden Kulturen gegeben: 1) gleich am Anfang der Kultur; 2)
24 Stunden sp&er; und 3) 48 Stunden sp&er. Jede Kultur wurde fir 72 Stunden mit IL-2
inkubiert. Danach wurde ein 4-stUndiger Zytotoxizit&stest (siehe 2.12.2) durchgefihrt.

NK & H (4o 301 FAFR) |, AT LRZ AT & J§ CSF (A tmiid &
KEF) 5IL-2 (EH NK FHAEEF) ABEAF Xifim 3] m s 54
Fo INGH AR THRAREMIN KT ERGMIEAE NK Fho 4o
B 4 Fram: IL-2 8930 A 3% B % B T R it 0] 49 ol . ARFIF IL-2 Ao 3]
AP, MR BT NK A5 TR A, 4R IL-2 £3FFE2 X
Z G MR, A EAEMB P EFHAETNKEET

WA 1L-2 B B ] R 5 NK OB R

Yac- 1955 MR (W)

40
i IL-2 B RdE
1IEHFFEERT; 2. 2485 3. 48/NBHTE

30

1
20+

2
10

3
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MR - ¥L4ERE
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Bl AR E 3SR 1) AT SRR A 2) 24 i JE R AR 3) 48 )
WG R, HFPIEFRARY IL-2 AR08 72 0, REHET 4 D Ie A5 5
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3.1.5. Reinigung der NK-aktiven Zellen nach Kultur in CSF + IL-2

Nach einer 3-t&gigen KM-Vorkultur in dem “Cocktail” von CSF mit IL-2 (siehe 2.10.3)
wurden die Zellen aus der Kultur geerntet und Uber einen 6-stufigen Perkoll-Gradienten
Il (2.10.2) fraktioniert. Die dadurch entstandenen finf Zellfraktionen wurden fUr die
morphologische Identifizierung und den Zytotoxizit&stest eingesetzt. Es wurde
nachgewiesen, dass die NK-aktiven Zellen wiederum in den leichten Fraktionen (Fr. 1-3)
angereichert wurden (Tab.4). Dabei wies die Fraktion 2 (40,8/45,3%), die eindeutig den
h&hsten Prozentsatz an Makrophagen Vorl&fern enthielt (Tab.3), die beste NK-
Aktivité auf (Tab.4). In dieser Fraktion wurden ca. 60% der aus der CSF+1L-2 Vorkultur
geernteten Zellen wiedergewonnen (Tab.4).

Tab.3. Zellzusammensetzung in den Fraktionen von Perkoll-Gradient 11

o LGy Lo
1.32.0/40.8% 20% 6719% 52% 313%
2.40.8/45.3%  8045% ab 8% 743% 543%
3.45.3/50.5% 4245% 3H% 4046% 102%
4.50.5/55.0% 8044% 2048%

5. 55.0/60.6% 48+% 44411%

* Die morphologischen Charakteristika von Makrophagen-Vorl&fern wurde in friherer
Arbeit beschrieben [Lohmann-Matthes 1979; Baccarini et al. 1985].
ap<0,01 Fr2 vs. Fr.1

bp<0,01 Fr2 vs. Fr3

3.1.5 7£ CSF+IL-2 (Y B EBE /T, ZiH NKIEEAIZRAR

%1 3 XA CSF 5 IL-2 AT A AT eFHmieaTEs (L 2.10.3)
ZJE, KEEARGmIL, £ 6 48 Percoll FAMEBCR= (2102) L
HTHH. ML F AN S ANmIey & EMA T mie S0 i e 55 ENE
Fh. HRIEFE: A NK Fhemmris E526955E (& 1-3)
T o(%4) . HFHLHE2 (40.8%/45.3%) —AARESARZ A S
EsmienTih (R&3) —BTHTRFONKERE (4 . ASH
Bd, KARMIEF 60%M CSF+IL-2 AT % = £ ampn (k 4)

%3 Percoll BEMER 1| AT B W 4 MU R

Percoll E 4 mff ZEAMN 22 e mps +
o & A AR E * t 8 ) H A
1.32.0/40.8% 20£7% 671X9% 5+2% 3+3%
2.40.8/45.3% 80%x5% 2P 8t4% 7X3% 5+3%
3.45.3/50.5% 42X5% 3+1% 40£6% 10£2%

4. 50.5/55.0% 80+ 4% 20+8%

5. 55.0/60.6% 48t 7% 441 11%

*

B " A0 AT AR 69 1 25 45 4 L 20 TAE 49 3532 [ Lohmann-Matthes 1979
4. Baccarini %, 1985 4F]

ap<001 #HEZ2 b pHE L

bp<00l 4 HE2 st 9HE3
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Tab.4. NK-Aktivité&t und Zellzahl in jeder Fraktion von Perkoll-Gradient 11

Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4+Fr.5
NK-Aktivita (LU/107) " 1534 3344 2b 2043 0
Zellzahl/gesamte 3% 6047% 27482% 7+3%

* Die lytischen Einheiten in den Zellpopulationen (LU/107) wurden wie unter 2.12.2.
beschrieben berechnet.
ap<0,05 Fr.2vs. Fr.1

bp<0,05 Fr.2vs. Fr.3

Da die Fraktion 2 sowohl die beste NK-Aktivité als auch den h&hsten Reinheitsgrad
(Tab.3) hatte, wurde sie zu weiteren Untersuchungen eingesetzt. Zum Erhchen des
Reinheitsgrads dieser Fraktion, n&mlich zum Entfernen der PMN, leicht adh&enten
Makrophagen und kleinen Lymphozyten, wurde die Zellpopulation zuerst in einer
Plastikkulturschale fiir 30 min bei 37°C mit Eisenpartikeln inkubiert (2.10.5), um die

adh&enten und phagozytischen Zellen (PMN und Makrophagen) von der Population zu

trennen. Danach wurde, wie unter 2.10.6 beschrieben, ein Antikorper “Cocktail” von
Ratte anti-Maus B220 und Ratte anti-Maus CD3 mit den Zellen fUr 45 min auf Eis
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen, die B220 oder CD3 Antik&per
gebunden hatten (typische B- und T-Lymphozyten), mit Dynal Beads, gekoppelt mit
Schaf anti-Ratte 1gG, von der Population beseitigt. Die so behandelten Zellen lief®n sich
bei mikroskopischer Untersuchung als homogene Makrophagen-Vorl&ufer erkennen
(Abb.5). Es wurde nach der Reinigung kein Verlust an NK-Aktivit& beobachtet. Die
gereinigten MV-Zellen differenzierten nach einer 24-stiindigen Inkubation bei 37°C mit
0,2 pg/ml PMA, welches schnell eine Enddifferenzierung von Makrophagen-linien

bewirken kann [Nguyen et al. 1993], zu reifen Makrophagen aus (Abb.6).

&4 Percoll FEMER | WEAMEEHMN NK EESHEEKE

SBEL HSBE2 HEE3 HBEA+S

NKEH (LU/107) " 15+4 33*x42b  20%3 0

mia K gl mie g 3X1% 60£7% 27%X2% 7£3%

*

mih B M 4s (LU/OT) 4288 2.12.2 Ak sb47 it H .
ap<005 H&E2 Mk HHEL
bp<005 H&HE2 Ak 5% E3

BT 5B E 2 A AT NK Fik, XARSGm@mibsE (& 3),
WA BERRNTFT—F0HR. ATRSGEIANS B Eomak g, Liti
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Abb.5. Morphologie der gereinigten Makrophagen-Vorl&ufer (MV-Zellen). Die Zellen
wurden aus einer 3-t&gigen KM-Vorkultur mit CSF+IL-2 isoliert und gereinigt wie unter
2.10.4-6 beschrieben.

B 5 sty E R miaaTikag s, X&kminsy® A M CSF+IL-2 #4773
RO B mnATIEd, B 2.104-6 b ATEBIT T ik,

4§ B v om B AT AR B ik iR Y B ok I B RTAR O B 5
Abb.6. Die aus den gereinigten MV-Zellen ausgereiften Makrophagen. Die MV-Zellen, B 6 hiiin) EoEmigar kit A ey EoEmil. B mIRRT iy & it
isoliert und gereinigt aus der 3-tagigen KM-Vorkultur mit CSF+IL-2, wurden in einer 8- a5 CSF+IL-2 3K T 3 ReGFHmLnTas, £ 8 LAEERAA
well Chamberslide (siehe 2.11.2) mit PMA (0,2 pg/ml) fiir 24 h bei 37°C, 5% CO2 (211.2) #5PMA (02ug/mL) £ 37°C. 5% CO2 3% T 24 1Nt

inkubiert.
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2.4. Eigenschaften der durch IL-2 induzierten, NK-aktiven-Makrophagen- 3.2 #IL-2iESH. B NK SEHHNERMBaTE ST
Vorl&auferzellen
A NK &ty EvEampaarihk (A5 CSF+IL-2 3547 3 R4y FHimie
NK-aktive MV-Zellen, isoliert aus 3-tagiger KM-Vorkultur mit CSF+IL-2, wurden weiter BREHRR) WA TR PR, ETLF, FHeipLitf
charakterisiert. In folgenden werden die Kulturen, die mit den aus 3-tégiger KM- K3 KRB B0 OAT IR 5 B Tk 69 B fm B AT AR A 4G m B0 B 64 32 SR AR

Vorkultur isolierten MV-Zellen als Ausgangspopulation begannen, "Hauptkultur"

d-

genannt.

3.2.1. Morphologie und Ph&notyp der NK-aktiven Makrophagen-Vorl&uferzellen 321 4 NK AR EMAMRATH RS 5 RE

Beim Betrachten der Zellen im Lichtmikroskop mit hoher Vergrdf®rung (> 600> stellte BRF BT RS GRKEHR (>>600) AEmMIAIEE: A NK
sich heraus, dass NK-aktive MV-Zellen zytoplasmatische Granula enthalten (Abb.7), die Eheymio sh m Rk (B 7), AL NK FH ESmiarik (K
nicht bei NK-inaktiven Makrophagen Vorl&ufern, isoliert aus KM-Vorkultur nur mit CSF, b4 B CSF B RmRaTIE A Emi) PEAKAN (B8 « AT
zu finden sind (Abb. 8). Um den Ph&notyp (Oberfl&henantigen-Profile) der gereinigten R A E A NK 1 B ik e 28 (R @ARIKE) | A

Abb.7. Die aus der KM-

7 > CSF+IL-2 ‘B 5% 2m AL AT
Vorkultur mit CSF+IL-2 B7 kA B 5 4w AL AT

B, AAmIRRRE. A NK
EMAY B m AR AT AR

gewonnene, zytoplas-
matische Granula-haltige,
NK-aktive MV-Zelle.

Abb.8. Die aus der KM-

Vorkultur allein mit CSF
B 8 kA¥EM CSF Fhimmam

¥k, LR A, L NKF
M8 B & m I AT AR,

gewonnene, agranulé&e,
NK-inaktive MV-Zelle.
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NK-aktiven MV-Zellpopulation zu untersuchen und gleichzeitig ihren Reinheitsgrad zu
(berprifen, wurden die Zellen in direktem oder indirektem Fluoreszenz-

fabungsverfahren (2.11.4) mit verschiedenen spezifischen monoklonalen Antik&pern

gefabt. Die ausgewéhlten Antik&per waren folgende: 1) NK-1.1, gegen Maus NK-Zellen;

2) F4/80, gegen Maus Makrophagen; 3) anti-Maus Mac-1, gegen myeloide Zellen; 4)
FITC-anti-Maus Lyt-1, gegen alle T-Zellen; 5) FITC-anti-Maus Lyt-2, gegen
zytotoxische T-Zellen; 6) FITC-anti-Maus L3T4, gegen T-Helferzellen; 7) anti-Maus
B220, gegen B-Zellen; und 8) Maus IgG2b anti-human Monozyten Leu-M3, als Isotyp
Kontrolle. Die Ergebnisse der Fluoreszenzf&bung wurden mit Hilfe des FACSs analysiert
und ausgewertet. In Abbildung 9 ist dargestellt, dass die gereinigte NK-aktive MV-
Zellpopulation vdlig negativ fUr Lyt-l, Lyt-2, L3T4, und B220 war. Die Zellen hatten
NK-1.1 und Mac-1 Marker an der Oberfl&he, zeigten aber nur eine schwache
Exprimierung von F4/80. F4/80 ist ein Makrophage-differenzierungs-marker und nur auf
reifen Makrophagen eindeutig zu finden [Crocker & Gordon 1985; Hoefsmit et al., 1986].

1) NK-1.1 - 2) F4/80

Abb.9. Oberfl&henantigen-Profile der NK-aktiven MV-Zellpopulation. Die gereinigten
NK-aktiven MV-Zellen aus KM-Vorkultur mit CSF+IL-2 wurden mittels der Immuno-
fluoreszenz-f&bung untersucht. Ein Maus IgG2b diente als Isotyp Kontrolle. Alle Zellen

in der Population wurden analysiert.

o dmin ek, Hmins AR MER AR EE (2114) FARR
S S ERAAITEE . FTEFORART: 1) NK-1.1, #/0 8 NK
wig; 2) F40/80, 4R E#mia; 3) R Mac-l, R FAmiE; 4)

FITC ARitag 4 v & Lyt-1, RFTH M T mfe; 5) FITC #RiTd 4 & Lyt

2, RAMGET mie; 6) FITC #rit#y i R L3T4, RAHBIE T wmie; 7)

ﬁwﬁsnméiBm%;u&s)»ﬁmemﬁAiﬁm%LwM&)ﬂ

YR AT IR, SR FEENEREY T FACS #AToMEiFE, £EIF R

T LB A NK F a9 B m ATk 23t Lyt-1. Lyt-2, L3T4, ¥AZ B220

HAME, Xkmiaey k@A NK-1.1 5 Mac-1 /&4, 2R R 7E—#

3+ FAIB0 #4935 & ik . FAI80 2 — A E v e e947 &40, RAER# E%

2m o, b A% i sk K 2L [ Crocker 5 Gordon, 1985 <F; Hoefsmit %, 1986

*1.

1) NK-1.1 7 2) F4/80

6) L3T4 I

"a a1 1a? 19 @' @2 e? 12 el 122 e?
FLt FLt FLL

8) Kontrolle ‘
}

i

B9 A NK &EHeEEmIeaTik ey 2 @R KS. k8 CSF+IL-2 F 3
MRS . AL A NK L6y B m e T RAg B0 T % b 6148

VAR o —AF s 519G 2b AX AR R BT I8, tm B 2% P Y P A M AR SN T
BT o
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3.2.2. Faktor-Abhé&ngigkeit der Zellproliferation

Da die NK-aktiven MV-Zellen Ahnlichkeiten (LGL-Morphologie und NK-1.1%) mit den
NK-Zellen aufwiesen, wurde ein Proliferationstest durchgefthrt, um zu bestimmen,
welcher Zellstamm-spezifische Wachstumsfaktor (CSF-1 oder IL-2) fUr die weitere
Proliferation der Zellen gebraucht wird. In diesem Test wurden MV-Zellen aus 3-t&giger
KM-Vorkultur (mit CSF+IL-2) in 96-well Mikrotiterplatten ausges&, dann entweder mit

1000 U/ml IL-2 oder mit 1000 U/ml CSF-1 oder mit IL-2+CSF-1 (je 1000 U/ml) inkubiert.

1000 U/ml IL-2 wurde deswegen in diesem Experiment verwendet, weil beschrieben
wurde, dass NK-Zellen zur Proliferation hohe Konzentrationen von IL-2 bend&igen

[Talmadge et al. 1986]. Am Tag 1, 2, 3, 4 der Kultur wurde der [3H] Thymidin-Einbaus
Assay durchgefthrt. Abbildung 10 zeigt, dass die NK-aktiven MV-Zellen fir ihre
Proliferation immer noch auf CSF-1 angewiesen sind. IL-2 hatte im getesteten Zeitraum
(von Tag 1 bis 4) weder stimulierende noch hemmende Wirkung auf die Zellproliferation.

Faktor-Abh&ngigkeit der Proliferation von NK-&hnlichen MV-Zellen

3H-Thymidin-Einbau {cpm x 1000)

100
CSF-1+1L:2
CSF-1
80+
60 -
w0
20
-2
0 P S e
1 2 3 4 0
Tag

Abb.10. 5108 Zellen in 200 ul Vollmedium pro Loch wurde in 96-well Mikrotiterplatten
einges& und inkubiert mit: 1) IL-2 (1000 U/ml); 2) CSF-1 (1000 U/ml); und 3) IL-2+CSF-

1 (je 2000 U/ml). Der [3H] Thymidin-Einbau wurde an verschiedenen Tagen getestet.

3.2.2 MARIETEMY A F R

BT A NK FH 6 B me itk 27t 5 NK @feagtafints (LGL 74
A5 NK-11%Y) , ATEMT —AmMagiaiis, HeRAiN: I mig
FHRHAGERREF (CSF-1LR IL-2) ARXkmpuyt—FEHEME. £
E—iXIF, kA 3 REMMEATIEHR (LR CSF+IL-2) &9 B fm i ay
WAEF A 96 I e dE R, A 5 1000 U/mL IL-2 24 1000 U/mL CSF-
1, BHR# 5 CSF-1+IL-2 (% 1000U/mL) #4734, 1000 U/mL IL-2 #% A
FEMNKEAREA: RBIRE, NK @I069388 5 5 KEW IL-2
[Talmadge %, 1986 1 . A%k % 1. 2. 3. 4 Rit4T SH-MM B
FHEAM, B 10 B77: A NK F P69 B % m i AT IR A 345 7807 2R 45 44 4%
#MTF CSF-1. Ayt m By (AF L RXEH 4 R) | IL-2 T mpd)
B A B TR S0 L A B 69 7E A

FALNK By B o 40 o 5T A3 70 1 B T 4O e

[*H] FERMEREAEFE A9 A (cpm x 1000)

100
CSF-1+IL-2
CSF-1
80
60
40
20+
IL-2
0 H—*_*‘———)K-‘ ¥
1 2 3 4 0
x

B 10 430 5103 M mAn A T 200 # AT Ak ik P AEAP N 96 JLIEFAR,
Lz 35&ke A 1) IL-2 (1000U/mL) ; 2) CSF-1 (1000 U/mL) ; 3) IL-

2+CSF-1 (% 1000 U/ML) o SH-MIBR=5 7 44 8 %5 A2 T B #9 R H00 52
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3.2.3. Faktor-Abhangigkeit der Zytotoxizitét 3.2.3 MR GiEM AR KRB
Um zu studieren, unter welcher Kulturbedingung die NK-aktiven MV-Zellen ihre BT IR AEIAR ISR BT, A NK EPE B % m T AR 55 89

Zytotoxizit& beibehalten und wie sie sich mcylicherweise vergadern, wurden folgende AEN, FACMNTRERLALE, THRANDAFE.

Untersuchungen durchgefthrt.

In der ersten Untersuchung wurden die NK-aktiven MV-Zellen in Mikrotiterplatten HEHEAER T, A NK FHe) B moaT ks At 2] 96 Lamfedd &
(1>10° Zellen/Loch) einges& und in Gegenwart von entweder 100 U/ml IL-2 oder 100 (1< ANmPa/3L) F, A £ 32 100 U/mL IL-2, %2 100 U/mL
U/ml CSF-1, oder IL-2+CSF-1 (je 100 U/ml) kultiviert. Diese Mikrokulturen wurden alle CSE-1, B & &2 IL-24CSF-1 (& 100U/ML) M T iTiask, stk

zwei Tage mit frischem Vollmedium und den entsprechenden Faktoren gefiitert. Die PE AT 2 FIURAT A A Rk B A A 6 B T . mIas Yac-l 8545

FEHIRIE (2.12.2) AATFHEEWE 2. 4, 6 Rit4T. B 11 £8: A NK
EEE) EEmMIGATARAE A CSF-1 A3k b bkir k £ T A5 EMR. £RA
IL-2 #9355, NK EBHREGH T, CSF-1+IL-2 692045 £ T LA 89515

Zytotoxizité& der Zellen gegen Yac-1 wurde am Tag 2, 4, und 6 der Kultur getestet.
Abbildung 11 demonstriert, dass die NK-aktiven MV-Zellen in der Kultur mit CSF-1
allein ihre Zytotoxizit& schnell verloren. In der Kultur mit IL-2 allein ist NK-Aktivita
gut geblieben. Die Kombination von CSF-1+IL-2 rief eine erhchte Zytotoxizit& hervor.

Da CSF-1 keine stimulierende Wirkung auf die NK-Aktivita hatte, ist die Steigerung der Flo B CSF-1 RNAA X NK ERaRIKAE R, £ CSF+IL-2 #9355 F,
Zytotoxizitd in der Kultur mit CSF-I+IL-2 vermutlich durch die Zunahme der AAB E A F AN BB IR E I e 5L,

Effektorzellzahl verursacht.
7 CSF-1+1L-2 #ETH NK JEHS) A %

Yac-1HSRIE R (%)

Kinetik der NK-Aktivit& in Gegenwart von CSF-1 + IL-2

80

Spezifische Lyse von Yac-1 (%)

80

60~ IL-2+CSF-1
601 IL-2+CSF-1

40
-

IL-2
*— - 20 }—,—_\x
o7t ’%K\* L-2

CSF-1
CSF-1 0 L 1
0 T 1 o] 2 4 6 8
2 ‘ ¢ ¢ BISRHEE
Tage in Mikrokultur
Abb.11. In 96-well Mikrotiterplatten wurden NK-aktive MV-Zellen jeweils mit 100 U/ml B 11 £ 96 L&A, A NK FH 69 EEmieai k45 %15 100 U/mL IL-
IL-2, 100 U/ml CSF-1, und IL-2+CSF-1 (je 100 U/ml) kultiviert. Die NK-Aktivit& gegen 2. 100 U/mL CSF-1. ¥AZ IL-2+CSF-1 (& 100 U/mL) #4735 4%, 2 M Yac-

Yac-1 wurde an verschiedenen Tagen untersucht. 1 8 NK E AR 69354 X305 3174,
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Eine hohe NK-Aktivit& konnte nach 5-t&yiger Hauptkultur mit CSF-1+IL-2 (je 100 U/ml)
erreicht werden. Zu dieser Zeit sind die lytischen Einheiten in der Zellpopulation
mehrfach erh&ht im Vergleich zu der NK-aktiven MV-Ausgangspopulation, die frisch aus
der KM-Vorkultur isoliert wurde. FUr die zweite Untersuchung auf die Faktor-
Abh&ngigkeit der Zytotoxizitd wurden diese stark lytischen Effektorzellen in
Mikrokulturen Cberfthrt und mit oder ohne IL-2 in CSF-1 oder Vollmedium tber Nacht
inkubiert. Danach wurde die Zytotoxizit& gegen Yac-1 getestet. Wie in Abbildung 12
gezeigt, wurde die Zytotoxizit& nur in den Kulturen, zu denen IL-2 gegeben worden war,
wiedergefunden. Die hoch NK-aktiven Zellen verlieren bei einer Inkubation Uber Nacht
ohne IL-2 ihre Zytotoxizit&. Es ist ausgeschlossen, dass die Effektorzellen bei dem
Entzug von IL-2 abgestorben waren, denn bei lichtmikroskopischer Untersuchung wurde
kein Zelltot beobachtet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zellen nur in
Gegenwart von IL-2 ihre NK-Aktivit& aufrechterhalten ké&nnen.

Verlust der Zytotoxizit& nach Entzug von IL-2

Spezifische Lyse von Yac-1 (%)

70
-2
60
50k IL-2+CSF-1
40
30+
20+
Vollmedium
10/ / CSF-1
0 x =5
51 10:1 20:1 0

Effektor : Targets
Abb.12. Hoch NK-aktive Zellen aus 5-t&giger Hauptkultur mit CSF-1+IL-2 wurden in
96-well Mikrotiterplatten tberfthrt und Uber Nacht inkubiert mit: 1) CSF-1 (100 U/ml);
2) Vollmedium; 3) IL-2 (100 U/ml); und 4) IL-2+CSF-1 (je 100 U/ml). Der
Zytotoxizitdstest gegen Yac-1 wurde am n&hsten Tag durchgefihrt.

AAE R CSF-1+1L-2 (% 100U/mL) #475 R 34426, NK itk
BR&. BA NK EHEeY Bk mAaalthaeds 2t (RIARHmaaTid o 3
k) ABrbE, SLEFmAARA R LS TG, A AT RGER
89 B FAR MM 69 A | WX A 3R R AR AL A 09 B LA ABE A,
BH AL IL-2 89HF T 5 CSF-1 Sk AR T EA/E 4, B2 i
ZME Yac-l B9 545, 4B 12 PR T FGERRAESL ST IL-2 493
P EARMA I A EH NK Eheymb e IL-2 (i RIEHKFPRATC
ME KA & TAHRGTRELA X ML EAR IL2 BRAAT AT,
AR EF IR EAANR I MPYAT, X—2LFRTH: Zdkmip
RAEH IL-2 AAEMFEILT T ARRIFECN NK i,

BRIL-22)E, REEEREX

Yac- 1% R R (%)
70

60
50 - IL-2+CSF-1
40
30

20+
=t

CSF-1

-
o
T

10 1 0
B ¢ ¥ELRRR

B 12 & NK Fagsmfs (kA 5 X A& CSF-1+1L-2 F 49 £3245) #4E A 96
LEFKRT, B2 RIZFARGA: 1) CSF-1 (100U/mL) ; 2) 23Kk,
3) IL-2 (100U/mL) ; 4) IL-2+CSF-1 (% 100U/mL) . 'k B #4732 Yac-
1 69 545 F IR,
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3.2.4. Zielzell-Selektivitét der Effektorzellen 324 N ZEBRNTEELMARAYEIFEME
Um zu untersuchen, ob die NK-&anlichen MV-Zellen nur selektiv auf NK-empfindlichen KT AR T YA NK 89 B o5 2 T AR 2 i 250 st NK 4R 09 de.4m

Zielzellen (vertreten von Yac-1) ihre lytische Aktivit& austben, wurden sie als Effektoren (% Yac-l HRE) BT AM R ARG, eIk A H 5 T —

At P815 ek fm i (i NK A0 69 I 93 s ok ) 69 545 & X T, &
K2 4@ A6 5 At g e e 3E SR BT IR K 4 B IE K E 16 Y, B AR A P815
R AR BT K, LK B, Yac-1 b R A EATRE e B 13 PR

in einem Zytotoxizit&stest gegen P815 Mastocytoma (NK-resistente Tumorlinie)
eingesetzt. Die Inkubationszeit der Effektorzellen mit den Tumorzellen wurde von 4 Stdn.
auf 16 Stdn. verl&ngert, da dies die optimale Lyse-Zeit fUr P815 Zellen ist. Yac-1 Zellen
dienten dabei als positive Kontrolle. Wie in der Abbildung 13 gezeigt, waren die

Effektorzellen, zwar hoch lytisch gegen Yac-1 Zielzellen, aber nicht in der Lage, P815 XA MR R AR Yac-l A ARG B, 124 A R ) A R P85
Tumorzellen abzutden. VR R
Target-Selektivitét von NK-aktiven MV-Zellen A NK JE B B vk 47 BB 4 X 3 48 J B0 8 B

Spezifische Lyse von Targets (%) PR SRR ()

60( - B
=70 ) A ol gromreseeses s s
40t ol
p - 30
20 20 -
10F 10F
0 1 1 1
10:1 2011 ; 10:1 20:1
Effektor : Targets BRIARAE - $ELR AR
WPs15 P Yac-1 MWrs15 AvYac-1
Abb.13. Die Effektorzellen wurden fUr den Test in 96-well Mikrotiterplatten jeweils mit B 13 A TR 208 mAe 2 96 FLm At s 34k o -7 5 SICr ARit.eéy P815

SICr-markierten P815 und Yac-1 Tumorzellen bei 37°C, 5% CO2 fir 16 h inkubiert. Fo Yac-1 b9 tmfede 37°C. 5% CO; P 3& 4 16 /1 i,
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3.2.5. Morphologische Entwicklung der Zellen beim Entzug von IL-2

In dem Kapitel (ber die Faktor-Abh&ngigkeit der Zytotoxizit& (3.2.3) wurde gezeigt, dass
in den Kulturen mit verschiedenen Lymphokinzus&zen aus derselben MV-
Ausgangspopulation funktionell sich unterschiedlich verhaltende Zellen entwickelten
(siehe Abb. 11 und 12). Um zu sehen, ob sich die Zellen aus Kulturen mit CSF-1 allein
oder mit CSF-1+IL-2 morphologisch unterscheiden, wurden die MV-Zellen aus 3-t&yiger
CSF+IL-2 KM-Vorkultur in "Chamber-Slides" (siehe 2.11.2) einges& und entweder mit
CSF-1+IL-2 oder mit CSF-1 allein weiter kultiviert. Die Kulturen wurden zwei Tage
spa&er gefiitert und am Tag 4 beendet. Nach einer kurzen Zentrifugation bei 1000 Upm,
wurde der Uberstand im "Chamber" sorgfétig entfernt und die Slides an der Luft
getrocknet. Schlie@ich wurden sie nach Pappenheim (2.11.6) gef&abt und
lichtmikroskopisch untersucht. Abbildungen 14 und 16 zeigen, dass die Zellen aus beiden
Kulturen ganz unterschiedlich aussahen. In der Kultur nur mit CSF-1, differenzierten sich
die NK-&nnlichen MV-Zellen zu Zellen aus, welche typische Morphologie (Abb. 14) und
Ph&notyp (Abb. 15) von Makrophagen aufwiesen. Dagegen haben sich die gleiche
Vorléuferzellen in der Kultur mit CSF-1+IL-2 zu Zellen mit zahlreichen
zytoplasmatischen Granula entwickelt (Abb. 16).

Abb.14. Die von NK-&nlichen Makrophagen-Vorl&fern nach 3-t&yiger Kultur mit
CSF-1 ausgereiften Makrophagen.
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R EEFRmhtyEh T, BA—E RSBl kb B ENR ELF /A
THARRA @R (LA 11 512) A T AR AT X LmiffE ¥ ks CSF-
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MmMaaT3E AR 6y E R ma Al kA AP B s E 8 s (L 211.2) &, %24
5 CSF-1+IL-2 27k, RFEFLIkE CSF-1325%, 2 REMBHREAR LA, £
4 Rk bigdh, Bitf 1000 HIpHOBTBSZE, KIEETPaEk
R E, FIEREARTATHR. RE, FRAH HBMBERE
(211.6) 3 EFAXFZHMETAR. B 14 516 Z7: kamitEhey
mipA LE T ARRE. £RAH CSF-1 #3554k F, W6 NK 6 E % m ik
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1) F4/80 L. 1)F480 2) Mac-1
[ 2

FLt

109 ! 102 123 2 T

Abb.15. Ph&notyp (Oberfl&henantigen-Profile) der von NK-&nlichen Makrophagen- B 15 MEf NK 69 B i ig 5] 49 s B s dd £7) (R @R
Vorl&fern gewonnenen reifen Makrophagen. BA)

Abb.16. Morphologie der von NK-&inlichen Makrophagen-Vorl&fern nach 3-t&yiger B 16 244 NK 89 E % e JE AT A2 5 CSF-1+1L-2 #3325 3 R B A F M iy
Kultur mit CSF-I1+IL-2 entwickelten Zellen. o) R A
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3.3. Induktion von LAK-Aktivitét in NK-&hnlichen Makrophagen-Vorl&uferzellen

Die im vorigen Kapitel (3.2.1-5) pr&entierten Ergebnisse haben dargelegt, dass die von
IL-2 induzierten NK-aktiven MV-Zellen funktionell, morphologisch und ph&notypisch
den NK-Zellen &onelten. In den folgenden Experimenten wurde untersucht, wie sie sich

weiter unter den Bedingungen fir die Induktion von LAK-Zellen (siehe 1.3) entwickeln.

3.3.1. Aktivierung zur LAK-Aktivité durch Stimulierung mit hohen Dosen IL-2

NK-&nliche MV-Zellen aus KM-Vorkultur mit CSF+IL-2 wurden in 9-cm Kulturschalen
(Greiner) in CSF-haltigen Medium (100 U/ml CSF-1) bei hoher IL-2-Konzentration
(2000 U/ml) kultiviert. Nach 3-t&giger LAK-Kultur (siehe 2.10.7) wurden die Zellen
gesammelt, gewaschen und zum Test der LAK-Aktivit& in 96-well Mikrotiterplatten mit
verschiedenen Zellzahlen von 1105, 5x104, 2x10%, und 110* pro Loch ausges&. Sowohl
NK-sensitive Yac-1 als auch NK-resistente P815 Tumorzellen wurden als 3! Cr-markierte
Zielzellen in einer Konzentration von 1>10%ml in Vollmedium suspendiert und dann in
die Mikrotiterplatten je 100 pl pro Loch hinzu-pipettiert. Dadurch entstand eine Reihe
von E:T Verh&tnissen von 10:1, 5:1, 2:1 und 1:1. Die Platten wurden kurz bei 600 Upm
zentrifugiert und schlief3ich, auf Grund der optimalen Lyse-Zeit fiir P815, bei 37°C, 5%
CO: fUr 16 Stunden inkubiert. Zum Vergleich wurde die gleiche NK-&nliche MV-
Ausgangspopulation in Medium mit niedriger 1L-2-Konzentration (100 U/ml) parallel
kultiviert und mitgetestet. Tabelle 5 demonstriert, dass die mit 1000 U/ml IL-2 fUr 3 Tage
inkubierten Zellen aktiviert wurden, NK-sensitive und NK-resistente Tumorzellen zu
lysieren. Bei der Kultur mit 100 U/ml I1L-2 dagegen wurden nur die NK-sensitiven Zellen
lysiert. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass durch die Stimulierung in hohen IL-2-
Dosen die NK-&nlichen MV-Zellen sich zu Effektorzellen mit LAK-Aktivita

entwickelten.

3.3 FEIE NK PIEBRZRAE AT PiES LAK &

MEmERH (3215) ZANLEEIT: §IL-2FFHANKFENE
RO R R, B EARA T @S NK @ RARML, AT 49 55 303547
% EFEF LAK @mie (L 1.3) 89 54 F, X sk tm i & o Y EE

331 BEEFE IL-2 MRERIEL™ £ LAK JEHE

¥ & B CSF+IL-2 A mpaTsE ka9t NK 89 E# e T ik 9 B
R¥zFm (Greiner) T3 (15 £4F) 4A CSF 934k (100 U/mL
CSF-1) ¥, &K E e IL-2 (1000 U/mL) . £it 3 K69 LAK 3% (1L
2107) 25, MmiaaoldE. iR ARE LAK Fm AR M @i
(1105, 5%10%, 2x10% 4= 1104 A m f/3L) 4EAF N 96 L& HK. R NK
Bk ah Yac-1, A NK T80 69 P8L5 it 4 ta its, #/4E H SLCr ARt ad ¥esm
JACARE A 105 ANl £ 50 & F T 23Ry, K6 A& 3L 100 #t e
NIEFRMR L B R — AR PR mastfemit (B T) 692 10 0 1;
5:1;2:1 5 1: 1. #3254, AE 600 5/ 94404 B0, 4 (A T+ P815
HRERMEK) £ 37°C. 5% CO2 ¥ 34k 16 I if. AR, FE—
il NK 8 B £ 2 AT AR AL IS BE AL 33 00 i P B4R AL 69 1L-2 (100 U/mL) it
FHITEARA—RRE. £5&TFH: 51000UMLIL-2 34T 3 X
Mo Ak EA, RS AR NK SR 89 A2 NK R0 a9 AT B m e, 488, B 100
UimL IL-2 3548 e mi A EMT NK S efemin, R AW @
HHHE IL-2 e9R1%, NK 8 E &t JL TR ©. 2 R A A LAK
R e B SR U
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Tab.5. Wirkung von IL-2-Dosen auf NK-&nliche MV-Zellen

Zytotoxizitét (LU/107 Zellen)
Kulturbedingung

Yac-1 P815
100 U/ml CSF-1+100 U/ml IL-2 325 0
100 U/ml CSF-1+1000 U/ml IL-2 824 455

NK-&nliche MV-Zellen wurden unter den dargestellten Kulturbedingungen fir 3 Tage
kultiviert und dann durch einen 16-stindigen Zytotoxizit&stest auf die lytische Aktivit&
gegen Yac-1 und P815 getestet. Die lytischen Einheiten wurden berechnet wie unter 2.
12.2 beschrieben.

3.3.2. Kinetik der LAK-Induktion

NK-&nliche MV-Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten (2x10° Zellen in 200 pl
Medium pro Loch) mit 1000 U/ml IL-2 kultiviert. Diese Mikrokulturen wurden alle zwei
Tage mit frischem Medium und IL-2 gefUitert und ihre LAK-Aktivit& wurde am Tag 0,
3, 6, 9 und 12 der LAK-Kultur untersucht, um die Kinetik der LAK-Induktion in den
Zellen zu verfolgen. Abbildung 17 zeigt, dass die LAK-AKktivita in der Kultur in den
ersten 3-6 Tagen zunimmt und danach abfalt, trotz st&ndiger Ergé&nzung mit frischem
Medium und dem stimulierenden Faktor IL-2. Dieses Ergebnis stimmt mit dem von
Grimm et al. beschriebenen Befunden (berein, dass die in vitro von IL-2 induzierte LAK-
Aktivit& erst nach 3-t&iger Kultur nachweisbar ist und nur ungefé&ar eine Woche lang in
der Kultur zu finden ist [Grimm et al., 1982].

%5 IL-2 WA EAEM NK B E v 41 st ki 1 A

FHE (RARE42/10"m M)

Yac-1 P815
100 U/ml CSF-1+100 U/ml IL-2 325 0
100 U/ml CSF-1+1000 U/ml IL-2 824 455

HAANK 6 ERmfaaThE R PRI RO REHTRELRT IR, KB
B —A 16 D EFAY A A5 F X kAT L AR Yac-1 5 P815 49 F Mt T4
Mo HagEis (LU) RBAE 2122 Pey k#4745,

3.32 B LAK B A%

AL NK 69 B4 2m AT /2 96 FLmfasd i ¥ (F3L 23105 A mfa,
200 #AF3E5ci%) 5 1000 UimL IL-2 347354k . STiX st i3s 5k A8 R AR
WetaydEdkinl IL-2, ARG S 0. 3. 6. 9. 12 RAN LAK Fi,
ASRIZ e % F LAK EWH0a0 A 5, B 17 27 ¥R ¥ LAK &
W AT 50 3~6 RI3GAe, KRBT, REHSFMNIZFREAZRT IL-2 H
LHANRE . X—FBRZERERA Grimm FRAEG KN T L —F: £&KIL
HARE, IL-2 556 LAK FHRME 3 RegEFRERSHAN, FRA
2y— B aget KT A AP RO [Grimm %, 1982 #1]1 .
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Kinetik der LAK-Induktion in IL-2 stimulierten MV-Zellen

Spezifische Lyse von Targets (%)

Y Yac-1 BP815

100

6oL

20f

Tage in LAK-Kultur

Abb.17. 2x105 NK-&nliche MV-Zellen pro Loch wurden in 96-well Mikrotiterplatten
mit 1000 U/ml IL-2 (LAK-Kultur) inkubiert. An verschiedenen Tagen wurden 5'Cr-
markierte Zielzellen (1<10%/Loch) hinzugegeben und die LAK-Aktivita der Kulturen
durch einen 16-stindigen Zytotoxizit&stest untersucht.

3.3.3. Morphologie der aus NK-&hnlichen Makrophagen-Vorl&ufern entwickelten
LAK-Zellen

Zu den Zeitpunkten fUr den LAK-AKktivit&-Test (Tag 3, 6, 9 und 12) wurden Zellproben
aus der LAK-Kultur abgenommen, mit Hilfe der "Cytospin" Zentrifuge auf Objekttr&ger
gebracht, luftgetrocknet und nach Pappenheim gef&bt. Die mikroskopische
Untersuchung zeigte eine auffélige morphologische Ver&nderung der Zellen: in diesen
Zellen war eine starke Vermehrung der zytoplasmatischen Granula zu beobachten (Abb.
18). Je langer die LAK-Kultur dauerte, desto dichter und grof®r wurden die Granula.
Schlief3ich (ungeféor an Tag 8-10 der Kultur) begannen die LAK-Effektoren, die
reichlich Granula enthielten, zu fragmentieren (Abb. 19). Die Abnahme der LAK-

A L-2 R B AT T8 LAK B3 4 %

EARORHRERRB (1)

Yac-1 E@P8i5

100

8o

40f

LAK $53: K8

B 17 430 2105 A4k NK #9 B 7% m B AT AR 72 96 FL4m i3 s 45 5 1000
U/mL IL-2 (LAK 3#3) #4734, ERRB6 X4, & SICrixictyesmia
(IX<I0* A tm A 3L A N op 3B it — AN 16 /) B9 45 7 P X 3 R AR LAK
E

3.3.3 JEfl NK M EREARE AT R R A EY LAK SREIH S

AR LAK EHagetiE s (% 3, 6. 9. 12 X)), Hmpaif s
LAK 5P B, 8 Tamfair i sotinTHREA £, 2ATHRE, #&
B8 b 5 4548 4 & % (May-Grunwald Giemsa %= &%, 1 2.11.6) 347 &,
IR ETH TR SN T AXkmiof, TUREE m
JAR B TRAY 3 (LA 18) . LAK 354 R F 4K, ik T 1545,
mEE K, ®E (KRAE LAK 35105 8~10 X) , &F REMAH LAK
S MR (B 19) o £ LAK 34 9 RZ B LR B 6 LAK
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Aktivit&, beobachtet nach 9 Tagen LAK-Kultur (siehe Abb. 17), ist auf das
massenhafte Zellsterben in der Kultur zurickzufuhren.

Abb.19. Fragmentierung der LAK-Zellen, beobachtet am Tag 9 der LAK-Kultur.

TR (LAY 23 BERTARRYAXEN@ELT.

B 18 LAK Zmmfaeyfiss, Mkl LAKERF 4 X,

B 19 LAK @faeysgl, £ LAK RS 9 RWKF,

-70 -
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3.3.4. Phé&notyp der aus NK-&nnlichen Makrophagen-Vorl&ufer entwickelten LAK-
Zellen

Die zu untersuchenden LAK-Zellen wurden am Tag 4 der LAK-Kultur, die mit den
gereinigten NK-&onlichen MV-Zellen angefangen hatte, geerntet. Zu dieser Zeit (bten die
Zellen hohe LAK-Aktivit& aus und sie waren noch in gutem Zustand. Nach dreimaligem
Waschen wurden je 1-5x10° Zellen in kleine Polyethylen Rchrchen (0,6 ml Greiner)
(berfihrt, und es wurde eine direkte oder indirekte Fluoreszenzféabung mit Antik&pern
gegen Oberfl&henmarker durch-gefthrt. NK-1.1, F4/80, Mac-1, anti-CD3 und anti-CD8
wurden jeweils fUr die F&bung verwendet, um den Ph&otyp der LAK-Effektoren zu
untersuchen. Dabei konnte auch die M&glichkeit, dass Lymphozyten in der LAK-Kultur
herangewachsen waren, geprUft werden.

In Abbildung 20 wird deutlich, dass die LAK-Effektoren, im Vergleich zu der NK-
&nlichen MV-Ausgangspopulation (siehe Abb. 9), die Mac-1 und F4/80 Marker vdlig
verloren hatten. Diese Zellen waren positiv fUr NK-1.1 aber negativ fUr die T-Zell Marker
CD3 und CD8, also ein typischer Ph&notyp der beschriebenen, aus NK-Zellen induzierten
LAK-Zellen [Hercend & Schmidt, 1988].

1) NK-1.1|

Abb. 20. Phanotyp (Oberflachenantigen-Profile) der LAK-Effektorzellen, isoliert am
Tag 4 der LAK-Kultur.

3.3.4 JE{ NK M EMREAT AR R AR LAK YR E

T4 69 LAK 080k B LAK 35589 % 4 R G2kt Al sibayin
ik NK 89 B8 T fhAe4s) o i, Xmipk Nk kHe LAK &
P, FHCHNEER T RAFOIRE. B ZRREZE, AEN 1~5%105 4
MmN CH NS (0.6 mL Greiner) P, & L m e & & AR E M 09 AR
AT A RE A4 095E R F & . NK-1.1. F4/80. Mac-1. 4t CD3 5 4% CD8
SAVATRFALEE T, AN LAK 206 & A, 53X A A L 3Tk 2 4m i
LAK 39k ¥ & K A2 & 69 7T fe e o 47 1 ),

B 20 AW 87 5 NK 69 E"£mfaaTthieds 2 (LA 9) 4k
5, LAK 5 M/t 7 4 %+ T Mac-1 4= F4/80 47 &40, iX 2 mmfe 2 NK-1.1
b, 23t T 40 e 69 4r &40 CD3 A= CD8 # MAd4, fmiX & —#akdRid id 6y,
A NK 23 e 5 8 69 LAK a6y 32 A1 % Al Hercend 5 Schmidt, 1988 4 1.

1) NK-1.1 2) CD3 3) CD8 ’

L m B

L] ; ‘/l 12 —'3 L/ jﬁ' }“ﬁa V'.) l a ] L '2 ”‘""’?‘_"""J
: 4) Mac-1| 2 5) F4/80

B 20 LAK stpmiaty &R (R@mRRE) « @Mkl LAK 38548
%4 X,
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3.4. Perforin Produktion von Makrophagen-Vorl&uferzellen

In den vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Auftreten von
zytoplasmatischen Granula eng mit der zytotoxischen Funktion der Zellen
zusammenhing. Nun sollte geprUft werden, ob diese Granula das lytische Protein
Perforin enthalten. Zu diesem Zweck wurden folgende Untersuchungen durchgefthrt.

3.4.1. Kalzium-Abhé&ngigkeit der Zytotoxizité

Ein Hauptmerkmal der Perforin-vermittelten Zytotoxizit& ist ihre Kalzium-
Abhé&ngigkeit: in Abwesenheit von Kalzium tritt die Zytotoxizit& nicht mehr auf. Es ist
beschrieben worden, dass Perforin strukturell und funktionell der Komplement
Komponente C9 &nelt [Tschopp & Nabholz 1990]. In Anwesenheit von Kalzium
bewirken die Perforine L&her in der Zellmembran von Zielzellen und die Zielzellen
lysieren. Deshalb gilt eine Kalzium-Abh&ngigkeit der Zytotoxizita als Hinweis auf die
Wirkung von Perforin.

Wie in Material und Methoden (2.12.3) beschrieben wurden drei Testmedien hergestellt:
depletiertes Medium ohne freie Ca®* lonen durch Zugabe von 10mM EDTA,
rekonstituiertes Medium durch Zugabe von CaClz (15mM Endkonzentration) zum
depletierten Medium, und Vollmedium. In diesen drei Medien wurde mit Effektorzellen
aus 4-tagiger Hauptkultur mit CSF-1+IL-2 (je 500 U/ml) jeweils der Zytotoxizit&stest
mit Yac-1 Zellen durchgefthrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt. Es ist

deutlich, dass die Anwesenheit von Kalzium essentiell fUr die Lyse der Zielzellen ist.

3.4 EMAMAHR=EFLE

ARSI BT W RATEN LG mae SR E
F# AT B INIE: & T IX TR A A BN a5 3LE (Perforin) .
AHTEAB, ATFERBRAAFE,

3.4.1 fRREREEME RIS EIE

FIAEMNFOFGEEG AL BARERC ORI XA A
ERTEF, A ERTHEA. ALHKRRE, FILEAELH Lt L
#r b Ak 44 C9 A8 [ Tschopp 5 Nabholz, 1990 51 . A4 454 £ 61
AT, FLE AfmpeymioiE Lid R IUR A L ikemin., B, @it
15 & P A SR AR A A A AR T F ILEREA .

e Bl EM AL Tk (2123) FHE, ZARBERERGH & T &
it Am N 10 mmol/L EDTA # A& 7% & 45 4 F (Ca?") #9«i BAIE Rk,
i i ) R IHAIF IR F e AN FAF (CaCly, R A H 15mmol/L) #9«F
BAERER ARLER R EX RGP, £ A%XA 4 RAE CSF+IL-
2 (% 500U/mL) E3EHK B0 mp, 5 54Tt Yac-1 fmfi ey 545 & Ak
M, ERETAEB22L T, RAR, WAL emLt HERLEF,
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Kalzium-Abh&ngigkeit der Zytotoxizit& von NK/LAK-&nlichen MV-Zellen P NK/LAK B E o 40 a7 6 2 47 V8 M i 454 0 i
Spezifische Lyse von Targets (%) EARNBRERE (%)
G S Sl P e el SR D i
60 ’;‘- "> B i I I I U I I N I SR 60 — o L
50 .'-'- ) . - 50 -4".'4 ....................................
40 ;‘. v’v ................................. 40 _ o 8 B &0
30 ;’. "4 ............ 30 _" = Ol | 8Bl A8 &
20 —(-,' 20 ;‘.' V8| VA&l V48 V|
10F 1ol
0 : : : : 0 : . : :
20:1 10:1 5:1 2,5:1 20:1 10:1 5:1 2,5:1
Effektor : Targets LA - $ELmAR
D vollmedium (M.) lM.+10 mM EDTA BIM.+10 mM EDTA+15 mM Ca szs% (M) WM. +10 mM EDTA BM.+10 mM EDTA+15 mM Ca
Abb.21. Die Effektorzellen wurden aus einer 4-t&gigen Hauptkultur mit CSF-1+1L-2 (je B 21 # ek —A ¢ B CSF+IL-2 (& 500 U/mL) #477T 4 Ry £33
500 U/ml) geerntet, gewaschen, und dann in verschiedenen Testmedien mit Yac-1 als KR ik, RBAERR WAL AT S Yac-1 femiais & 4 )t
Targets zur Untersuchung der Zytotoxizita fir 4 Stunden inkubiert. il A A E b
3.4.2. Nachweis der Perforin mRNA durch Northern-Blot 3.4.2 @it Northern ENEZRAEEEFFLE MRNA
Mittels Northern-Blot Analyse wurde untersucht, ob die aus MV-Zellen isolierten RNA- #5585 F Northern 973 Ze R Mk 44 7. = T M B 75 sm AT AR & b
Pr&parate Messenger-RNA enthielten. Dazu wurde, wie unter 2.14.1 beschrieben, die 4 RNA 325U 4 A 1542 RNA (MRNA) o #Ast, 4e 2141 Fiik, AR

gesamte RNA aus verschiedenen MV-Zellproben extrahiert, im Gel aufgetrennt, auf eine o . o
89 B8 m R AT R S PRI A RNA, BB P RKNH, #AHH —KNT-

R E L5 32P 47249 cDNA dR4T #1722 3. =#F cDNA 84F, #F 7%
ik a) PR FILE mRNA[Lowrey %, 1989 41 : b) CSF-1 %4k mRNA
[Rothwell 5 Rohrschneider, 1987 51 ; ¢) AL#%& & mRNA [Cleveland

N*-Nylonmembran tbertragen und mit 32P-markierten cDNA-Sonden hybridisiert. Drei
cDNA-Sonden, spezifisch komplement& zu a) mMRNA fUr murines Perforin [Lowrey et
al. 1989]; b) mRNA fir CSF-1 Rezeptor [Rothwell & Rohrschneider 1987]; und c)
MRNA fUr Aktin [Cleveland et al, 1980], wurden Hintereinander mit der gleichen
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Membran hybridisiert. Die untersuchten MV-Zellproben waren folgende: %, 1980 )1, —AMNE—AER KRB LR, AN BRI T

ERE EEATA, &8 GM-CSF BRtammiTss (2103)
1. NK-inaktive MV-Zellen isoliert aus KM-Vorkultur mit GM-CSF (2.10.3); 1. R NK &Ry EATHR, &8 GM-CSF Fiimianiids (2.10.3) ;
2. NK-&nnliche MV-Zellen isoliert aus KM-Vorkultur mit GM-CSF+IL-2; 2. MAANK & EEATAR, KB GM-CSF+IL-2 it m AT 35 A
3. NK-&nnliche MV-Zellen in Hauptkultur mit CSF-1+IL-2 fir 3 Tage; 3. A NK 89 EEAT /e CSF-1+IL-2 W #4T T 3 K89 3575
4. NK-&onliche MV-Zellen in Hauptkultur mit IL-2 fir 3 Tage; 4, EWANK 6 E-EATHRE IL-2 P47 T 3 Reg £325%;
5. NK-&nliche MV-Zellen in Hauptkultur mit CSF-1 fUr 3 Tage; 5. 4k NK 89 E % 514k CSF-1 #4773 M) 1354,

6

6. NK-inaktive MV-Zellen in Hauptkultur mit IL-2 fUr 3 Tage. R NK EPEAY B R L2 b T T 3 F 4y 254,

In Abbildung 22 wird gezeigt, dass die mMRNA fir Perforin eindeutig in den NK-&anlichen B 22 87: 3% (Perforin) # mRNA #2214 NK 69 B % 40
MV-Zellen beziehungsweise in diesen Zellen nach weiterer Kultur mit CSF-1+IL-2 oder JAATAR, R, AXRmipst—F 5 CSF-1+IL-2 & 5 IL-2 #93&
IL-2 allein zu finden war. Dieser Befund weist auf eine Beziehung zwischen der £ 2 BRI — KR TE —FE T ILE MRNA £k 5 A 455 ML
Exprimierung von Perforin mRNA und der zytotoxischen Funktion der Zellen hin, weil 2L E, W RA LA ER RS (LA 6) It 2 AR Ak A

nur die im Zytotoxizit&stest (siehe Tab.6) als lytisch best&igten Zellen positiv fUr die
y ( )y als ly g P s 35 3L E MRNA A Pk, FiA fm I S AR L 3 CSF-1 4k c-

fms (—ANstémfe /s T Eimie % 69 E 24548 [Baccarini 5 Stanley, 1990
$1) Ak, ARG E G (Actin) MRNA &9 278 &80 : K&

Perforin mRNA waren. Alle Zellproben zeigten sich positiv fUr c-fms, ein wichtiger
Hinweis fUr die Zugehdrigkeit der Zellen zur Makrophagen-reihe [Baccarini & Stanley

1990]. Die Aktin-Banden dienten als Kontrollen und deuten darauf hin, dass von jeder

Zellprobe gleiche Menge an RNA eingesetzt wurde. AtmAa A Su PRI T 249 RNA Al T &
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
@ Abb.22. Northern-Blot Analyse @ B 22 Northern ¥ i& 2 3L 47 E
' Perforin for  die Exprimierung  der 'n' N Perforin o AT AR 5 3L (Perforin)
n.' Perforin-Messenger-RNA  durch - 21 RNA 89k %k, ®5H 1-6
MV-Zellen. Die Nummern 1-6 4 RNA # 2t 5 £ b7 ) 4

— . ' e der RNA-Proben entsprechen den - -& c-fms IS - 6. A HITTH

oben dargestellten Zell-proben 1-
9 P 48 1 EHEITR K o
6. Der Film wurde fir ca. 48 Std.

exponiert. ’ .
C
SRep - SRS wp -
. K
5 -
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Tab.6. Zytotoxizitét gegen Yac-1 von verschiedenen MV-Zellproben 2

Zytotoxizitét
Nr. ° Zellproben
(LU/107)

MV-Zellen aus KM-Vorkultur mit:

1. GM-CSF 200 U/ml 0
GM-CSF 200 U/mi+IL-2 100

2 35
U/ml
NK-&nnliche MV-Zellen in Hauptkultur mit:

3. CSF-1 500 U/mi+IL-2 500 U/ml 375

4, IL-2 500 U/ml 380

5. CSF-1 500 U/ml 0
NK-inaktive MV-Zellen in Hauptkultur mit:

6. I1L-2 500 U/ml 0

2 Die zu testenden Zellen wurden in den entsprechenden Kulturen fUr 3 Tage kultiviert.
Am Tag 4, als sie fUr Northern-Blot Analyse zur Untersuchung der Perforin Messenger-
RNA geerntet wurden, wurde jeweils ein Teil jeder Zellprobe fUr den Zytotoxizit&stest
eingesetzt. Der Zytotoxizititstest wurde bei 37°C fiir 4 Stunden durchgefiihrt. Die
Iytischen Einheiten (LU/107) wurden berechnet wie unter 2.12.2 beschrieben.

b Die Nummern 1-6 der Zellproben entsprechen den in dem Northern-Blot (Abb. 22)
dargestellten Lane 1-6.

3.4.3. Nachweis der Perforin mRNA durch in situ Hybridisierung

Es wurde nun weiter versucht, mit den auf Objekttr&ger fixierten Zellen eine in situ

Hybridisierung mit cDNA gegen Perforin mRNA durchzufthren, um Perforin mRNA in

%6 FEHE MRS C A Yac-l B RE K

&5 b m 5

FAhE
(R4 /107

KB AT B REATIE IR0 B AT AR A .
1. GM-CSF 200 U/ml 0

2. GM-CSF 200 U/mI+IL-2 100 U/ml 35

A NK 69 E ATtk ta B2 AT 23557 :

3. CSF-1500 U/ml+IL-2 500 U/ml 375
4. I1L-2 500 U/ml 380
5. CSF-1500 U/ml 0

o NK EHeEEiithmib i A F 2354 F:
6. IL-2 500 U/ml

Al TR MR AR L AR F M TRAI R 2% 4 X, BEMNBokk
JAF Northern £73E 4 I 5 A7 k40 & FL& MRNA B, A4 fa o it &b 4y
— BT A ERE R, A5 ERRBAE 37°CHAT 4 it. EM
#45 (LUMNOT) #93t Hdm 2.12.2 AL,

b mfa k9% 5 1-6 5 & Northern ¥piE 22 (B 22) F AR89 1-6 7149

Z At R,

3.4.3 BEREARAZZIREFILR MRNA

NAES—FFEE, 1R EATARKA Loymie 538 8 F 3LF mRNA &
cDNA (Z#h DNA) #ATRAZ R, UABIEEMIE T FILE mMRNA,
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den Zellen direkt nachzuweisen. Wie unter 2.14.2. beschrieben, wurden die zu
untersuchenden Zellen, isoliert aus 4-t&giger Hauptkultur in CSF-I+IL-2 (je 500 U/ml),
auf Objekttr&ger gebracht. Nachdem sie luftgetrocknet worden waren, wurden sie fixiert,
permeabilisiert, und schliefdich mit DIG-markierter cDNA gegen Perforin mRNA fir 16-
20 Std. hybridisiert. Ein Zytopr&parat mit normalen Makrophagen diente als Kontrolle.
Nach der Hybridisierung wurden die Zytopré&parate in mehreren Schritten (siehe 2.14.2.4)
gewaschen und dann mit dem an alkalische Phosphatase gekoppelten anti-DIG
Antik&rper inkubiert. Am Ende wurde die Hybridisierung durch Zugabe von NBT + X-
Phosphat, deren Farbe sich bei Katalyse durch alkalische Phosphatase von gelb in blau
umwandelt, sichtbar gemacht. Die dunkelblau angef&bten Zellen waren positiv fir
Perforin mRNA. Abbildung 23 ist die lichtmikroskopische Aufnahme der Zellen nach der
Hybridisierung mit DIG-markierter anti-Perforin cDNA.

Abb.23. Ergebnis von in situ Hybridisierung mit cDNA gegen Perforin mRNA. Die
NK/LAK-&nlichen MV-Zellen wurden aus einer 4-t&gigen Hauptkultur mit CSF-I+1L-2
(je 500 U/ml) isoliert und dann mit DIG-markierter Perforin cDNA in situ hybridisiert
(siehe 2.14.2).

Yo /e 2.14.2 TR, Fak A safh—k A A CSF-1+1L-2 (% 500 U/mL)
PHAITT 4 RO EBE AR TEREHR L. Falrn 2 ARG, #1
#AB R, BELE, HRALHREGF (DIG) #Rit#yt g5 LE mRNA
# cDNA #A4T 16~20 ot . B &8 B 2 e 51 1F a9 min ik / 1E 3T 18
235, Kmhh £S5 AT HRT (L 21424) %k, RE546 Tk
BhERER AL DIG AT E . RGBT mAREwWLE (NBT) +X-4
BRI na(ANE2BEERIBEGELHZETAREVEFLEITE L.
e REdmIh FILF mRNA fatE, B 23 £mEE 5 DIG #ita) F 3L
# DNA#RFTRRZE, ELFIMBETHEA,

e

B 23 £ At 2 F 3LEF mMRNA &) L4k DNA R4z 4 89 45 £ . L NK/LAK
B E S mIaAT AR B 4 F4EH CSF+IL-2 (& 500 UimL) #9313k, KRB
5 DIG 4Rttty F 35L& cDNA #4177 Riz e (L 2.14.2) &



3. Ergebnisse / 3. % H -77-

3.4.4. Nachweis des Perforin Proteins durch immunhistochemische F&rbung

Monoklonaler ~ Antik&per spezifisch gegen Maus-Perforin - wurde fir die
immunhistochemische F&bung angewendet, um festzustellen, ob Perforin Proteine in den
Zellen vorhanden sind und wo sie lokalisiert sind. Hierzu wurden die Zytopr&parate von
hoch lytischen Effektorzellen aus 4-t&giger Hauptkultur in CSF-1+IL-2 (je 500 U/ml), wie
unter 2.11.5 beschrieben, vorbereitet, fixiert, mit mAk Ratte gegen murines Perforin und
anschlief®nd mit polyklonalem Antik&per gegen Ratten 1gG aus Ziege, gekoppelt an
alkalische Phosphatase, inkubiert. Fast-Red-TR, ein Substrat fUr alkalischer Phosphatase
[Dejong et al. 1985], wurde fir die Farbreaktion benutzt. In Abbildung 24 ist zu sehen,
dass fast alle zytoplasmatischen Granula angefé&bt sind. Im Gegensatz dazu waren die
Zellen, die agranul& und NK-inaktiv waren, vdlig negativ fUr diese F&bung.

o 2 W

Abb.24. Immunhistochemische F&bung mit mAKk gegen murines Perforin. Die NK-
&nlichen MV-Zellen isoliert aus der KM-Vorkultur wurden in Hauptkultur mit CSF-
I+1L-2 (je 500 U/ml) fir 4 Tage inkubiert und danach mit anti-murines Perforin

Antik&@per immunhistochemisch (2.11.5) auf Perforin Protein untersucht.

344 BERBAAREEREFIRED

BRI R F I F R e R R TR A A e, By
AHIN: REFIZRQAET AT AN AETE. Ak, kA 4
XA CSF-1+IL-2 (& 500 U/mL) £3589, BA & RS Sw mie,
#B 2115 ik, ATFH&miir,. B, BXARIDAFILEAGEL
TRt E 586 T B AR B0 L F KR 196 % skt TS .
B 2-TR (—#pak it ahdg Bg a9 K4 [Dejong %, 1985 1) AT HALE
B BB 24 FTR: JLFHAMBRRGBRSEHREET. SZHR,
Tt R ks B NK 7 P 69 gm il st ol 3 & RO 435 4 T TE o

U

B 24 ERARDRFILENGE LSRR ZANFENER, NEHimie
A3 H d A9 UL NK 89 E £ tm Ja AT AR /& CSF-1+IL-2 (& 500 U/mL) #9
EERPERT AR, REARDRAFILEARSFILEEALT RN
e e (2.11.5) %0,
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3.5. Zytokin-Freisetzung von NK-aktiven Makrophagen-Vorl&uferzellen

Aul®r der Zytotoxizit& Uben NK-Zellen eine andere wichtige Funktion aus: Sie setzen
Zytokine frei. Dies geschieht bei Stimulierung der NK-Zellen durch ihre Zielzellen, durch
Faktoren, oder durch eine Kombination von beiden. Die am hé&ufigsten studierten
Bedingungen fUr eine spezifische Aktivierung der NK-Zellen sind folgende: 1)
Inkubation mit Zielzellen; 2) Inkubation mit Zielzellen + IFN-y; und 3) Inkubation mit
IL-2+Liganden fUr den CD16FcR [Herman et al., 1986; Peters et al., 1986; Cuturi et al.,
1989]. Aufrdem benutzt man unspezifische Stimulatoren, um NK-Zellen zu stimulieren,
wie den Protein Kinase C Aktivator Phorbolester PMA und Ca?*-lonophor [Paya et al.,
1988; Anegon et al., 1988; Cuturi et al., 1989]. In den folgenden Experimenten wurden
die NK-aktiven MV-Zellen unter &nlichen Stimulationsbedingungen behandelt. Es
wurden Yac-1, Yac-1+IFN-y, Yac-l+IL-2, PMA (Phorbolester), sowie lonomycin (Ca?*-
lonophor) als Stimulatoren mit NK-&nlichen MV-Zellen inkubiert. Vollmedium, P815,
IFN-y oder IL-2 allein dienten dabei als Kontrolle. Nach der Inkubation wurden die
Ubersténde von den Kulturen abgenommen und anschlief®nd auf Zytokine untersucht.
Zum Vergleich wurden die NK-inaktiven MV-Zellen unter gleichen Bedingungen

behandelt und auch getestet.

3.5.1. Freisetzung von regulatorischen Faktoren nach Stimulierung mit Zielzellen
und Zytokinen

3.5.1.1. TNF-a

NK-Zellen kéwnen beim Kontakt mit den Zielzellen oder Zielzellen + IFN-y TNF
freisetzen [Peters et al. 1986]. Vermutlich ist TNF durch Ausl&ung der Apoptose-
Wirkung bzw. DNA-Fragmentierung an dem Abtden der Zielzellen durch NK-Zellen
beteiligt [Young et al. 1990]. In diesem Experiment wurde ermittelt, ob auch NK-&anliche
MV-Zellen durch Zugabe von NK-Zielzellen aktiviert werden konnten, TNF zu

sezernieren. Hierzu wurden die Effektorzellen (MV-Zellen) in 96-well Mikrotiterplatten

3.5 H NK &M AY & s 4m i 5ird 40 i B F A9 B

BT A ER, NK meKELEF —MHEEQHE: eNBRmiLR
Fo TRAALNK miag B RSE, RSk aecnNtfemin, ka3 RA
T, 3 F& Rk aemia S5 BT RAEGBFEAER A T HFHREE NK @i,
R RGF L ST 1) Sleminizdk; 2) Siemie +IFN-y 5%,
3) 5 IL-2 + CD16 Fc tkaymuthiz s [Herman %, 1986 4 ; Peters %,
1986 4; Cuturi %, 1989 §1 . sbil, AAMTLAL A IE 451 64 &1 B &R
BONK @ fie, tohe & G % BE C 89 F 14 PMA 4245 & F 34k [Paya %, 1988
4F; Anegon %, 1988 F; Cuturi %, 1989 41 . £ TF#|%EB ¥, #H NK
EH EEm AT R E T ARG R 4T Yac-1. Yac-1+IFN-y. Yac-
1+IL-2. PMA (phorbol ester, #hi48B5) A HFEE (Ca? &-FHMK) 4
Hy R kA 5 AL NK 88 E % 2a Jo AT AR 4735 4k . 23295k, P815. IFN-y
HIL-2 AR RIRGITR, BARERZE, RbEAM LiERk, ME
HmmpnRF. AT i, HFL NK FHe E% miarik B T 48 B 69 4l ik
50T, L—iaa.

3.5.1 HECLARE S 40RE B F RS X E T E T AR

35.1.1 BERIEE F-a (TNF-a)

NK 2m it A8 5 12 35 ik .20 i R % $e.am iB+IFN-y BB 30 TNF [ Peters
4, 1986 1 o M, TNF iBid /5 5 4m B B 15 B R DNA 695 R 1o
W55 ) NK @ fastfemiaty A X+ [Young %, 1990 1 . ARTFEE
b, HER: REUM NK B4 m TRt 45 @it 46 5 NK $emitm
AEE, Bl TNF. Ak, BRpmie (EEmaiTik) X 1x10°
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mit 1x<105 Zellen/Loch ausplattiert und jeweils mit Yac-1 (als Zielzellen)
beziehungsweise P815 (als Kontrolle) allein oder in Kombination mit IFN-y inkubiert.
Das Verh&tnis von MV-Zellen zu Tumorzellen war 4:1. Nach ca. 20 Stunden wurden die
Uberstznde von den Kulturen abgenommen und zur Bestimmung der TNF-Aktivita auf
die TNF-sensitiven L929-Zellen seriell titriert (siehe 2.13.7). In Tabelle 7 ist zu sehen,
dass NK-&nnliche MV-Zellen nach Inkubation mit Yac-1 aktiv TNF produzierten. Zugabe
von IFN-y fihrte zu einer deutlichen Erh&hung der TNF-Produktion. NK-resistente P815-
Zellen zeigten nur eine ganz geringe Wirkung auf die TNF-Freisetzung durch MV-Zellen.
Mit IFN-y konnte die Wirkung etwas verbessert werden. In dem Experiment, in dem die
NK-inaktiven MV-Zellen eingesetzt wurden, fthrten weder Yac-1 oder P815 allein noch
die Kombination von Tumorzellen mit IFN-y zu nennenswerter TNF-Produktion.

Tab.7. Freisetzung von TNF aus MV-Zellen nach

Stimulierung durch Tumorzellen

NK-aktive MV NK-inaktive
20 h Inkubation mit TNF (U/mD MV
ohneanti-TNFo  mitanti-TNFq NP (U/mD
Vollmedium 0 0
IFN-y 0 0
Yac-1 3242 0 1
Yac-1+IFN-y 5842 b 0 2
P815 44 0 1
P815+IFN-y 8+ 0 2

MV-Zellen : Tumorzellen = 4:1 IFN-y: 500 U/ml
ap<0,001 Yac-1vs.P815 bp<0.001 Yac-1+IFN-y vs. P815+IFN-y

e LEAT N 96 FLsm iR IE SRR, A5 Yac-l (FF A demfn) AR P815 (45
H ) B kiR G IFN-y —AL3E 5k, B mM ATkt fesm o ey tbisl h 4 ¢
1. 2 K% 20 G, BibiEdhiney EiFik. H TRE TNF #F, #E
AR TNF 8069 L929 b bt 7k gb s (L 2137) « 2% 7
PR AANK 89 B s I AT AR 2 5 Yac-1 3B 5% 2 6, F3i = B 7 TNF.
A IFN-y 31 K T —# 81 249 TNF = H 69 &, 3 NK g9 P815 4m
MR B — AP ARAK A 3 B o 2 SR AT AR A TNF 694 B o A\ IFN-y 845
MM ERER, RMAELRNLNK FHGEREMmBATIRGEIRT, Lt
Yac-1 &# P815 %, L MG mithe IFN-y B A5 A, #k 5| RAEF—
49 TNF &9 = 4,

27 SRAMNBmERNKE, ERmEATRT TNF A5R

ANKHEEA EH AT FNKFEPE4Y
20034 TNF (U/mi) E STk
FTNFo, 4tk A TNFa ik
TNF (U/ml)
AIERR 0 0
IFN-y 0 0
Yac-1 32H 2 0 1
Yac-1+ IFN-y 582 b 0 2
P815 44 0 1
P815+IFN-y 8+ 0 2
Evf mpa itk | b man=4 1 1 IFN-y: 500 U/mL

ap<0.001 Yac-1 #ttk P815 D p<0.001 Yac-1+IFNy %ttt P815+IFNy
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Um den Typ des von NK-&nlichen MV-Zellen freigesetzten TNFs zu definieren, wurde AT A AL NK 89 B % 2@ B0 AT AR50 69 TNFs a9 £ A #H4T8590, 1%
ein Hemmungstest mit spezifischem monoklonalem anti-murinen TNF-o. Antikorper B Rt # 5 s 8 TNFo fubk (L 2.13.7) @933 2 bR et /7. St
(siehe 2.13.7.) gemacht, indem L929-Zellen in Gegenwart von anti-TNF-o. mit TNF- S 1929 i 4t TNFa Ftkty A5 T 564 TNF 8 kit 735

haltigen Ubersténden inkubiert wurden. In Tabelle 7 ist gezeigt, dass die TNF-Aktivita . o o L
9 gezeld ho BRTETIL: TNF 896 bikdt TNFo 8RAKZ 2408 T o 590

von anti-TNF-a vollsténdig inhibiert wurde. Dies weist daraufhin, dass NK-&onlichen )
AL NK 8 B v 20 e AT R AL 89 & TNF-ao

MV-Zellen TNF-a freisetzen.

35.1.2.1L-1 3512 AAENE-1

Da beschrieben wurde, dass NK-sensitive (jedoch nicht NK-resistente) Tumorzellen NK- B AR NK SOREY (18772 NK AR as) I a4 4% bl

% NK e = 4 IL-1 [Herman 5 Rabson, 1986 4] , A& T4FH44 NK
4 B %t A AT e T NK &1 69 B =% m e ATk 5 7 5 Yac-1 4= P815 (/A

Zellen zur Produktion von IL-1 stimulieren konnten [Herman & Rabson 1986], wurden
NK-&nliche sowie NK-inaktive MV-Zellen jeweils mit Yac-1 und P815 (beide
Tumorzellen produzieren selbst kein IL-1) fUr 20 Stunden inkubiert und danach die

Uberst&nde auf IL-1-Aktivit& untersucht. Der Nachweis der IL-1-Aktivit& erfolgte durch APAPB AL B B R F A IL-1) BART 20 e, AR CM iR e
einen kolorimetrischen Bioassay mit Hilfe der IL-1-abhZngigen Zellinie D10.G4.1 (siehe IL-1 &0 Al IL-1 69 3 b id b & £ AhAe ) A 2) TR AL IL-1 89 2mfie
2.13.1). In Tabelle 8 ist gezeigt, dass die héchste IL-1-Produktion von den NK- # D10.G4.1 (R 2.131) kT Ak. £%& 8 FTN, UM NK & E%mie

Tab.8. Freisetzung von IL-1 aus MV-Zellen nach
8 HRAMEHEERNRE, ERARTAE IL-1 88K

Stimulierung durch Tumorzellen

inki%gtion NK-aktive MV NK-inaktive MV 208 ANKE P8 E R34k FNKGE 4G B 34K
mit 0.D.570mm IL-1(U/ml)  O.Dsonm  IL-1(U/ml) #idh 0.D.s70mm IL-1(U/ml) 0.D.570m IL-1(U/ml)
Vollmedium  0,244+40,008 2 0,090,002 0 ¥k 0.244%0008° 5 0.090+0.002 0
Yac-1 0,88240,026 * 8 0,28240,40 ¢ 2 Yac-1 0.882%0.026 2 8 0.282+0.40°¢ 2
P815 0,2429,022 2 0,06640,015 0 P815 0.242£0.022 2 0.066%0.015 0
MV-Zellen : Tumorzellen=4 1 ap<0,001 Yac-1vs. P815 B o iR Ak ¢ AP e i=a ;1 ap<0.001 Yac-1 % P815

bp<0,001 NK-aktive vs. NK-inaktive ¢p<0,001 Yac-1vs. Vollmedium bp <0001 4 NK &M NK it ©p<000l Yac-1 i r 4 sk
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aktiven MV-Zellen bei der Inkubation mit den Yac-1 beobachtet wurde. Im Gegensatz zu
den NK-inaktiven MV-Zellen waren die NK-aktiven spontan in der Lage, geringe Menge
von IL-1 zu sezernieren. P815 Tumorzellen wiesen dagegen keine IL-1-induzierende
Wirkung auf. Bei der Inkubation von NK-inaktiven MV-Zellen mit Yac-1 wurde eine

geringe IL-1 Produktion gefunden.

3.5.1.3. IL-6

Zu den inflammatorischen Faktoren, die von NK-Zellen freigesetzt werden k&nnen,
geh&t auch IL-6. Es wurde beschrieben, dass die Aktivierung von NK-Zellen durch IL-2
zu starker IL-6 Gen-Exprimierung fihrt [Vitolo et al., 1993]. Im Folgenden wurden die
MV-Zellen jeweils mit IL-2, Yac-1, oder einer Kombination von beiden fir 20 Stdn.
aktiviert, und die Uberstznde mittels der IL-6-abh&ngigen Zellinie 7TD1 auf ihren 1L-6-
Gehalt untersucht (2.13.2). P815 Tumorzellen wurden bei diesem Test nicht verwendet,
weil sie selbst IL-6-Produzenten sind. In Tabelle 9 ist gezeigt, dass sowohl NK-aktive

Tab.9. Freisetzung von IL-6 aus MV-Zellen bei Aktivierung mit IL-2 und Yac-1

20 h Inkubation mit NK-active MV NK-inactive MV
IL-6 (U/mbD IL-6 (U/mbD
Vollmedium 20404 0
IL-2 26405 0
Yac-1 400080 @ 258425
Yac-1+1L-2 7200424 b 557435
MV-Zellen : Yac-1=4 .1 IL-2: 500 U/ml

abp < 0,001 NK-aktive vs. NK-inaktive

MAREA Il RS ELEL YACL 6938k P LS. 5L NK &
2, 5 NK Fkhey ESEmiaaTihta R, A NK Fikay B maaT kit T
ARV E IL-1 89K E, P8IS MMMk T ~HiA S IL-1 0945 R, &
o NK &6 B mpaT ik 5 Yac-1 3569 TF, RAT V¥ IL-1 6%
4,

35.1.3 BN E-6

IL-6 ¥ & T At 454k NK ey KE B F. A LhkdRid: @i IL-2
st NK 20 ey EF 2T IL-6 AR A93%724& & [Vitolo ¥, 1993 #] . A
T RN E & ma R A4 R IL-2, Yac-l, & #F 5 A k#EiT 20
B 69 FE AL, B TR IL-6 d94m itk TTDL R AeM 3 EF iR+ IL-6 4958
(2.13.2) . % F B AAE R PBLS AT/ i, BAEAIA =2 IL-6 49 44,
£ 9P R AUHNK FHey, @ BL NK & e E L m T ik £ 5

%9 A IL-25 Yacl #FRE, ERMEiTA IL-6 498K

HANKE . E#ATK FNKEM B ATk

20 EF3E SR
IL-6 (U/ml) IL-6 (U/ml)
AIERIR 20%04 0
IL-2 26%05 0
Yac-1 4000+80 2 25825
Yac-1+IL-2 7200£24 b 557+35
E % 0 R AT4k 1 Yac-1=4 : 1 IL-2: 500 U/mL

a,

"D <0001 # NK & b £ NK b
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MV-Zellen bei der Stimulierung durch Yac-1 allein oder Yac-1+IL-2 aktiviert wurden,
IL-6 freizusetzen. Die NK-aktiven MV-Zellen sezernierten jedoch ca. 10-fach h&here
als auch NK-inaktive Mengen von IL-6 als die NK-inaktiven. Geringe spontane IL-6-
Freisetzung wurde bei den NK-aktiven MV-Zellen beobachtet, aber nicht bei den NK-
inaktiven Zellen. Die Aktivierung mit IL-2 allein zeigte in diesem Experiment keinen
signifikanten Einfluss auf die IL-6-Freisetzung von den Zellen.

3.5.14.1L-10

Es ist noch unklar, ob NK-Zellen IL-10 (auch "Cytokine-Synthese-Inhibitory-Factor,
CSIF" genannt) produzieren k&nnen. Bekannt ist, dass dieser relativ neu entdeckte
Faktor nicht nur von Th2(T-Helfer2)-Zellen, B-Zellen, sondern auch von
Monozyten/Makrophagen [De-Waal-Malefyt et al., 1991; Fiorentino et al., 1991b]
freigesetzt werden kann. In den folgenden Versuchen wurden die NK-aktiven sowie die
NK-inaktiven MV-Zellen mit einer Reihe von Stimulatoren, wie in Tabelle 10
angegeben, inkubiert und danach mit einem ELISA IL-10 in den UberstZnden bestimmt
(2.12.5 und 2.13.3). Es wurde festgestellt, dass MV-Zellen nach Inkubation mit Yac-1
IL-10 sezernierten (siehe Tab. 10). Yac-1+IFN-y regte sowohl NK-aktive als auch NK-
inaktive MV-Zellen an, IL-10 zu produzieren, die NK-aktiven Zellen waren jedoch
schon nach dem Kontakt mit Yac-1 ohne IFN-y in der Lage, grof® Menge von IL-10 zu
sezernieren. Dies vermochten die NK-inaktiven Zellen nicht. Die Zugabe von IL-2
fihrte zu keiner signifikanten Erh&hwung der IL-10-Sekretion aus MV-Zellen. Eine
Freisetzung des IL-10 aus Yac-1 Zellen ist ausgeschlossen, weil alle Ubersténde aus
Yac-1 Zellen allein oder mit Faktoren (IL-2, IFN-y) negativ fCr die IL-10 waren. Die
P815 Tumorzellen stimulierten keine Sekretion von IL-10 in MV-Zellen.

Yac-1 ¥R A Yac-1+IL-2 &9 k)bt HR s a3 4k F AL, #akd IL-6. Rt 5
NK & ey tafiasa i, A NK F 69 B ATkt B % 29 10 4249 IL-6
F. VEAO RN IL-6 B AR NK F e E% @bk A gs, 12
F NK & PE 8 0 05 A o B ARAE ) 1L-2 69 35 A A2 3 5 B v 3¢ 4w B4 IL-6 &
REH .

35.1.4 BAENE-10

BATH R F#, 25 NK @ ak 4% = £ 1L-10 (4R A “cytokine-synthesis-
inhibitory-factor”, CSIF, %@l -F & mArH B F) o RATAFr: AWML K
LY B F AL Th2 (GHBNTE T2) tafe . B fmfe, b itk ¥4/ B 4 4 Je [ De-
Waal-Malefyt %, 1991 % ; Fiorentino ¥, 1991 % b] #ir#K. £ TF @EYER
B, A NK EHAAR L NK EH ey B miaaTiks — & 7144 (dek
10 W 7)) #4735, RJB1E A ELISA ka2 Lk b 49 1L-10 (2125 5
2133) o FRARIA: £5 Yac-l BHRZB, EEmERTAsieT IL-10 (L
% 10) o Yac-1+IFN-y {23t T RAA NK iEm4Y, @B NK Fheey B
FARTAR = & IL-10, {2 NK &M ey mins b Yac-1 k2 B (£ IFN-y i)
AT T KEH IL-10 894k . XA L NK &1 a9 m P R Ak e e IL-
2 KR FHE R maAT Rt IL-10 b6y 2% LA, kA Yac-l @fast IL-10
BRI, BAEMA KA Yac-l £aE A BT (IL-2. IFN-y) #
LiFR AR GAR E 1L-10.P815 it 98 20 it 7~ Al B v fm A AT AR 43k 1L-10.
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Tab. 10 Freisetzung von IL-10 aus MV-Zellen

20h NK-aktive MV NK-inaktive MV

Inkubation mit IL-10 (U/mD IL-10 CU/mD)

Vollmedium 0 0

IFN-y 0 0

IL-2 0 0

Yac-1 22,0127 2,504

Yac-1+IFN-y 37,320 19,44

Yac-1+IL-2 2592 ¢ 2,630,5

P815 0 0

P815+IFN-y 0 0

P815+IL-2 0 0
MV-Zellen : Tumorzellen=4 .1 IFN-y: 500 U/ml IL-2: 500 U/ml

a.b.cp< 0,001 NK-aktive vs. NK-inaktive

3.5.1.5. IFN-y

IFN-y-Produktion ist eine der wichtigsten funktionellen Eigenschaften der NK-Zellen,

denn IFN-y zeigt eine starke antivirale Aktivit& und wirkt antimitotisch auf transformierte

Zellen. IFN-y-Synthese durch NK-Zellen findet haupts&hlich nach der Aktivierung

durch Antigen plus IL-2 statt [Cuturi et al., 1989]. In den folgenden Experimenten wurden

NK-aktive und NK-inaktive MV-Zellen mit Tumorzellen allein oder mit Tumorzellen +

* 10 B4 AR IL-10 BB %

2048 A NK FHRE#ATR L NK #FHRE#iTk
e ] IL-10 (U/ml) IL-10 (U/ml)
AR 0 0
IFN-y 0 0

IL-2 0 0
Yac-1 220%22 25+04
Yac-1+IFN-y 37320 194+1
Yac-1+IL-2 259+2¢ 26+05
P815 0 0
P815+IFN-y 0 0
P815+IL-2 0 0

EEmaaTik I M@ mie =4 .1  IFN-y: 500 U/mL  IL-2: 500 U/mL
abep<0.001 A NK & sftb £ NK &4

3515 y-F#&E (IFN-y)

F & IFN-y & NK @ity T2 ohfe 4 iez —, BA IFN-y 27—
APIRAR B FAR & BT AL B AL B A 2 R R . NK @ fié
A AFN-y 228 4 24 AHR A IL-2 89F42 B [Cuturi %, 1989 4] .
EATHERT, A NK &G L NK &
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IL-2 oder mit Tumorzellen+IL-2 inkubiert. Danach wurde der IFN-y-Gehalt in den
Uberstznden mittels ELISA bestimmt (siehe 2.12.5 und 2.13.6). Es wurde beobachtet,
dass die NK-aktiven MV-Zellen sich von den NK-inaktiven funktionell deutlich
unterschieden. Im Gegensatz zu den NK-inaktiven MV-Zellen, die unter getesteten
Bedingungen niemals IFN-y freisetzten, sezernierten die NK-aktiven MV-Zellen nach
Aktivierung durch eine Kombination von Tumorzellen mit IL-2 IFN-y (Tab.11). Hierbei
zeigten Yac-1 Zellen und P815 Zellen eine &nlich starke Wirkung auf die NK-aktiven
Zellen. Die IFN-y-Freisetzung aus NK-aktiven MV-Zellen kann somit von anderen Zellen

als NK-Zielzellen angeregt werden.

Tab. 11. Freisetzung von IFN-y aus MV-Zellen

20 h Inkubation NK-aktive MV NK-inaktive MV
mit IFN-y (ng/ml) IFN-y (ng/ml)
Vollmedium 0 0

IL-2 0 0

Yac-1 0 0
Yac-1+IL-2 6,340,1 0

P815 0 0
P815+IL-2 6,4+0,2 0

MV-Zellen : Tumorzellen=4 .1 IL-2: 500 U/ml

P B i 4 AT IR 5 G fm 0 S ks S E 5 G e +IL-2 #ATEdk. R
JG A5 80 F ELISA kil 2 ik IFN-y #9454 % (L2125 5 2.13.6) . %
B E] . A NK Fhhey EEmIaaTik s L NK Faymib ey ft LA 2
HF b A NK & B4 B it AT 4k (F 2 480K 08 54 T AR KB 20 d IFN-
v) AR, A NK & B % m o T ek — A0 b iF 8 e 1L-2 9484
FZE, BT IFNy (& 11) o £, Yac-1 mAeA= P815 et
NK FEHay B miTih 2= H iR E ML R, Ak, A NK FHOE
o 4w AT AR ST IFN-y 698 30% NK 320 I8 S A 6 Ak F A dm L3k 5 .

%11 E-E#mPARTHRAt IFN-y 6983

AERIR 0 0
IL-2 0 0
Yac-1 0 0
Yac-1+IL-2 6.3£0.1 0
P815 0 0
P815+IL-2 6.4+ 0.2 0

E vt R ATk D IF g min=4 1 1 IL-2: 500 U/mL
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3.5.2. Freisetzung von regulatorischen Faktoren nach Stimulierung mit 35.2 #HFHKEE (PMA) Bi55E FHRARIBE BB FHER
Phorbolester / Ca?*-lonophor

In folgenden Tests wurden die MV-Zellen in 24-well Mikrotiterplatten (1108 Zellen in EVATRIEY, 5B maTih 24 3L3s A4 (108 AN minfe 2 &

2 ml Medium/Loch) jeweils mit PMA (0,2 ug/ml) und lonomycin (1,2 ug/ml) fCr 20 Stdn. HFyehi /i) ZHAA PMA (02ug/mL) = (558 FHM4K) BT 5%

(1.2pg/mL) FAL 20 DB, mfeE B Fa ey mie ] F4= TNF, IL-1. IL-
6. 1L-10, VAR IFN-y A& Atk & & A AAb il &, @i ELISA R kM %,

aktiviert. Die nach der Aktivierung von den Zellen freigesetzten Zytokine wie TNF, IL-
1, IL-6, IL-10 und IFN-y wurden entweder mit dem kolorimetrischen Bioassay oder durch
ELISA bestimmt. Wie in Tabelle 12 dargestellt, rief die Aktivierung der MV-Zellen durch

den Protein Kinase C Aktivator PMA keine Freisetzung von 1L-10 oder IFN-y hervor, de ek 12 d AT A& 6B E LY PMA X E 2 mAnaT R a9 iE L A5 K
ebenso wenig die Aktivierung durch Ca2*-lonophor lonomycin. Der TNF-Test wurde nur IL-10 & IFN-y #9883, 12 A Ca** & T H k8 & T E X F AR TNF
mit den von lonomycin aktivierten Proben gemacht (weil PMA eine toxische Wirkung RBPBMTHERBETFTERERGHES (BN PMA 5t L929 Mk &4k
auf die L929-Zellen hat). Es wurde jedoch keine TNF-AKktivit& in den getesteten B o ABfEAk AN 6 B b AR S TNF 6975, 524K, Emib
Uberst&nden beobachtet. Im Gegensatz dazu konnten die Freisetzungen von IL-1 und IL- FRE IL-1 5 IL-6 (3% At 453 i PMA 345 B F 5 £ il 5 . £ A

6 aus MV-Zellen durch PMA oder lonomycin aktiviert werden. NK-aktive und NK- Sad . A NK M5 R NK £ & i, Rit, 4 NK &k

inaktive Zellen verhielten sich bei dieser Untersuchung &nlich, allerdings produzierten ) L . . )
B EHMBATRZ HAY IL-6 kA NK B2 %, LARRAETEL S

die NK-aktiven MV-Zellen mehr IL-6 als die NK-inaktiven, besonders nach Aktivierung

. . )G,
mit lonomycin.
Tab. 12. Zytokin-Freisetzung aus MV-Zellen nach Aktivierung %12 ZPMA. BIFEEEAE, B% M58 E T B
durch PMA und lonomycin
A NK & ERaTh A NK &b E-SATH
Zytokin NK-aktive MV NK-inaktive MV LA
PMA  lonomycin PMA lonomycin PMA BYEE PMA BTEX
TNF U/ml 0 0
TNF U/ml 0 0
IL-1 U/ml 6 13 2 6
IL-1 U/ml 6 13 2 6
IL-6 U/ml 620 2500 267 257
IL-6 U/ml 620 2500 267 257
IL-10 U/ml 0 0 0 0
IL-10 U/ml 0 0 0 0
IFN-y ng/ml 0 0 0 0
IFN-y ng/ml 0 0 0 0
Dauer der Aktivierung: 20 h PMA: 0,2 pg/ml lonomycin: 1,2 pg/ml

Herrk: 20 e PMA: 0.2ug/mL HFEE: 1.2ugmL
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3.5.3. Produktion von h&matopoetischen Wachstumsfaktoren

Berichte Uber Produktion von h&matopoetischen Wachstumsfaktoren durch NK-Zellen
haben gezeigt, dass nach Aktivierung, haupts&hlich durch IL-2, oder IL-2+NK-Liganden,
oder Phorbolester/Ca?*-lonophor, m-RNA von GM-CSF, IL-3, sowie M-CSF in NK-
Zellen exprimiert wurde [Cuturi et al., 1989; Murphy et al., 1992]. Dabei wurde erwé&hnt,
dass der Nachweis solcher Wachstumsfaktoren durch Bioassays schwierig sei, weil die
zu testenden Uberstznde auch Proliferation-hemmende Faktoren wie TNF, IFN-y
enthalten konnten. In den folgenden Experimenten wurden die Untersuchungen auf CSFs
nur mit denjenigen Uberst&nden gemacht, die frei von TNF, IFN-y, und 1L-10 waren. Nur
die Uberstznde, die nach der Inkubation der MV-Zellen mit PMA, lonomycin, oder 1L-2
erhalten wurden, entsprachen dieser Anforderung (siehe Tab.10, 11, 12). Da die aus NK-
&onlichen MV-Zellen entwickelten LAK-Effektorzellen (siehe unter 3.3.) sich den von
anderen Forschern beschriebenen in IL-2-kultivierten NK-Zellen &hbnelten, wurden sie

auch in entsprechenden Versuchen mitgetestet.

3.5.3.1. GM-CSF/IL-3

Der kolorimetrischer Bioassay mit der GM-CSF/IL-3 abh&gigem Zellinie FDCP1 (2.9.2)
wurde wie unter 2.13.5. beschrieben durchgefihrt. Die zu testenden Ubersténde,
gesammelt von den Kulturen mit NK-aktiven oder NK-inaktiven MV-Zellen oder LAK-
Effektorzellen, wurden in Mikrotiterplatten mit FDCP1 Zellen inkubiert. VVollmedium
diente als Kontrolle. Um die I1L-3-Aktivit& von der GM-CSF-Aktivital zu unterscheiden,
wurde spezifischer anti-IL-3 Antik&per in die entsprechenden Test-L&her hinzu
pipettiert und der Hemmungsgrad getestet. Wie in Tabelle 13 dargestellt, wurde GM-
CSF/IL-3 Aktivita nur in den Uberstznden aus NK- und LAK-aktiven Zellen gefunden.
lonomycin stimulierte nur die 1L-3-Produktion von NK- und LAK-aktiven Zellen, denn
das Zellwachstum von FDCP-1 wurde vollsténdig durch anti-IL-3 Ak. gehemmt. IL-2-
Aktivierung dagegen stimulierte offenbar nur die LAK-Zellen, GM-CSF zu sezernieren.

353 FEBMEKET

HEANK @ 4d b4 KE-FRENRE: £FLZE, 228
id IL-2, A IL-2+NK BLAR, AR BRI B/ 55 8 T B AR 1, NK @fa s
%35 GM-CSF. IL-3. ¥A% M-CSF # mRNA [Cuturi %, 1989 4 ; Murphy
%,1992 1. R0 CARA2 2] B A AA ) ik koM 5 X sk 4 K BT A,
B g A AR ) 6 LR P AL T e A 3G A A AR B F 4= TNF. IFN-yo £ AT
S%d, xF CSFs 4942 242 MARE 4 A TNF. IFN-y, IL-10 #9 ik
k. RAEEMBATALE PMA, BFTEFEE, RF IL-2 BAZIE S48
EFmHRA R ER (L& 10, 11, 12) o & TARULML NK 49 E % JE 7T 4k
KH Mkt LAK 28 e (1 3.3 FArik) 5 L Aesf R H Hked 2 IL-2 &
FALY NK m@ ik AniL, © A1 A48 4 69 R 30 b 4k — R A0,

3531 M- EmMAREETRETFSAMBENEK-3

1% I *F GM-CSF/IL-3 /& #1 69 fm itk FDCPL (2.9.2) #95b & A 4k ik
R A 2.13.5 TR BT Fr450 LiF ik OISR A4 A A NK &R L NK
HEHEEEmMIAATR, KA LAK e mEeiER) £ 96 LEHRKRT 5
FDCP1 tmfa it {T3&Jc. &3ERR A TMR. A TH IL-3 4975 5 GM-CSF
A E AR A, AR IL-3 A SR AR A0 Bl A8 5 69X S, AR LA
FAZE . dmfek 13 FHTR: GM-CSF/IL-3 89 & M A AR NK 5 LAK &k
fmie AR PRI, BFTEFAASA NK 5 LAK Fheymio > &
IL-3, E% FDCP-1 #mft £ Kl IL-3 R 2 eMF T. A,
IL-2 89351 B/ 5 WA R RIS T A LAK &1 69 w5 i GM-CSF.
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& 13 BRI Bk B 40 MR th 5t
GM-CSF = IL-3 BB

s . 0D570nm ‘ GM-CSF L3
e FUL-34udk HIL-3Huk W/mb) WUfml)

1) & NK &by E-aTik:

SRR 00100003 0 0

PMA 00660001 0 0
HTEFR 0.096£0.004 0 0

IL-2 0034+0006 0 0

2 & NK &by E-aTik:

AIERR 00720002 0 0

PMA 009820000 0 0

HTEE 0426100132 00680001 0 15

IL-2 008220007 0 0

A LAK iEay ERATH:

Ak 003620000 0 0

PMA 00970004 0 0

HTEFR 0486:0070" 00700002 0 175

IL-2 0483+0004° 0430£0032 16 0

5 plamisAagut k. 20 Bt
PMA: 0.2pg/mL

Tab. 13. Freisetzung von GM-CSF oder IL-3 aus
den stimulierten MV- Zellen
Zellen und 0.D.570nm GM-CSF
Stimulatoren ohne anti-1L-3 mit anti-1L-3 Uimb uimb
1) NK-inaktive MV:
Vollmedium 0,01026,003 0
PMA 0,066-0,001 0
lonomycin 0,09640,004 0
IL-2 0,034:40,006 0
2) NK-aktive MV:
Vollmedium 0,07240,002 0
PMA 0,09820,000 0
lonomycin 0,426,013 2 0,068,001 0
IL-2 0,08220,007 0
3) LAK-aktive MV:
Vollmedium 0,03626,000 0
PMA 0,097+40,004 0
lonomycin 0,486,070 © 0,070,002 0
IL-2 0,48840,004 © 0,43020,032 16
Dauer der Inkubationszeit mit den Stimulatoren: 20 h
PMA: 0,2pg/ml Tonomycin: 1,2pg/ml IL-2: 500 U/ml
ap<0,001 Ion.vs. VM. bp<0,001 lon.vs.VM.
¢p<0,001 Ion.vsVM

¢p <0.001

HFTEZ: 1.2pg/mL
ap<0.001 BTEFFHE bRk
IL-2 3k A 35 ki

IL-2: 500 U/mL
bp<0.001 #FTEHEMLLERIR
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3.5.3.2. M-CSF

Zur Untersuchung der M-CSF-Aktivit& wurde der Soft-Agar Assay angewendet (siehe
2.12.6). Ubersténde von MV-Zellen, die durch PMA, lonomycin, oder IL-2 aktiviert
worden waren, wurden in 3,5-cm Kulturschalen im Verh&tnis 1:1:8 mit 0,35%igem Agar
und frischer KM-Zellsuspension (1x<10% Zellen/ml) versetzt. Dadurch wurden die

Ubersténde 1:10 verdinnt. Nach einer 7-t&gigen Inkubation wurden die Kolonien auf dem

Agar unter dem Lichtmikroskop gezahlt. Um die Zelltypen in den Kolonien zu bestimmen,

wurden die Soft-Agar-Scheibe mit Kolonien auf Objekttr&yer gebracht, luftgetrocknet,
fixiert, und schliefdich mit der Esterase-Doppelfébung (2.11.3) gef&bt. Die braun
angefébten Zellen waren Monozyten/Makrophagen [Li et al., 1973]. Es wurde
beobachtet, dass die NK-aktiven MV-Zellen nach Aktivierung durch PMA der Kolonie-
bildenden-Faktor (CSF) freisetzten. Weil nach der doppelten Esterase-F&bung alle
Zellen in den gebildeten Kolonien braun angef&bt wurden, misste M-CSF in den
Uberst&nden vorhanden sein. Die induzierende Wirkung von PMA auf CSF-Freisetzung
wurde bei NK-inaktiven MV-Zellen nicht gefunden.

Tab. 14. Produktion von M-CSF durch MV-Zellen

20 h NK-aktive MV NK-inaktive MV

Inkubation mit . .
Kolonie-Zahl CUF/ml Kolonie-Zahl

Vollmedium 0 0 0

PMA 28,5+1,2 285 0

lonomycin 0 0 0

IL-2 0 0 0

PMA: 0,2 ng/ml Tonomycin: 1,2 ng/ml IL-2: 500 U/ml

3532 EMEMMAEERIMEF

AT M M-CSF 69 &4, #ariganl ik maAm A (1L 2.126) . 2%
PMA., BFEH. K& IL-2 ENWEEMmBAT Ry L RAEALSLN 35 B
Koy Hmd L 1:1:8 gtk 5 0.35%49 2 fE A= 47 85 B Rt e B R
(XAl 2 5T) Aaid. dskie EARFE 110 B, 837 X
WIERZE, WElE L EZERF IHMET TR ATHAEZET6m
AR WRAERGFEEARTERAER L, 2ATR, B, #Rx44E
ABsEEL R &k (2113) Tk E. HEAZEWN MR EHIE R mE
[Li %, 1973 %1, SHUEE: A NK FHey B maihi PMA Fik
BRERT EFRERT (CSF) » B TABEREESE, EHRGEET 6
PR MMM ERTAZE, LFRY AL EZ M-CSF. PMA 3H#7%¢
CSF 9% S48 /2 % NK & W89 B 4 AT AR b i A A A A

%k 14 HERHEMEAET LR M-CSF

20/08 FHNKER E R AT ANK#EH B E AT
e Il EAK CFU/mI EAH
AIERIR 0 0 0

PMA 285+11.2 285 0
BTEE 0 0 0

IL-2 0 0 0
PMA: 0.2 ug/mL BFEFE: 12ugmL IL-2: 500 U/mL
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Um einen Uberblick Uber Zytokin-Freisetzungsfznigkeit von MV-Zellen zu geben, ist

-89 -

AT % d—AA X ERE MR R mER T A%, & 15 Ful4

Tabelle 15 hergestellt worden. Daten von NK-aktiven und NK-inaktiven Zellen werden Weo AT NK B 5% NK i % E oA LM E 4 154 54 150 &
getrennt in Tab.15.a und 15.b pr&entiert (siehe Seite 90). O % 90 1)



Tab. 15.a Kurzfassung der Zytokin-Freisetzung aus NK-aktiven MV-Zellen
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% 152 CRA NK &M E 0 a0 ot 48 o B 5 108

) IL-1 IL-3 IL-6 IL-10 TNF-a IFN-y GM-CSF  M-CSF } R } i 3 ) " ;
Stimulator (Uml) (Uml)  Uml)  U/ml) (Uil (ng/mly  (U/ml) (Uimiy o (l'J'7 mll) (L'J'/-nf’l) (L'J'/-nfl) ('U'-/ I#I)) (TL’J\‘/I'?]I‘; ('n';’/\‘myl) G("L’J'/rgﬁ': 'E"U/Cnfl'):
unspezifisch: R,
PMA 6 0 620 0 0 0 285 PMA 6 0 620 0 0 0 285
lonomycin 13 15 2500 0 0 0 0 0 FEX 53 13 15 2500 0 0 0 0 0
spezefische: BEh.
Yac-1 8 4000 22 32 0 Vac-1 8 4000 2 2 0
Yac-L+IFN-y 37 %8 Yac-1+IFN-y 37 58
\Yac-1+IL-2 7200 24 6,3 Yac1+1L-2 7200 24 63
Kontrolle: .
\Vollmedium 2 0 20 0 0 0 0 0 SEER 2 0 20 0 0 0 0 0
IFN-y 0 0 IFN-y 0 0
IL-2 0 % 0 0 0 0 IL-2 0 26 0 0 0 0
P815 2 0 4 0 P815 2 0 4 0
P15+ IFN-y 0 8 P85+ IFN-y 0 3
P815+IL-2 0 6.4 P815+IL-2 0 6.4
Tab.15.b Kurzfassung der Zytokin-Freisetzung aus NK-inaktiven MV-Zellen % 150 AT NK VER Y B o 4 3T xt 28 o B F B
) IL-1 IL-3 IL-6 IL-10 TNF-a IFN-y GM-CSF  M-CSF
Stimulator (U/mly  (U/ml) (U/ml) (Uiml) (Uiml) (ng/ml)  (U/ml) (Uiml) IL-1 IL-3 IL-6 IL-10 TNF-a IFN-y GM-CSF  M-CSF
bub T (Uml)  (U/mly  (Uiml)  (U/ml) (Uiml)  (ng/ml) (U/ml) (U/ml)
unspezifisch:
Bl s
PMA 2 0 267 0 0 0 0
PMA 2 0 267 0 0 0 0
lonomycin 6 0 257 0 0 0 0 0 -
BTEX 6 0 257 0 0 0 0 0
spezefische:
KRl
'Yac-1 2 268 3 1 0
Yac-1 2 268 3 1 0
\Yac-1+IFN- 1 2
& ¥ o Yac-1+IFN-y 19 2
Yac-1+1L-2 557 3 0 Yac-1+IL-2 557 3 0
Kontrolle: 2R :
Vollmedium 0 0 0 0 0 0 0 0 Lk E 0 0 0 0 0 0 0 0
IFN-y 0 0 IFN-y 0 0
IL-2 0 0 0 0 0 0 IL-2 0 0 0 0 0 0
P815 0 0 1 0 P815 0 0 1 0
P815+ IFN-y 0 2 P815+ IFN-y 0 2
P815+IL-2 0 0 P815+IL-2 0 0
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4. DISKUSSION

4.1. Sind NK-Zellen IL-2 aktivierte Makrophagen-Vorl&ufer?

In den letzten 20 Jahren haben Wissenschaftler mit starkem Interesse nach dem Ursprung
der NK-Zellen, nach ihrer Abstammung, und nach ihrer Entwicklung von Vorl&fern zu
reifen Effektor-Zellen geforscht, um diese aktiv an der Abwehr des K&pers gegen
Tumoren, Virus- und Mikroben-Infektionen beteiligten Zellen n&ber kennenzulernen und
zu identifizieren. 1977 wurde von Haller et al. durch in vivo Experimente in der Maus
gezeigt, dass das Knochenmark der Ursprungsort von NK-Zellen ist [Haller et al. 1977].
Dieses Ergebnis wurde sp&er von Hackett et al. mit den Daten aus in vitro
Untersuchungen erg&nzt. Sie zeigten, dass das Knochenmark-Milieu fir die
Differenzierung der NK-Zellen essentiell ist [Hackett et al.1986]. Studien in Ratten- und
Human-System haben sp&er bestéigt, dass die NK/LAK-Zellen von Knochenmark-
Vorl&ufern abstammen [Sarneva et al. 1989; Keever et al. 1990]. Alle diese Daten fthrten
zu der Schlussfolgerung, dass die NK/LAK-Effektorzellen sich aus Knochenmark-

Vorlaufern entwickeln.

Eine offene Frage in der NK/LAK-Forschung ist noch, zu welcher Zellreihe die
NK/LAK-Zellen geh&en und was der Wachstums-Faktor fUr diese Zellen ist.  Obwohl
IL-2 der wichtigste Faktor fUr die NK/LAK-Kulturen zu sein scheint, ist die Wirkung von
IL-2 auf die Zellen eher stimulierend fir die Zytotoxizit& als fUr die Proliferation.
Olabuenaga et al. berichteten beispiels-weise bereits 1983, dass IL-2 allein fir das
Wachstum einer klonierten NK-Zell-Linie nicht ausreicht [Olabuenaga et al. 1983]. Ein
paar Jahre sp&er best&igten mehrere Forschungsgruppen, die mit den NK/LAK-Zellen
aus Milz oder aus Knochenmark-Kultur arbeiteten, dass fUr die Proliferation der
NK/LAK-Zellen auf®r IL-2 noch ein anderer Faktor bendiigt wird [Gunji et al. 1989;
Van-Den-Brink et al. 1990; Ayroldi et al. 1992]. Dieser andere Faktor ist bis heute nicht

identifiziert worden.

4. % #

4.1 NK 4fE2 IL-2 SE R EELRAERIAD ?

Bt 20 F 2, A5 RN E ARG XA NK mIety A2k, 33
893 R . ARSI E NV AT R sl K B 2R GG R m PL AT T AR, A8
A R FRINIA L 2T S KA G B ARG . A E S M AR
a9smfe., 1977 SF, Haller @i/ R A9R A F A5 E . B A NK @ieqy
AR At [Haller %, 1977 %) . X —# £ /£ 35 B Hackett 5 4¢ A & 84K
SRR AEIFE] T ANE . A BRI NK s by 5L 2 b &
#9 [ Hackett %, 1986 1. /& &, £ K A5 AWK F & F 4958 LIE R : NK/ILAK
wm oA R Tk B B R ATk e [Sarneva %, 1989 4; Keever %, 1990
1. AR RHIET] @aE0 2 NKILAK 205 40 0 2 B 36 P 69 AT 4
m e K H kA,

£ NKILAK #F 50 4 — A F5 8 19 2847 2R %« NKILAK 2 e & A
mpn ROt At AR XA ey £ K BT . R A IL-2 A L& 23 NK/ILAK 3
RRAETZGET, 12 IL-2 £mie Eog4E A RAL R ST AA5 F A R &®
RA 325, thde e 1983 4, Olabuenaga ¥ C. 424 FRE R IL-2
st F—# LR e NK 2064k 69 £ K & 7 2 #9[ Olabuenaga %, 1983 4 1.
WFZ G, RHGFRTEAN A Rk 8 MERE k8B minisie
NK/LAK a7 TAE) 55 : AT NK/ILAK @i a93g 78, 4T IL-2 &
EH—H# 709 B-F [Gunji %, 1989 4F; Van-Den-Brink %, 1990 #;
Ayroldi %, 1992 F1 . iXANF s 49 B F B 8] 4 R IXH A
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Da der Wachstumsfaktor fUr NK-Zellen unbekannt ist, ist es in der Tat schwer, mittels
der in vitro Kultur, insbesondere mittels der Knochenmark-Kultur die Entwicklung der
NK-Zellen von den Vorl&fern bis zu den Effektorzellen zu erforschen. In den letzten
fiUnf Jahren wurden fast alle Studien ber die Knochenmark-Vorl&ufer der NK/LAK-
Effektoren in Ratte, Mensch und Maus nur mittels “LTBMC” (long-term bone marrow
culture) gemacht [Van-Den-Brink et al. 1990; Pollack et al. 1992; Sitnicka &. Hansson
1992; und Vecchini et al. 1993]. Unter "LTBMC"-Bedingungen wurden die gesamten
Knochenmarkzellen bei einer Dichte von ca. 2x10° Zellen/ml in Medium (RPMI 1640 +
5% FKS + 50 uM 2-Mercaptoethanol) ohne exogene Faktoren vorkultiviert, um eine
adh&ente Stroma-Zellschicht zu erhalten. Nach einer 4-wochigen Vorkultur hatten
weniger als 3,5% der Zellen von der Ausgangspopulation Uberlebt [Vecchini et al. 1993].
Unter den (berlebenden Zellen waren zum grof®n Teil adh&ente Stroma-Zellen und
wenige nicht adh&ente Zellen, die locker an der Stroma-Zellschicht hafteten. Dann wurde
IL-2 in die Kultur gegeben. Die nicht adh&enten Zellen entwickelten sich wéarend einer
3-6-t&igen Inkubation mit IL-2 zun&hst zu NK- und weiter zu LAK-Effektor-Zellen,
deswegen wurden sie als NK-Vorl&fer angesehen [Sitnicka &. Hansson 1992]. In allen
diesen Studien zeigten die Autoren (bereinstimmend, dass das Stroma fUr die Generation
der NK-Zellen in der Knochenmark-Kultur ndig ist, und dass unter "LTBMC"-
Bedingungen die  Entwicklung von Vorl&fern zu NK-Zellen eine Zusammenwirkung
von IL-2  und einem Wachstumsfaktor, der von dem Stroma gebildet wird, benéigt
[Ayroldi et al. 1992; Vecchini et al. 1993]. Eine konkrete Beschreibung dieses

Wachstumsfaktors aus Stroma ist in der Literatur nicht zu finden.

"LTBMC "-Bedingungen haben offensichtlich folgende Nachteile: (i) Die Kultur dauert
sehr lange, daher ist sie geféardet, kontaminiert zu werden; (ii) Das Stroma dient als
Quelle fir viele Zytokine, so dass es schwierig ist, einen Wachstumsfaktor fir NK-
Vorl&ufer zu definieren; und (iii) Die Kultur enth&t in den ersten 4 Wochen keine exogen
zugesetzten Faktoren, dies kann in einem massenhaften Tod der Stammzellen resultieren,

dadurch kann die Ausbeute der NK-Vorl&ufer-Zellen stark herabgesetzt sein. Wegen

B F NK @i a9 £ K B2 K4y, XA 5 R ERAEAE8) Fhoh a5k,
KERE T EHMMAEIERZH T NK @A RBI AL m e X F . &
i &5 F 08, JLFAA KT NKILAK 2 206 69 B 58 AT 4k 40 I8 69 5 5048 K
R AdRFe s RoP AR A8 TR B #2932 95> (long-term bone marrow
culture, LTBMC) s [Van-Den-Brink %, 1990 4; Pollack %, 1992 4 ;
Sitnicka 5 Hansson, 1992 %; % Vecchini %, 1993 5] . ZA“kK1-F 54
JARER" G 4T, S FMHMILAY N 2100 N mialE It 09 & B A LIk
B F 89329 % (RPMI 1640 +5%84 4 fo & +50umol/L 2-3i 4 T EF) 34T
AHEHR, ARF—AEG AR bR, % 4 A0TSR ZE, VT 35%
AALEH G mAL G % T Tk [Vecchini %, 1993 ). £ A& #F T Ro9mia P,
KD AA AR R mfe, f ) HORAFAS I A9 m i, 6 AR B &
BRR I E L, B IL-2 mAZEEER T, A 36 X5 IL-2 69354
], AER I m R E e K F A NK SFit—F s A LAK B0 e, B d el
A A NK a4k am e [Sitnicka 5 Hansson, 1992 41 . 72 BT i s aF 50
B, EEMN B ARMimIERT, ARmieA TS A NK @ie
ALFE, AR, ERATHMPIZRGE4T, AATHEmIEE NK @
Jet REHERE IL-2 fo— M ARKBTHERER, INEKB T oL M
B2 = & [Ayroldi %, 1992 4F: Vecchini %, 1993 %] . XAk A AR
iR G & K R T 6 AR REE E UR P Rk E] .

“KIBRmIeZ R &t A5 205 L TESS: (1) L3EhaH
RIA¥K, mAHT RO E%S: (2) LR M ERE S mibE F Bk
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dieser Probleme gilt die "LTBMC"-Kultur weder als praktische noch als ideale

Knochenmark-Kulturbedingung fir die Erforschung der NK-Vorl&ufer.

Die vorliegende Arbeit basierte auf dem Gedanken, dass die NK-Effektorzellen mit
Promonozyten verwandt sein konnten [Lohmann-Matthes et al. 1979]. Statt nach anderen
Wachstumsfaktoren zu suchen, wurden die myeloischen Wachstumsfaktoren, GM-CSF
und CSF-1, angewendet, um die Proliferation der Knochenmark-Vorl&fer fUr die NK-
Effektorzellen zu stimulieren. Dies hatte sofort Erfolg. Sowohl die aus frischem
Knochenmark angereicherte NK-Vorl&fer-Population als auch die aus einer 3-t&gigen

KM-Vorkultur isolierte und gereinigte NK-aktive Zellpopulation sind im [3H] Thymidin-
Einbau-Test als CSF-abh&ngige Zellen zu erkennen (Abb.2 und Abb. 10). Im Vergleich
zu der "LTBMC"-Kultur hat unsere Knochenmark-Kultur folgende Vorteile: (i)
Einschlief3ich der KM-Vorkultur und der Haupt-Kultur braucht sie nur 3-7 Tage, um die
NK- und LAK-Aktivita& hervorzubringen. Sie ist also viel kirzer als die 4-wé&ehige
"LTBMC "-Kultur; (ii) Unsere Knochenmark-Kultur wird mit bekannten exogenen
Faktoren gestartet. Daher ist der Verlauf der Kultur leicht abzusch&zen und zu steuern;
(iii) Von unserer Kultur wird eine hohe Zellausbeute erhalten. VVon einer Maus werden
bereits nach einer 3-t&gigen Vorkultur 3-5x108 Vorl&ufer-Zellen, die alle zu NK/LAK-
Effektorzellen ausdifferenzieren k&nnen, gewonnen. Diese Zellzahl ist 10-fach h&her als
die aus "LTBMC" gewonnene [Vecchini et al. 1993]; und (iv) In unserer Knochenmark-
Kultur mit CSF plus IL-2 sind die Stroma-Zellen fUr die Erzeugung der NK/LAK-
Aktivit& nicht ndig. Die Kultur kann mit einer reinen Zellpopulation laufen. Dies schafft

die Voraussetzung, die Entwicklung der Zellen zu verfolgen.

Bei der Oberfl&henmarker-Analyse der Zellen aus der "LTBMC"-Kultur wurde h&ifig
gefunden, dass die als NK-Vorl&afer geltenden, nicht adh&enten Zellen verschiedene

Ph&notypen haben. Sitnicka et al. berichteten beispielsweise, dass in der"LTBMC"-Kultur
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die nicht adh&enten Zellen zum Teil positiv fUr den T-Zellmarker CD3 waren [Sitnicka
& Hansson 1992]. Nach der Definition fir NK-Zellen sollte CD3 nicht von NK-Zellen

exprimiert werden [Fitzgerald-Bocarsly et al. 1988]. Daher kann der Befund der CD3*
Zellen nur bedeuten, dass die nicht adh&ente Population in der "LTBMC"-Kultur aus
heterogenen Zellen besteht. Aus diesem Grund ist es nicht korrekt, die nicht adh&enten
Zellen in der "LTBMC"-Kultur eine NK-Vorl&fer Population zu nennen. Bisher ist
nur ein Oberfl&henmarker auf den Knochenmark-Vorl&uferzellen fir die NK/LAK-
Effektoren bestimmt worden, namlich der spezifische Marker fr NK-Zellen, also in der
Maus NK-1.1 [Hackett et al. 1986; Vecchini et al. 1993]. So betrachtet, ist die aus unserer
Kultur isolierte VVorl&fer-Population, im Vergleich zu der aus "LTBMC", eindeutig in
besserem Zustand hinsichtlich ihrer Exprimierung von NK-1.1 (mehr als 95% Zellen
positiv, sieche Abb.9) und ihres Reinheitsgrads (komplett negativ fUr T-, B-Zellmarker,
siehe Abb.9).

Die NK-1.1 positiven Knochenmark-Vorl&fer aus unserer Kultur erwiesen sich als
bipotente Zellen, die durch IL-2 Aktivierung schnell zu aktiven NK/LAK-Effektoren

differenzierten, aber auf der anderen Seite, in Abwesenheit von IL-2, unter dem Einfluss

von CSF-1, zu Makrophagen (F4/80%) herausreifen konnten (Abb. 14 und 15). Diese
zweite Eigenschaft haben sie mit den in der Literatur definierten Knochenmark-
Vorl&afern fUr Makrophagen [Crocker & Gordon 1985] gemeinsam. Das Vorhandensein
von NK-1.1 Markern auf reifen Makrophagen (siehe Abb. 15) weist auf einen
gemeinsamen Ursprung der beiden Zellarten hin. Vor kurzem berichteten Koo et al
ebenfalls, dass die F4/80 positiven Makrophagen aus Maus den NK-1.1 Marker tragen
[Koo et al. 1991].

Seit 15 Jahren wird die Beziehung zwischen den Zellen aus dem Makrophagen-system
und den NK-Effektor-Zellen diskutiert [Lohmann-Matthes et al. 1979; Decker et al. 1986;
und Baccarini et al. 1985, 1986, 1988, 1989]. Obwohl schon lange bekannt ist, dass die
NK-Zellen einen typische myeloischen Marker, Mac-1, tragen [Zarling & Kung 1980;

&4 CD3 Aratt [Sitnicka 5 Hansson, 1992 41 . R4 NK 2miaay 2
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Tai & Werner 1980; Ortaldo et al. 1981], nehmen viele Autoren an, dass die NK-Zellen
zu den Lymphozyten geh&en. Das Hauptargument dafir ist, dass die Entstehung der NK-
Aktivita von IL-2 abh&ngig ist und IL-2 ein bekannter Wachstumsfaktor spezifisch fir
Lymphozyten ist [Herberman et al. 1987]. Wie oben erwénnt, ist IL-2 bei den NK-Zellen
nicht fUr die Zell-proliferation sondern fir die zytotoxische Funktion verantwortlich
[Gunji et al. 1989; Van-den-Brink et al. 1990; Ayroldi et al. 1992]. Auf®rdem ist die
Expression des IL-2-Rezeptors auf Monozyten und Granulozyten (siehe Einleitung 1.2)
ein Hinweis, dass die Wirkung von IL-2 nicht spezifisch auf Lymphozyten beschrénkt ist.
Der IL-2 Bedarf der NK/LAK-Effektorzellen ist kein Beweis dafir, dass die NK/LAK-
Zellen Lymphozyten sind.

In dieser Arbeit wurde ein noch nicht beschriebenes jedoch wichtiges Ph&omen bei der
Entwicklung der Makrophagen-Vorl&fer aus dem Knochenmark beobachtet, n&mlich:
wenn diese Makrophagen-Vorl&fer des Knochenmarks in frihem Stadium dem IL-2
Stimulationssignal begegnen, werden sie potent sein, zu NK/LAK-Effektoren zu
differenzieren. Da diese Effektorzellen morphologisch, ph&notypisch, funktionell sowie
zytochemisch alle typischen Charaktermerkmale der NK-Zellen aufweisen, sind wir der
Ansicht, dass diese von IL-2 aktivierten Makrophagen-Vorl&uferzellen die NK-Zellen
sind. Unsere KM-Kultur beginnt allerdings nicht mit den gesamten Knochenmarkzellen,
sondern nur mit der leichten Perkoll-Fraktion, aber es wurde durch den IL-2
Stimulationstest Uberprift, dass die Zellen in den schweren Perkoll-Fraktionen kaum NK-
Vorl&uferzellen enthielten (siehe Tab. I). Silvennoinen et al. zeigten ebenfalls, dass die
Knochenmark-Vorl&fer der NK-Zellen nur in den leichten Perkoll-Fraktionen zu finden

sind [Silvennoinen et al. 1986].

Aus den obengenannten Grinden kann vermutet werden, dass die von anderen Autoren
beschriebenen NK/LAK-Effektor-Zellen aus den Knochenmark-Vorl&fern stammen, die
entweder durch IL-2-Aktivierung zu NK/LAK-Zellen oder durch CSF-1-Stimulierung zu
Makrophagen differenzieren k&nnen. Unsere Ergebnisse sind teilweise mit denen von

Sitnicka et al. vereinbar. Diese Autoren zeigten mit den Experimenten aus der "LTBMC"-
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Kultur, dass die KM-Vorlafer fir NK/LAK-Zellen unter dem Einfluss von GM-CSF
allein zu Granulozyten-Makrophagen ausdifferenzierten [Sitnicka & Hansson 1992]. Wir
stimmen darin Uberein, dass es im Knochenmark einen gemeinsamen Vorl&aufer fr die
NK-Zellen und die myeloischen Zellen gibt. Das Stadium der Vorl&ufer wird jedoch von
uns unterschiedlich definiert. Sitnicka und Hasson sind der Meinung, dass diese Vorl&ufer
noch die pluripotenten Stammzellen sind, die entweder zu lymphoiden oder zu myeloiden
Zellen differenzieren k&nhnen. Unsere Daten zeigen aber, dass diese Vorl&ufer-Zellen
schon in die myeloische Linie eingetreten sind, weil der Lymphozyten-Wachstumsfaktor
IL-2 die Zellen weder zum Proliferieren (siehe Abb.2 und 10) noch zum Differenzieren

zu T-Zellen (CD3™) stimulieren konnte (siehe Abb. 20).

4.2. Differenzierung der Makrophagen-Vorl&ufer des Knochenmarks unter dem
Einfluss von CSF-1 und IL-2

Beruhend auf den Daten dieser Arbeit wird eine Hypothese tber die Differenzierungs-
mdglichkeiten der Makrophagen-Vorl&ufer des Knochenmarks, wie in Abb.25 dargestellt,
vorgeschlagen:

1-48D

CSF': GM-CSF oder CSF-1 NKMV: NK-aktive Makrophagen-Vorlaufer

KMMV: Knochenmark Makrophagen-Vorlaufer MV : NK-inaktive Makrophagen-Vorldufer

Abb.25. Eine Hypothese (ber die Differenzierungsméylichkeiten der Makrophagen-

Vorl&fer des Knochenmarks
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Wébnrend der Differenzierungsvorgénge veréndert sich der Ph&otyp der MV-Zellen je
nach den Kulturbedingungen. Unter den getesteten monoklonalen anti-
Oberfl&henmarker Antik&per war NK-1.1 der einzige gemeinsame Oberfl&henmarker
fCr alle Differenzierungsstadien der MV-Zellen. F4/80, ein typischer Marker fUr die reifen
Makrophagen [Anstyn & Gordon 1981], konnte nur schwach auf den NK-aktiven Zellen
aber nicht auf den LAK-aktiven Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb.9 und 20).
Ebenso wurde eine noch deutlichere Abnahme der Exprimierung von Mac-1 bei der
Entwicklung von NK-aktiven zu LAK-aktiven Zellen beobachtet (Abb.9 und 20).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Ph&otyp von KM-Makrophagen-
Vorl&aifern sich unter den Einfluss von IL-2 oder CSF-1 folgendermaf®n entwickelt:

Makrophagen-Vorl&ufer (NK-aktiv)
(NK-1.1+, Mac-1+, F4/80+/-)

hohe Dosen von IL-2 CSF-1

LAK-Effektor reife Makrophagen
(NK-1.1*, Mac-1', F4/80) (NK.1.1*, Mac-1*, F4/80%)

Unsere Beobachtung, dass bei der LAK-Induktion mit hohen Dosen IL-2 die MV-Zellen
ihre Oberfl&chenmarker Mac-1 und F4/80 verlieren, stimmt mit den Ergebnissen von
anderen Forschern tberein. Grimm et al. fanden bei der LAK-Kultur, dass die LAK-
Effektorzellen negativ fUr Mac-1 Marker sind [Grimm et al. 1982]. Parr et al. beschrieben,
dass die viel Perforin enthaltenden NK/LAK-&nlichen Zellen keinen F4/80 Marker
exprimieren [Parr et al. 1990]. Wie solche Zellmarker durch IL-2 Stimulation

herunterreguliert werden, bleibt noch zu untersuchen.
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Diese Arbeit zeigt, dass die Wirkung von IL-2 auf die Makrophagen-Vorl&ufer auf der
Gen-Ebene abl&uft. In den MV-Zellen, die durch IL-2 aktiviert worden waren, wurde
Perforin Messenger-RNA gefunden (Abb.22 Lane 2,3,4), die von den normalen MV-
Zellen (nur mit CSF kultiviert) konstitutiv nicht exprimiert wurde (Abb.22 Lane 1). Das
Anschalten des Gens zum Synthetisieren der Perforin Messenger-RNA erscheint durch
eine frihzeitige IL-2-Stimulation bedingt zu sein, weil die MV-Zellen, die in CSF allein
nur fUr 3 Tage vorkultiviert waren, nicht mehr f&nig waren, unter der Stimulation mit IL-
2 die Perforin-mRNA zu synthetisieren (siehe Abb.22 Lane 6). Auch die Daten aus dem
NK-Aktivit&stest best&igen, dass eine frihzeitige Zugabe von IL-2 wesentlich fUr die
NK-Induktion ist (siehe Abb.4). Wenn IL-2 erst 24 h sp&er in eine Vorkultur mit CSF
allein hinzugeftgt wurde, wurde die Induktion der NK-Aktivité& dramatisch reduziert;
wurde IL-2 erst 48 sp&er hinzugegeben, dann war keine Induktion mehr zu beobachten.
Dies kann dadurch erkl&t werden, dass der Reifungsprozess zur Makrophagen-
Entwicklung die Perforin-Produktionsfénigkeit der MV-Zellen vermindert. VVor kurzem
haben Ayroldi et al. berichtet, dass die von IL-2 induzierte NK-Entwicklung in
Knochenmark-Kulturen durch PMA inhibiert wurde [Ayroldi et al. 1993]. In der
vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass PMA den Reifungsprozess von
Vorl&auferzellen zu Makrophagen beschleunigt (siehe Abb.6). Es kann daher vermutet
werden, dass PMA die Induktion der NK-Aktivit& dadurch verhindert, dass PMA die
jungen Knochenmark-Vorl&ufer, die mit IL-2 reagieren k&nen, rasch in ein reiferes
Stadium treibt. Somit sind die Zellen trotz der Anwesenheit von IL-2 nicht mehr in der
Lage, Perforin zu synthetisieren, dessen VVorhandensein fUr die NK-Aktivit& wesentlich
ist. Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um festzustellen, ab welchem Stadium

ein Vorlaufer nicht mehr zur Perforin-Produktion stimulierbar ist.

Wurde der Kultur IL-2 entzogen, verschwanden sowohl Perforin-mRNA in den Zellen
(siehe Abb.22 Lane 5) als auch die NK-Aktivit& (Tab.6. Nr. 5). Die Zytotoxizit& der
MV-Zellen gegen NK-Zielzellen (Yac-1) ist also streng IL-2-abh&ngig. Der Befund
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der vorliegenden Arbeit bringt einen neuen Aspekt zu der langjé&arig umstrittenen Frage,
ob die NK/LAK-Zellen zu Lymphozyten oder zum Makrophagen-system geh&en. Viele
Autoren pr&entierten Daten (ber die IL-2-Abh&ngigkeit der NK/LAK-AKktivit&, um zu
beweisen, dass die NK/LAK-Effektorzellen zu Lymphozyten geh&en. Zus&zlich wurde
gezeigt, dass in der Kultur nur mit CSF-1 keine NK-Zytotoxizit& zu finden ist [Ortaldo
et al. 1984; Koo & Manyak 1986]. Deshalb wurde angenommen, dass die Zellen des
Makrophagen-systems keine NK-Aktivita haben k&winen. Unsere Daten stimmen zwar
mit diesen Ergebnissen Uberein, jedoch kommen wir zu anderen Schlussfolgerungen. Da
die Makrophagen-Vorl&ufer IL-2 zum Synthetisieren des Perforins bendigen, ist die NK-
Aktivit&, die auf das Vorhandensein des Perforin angewiesen ist, von IL-2 abh&ngig.
Hingegen bt CSF-1 nur eine stimulierende Wirkung auf das Zellwachstum aus, daher ist
zu erwarten, dass die Zellkultur mit CSF-1 allein nicht zu NK-Aktivita fthrt. In
friheren Studien ber die Ahnlichkeiten zwischen Promonozyten und NK-Zellen wurde
die wichtige Rolle des IL-2s fUr die Induktion der NK-Aktivit& in Makrophagen-
Vorl&ifern nicht erkannt. Die damaligen Knochenmark-Kulturen wurden mit gesamten
Knochenmarkzellen in L-Zell konditioniertem Medium durchgefihrt [Lohmann-Matthes
et al. 1979; Baccarini et al. 1985, 1988]. Der einzige bekannte Faktor in der Kultur war
CSF-1. Seit rekombinantes CSF-1 in den KM-Kulturen angewendet wird und die
Kulturen mit den fraktionierten KM-Zellen beginnen, ist NK-Aktivit& in den Kulturen
ohne Zugabe von IL-2 nicht zu beobachten. Dies weist darauf hin, dass die KM-Kulturen
in friheren Studien wahrscheinlich die NK-Aktivit&-stimulierende Faktoren, wie IL-2,
selbst produzierten. Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Wirkung von IL-2 auf
Makrophagen-Vorl&fer konnte eine wichtige Ergénzung fir die Differenzierungstheorie

der Makrophagen-Vorl&fer beitragen.

IL-2 kann auch die Zytokin-Produktionsfénigkeit der MV-Zellen stark beeinflussen. In
dieser Arbeit wurde beispielsweise beobachtet, dass die durch IL-2 aktivierten, NK-
aktiven MV-Zellen IFN-y sezernierten, w&arend die normalen, NK-inaktiven MV-Zellen

kein IFN-y produzierten (Tab. 11). Der Einfluss von IL-2 auf die Zellen scheint im frihen

T AU A XA FERFF RGP 2R NKILAK 08 TH e
M, ERAETERMIEE, FEEHHRLET KT NKILAK EH6) IL-2 4R
bR RAE, A8 RAIE : NKILAK 25 2 i & Tk @ tm it s shif 48 ik :
fe RA CSF-1 #9355 F %A K3 NK Z4% &1 [Ortaldo %, 1984 4; Koo
5 Manyak, 1986 51 . @A BE : ERM F 69 m 0T R A NK &k,
KMOFFERARAGIRERZM—H, EXNAQT Fo a0 BAHES
MRS E IL-2 RERFILE, REFILEZAALN NK FHiH2 IL-2
KA. HitAnrt, CSF-1 A RZFE—ArlSmic £ KGR, BT
H: RA CSF-1 #9mpass R a3l A NK &k, £ XiTEMmiE5 NK
A2 ) AP A9 T BAAF R P, IL-2 A EE MR ATIR T i 5 NK F R E
R ARG HAMINI T FH @I RERN T A FH@mEE L-mie & i
&7 % P 347 [ Lohmann-Matthes %, 1979 4 Baccarini %, 1985 4. 1988
F1 . AkIESRF, Tty HFR CSF-1. AAEMSY CSF-1 2 AT
BRE AL, SFHBRMERAT BB EHmIRE, NK FHAERK
PR A L2 W RF RN E ], IRTE: FHALTF TR mIeEh
THATAET NK FERGRIER T, e IL-2, £AAI/EF KA IL-2
xt B v 4m B0 AT AR 09 1 R °T A 3F B dm I AT ARG L IR R TTAR T — AN E B89
AN Fo

IL-2 48 3% 2L %ol B fm AT AR 2 A im0 B F o 94w 2 K AR 3L
R BT IL-2 g, A NK WG B miaaTik it T IFN-y, @i
ey, K NK &P e B ma skt R = 4 IFN-y (k 11) o IL-2 3 e
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Stadium sehr wichtig, denn bei dem Zytokin-Induktionsexperiment konnte derselbe
Stimulator (Tumorzellen+IL-2) die NK-aktiven MV-Zellen zu IFN-y-Freisetzung
stimulieren, aber die normalen MV-Zellen nicht. Es ist bekannt, dass IFN-y von
aktivierten T-Zellen [Trinchieri et al. 1985] und NK-Zellen [Michael et al. 1989]
produziert wird, aber nicht von Monozyten/Makrophagen. Da unsere NK-aktive MV-
Zellpopulation frei von T-Zellen war (siehe Abb.9), ist es ausgeschlossen, dass das in
dieser Arbeit gefundene IFN-y von kontaminierenden T-Zellen freigesetzt wurde.
Aufl®rdem haben wir beobachtet, dass die von IL-2 aktivierten, NK-aktiven MV-Zellen
bei der Produktion von TNF (Tab.7), IL-6 (Tab.9), IL-10 (Tab.10), sowie Kolonie-
stimulierenden Faktoren (Tab.13, 14) viel aktiver sind als die normalen, NK-inaktiven
MV-Zellen.

Die aktive Zytokin-Produktion, inshesondere CSF-Freisetzung von NK/LAK-Zellen
spricht dafr, dass die langj&arige Kontroverse (ber die Proliferationswirkung von IL-2
auf NK/LAK-Zellen wahrscheinlich auf einen oder mehrere von IL-2 induzierten
Faktor/en zurtckzufthren ist. 1989 beobachteten Gunji et al. bei einer in vitro Kultur mit
den NK/LAK-Zellen aus Milz, dass auf®r IL-2 noch ein "konditioniertes Medium", das
aus einer 3-tagigen Vorkultur derselben Zellen mit IL-2 (1000 U/ml) stammte, in die
Kultur eingesetzt werden musste, um die Proliferation der NK/LAK-Zellen zu bewirken.
Aufgrund unserer Daten (siehe Tab.13 LAK-aktive) und denen aus anderen Labors
[Cuturi et al. 1989], die zeigen, dass IL-2 die NK/LAK-Effektoren zur CSF-Synthese
stimuliert, kann vermutet werden, dass dieses "konditionierte Medium" wahrscheinlich
die Kolonie-stimulierenden Faktoren, wie z.B. GM-CSF, CSF-1, oder IL-3, enthdlt, die
fir die Vermehrung der NK/LAK-Zellen verantwortlich sind.

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Daten Uber die Fénigkeit der NK-aktiven MV-
Zellen Zytokine zu produzieren stimmen mit denen aus der NK-Zellen Forschung (siehe
Einleitung 1.5) ann&ernd (berein. Die von IL-2 aktivierten MV-Zellen reagierten auf
die Stimulierung durch NK-Zielzellen (Yac-1) deutlich empfindlicher als die normalen,
NK-inaktiven MV-Zellen hinsichtlich ihrer TNF-, IL-1-, und IL-10-Produktion (siehe

R LT E AT BERER, BAYEMICRATHTEEY, RG]
WA s mia+IL-2) Ab45 3 A NK & PE6Y9 B4 tm i AT AR = A B30 IFN-y
AR, faxt 58 64 B am IO AT AR AP Ak o AXPT B e IFN-y A ELe9 T
smfe. [ Trinchieri %, 1985 %] 5 NK @2 [Michael %, 1989 5] =~ 4,
AL E L A T AR FRGH NK F Y B m e a] ik
HEAe Tl (LA 9 , TAHMAARAI/EY KA IFN-y BF5 £ T
MBI . BAVEIEE]: 4% IL-2 Fa). A NK E a9 B % m o s ik
FAEAAETNF (7)) . IL-6 (29) . IL-10 (k 10) . ARFEEAZHRE T
(%13, 14) FH @@y E-Emaath 2553 %,

EeamIn A F A, K2 NKILAK @it CSF a4 ol : %
T IL-2 3 NK/ILAK @@fa g3 sif Meg K F 4t T EE T AR EAH
IL-2 #FHORF. 1989 F, Gunji FUEE|: £—AME Fk A6
NK/LAK @i egthsbss sk, 8 T IL-2, 3B b e N—Fb<feth 35k ik (4%
A 1000 U/mL IL-2 3} Bl A% 49 tmle itk 4T 3 RAGATHE I mIRAE) , 69 R4
NK/LAK fafiaygst, KT A&AMGHKE (LA 13 ¥4 LAKEH) =% 8
A A E B IL-2 A% NK/ILAK 2R 20 e & a%, CSF &9 4042l Cuturi %,
1989 41, T RAEM : EIACKMIFRIRRTRASAEZAHEAT, thdo
GM-CSF. CSF-1, & IL-3, X &£ F 3+ T NK/LAK @ity i igse T £ &
Atk Al o

AT T X FH NK 69 B3 m AT AR = 4 a0 B -F 58 7 69 8
#, Bk A NK @ gidt (Rdk 15) KEMR. 4 IL-2 Fy
B e aTRat sk B NK ¥esmie (Yac-1) Hl#69 ko ¥ S xbrb £-58 49
A NK &by B sm R ATk 2 0 80, 3k LA €A1t TNF. IL-1. &
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Tab. 7, 8, 10). Die Ergebnisse aus der IL-10-Untersuchung weisen darauf hin, dass ganz
unabh&ngig von der IL-2 Stimulierung die MV-Zellen die Yac-1-Zellen erkennen kénnen,
weil beide NK-aktive und NK-inaktive MV-Zellen bei den Stimulationen mit Yac-1 und
P815 nur spezifisch auf Yac-1-Zellen mit IL-10-Freisetzung reagierten (siehe Tab.10).
IL-10 ist ein relativ neu entdeckter Faktor, der sowohl hemmende Wirkungen auf Thl (T-
Helfer 1) Zellen und Monozyten/ Makrophagen [Fiorentino et al. 1991a und b; De-Waal-
Malefyt et al. 1991, 1993] als auch stimulierende Wirkungen auf B-Zellen [Go et al. 1990;
Defrance et al. 1992], zytotoxische T-Zellen [Chen & Zlotnik 1991], sowie Mastzellen
[Thompson-Snipes et al. 1991] ausibt. Welche Bedeutung diese 1L-10 Freisetzung aus
MV-Zellen hat, ist noch unklar.

4.3. in vivo Anwendung der kultivierten LAK-Zellen und Analyse der Ursache
fur die Nebenwirkungen der Immuntherapie mit LAK-Zellen plus hohe
Dosen IL-2

Vor ein paar Jahren wurde berichtet, dass Immuntherapie mit in vitro kultivierten

NK/LAK-Zellen zu einer Regression von Tumoren fthrte [Lafreniere & Rosenberg 1985].

Bedauerlicherweise steht bis heute keine effektive Kulturbedingung fUr eine schnelle in
vitro Expansion der NK/LAK-Zellen zu Verfigung. Aus der vorliegenden Arbeit kann
vielleicht eine neue in vitro Kulturbedingung, die aus CSF als Wachstumsfaktor und IL-
2 als Zytotoxizit&-stimulierendem Faktor besteht, fUr die Kultivierung der NK/LAK-
Effektoren hervorgehen. Bei der Immuntherapie wurden h&ufig die in vitro kultivierten
LAK-Zellen mit hohen Dosen IL-2 (als LAK-AKktivita stimulierender Faktor) eingesetzt.
Dabei beobachtet man sowohl Regression von Tumoren als auch stark toxische
Nebenwirkungen, wie z.B."vascular leak syndrome" [Rosenberg et al. 1985; Lotze et al.
1986; Rosenstein et al. 1986; und Peace et al. 1989]. Der Grund dafir ist noch nicht
gekl&t.

In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass hohe Dosen IL-2 eine erhebliche

IL-10 89 4% (L& 7. 8.10) o XA IL-10 MM BER I F: £RET
BT IL-2 8904 T, E-E@feaTthat 575 Yac-l mfe, BHAA NK &
M5 R NK &M Ay B mR a2 < 2] Yac-1 4= P8L5 A9kl A, R
AR Yac-l A2 R B mAEHCE T IL-10 (L& 10) o IL-10 & —A ek
WA I E T, € RAEEGME ABRARAH Thl (Rt T1) miafe 4 E %
sm e [ Fiorentino %, 1991 % a 5 b; De-Waal-Malefyt %, 1991, 1993 41,
S AeA% B mfe [Go %, 1990 4; Defrance %, 1992 41 . A45H T %
Ao [Chen 5 Zlotnik, 1991 41 . £ 4 g X 4m fie. [ Thompson-Snipes %, 1991
F1 . B @A RER IL-10 A E L R FH .

4.3 AR AESRE LAK A5 LAK RIS FIE IL-2 Si%iasT
BIfE AR RE 247

JUSFAT A ARAE AR« A% R AR ST 35 9k 69 NKILAK 2068 S 0% 76 77 % & T A
75 094 0> [ Lafreniere 55 Rosenberg, 1985 %1 . a2, EAT LA K
Q9355 KT R T o RSN 38 NKILAK @i, AR TS, ifat >
A —APETRINIE SR S, €A CSF A ARKBT. A IL-2 fEA R4
RIS E T Ak, B AR NKILAK 38 . iR i6 77 i, bk
8 LAK @i 5 5712 IL-2 (EA LAK FHALKRT) 2% £ M. 55LR
i, AMMRBIBA IR YE ), LRI FEGMER, Bl b E 5k
#2492 (vascular leak syndrome)  [Rosenberg %, 1985 4; Lotze ¥,
1986 4; VAR Peace %, 1989 F1 . & A gL 49/R B i K47 B 4%

AIERERE: SFHE6 IL-2 & NK/ILAK 32 @ e 5l K T @
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Vermehrung des zytolytischen Perforins in NK/LAK-Effektorzellen hervorruft (Abb. 18
und 24), und dass die mit vielen Perforin-Granula gefUlten LAK-Zellen schlief3ich
fragmentieren und somit eine Freisetzung von Perforin aus den LAK-Zellen stattfindet

(Abb.19). Dies konnte eine Ursache fUr die toxischen Nebenwirkungen sein. Andererseits

zeigen unsere Ergebnisse, dass IL-2 zu einer Erhéhung der IL-6-Freisetzung fihrt (Tab.9).

Wie in der Einleitung 1.4 erw&ant, hat IL-6 eine synergistische Wirkung auf die von IL-
2 induzierte Perforin-Synthese, deshalb ist es vorstellbar, dass die Perforin-Vermehrung
in den LAK-Zellen wegen des Vorhandenseins des IL-6s noch effektiver und schneller
abl&uft. Als Folge kommt es friher zur Zersetzung der LAK-Zellen im K&per.  Daher
scheint es nicht empfehlenswert zu sein, hohe Dosen IL-2 zusammen mit LAK-Zellen in
vivo einzusetzen. Die anderen Nebenwirkungen konnten von den aus NK/LAK-Zellen
ausgeschiiteten Zytokine verursachtet werden. Daher konnten die Zytokin-
Produktionsdaten dieser Arbeit fUr die in vivo Anwendung der NK/LAK-aktiven Zellen

niizlich sein, um manche Nebenwirkungen zu vermindern.

4.4. Vergleich der Eigenschaften von den unstimulierten Makrophagen-
Vorl&ufern, den durch IL-2 stimulierten Makrophagen-Vorl&ufern,
und den in der Literatur beschriebenen NK/LAK-Zellen.

Basierend auf die Ergebnisse vorliegender Arbeit werden die wichtigsten
Charaktermerkmale der beiden Typen von MV-Zellen, nanlich der normalen (NK-
inaktiven) und der NK-aktiven Makrophagen-Vorl&ufer, in Tabelle 16 (siehe n&bhste
Seite) zusammengefasst pr&entiert und mit den in der Literatur beschriebenen NK/LAK-

Zellen vergleichend dargestellt.

fREFIENEFY Y (A 18524) , mAXEFILEFAALHBN LAK
mARARHE, MR AL FILEABEHLE LAK @it (B 19) o X7
RREAAEMIAERAYRRZ —. F—F @, KMNOERIT: IL-2 KT
IL-6 B A& (K 9) o dafEthit 1.4 ATk, IL-6 A A —H3T IL-2 55
WFILE SRR R, BT AR E: £ LAK @iat, FILEGT
THRE T IL-6 894 EM LA SR EHB R, LAK @ik
HWARBHER R E/FET. AR, FHFEIL-2 5 LAK mfa—A
TR LR T EFIRF 09, ey a14E BT A2 T NKILAK @ fesf
A mIB R T A KA. mA TERLELER, AT mRRET
AR IE T T AR B A NKILAK 30 69 20 5T R 2 A 49,

4.4 REFHMHEBAMEIE. 2 IL-2 FE EEAREE S KRR

EAY NK/ILAK 4R AR EE R
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% 16 WBRERHMAERE NKILAK % HH Rk

) MV-Zellen in der Literatur

Eigenschaften beschriebene
normal NK-aktive LAK-aktive ~ NK/LAK-Zellen

1) Allgemein:
Grd® 16-20 um 16-20 pm 20-25 ym 16-20/20-25um
K/Z" VVerhdtnis hoch hoch mittel hoch/mittel
Adh&enz - - + -+
Perforin Granula - + ++ +++
2) Oberfléchenmarker:

Mac-1

+ + - +/-
NK-1.1
+ + + ++

F4/80 schwach schwach - 20-
3) Zytotoxizitét:

gegen Yac-1 - + ++ +++

gegen P815 - - ++ -I++
4) Zytokin-Freisetzung:

IL-1 + + +

IL-3 - + + +

IL-6 + ++ ++

IL-10 + ++

TNF-o + ++ ++

IFN-y - + +

GM-CSF - - + +

M-CSF - + +

M E“# A7tk tm f [T
#i& ANKEE  ALAKHR NIILAK SR
1) k-
ANk 16-20 pm 16-20 pm 20-25 pm 16-20/20-25um
AR v & & & F IR
Fo - - + I+
FILF B - + ++ 4+
2) RairEd:
Mac-1 + + - +/-
NK-1.1 + + + ++
F4/80 EE] 5 - -
3) FAHEM:
f Yac-1 - + ++ 4+
st P815 - - ++ 4+
4) BHMERET:
IL-1 + + .
IL-3 - + + +
IL-6 + ++ ++
IL-10 + +
TNF-a + ++ ++
IFN-y - + +
GM-CSF - B + +
M-CSF - + +

* K/Z: Kern / Zytoplasma

* AR s A B AR
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Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen daftr, dass die Knochenmark-Vorl&uferzellen des KIVEGGER AW : EvSmitZA o9 B aTRminie oL LA m
Makrophagen-systems zu zytolytischen NK/LAK-Effektorzellen differenzieren k&nen. A2 AR 5 M 69 NKILAK 20 4 i
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde eine ginstige Knochenmarkkultur-bedingung zum
Expandieren der NK/LAK-Effektorzellen etabliert. Diese Knochenmark-Kultur enth&t
CSF (CSF-1 oder GM-CSF) als Wachstumsfaktor und IL-2 als NK/LAK-Aktivita
stimulierenden Faktor und kann innerhalb von 3-6 Tagen zirka 10-fach mehr NK/LAK-
Effektorzellen produzieren als die heutzutage allgemein benutzte LTBMC ("long-term
bone marrow culture"), die normalerweise 4 Wochen dauert und als die einzige geeignete
Knochenmark-Kulturbedingung fir NK/LAK-Zellen beschrieben wurde [Vecchini et al.
1993].

Die aus der Knochenmark-Kultur mit CSF+IL-2 isolierten NK-aktiven Zellen zeigten

eine "large-granular lymphocyte" (LGL)-&nnliche Morphologie und konnten bis auf > 90%

gereinigt werden. Der Ph&notyp (Oberfl&henantigen-Profil) der gereinigten Zellen war
positiv fir Mac-1 und NK-1.1 und negativ ftr alle typischen T- und B-Zell-Marker, wie
Lyt-1, Lyt-2 (CD8), L3T4 (CD4) und B220. Diese NK-1.1 positiven, NK-aktiven Zellen
proliferierten in Gegenwart von CSF (CSF-1 oder GM-CSF), aber nicht von IL-2, und
differenzieren unter dem Einfluss von PMA (Phobol-12-Myristate-13-Acetate), welches
die Differenzierung stimuliert, innerhalb von 24 Stunden zu reifen Makrophagen aus.

Deshalb wurden sie als Makrophagen-Vorl&ufer identifiziert.

Die NK-aktiven Makrophagen-Vorl&ufer konnten ihre Zytotoxizit& in Gegenwart von
IL-2 aufrechterhalten. Wurde IL-2 der Kultur entzogen, war die Zytotoxizité&t am n&hsten
Tag nicht mehr nachweisbar. Auf der anderen Seite erwarben diese NK-aktiven
Makrophagen-Vorl&afer LAK-Aktivita (lytisch gegen sowohl NK-empfindliche als auch
NK-resistente Zielzellen), wenn sie mit hohen Dosen IL-2 kultiviert wurden. Der

Ph&notyp der LAK-aktiven Zellen (NK-1.1F, CD3", Mac-1- und F4/807) entsprach dem
der in der Literatur beschriebenen LAK-Zellen. Die zytolytische Aktivit& der durch IL-2

5. B 4k

ATHRET A5 THRAEGBHMMAAIERE44, A RS 3 NK/ILAK
B A, EAP MRS S A CSF (CSF-1 &4 GM-CSF) #EHh 4K
B FF= IL-2 4 H NK/ILAK EH g RER AT, A 3~6 RN~ HibS T
35 % 0K BB i35 (long-term bone marrow culture, LTBMC) % i 4
10 428 NKILAK 2 mft, KM FAHIEH—MES 4 F, Bk HhE
—if T3k NK/ILAK /a6y B fE e s 5 54 [Vecchini %, 1993 %] .

M CSF+IL-2 ‘Fhismfe iAo B ey A NK Fheimie 2l —# 5
KFt ik & 2 e (large-granular lymphocyte, LGL) ABfA&9 %, M ELAE4%
AN E >90%. B mic kA (Kai/RKE) 3 Mac-1 5 NK-1.1
Ak, stAT A A T Fe B 0 MAR &4 4 I, 4= Lyt-1., Lyt-2 (CD8) .
L3T4 (CD4) 5 B220, iX# NK-1.1 Fate, A NK &89 m i e 4 /£ CSF
(CSF-1 3% GM-CSF) m A2 IL-2 #93R35 b 354, 3 B2 4k b ie
# PMA (Phobol-12-Myristate-13-Acetate, #hkE5) 49 aF 2] 24 5
AEN EEML, Bk, CARAINA B @R ATk,

A NK &6y B I AT Ak AR 95 42 1L-2 A 69 3R 50 P SR e M e 4%
EME L IL-2 RIS F A, A ERA S KRR BRSMAME] T,
B —7 @, LKA NK FE B @itk G &7 26y IL-2 3 54k0,
M4 LB & LAK Fi (R NK S, st NK R 408 69 $e. 0 Ja 7 A
HARME) o A LAK &g m e & A& (NK-1.1%, CD3". Mac-1". “A& F4/807)
5 Lakthif 6y LAK afiAn — 8, X IL-2 A1 B M aT ik = A6
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stimulierten Makrophagen-Vorl&fer basiert auf einem von Perforin vermittelten

Mechanismus.

Die Untersuchungen auf Zytokin-Freisetzung zeigten, dass die durch IL-2 stimulierten,
NK-aktiven Makrophagen-Vorl&ferzellen auch aktive Zytokin-Produzenten waren. Sie
setzten deutlich héhere Mengen von IL-1, IL-6, IL-10 und TNF-ao frei als die nicht
stimulierten, NK-inaktiven (normalen) Makrophagen-Vorl&fer. Auf®rdem wurden IFN-
v, Kolonie-stimulierende Faktoren wie GM-CSF, M-CSF und IL-3 von IL-2 stimulierten
Makrophagen-Vorl&fer-Zellen  sezerniert, was bei normalen Makrophagen-
Vorl&aferzellen nicht zu beobachten war. Dieses Spektrum freigesetzter Zytokine
entspricht dem Zytokin-Muster, welches von den in der Literatur beschriebenen
NK/LAK-Zellen sezerniert wird.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus dieser Arbeit, dass durch IL-2-Aktivierung
die Makrophagen-Vorl&ifer des Knochenmarks sich zu Zellen mit typischen Merkmalen
der NK/LAK-Zellen entwickeln kénnen.

Fo 5L AR M R T — APl F AL A F AL,

st em e B TR R LB IL-2 KA. A NK EHey E%
ML AT R ERG AR T2 A K. SRR, LNK FHey (&
Wey) EcEmiaarikiatbi, €N E A S =46 IL-1, IL-6. IL-
10 5 TNF-0. #L98, IFN-y. %% 4]% H ¥4 GM-CSF. M-CSF 5 IL-3
B a5 Ak IL-2 PG 49 B 5 s JART AR 40k, Mo ik A2 538 69 B oK 40 R AT AR
AR E . EAE IR T 6935 F A LARIRE 49 B NK/LAK %
JL it 9 2 i, ) F A Ko

RIAEby2E RashAe k& W @id IL-2 F6 B 5 E 5 a0 AT iR ft
R F A ER NKILAK 200 S A8 45 4 64 4m i
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