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ABSTRACT

It is well known that NK-cells (natural killer cells) play an important role in the natural
defence of immune system against neoplastic or virally infected cells, as well as certain
microorganisms. Nevertheless the cell lineage of NK-cells has not jet been clarified. In the
present work the bone-marrow precursor cells, which could differentiate into NK-cells after
activating with interleukin-2 (NK-cytotoxicity stimulation), were studied under the bone-
marrow culture conditions. It was found out that these NK-cell precursors from bone-marrow
were dependant on myeloid growth factors: GM-CSF (granulocyte—macrc;phage colony
stimulating factor) or CSF-1 (colony stimulating factor 1, i.e. macrophage-colony stimulating
factor), to proliferate. Incubating these NK-cell precursors only with CSF-1 or PMA (phorbol
12-myristate 13-acetate), the factor which stimulates the cell-differentiation, the cells
developed into typical mature macrophages in a short time (24-72 hours). Thus these bone-
marrow precursor cells, which were able to differentiate into NK-cells, were identified as

macrophage precursors.

Interleukin-2 is the crucial factor, which influences the differentiation of bone marrow
macrophage precursors into the direction to NK-cells. Within 3-6 days of incubation with
interleukin-2, these macrophage precursor cells developed first into NK-cells and then into
LAK-cells (lymphokine-activated killer cells) which have been well known as the further
activated form of NK-cells. The cell types were determined by morphological, phenotypic,

and functional investigations,

The experimental results presented in this work demonstrate that NK-/LAK-cells might derive

from macrophage system.



ABSTRAKT

Es ist seit langen bekannt, daB NK-Zellen (natiirliche Killer-Zellen) bei der natiirlichen
Abwehr des Immunsystems gegen neoplastische oder Virus-infizierte Zellen und manche
Mikroorganismen eine wichtige Rolle spielen. Dennoch ist die Zellzugehorigkeit der NK-
Zellen immer noch nicht geklirt. In der vorliegenden Arbeit wurden mittels der
Knochenmark-Kultur die Knochenmark-Vorliuferzellen untersucht, die sich durch
Interleukin-2-Aktivierung (NK-Zytotoxizitit Stimulation) zu NK-Zellen differenzierten. Es
stellte sich heraus, daB diese NK-Zell-Vorldufer 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), abhéingig waren. Wurden diese NK-Zell-Vorliufer 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-Vorlduferzellen, die fahig waren, zu

NK-Zellen zu differenzieren, als Makrophagen-Vorldufer identifiziert.

Interleukin-2 ist der entscheidende Faktor, dér die Differenzierung der Makrophagen-
Vorldufer des Knochenmarks in die Richtung zu NK-Zellen beeinfluBt. Bei der Inkubation
mit Interleukin-2 konnten sich diese Makrophagen-Vorlauferzellen innerhalb von 3-6 Tagen
zundchst zu typischen NK-Zellen, danach zu deren weiter aktivierten Form LAK-Zellen
(Lymphokin-aktivierte-Killer-Zellen) ~ entwickeln. Die  Zelltypen wurden durch

morphologische, phinotypische, und funktionelle Untersuchungen bestimmt,

Die Ergebnisse aus dieser Arbeit deuten an, daf NK-/LAK-Zellen wahrscheinlich aus dem

Makrophagensystem abstammen.
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ILLEINLEITUNG

1.1. NK-Zellen und Makrophagen-Vorliufer.

Vor 20 Jahren entdeckten mehrere Gruppen von Wissenschaftlern wihrend ihren Studien der
Zell-vermittelten-Zytotoxizitit zufillig die natiirlichen Killerzellen [Rosenberg et al. 1972,
Takasugi et al. 1973]. Die Forscher wiinschten, eine spezifische zytotoxische Aktivitit von
Zellen aus Tumor-tragenden Patienten gegen autologe Tumorzellen oder gegen allogene
Tumoren des #hnlichen oder gleichen histologischen Typs zu finden, und fanden eine
Zytotoxizitit von "Lymphozyten" aus normalen Individuen. Diese Art zytotoxischer Aktivitit
unterscheidet sich von der Aktivitit zytotoxischer T-Lymphozyten durch folgende
Eigenschaften: (i) Sie zeigt keine MHC-Restriktion [Kiessling et al. 1975]; (ii) Sie scheint
nicht von der antigenen Sensibilisierung abhéingig zu sein und zeigt keine spezifische
“secondary memory" Antwort [Herberman et al. 1975]. Diese zytotoxischen Zellen konnen
spontan die fiir diese Form der Zytotoxizitit 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] zerstoren. Deshalb wurde diese spontane zytotoxische Aktivitit
“Natural Killing"-Aktivitit genannt und die dafiir verantwortlichen Effektor-Zellen als NK-
Zellen bezeichnet. Gleich nach ihrer Entdeckung zeigten funktionelle Experimente im in vivo
Modell, da NK-Zellen bei der natirlichen Resistenz gegen Tumoren und
Infektionskrankheiten eine wichtige Rolle spielen [Baldwin et al. 1976, Herberman & Holden
1978, und Hanna et al. 1980, 1981].

Zahlreiche Forschungen iiber NK-Zellen, hauptséchlich iiber ihre Identitdt, Ursprung und
Zugehorigkeit, 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-Aktivitit ausiibten, iibereinstimmend festgestellt worden: (i) NK-Aktivitit
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wird von Zellen mit LGL ("large granular lymphocytes") Morphologie vermittelt; (i) NK-
Effektorzellen sind nicht adhdrente und nicht phagozytierende Zellen, die im peripheren Blut
und in der Milz am héufigsten zu finden sind; (iii) Den NK-Effektorzellen fehlen typische
Eigenschaften und Oberflichenmarker von klassischen Makrophagen, Granulozyten, B-Zellen
oder T-Zellen [Ubersicht Ortaldo & Herberman 1984, Tutt et al. 1986], Dank der
Herstellung von spezifischen monoklonalen Antikorpern gegen NK-Zellen und der
Anwendung von rekombinanten Faktoren in der Zellkultur, wurden ab 1986 die Methoden
fiir Isolierung, Kultur und Analyse der NK-Zellen wesentlich verbessert und die Gewinnung
von NK-Zellen mit hohem Reinheitsgrad ermoglicht [Hackett et al. 1986]. 1988 wurde von
Fitzgerald et al. die erste genauere Definition der NK-Zellen publiziert [Fitzgerald-Bocarsly
et al. 1988]. Es wurde beschrieben, da NK-Zellen CD3~, TCR~ grofie granuldre
Lymphozyten sind und daf sie bestimmte Marker (beim Menschen CD 16 sowie NKH-1 und
bei der Maus NK-1,1 oder NK-2.1) auf der Oberfliche exprimieren. NK-Zellen brauchen fiir
ihre zytolytischen Reaktionen nicht die Exprimierung von MHC Klasse I oder II Molekiilen.
Dies ist ein deutlicher Unterschied zwischen NK-Zellen und T-Zellen, dennoch hat es die

Zugehorigkeit der NK-Zellen nicht ausreichend geklart.

Durch ein Transplantationsexperiment von Haller et al, 1977 ist festgestellt worden, da8 die
Vorldufer der NK-Zellen aus dem Knochenmark kommen [Haller et al, 1977]. 10 Jahre
spiter konnte durch in vitro Untersuchungen gezeigt werden, daff IL-2 der essentielle Faktor
ist, der die Entwicklung dieser Knochenmark-Vorldufer 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., daB die Knochenmarkvorldufer fiir NK-Zellen
NK-1.1 Marker exprimieren {Hackett et al. 1986]. Ob diese Vorldufer eine unabhéngige
Zelltyp representieren oder ob sie zu einem bereits bekannten Zelltyp gehoren, ist bis heute

unklar,

1979 erschien die erste Veroffentlichung, die liber die Gemeinsamkeiten zwischen NK-Zellen
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und Promonozyten, auch Makrophagen-Vorldufer genannt, berichtet [Lohmann-Matthes et
al. 1979]. Diese Promonozyten wurden aus einer 5-tigigen Maus-Knochenmark-Kultur in L-
Zell konditioniertem Medium isoliert und waren nicht adhérente und nicht phagozytierende
Zellen. Sie waren zytolytisch fiir die NK-Zielzellen Yac-1 und sahen wie mittelgrofe
Lymphozyten aus. Sie wurden als Promonozyten identifiziert, weil sie in CSF-1 haltigem L-
Zell konditioniertem Medium zu Makrophagen ausdifferenzieren konnten. Die Autoren
vermuteten, daB diese Makrophagen-Vorlduferzellen mit den beschriebenen NK-Zellen
verwandt sind oder daf es sich in beiden Fillen um die gleichen Zellen handeln kénnte.
Diese neuartige Ansicht wurde spiter durch Experimente mit den aus Milz und Leber
isolierten Makrophagen-Vorldufern unterstiitzt [Baccarini et al. 1985, 1986a, 1986b, Decker
et al. 1986]. Jedoch wurde die Hypothese, daB NK-Zellen wahrscheinlich aus dem
Makrophagensystem kommen, fiir lange Zeit ignoriert, weil andere Autoren zeigten, daf in
der Knochenmark-Kultur nur mit gereinigtem Makrophagen-Wachstumsfaktor CSF-1 keine
NK-Aktivitit gefunden wurde [Koo & Manyak 1986].

Von 1988 bis 1993 ist die Zahl der Publikationen aus der Forschung iiber die Zugehorigkeit
der NK-Zellen gering. Suchen nach NK-Vorldufern im Knochenmark wurde meistens mittels
“LTBMC" ("long-term bone marrow culture") Kultur durchgefiihrt [Van-Den-Brink et al.
1990, Sitnicka & Hansson 1992, Vecchini et al. 1993]. Bei diesen langfristigen
Knochenmark-Kulturen werden die gesamten Knochenmark-Zellen zuerst ohne exogen
zugefiigte Faktoren filr 4 Wochen inkubiert, danach mit IL-2 fiir weitere 3-6 Tage kultiviert.
Die NK-Aktivitit taucht in der Kultur ungefahr nach 3-tigiger Inkubation mit IL-2 auf. Uber
die Vorldufer-Zellen, die fiir die Erzeugung der NK-Aktivitdt veranwortlich sind, weiff man

nur, daB sie sich von den T-Zell-Vorldufern unterscheiden [Lotzova et al. 1993].

1.2. IL-2 und IL-2 Rezeptor

Wie oben erwihnt, ist IL-2 der essentielle Faktor, der in Knochenmarkzellen die NK-
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Aktivitit stimuliert. Diese Funktion von IL-2 wurde durch Forschungen mit
Knochenmarkzellen 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.

Urspriinglich 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 phinotypische Daten deuteten an, daB der Faktor das Wachstum von T-
Lymphozyten fordert [Ruscetti et al. 1977]. Es stellte sich spiter heraus, daf die Aktivitdten
von folgenden Faktoren alle auf dasselbe Molekiil zuriickzufithren 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 Molekiil wurde nach dem zweiten internationalen
"I ymphokine Workshop" 1979 Interleukin-2 (IL-2) genannt [Aarden et al. 1979].

IL-2 ist ein aus 133 Aminosiuren bestehendes Protein (Molmasse 15,420) und zeigt keinerlei
Sequenzverwandtschaft zu anderen Faktoren [Taniguchi et al. 1983, Kashima et al. 1985].
Es iibt seine Wirkungen durch spezifische, sittighare Rezeptoren aus, die an der Oberfldche
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 unabhingig voneinander exprimiert werden konnen. Der hochaffine IL-
2-Rezeptor (K~ 10" M) ist ein Komplex aus den zwei Proteinketten von IL-2R « (p55, im
Humansystem Tac-Antigen genannt) und IL-2R 8 (als p75 oder p70 bezeichnet) [Tsudo et
al. 1986, Teshigawara et al. 1987]. Der IL-2-Rezeptor mittelerer Affinitit (K,~ 10° M)
besteht nur aus der 8-Kette, wihrend die a-Kette einen Rezeptor niederer Affinitit (Ky=~ 10*
M) darsteflt [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
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Rezeptor [Tsudo et al. 1987]. Bei NK-Zellen hingegen wurde eine Signaltransduktion durch
Bindung allein an die S-Untereinheit beobachtet, wobei NK-Zellen in Abwesenheit von Tac-
Antigen («-Untereinheit) auf IL-2 reagierten und zytolytisch wurden [Siege! 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, daf der Phosphorylierungszustand

des Rezeptors eine wesentliche Rolle spielt [Sharon et al. 1989].

Baccarini et al. berichteten 1989, dafl der p75 IL-2 Rezeptor ebenfalls auf murinen
Makrophagenvorliufer 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 Oberfliche dieser murinen Promonozyten zu finden,

Seit einiger Zeit ist es bekannt, daB IL-2 auBer 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-abtdtende Zytotoxizitit und das
Wachstum der NK/LAK-Zellen [Herbermann et al. 1987]; (ii) Es erhoht die Proliferation der
B-Zellen und ihre Produktion von Immunoglobulin [Ceuppens et al. 1985]; (iii) Es stimuliert
Monozyten (im Mensch) zur Steigerung ihrer Zytotoxizitit [Malkovsky et al, 1987] und zur
Freisetzung von IL-6 [Musso et al. 1992}; (iv) Es moduliert die Freizetzung 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 1L-2-haltigen Uberstinden eine frilher nicht beschriebene zytotoxische
Aktivitit, namlich LAK (Lymphokin-aktivierte Killer)-Akevititat, LAK-Aktivitit unterscheidet

sich von NK-Aktivitat dadurch, daB sie sowohl NK-empfindliche als auch NK-resistente
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Tumor-Zellen lysiert [Grimm et al. 1982]. Dieser Befund hat sofort grofie 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 experimenten [Rosenstein et al. 1984, Mule et al. 1984, und
Lafreniere & Rosenberg 1985]. IL-2 ist wiederum als der entscheidene Faktor bestitigt
worden, der die LAK-Aktivitit induziert [Rosenberg et al. 1984]. Von Yang et al. wurde
spiter genauer beschrieben, daB eine effektive in vitro Kultur fir die Generation der LAK-
Aktivitit hohe IL-2-Konzentrationen (1000 U/ml) benétigt und die Kultur normalerweise von

72 bis 96 Stunden dauert {Yang et al. 1986].

In den ersten Jahren nach der Entdeckung des LAK-Phénomens waren die Meinungen {iber
die Vorldufer-Zellen fiir LAK-Aktivitit unvereinbar [Grimm et al, 1982, 1983, Karre et al.
1983, und Rosenstein et al. 1984]. Der Grund dafiir ist, daB 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
iiberein, daf die Zellen, die unter dem EinfluB von IL-2 LAK-Aktivitit 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-unabhiingige Zytotoxizitit
gegen sowohl NK-empfindliche als auch NK-resistente Tumor-Zellen [Fitzgerald-Bocarsly
et al, 1988].

Bei den Untersuchungen mit Knochenmark-Kulturen beweisen iibereinstimmende Ergebnisse,
daB NK-Aktivitit und LAK-Aktivitit von denselben, nicht zytotoxischen Knochenmark-
Vorliduferzellen durch [L-2 Stimulation generiert werden, obwohl die beiden Aktivitéiten nach
unterschiedlichen Zeiten nachgewiesen wurden, LAK-Aktivitit taucht in der Kultur etwas

spiter (~3 Tage) auf als NK-Aktivitit [Sarneva et al. 1989, Keever et al. 1990, Sitnicka &
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Hansson 1992]. Diese Ergebnisse haben auf der Knochenmarkvorldufer Ebene die Beziehung

zwischen NK-Zellen und LAK-Zellen als zwei Differenzierungszustande bestitigt.
1.4, Mechanismus der NK/LAK Zytotoxizitit und das Membranloch-bildende Perforin

Obwohl NK/LAK-Zellen sich deutlich von den zytotoxischen T-Zellen unterscheiden, weil
sie keine typischen Oberflichenmarker fiir die zytotoxischen T-Zellen, wie z.B. CD3 und
CD8, tragen und sie unabhingig von der Exprimierung des MHC Molekiils zytolytische
Aktivitdt haben, haben sie auf der anderen Seite mit zytotoxischen T-Zellen etwas
gemeinsam, ndmlich 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. 1985a und b, Young et al. 1986, Liu et al. 1986,
und Lowrey et al. 1988].

Die ersten Berichte iiber Perforin erschienen 1984, als einige Forschungsgruppen sich fiir 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. 19841,
Die Forscher fanden, daB diese aus zytotoxischen Zellen isolierten Granula allein Membranen
durchldssig machen konnen. 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 spiter einigte man sich auf den Namen "Perforin" [Podack
et al. 1985a]. Bei zahlreichen biochemischen Arbeiten ist gefunden worden, dafl Perforin ein
Protein ist, das aus 534 Aminoséuen besteht und nur in zytotoxischen Granula existiert.
Zusammen mit anderen Enzymen in Granula spielt Perforin bei dem Abtoten der Zielzellen

durch zytotoxische Effektor-Zellen eine wesentliche Rolle [Tschopp & Nabholz 1990, Young
er al. 1990]. v
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Anders als Lymphotoxin und TNF, deren zytotoxische Funktion nur eine von ihren
pleiotropischen Aktivitdten reprédsentiert, ist Perforin ein Protein mit einer einzigen Funktion:
die Membran der Zielzellen zu lysieren und zum Zelltot zu fithren [Podack et al. 1991]. Die
Lyse, die mit Perforin assoziiert ist, bedingt die Anwesenheit von Kalzium. In Gegenwart
von Kalzium (~1 mM) 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 16 nm Linge und einem Durchmesser von 5-20

nm [Tschopp & Nabholz 1990].

Alle CD8 positiven CTL-Zellinien und alle NK-Zellpopulationen (einschlieSlich LAK-Zellen)
enthalten Perforin [Podack et al. 1991]. In den wenig Perforin exprimierenden, frisch
isolierten CD8* T-Zellen aus humanem peripheren Blut wurde die Menge von Perforin-
mRNA nach IL-2 Aktivierung rasch erhéht [Lichtenheld et al. 1988, Smyth et al. 1990a].
IL-2 allein reicht aus, hohes Niveau von Perforin-mRNA zu induzieren. Die Aktivierung
erfolgt iiber den p75 IL-2R. Dieser Vorgang ist unabhingig von dem Vorhandensein des T-
Zell-Rezeptors [Liu et al. 1989, Smyth et al 1990a]. Interessant aber noch unverstindlich ist,
daB die IL-2-induzierte Perforin Erhdhung durch IL-6 verstirkt werden kann, obwohl IL-6
allein vollig 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 immunoregulatorische Zellen, weil sie fahig sind, eine Menge von
Zytokinen freizusetzen. Obwohl die Forscher bereits in fritheren Studien iiber NK-Zellen
(1981-1983) beobachteten, daff mehrere Typen von Lymphokinen, wie z.B. alpha und gamma
IEN, IL-1, IL-2, Lymphotoxin (LT), Kolonie-stimulerende Faktoren, und B-Zell Wachstums-
Falktor, in Uberstinden der NK-Zellkultur zu finden waren [Ubersicht von Ortaldo &
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Herberman 1984], konnten sie nicht ausschlieBen, daB die die NK-Zellkultur
kontaminierenden Zellen, z.B. T-Lymphozyten, fiir 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
Ligand) moglicht waren, ist die Fihigkeit von NK-Zellen, Zytokine zu produzieren, in

verschiedenen Laboren bestitigt worden [Ubersicht von Trinchieri 1989].

Sowohl frisch isolierte als aﬁch kultivierte NK-Zellen kénnen entweder spontan oder nach
Stimulation eine Reihe von Zytokinen synthetisieren, die in der Tabelle "Zytokin-Produktion
von NK-Zellen” (siche Tab.A auf Seite 10) mit Daten aus verschiedenen Laboren
zusammengestellt wurden. Die Untersuchungen zur Fahigkeit der NK-Zellen Zytokine zu
produzieren wurden entweder mittels Northern-Blot Analyse oder Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) auf Messenger-RNA Ebene oder mittels Aktivititstest oder
Immunopriézipitation auf Protein Ebene durchgefiihrt. Zur Aktivierung der NK-Zellen wurden
hdufig folgende Stimulatoren benutzt: NK-Targetzellen, CD16 FcR Ligand (z.B. Sepharose
verbundene anti-CD16 Antikérper oder Immunkomplexe, wie die mit IgG Antikérper
bedeckten Erythrozyten oder Zielzellen), IL-2, IFN-y, und Phorbolester/Kalzium Ionophor.
Eine Kombination aus zwei Stimulatoren wurde hiufig 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 fiir 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 hohere TNF-Freisetzung bei der Kombination beobachtet [Peter et al. 1986].

Der Mechanismus der synergistischen Wirkung von zwei Stimulatoren ist noch nicht gekdért,
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Tab. A Zytokin-Produktion von NK-Zellen
(Daten aus der Literatur)

Stimulator synthetisiertes Zytokin mRNA*Y Protein*
Keine 1L-1-8 1
IL-6 1
NK-Targetzellen IL-1 2
TNF (niedrig) 3
NK-Targetzellen +IEN-y TNF (hoch) 3
IL-2 GM-CSF (niedrig) 5 5
IL-6
IL-24-CD16 FcR Ligand CSF-1 4,5,6 6
G-CSF 6 6
GM-CSF 4,5,6 5,6
IEN-y 45,6 5,6
TNF 45,6 5,6
IL-2+Immunkomplex IFN-y
TNF
Phorbol Dibutyrate und/oder
Kalzium Ionophore A23187 GM-CSF, 4,5 5
1L-3 4,5
TNF, 4,5

S I NI R

Vitolo et al. 1993
Herman et al, 1986
Peters et al. 1986
Anegon et al. 1988
Cuturi et al. 1989
Saito et al. 1993
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1.6. Ziel der Arbeit

1. Es sollte versucht werden, Bedingungen fiir primidre Knochenmark-Kulturen zu
etablieren, unter denen die im Knochenmark vorliegenden Vorldufer fir NK-Zellen
sowohl proliferieren als auch sich zu NK-aktiven Effektoren entwickeln kénnen. Dabei

sollte der Wachstumsfaktor fiir diese Vorldufer-Zellen definiert werden.

2. Eine Isolierungsmethode sollte etabliert werden, mit der die aus dem Knochenmark
kultivierten NK-aktiven- Zellen zu einem hohen Grad gereinigt werden kénnen. Die
isolierten NK-Zelien sollten auf morphologischer, phinotypischer, funktioneller, und

differenzierender Ebene untersucht und charakterisiert werden.

3. Sollten die aus Knochenmark-Kultur gewonnenen NK-aktiven Zellen mit den
Makrophagen-Vorliufern identisch sein, sollte weiterhin geklirt werden, ob diese Zellen
zu LAK-Effektoren differenzierbar sind und ob in ihren Zytoplasmen Perforin zu finden

ist wie bei den beschriebenen NK/LAK-Zellen.

4. DalL-2 als ein sehr wichtiger stimulierender Faktor fiir die NK/LAK-Aktivitit anerkannt
wurde und der IL-2R auf murine Makrophagen-Vorldufern aus dem Knochenmark
vorliegt, sollte in diesem Studium die Zytotoxizitit-stimulierende Wirkung von IL-2 auf

Makrophagen-Vorldufer auf funktioneller Ebene und Gen Ebene untersucht werden.

5. Die Frage, was fiir Ahnlichkeiten und Unterschiede es zwischen Makrophagen-Vorldufern
und NK-Zellen gibt, sollte in dieser Arbeit in den Bereichen von Morphologie, Phinotyp
(Oberflachenantigen-Profile), zytotoxischer Funktion, zytotoxischem Mechanismus, und

Zytokin-Produktions-Spektrum beantwortet werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Material

2.1, Tiere

C57Bl/6 Miuse wurden im Alter von 6-8 Wochen aus der Zucht von Charles River, Sulzfeld,

oder von der Zentralen Versuchstieranstalt, Hannover bezogen.

2.2, Chemikalien

fiir Zellisolierung und Zellkultur

Agar (Bacteriologischer Grad ) Fa. OXOID, Basingstoke L1l
Concanavalin A Fa. Pharmacia, Freiburg 17-0450-01
Ficoll-Paque (steril) Fa. Pharmacia 17-0840-02
FKS (Fotales Kélberserum) 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=17,55) 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. Parmacia 17-0891-01
RPMI 1640 Fa. Gibco-BRL 074-01800N
fiir Zellfixierung, Firbung und Einbetten

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



2. Material & Methoden

- 13-

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

Fast Blue BB Salz

Fast Red TR

Gelatine (fiir Mikrobiologie)
Giemsa-L.sung

Glycerin

H,0,

Hématoxylin

Human Ig

Isopropanol

Levamisole

Mayer s Himalaun-Losung
May-Griinwald-Losung

NaN;,
Naphtol-As-D-Chloracetat
Naphtol-AS-MX-Phosphat
«-Naphtylbutyrat

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

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-

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

D-4254
Art.No.859
F-6504
F-3378
F-2768
Art.No.4070
GS-500
23175
822287
H-3136
1-4506
Art.6752
L9756
Art.No.9249
MG-500
1687
N-0758
N-4875
Art.No.502

A-4262

P 347

D-5637
1-0634
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2-yi]-2,5,-diphenyltetrazolium
bromide)

PMA (Phorbol 12-Myristate
13-Acetate)

Rotiszint 2200 (Szintil-
lationsfliissigkeit)

Tween 20 (Polyoxyethylene-

Sorbitan-Monolaurate)

fiir molecular biologische Arbeiten

Agarose (Elektrophorese Grad)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Dextran Sulfate

DIG-DNA Markierungs Kit
DIG Nucleic Acid Detection Kit
EDTA

Ethidiumbromid

Formamide
Guanidiniumisothiocyanat
Megaprime DNA Labelling Kit
Polyvinylpyrrolidon

Lachs Sperma DNA

Sarcosyl

Tris (research grade)
Triton-X-100 .

Hefe tRNA

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

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

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

Sigma

Sigma

Roth

Merck

. Gibco-BRL

Sigma

Pharmacia
Boehringer-Mannheim
Boehringer-Mannheim
Sigma

Serva

Sigma

Stratagene,Heidelberg

. Amersham

Sigma
Stratagene
Sigma
Serva
Serva

Sigma

M-2128

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
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2.3. Zytokine

IL-1:

IL-2:

IL-3:

IL-6:

1L-10:

GM-CSF:

Rekombinantes murines Interleukin-1 o aus E.coli von Oncogene Science
(spezifische Aktivitit von 1x107 U/mg Protein) wurde durch Firma Dianova

bezogen und beim IL-1 Bioassay als Standard gebraucht.

Rekombinantes humanes Interleukin-2 aus E. coli (spezifische Aktivitit von 2x107
U/mg Protein), kreuzreaktiv mit Mauszellen, wurde freundlichweise von Dr.
Conradt, GBF, Braunschweig zur Verfiigung gestellt. Bei der Zellkultur und

Zellaktivierung wurde IL-2 als stimulierender Faktor benutzt.

Rekombinantes murines Interleukin-3 aus E.coli von Behring (spezifische
Aktivitat von 5x10’ CFU/mg Protein) wurde beim IL-3 Bioassay als Standard

gebraucht,

Rekombinantes humanes Interleukin-6, kreuzreaktiv mit Mauszellen, aus Hefe
von Genzyme (spezifische Aktivitit von 1x107 U/mg Protein) wurde beim IL-6

Bioassay als Standard benutzt.

Rekombinantes murines Interleukin-10 aus COS7 von Phar Mingen (spezifische

Aktivitdt von 470 U/mg) wurde beim ELISA fiir IL-10 als Standard verwendet.

Rekombinanter muriner Granulozyten-Makrophagen Xolonie-stimulierender
Faktor aus Hefe (biologische Aktivitit von 5x10° CFU/mg Protein) wurde
freundlichweise von der Firma Behring zur Verfiigung gestellt, Dieser Faktor
wurde bei der Zellkultur als Wachstums-Faktor und beim GM-CSF Bioassay als

Standard gebraucht.
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CSF-1:

TNF-a:

IFN-y:

Rekombinanter humaner Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor aus E.coli
(biologische Aktivitit von 1x10" CFU/ mg Protein), kreuzreaktiv mit Mauszellen,
auch als Geschenk von Behring bezogen, wurde als spezifischer Wachstumsfaktor

fiir die Zellen des Makrophagensystems [Stanley et al. 1983] benutzt.

Rekombinanter muriner Tumor Nekrose Faktor-o aus E. coli (spezifische Aktivitdt
von 4x10° bis 4x10° U/mg Protein) von Genzyme wurde beim TNF-« Bioassay

als Standard verwendet.

Rekombinantes murines Gamma-Interferon aus E.coli (spezifische Aktivitit von
1x107 U/mg Protein) wurde von Bender Wien (durch Boehringer Ingelheim)
erworben und wurde zur Zellaktivierung und beim ELISA fir IFN-y als

Standard gebraucht.

2.4, Antikorper

gegen Zelloberflichenmarker

B220:

CD3:

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

Einsetzungsverdiinnung war 1:40.

2) FITC markiertes Ratten IgG 2a anti-Maus-Ly 5 (B220) von Klon RA3-6B2
(Medac, Hamburg, Cat.No: RM2601) wurde bei der Fluoreszenzfarbung zum

Nachweis der B-Lymphozyten benutzt.

1) Ratten IgG 2a anti-Maus CD3 (spezifischer T-Zell-Marker) von Klon KT3
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CD4:

CD8:

F4/80:;

Mac-1:

NK-1.1:

(SeroTec, England Code: MCAS500) wurde bei der Depletion der T-Lymphozyten

benutzt. Die Einsetzungsverdiinnung war 1:40,

2) FITC markiertes Hamster IgG anti-Maus CD3 (Medac, Cat.No: HM3401)

wurde zur Untersuchung der Zellphénotypen gebraucht.

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 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 IgG2b anti-Maus Makrophagen [Anstyn & Gordon 1981}, ein freundliches
Geschenk von Dr. Siamon Gordon (University of Oxford, UK), wurde als
dialysierte Ammonium Sulfat Fallung aus Gewebekulturiiberstand zur Verfiigung
gestellt und bei der indirekten Fluoreszenzfarbung fiir Makrophagen als erster

Antikérper benutzt. Die Einsetzungsverdiinnung war 1:20.

FITC markiertes Ratten IgG 2b anti-Maus Makrophagen (Mac-1, Marker der
myeloischen Zellen) von Klon M1/70.15 (Medac Cat.No: RM2801) wurde zur

Untersuchung der Zelloberflichenmarker gebraucht.

Maus IgG2b anti-Maus NK-1.1 (Marker der Maus NK Vorldufer und reifen NK
Zellen [Hackett, et al. 1986]) von Klon PK136 aus American Type Culture

Collection wurde an Protein A-Sepharose und anschlieBend durch Filteration iiber
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Spherogel gereinigt und wurde bei der Untersuchung auf Zelloberflichenmarker

gebraucht.

Leu-M3: Maus IgG2b anti-Human Monozyten und Makrophagen

Kontrolle bei der Antikdrper-Férbung verwendet,

gegen Immunglobuline

FITC-Ziege (Fab’), anti-Maus IgG
FITC-Ziege (Fab’), anti-Ratte 1gG
AP-Ziege (Fab’), anti-Ratte IgG

gegen spezielle Proteine und Substanzen

anti-IL-3: Ratten IgG1 anti-murines

1L-3 (zur Neutralization)

anti-IL-10: Ratten IgG1 anti-murines
1L-10, gereinigt

biotinyliert

anti-IFN-y: Ratten IgG1 anti-murines
IFN-v, gereinigt

biotinyliert

Fa.

Fa,

Fa,

Fa.
Fa.

Fa.

Fa.

Dianova Code No

. Dianova Code No

Dianova Code No

Oncogene Science

Phar Mingen
Phar Mingen

Phar Mingen
Phar Mingen

wurde als Isotyp

. 115-016-062

. 112-016-062

. 112-056-062

Code No. GF17

Cat.No.18141D
Cat.No.18152D

Cat.No.18181D
Cat.No.18112D
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anti-TNF-o:

anti-Perforin:

2.5. Enzyme

Trypsin:

Klenow Enzym:

2.6. Isotope

*H]Thymidin:

Na,[*'CrO,}:

[o-*?P]-dCTP:

Kaninchen IgG+IgM anti-
murines TNF-« (zur

Neutralization) Fa, Genzym Code. IP-400

mAb CB.5.4 Ratte anti-murines Perforin, ein groBziigiges Geschenk von

Prof. Tschopp, Institut fiir Biochemie, Universitit de Lausanne, Schweiz,

Trypsin (aus Rinderpankreas) wurde als 2,5%ige Losung (fiir die
Zellkultur) von Firma Boehringer Mannheim (Bestell N1:210234) gekauft,

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

spez. Aktivitit von 25 Ci/mmol, wurde von IRE (Diisseldorf) bezogen und
beim [*H]-Thymidin-Einbavassay zur Untersuchung der Zellproliferation

gebraucht .

spez. Aktivitit von 423 mCi/mg, wurde von NEN (Dreieich) erworben und

beim *'Cr-Freisetzungsassay zum Test der Zytotoxizitit verwendet.

spez.Aktivitit von 3000 Ci/mmol, wurde von Amersham-Buchler
(Braunschweig) gekauft und bei der Markierung der cDNA Sonde fiir den

Northern blot benutzt.
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2.7. Medien

2.7.1. RPMI 1640 Medium

Zu 1 Liter in dest. H,0 aufgelosten RPMI 1640 Medium wurden 10° Einheiten Penicillin,
0,1 g Streptomycin, 15 mg Phenolrot als pH-Indikator sowie 2 g NaHCO,; als Puffersubstanz
gegeben, der pH-Wert mit CO, auf 6,9 eingestellt. Die Losung wurde steril filtriert, und bei
4°C aufbewahrt,

2.7.2, Yollmedium

Das Vollmedium besteht aus 90% RPMI 1640 Medium und 10% fotalem, bei 56°C fiir 30
min hitzeinaktiviertem Kélberserum (FKS). Das Vollmedium enthilt alle fiir die Zellen
notigen Wachstumsfaktoren, ist deswegen das am hiufigsten benutzte Medium fiir die

Zellkultur,

2.7.3. L-Zell "konditioniertes" Medium

1.929 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 Medium"s wurden 10 ml Vollmedium auf 3x10°
1929 Fibroblasten-Zellen, die zuvor in einer 9-cm Gewebskulturschale (Falcon 3003)
ausgesit worden waren, gegeben. Es folgte eine 4-tigige Inkubation bei 37°C, 5% CO,.
AnschlieBend wurde der zellfreie Uberstand von 1929-Zellen gesammelt und als CSF-

haltiges Medium verwendet. Das Medium wurde bei -20°C aufbewahrt.

2.7.4. Iscove’s Medium (Minimaum Essential Medium Iscove’s Modification)

Zu 1 Liter in dest. H,O aufgelosten Iscove’s Medium wurden 2 g NaHCO;, 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 CO, auf 6,9 eingestellt. Nach

Sterilfiltration wurde das fertige Iscove’s Medium bei 4°C aufbewahrt. Iscove’s Medium
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wurde fiir den Soft Agar Assay und den IL-1 Bioassay als Medium verwendet.

2.8. Puffer und Lisungen

2.8.1. fiir die zellbiologische Arbeit
2.8.1.1. PBS*-MC (Phosphat gepufferte Kochsalzlosung):

Na,HPO, 8,1 mM
KH,PO, 1,5 mM

NaCl 140 mM

KCl 2,5 mM
Penicillin 10° Einheiten/ 1
Streptomycin 0,1g/l

pH 7.4

Der pH-Wert wurde mit HCI eingestellt, Die Lésung wurde steril filtriert und
danach bei 4°C aufbewahrt. Fiir den als PBS-MC bezeichneten Puffer wurden

Penicillin und Streptomycin nicht hinzugefiigt.

2.8.1.2. Actinomycin D Lisung:

Actinomycin D 5 mg
70% Ethanol 0,5 ml
PBS*-MC 4,5 ml

Actinomycin D wurde zunichst in 70% Ethanol geldst, dann mit PBS aufgefiillt
und bei 4°C aufbewahrt. Diese Losung wurde fiir den TNF-Aktivititstest zur

Hemmung der Zellteilung von L929 gebraucht.

2.8.1.3. Glyzerin-Gelatine-Lisung:
Gelatine 10g
PBS-MC 70 ml
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Glyzerin 30 ml
Bei ca.60°C wurde Gelatine in PBS-MC geldst, die Ldsung handwarm abgekiihlt
und Glyzerin hinzugegeben. Bei 4°C ist diese Gallerte unbegrenzt haltbar. Vor
dem Gebrauch wurde sie auf 60°C erwirmt und die luftgetrockneten Priparate

mit der auf 40°C abgekiihlten Glyzerin-Gelatine-Losung eingedeckt.

2.8.1.4. Gepufferte Formalin-Aceton-Lisung:

Na,HPO,2H,0 40 mg
KH,PO, 200 mg
dest. H,O 100 ml
Aceton 90 mi
Formalin 50 ml

Die Substanzen wurden in der angegebenen Reihenfolge gemischt. Die
hergestellte Losung zeigte einen pH Wert von ca. 6,6 und wurde bei der

doppelten Esterase-Farbung zur Zellfixierung benutzt.

2.8.1.5. 2-ME/Hepes Stammlésung:

2-Mercaptoethanol 10 pl
H,0 10 ml
1 M Hepes Losung 12,5 ml
Vollmedium 27,5 ml

2-Mercaptoethanol wurde zuerst mit H,O gemischt, steril filtriert, dann mit der
sterilen Hepes Losung und Vollmedium versetzt. Die dadurch entstandene
Stammldsung enthielt zirka 3 mM 2-Mercaptolethanol und 0,25 M Hepes, und

wurde in Aliquots bei -20°C gelagert.
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2.8.1.6. MTT-Losung:
MTT 50 mg
PBS*-MC 10 mi
MTT wurde in PBS*-MC gelost, steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt. Die

MTT-Lésung wurde bei dem kolorimetrischen Bioassay (MTT Test) verwendet.

2.8.1.7. MTT-Abstoplisung:

Dimethyformamid 200 m!
dest.H,O 200 ml
SDS 40 g

In einer 500 ml Glasflasche wurde zuerst DMF mit H,O versetzt, Danach wurde
SDS in die Flasche gegeben. Die Flasche wurde bei 37°C iiber Nacht stehen

gelassen, um das SDS aufzulsen. Diese Losung wurde bei 37°C aufbewahrt.

2.8.1.8. Perkoll Stammlésung (60,6%):

Percoll 60 ml
3xRPMI 1640 30 mi
FKS 9,8 ml

Diese Losung diente als Stammlésung zum Aufbauen des Perkollgradientes und
konnte bei 4°C fir mehre Monate aufbewahrt werden. Die Osmalaritit der

Losung steht bei 285 m OSM/Kg H,0.

2.8.1.9. Puffer fiir die Esterase-Doppelfiarbung:
Stammldsung A: 10 ml 1 M KH,PO, + 140 ml H,0
Stamml6sung B: 10 ml 1 M Na,HPO, + 140 ml H,0
Sorensen-Puffer:

pPH 6,3 77,35 ml Stammldsung A + 22,65 ml Stammlésung B
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pH 7,4 19,60 ml Stammlésung A + 80,40 ml Stammidsung B
1) fiir die Chloracetatesterase-Firbung:

Sorensen-Puffer pH 7,4 190 ml

Fast Blue BB Salz 200 mg

Naphtol-AS-D-Chloracetat 20 mg

DMF 10 ml
Naphtol-AS-D-Chloracetat wurde in einem Reagenzrohrchen aus Glas in DMF
(N, N-dimethylformamid) gelést und zu der Puffer/Farbstoff-Mischung gegeben.
Das Gemisch wurde immer frisch angesetzt, vor Licht geschiitzt und unmittelbar

vor der Farbung durch Whatman-Filterpapier (Nr.54) filtriert.

2) fiir die 2-Naphtylbutyratesterase Farbung:

Soérensen-Puffer pH 6,3 190 ml

fast Garnet GBC 200 mg

a-Naphtylbutyrat 200 pg

Ethylenglycolmonomethylether 8 ml
o-Naphtylbutyrat wurde mit Bthylenglycolmonomethylether gemischt und zu der
Puffer/Farbstoff-Mischung gegeben. Vor jedem Gebrauch wurde es frisch

angesetzt und vor Licht geschiitzt.

2.8.1.10. Trypsin/EDTA Lésung:

NaCl 8g
KCl 04¢g
o-D-Glucose 1,0g
NaHCO, 0,35¢
EDTA 02¢g

Die Substanzen wurden hintereinander im 1 Liter dest.H,O gel6st und mit 20 ml
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2,5% Trypsin-Losung versetzt, damit eine Endkonzentration von 0,05% (w/v)
Trypsin in der Losung entstand. Nach sterilfiltration wurde die Lésung in

Aliquots bei -20°C zum Aufbewahren eingefroren.

2.8.2. fiir ELISA, FACS und histochemische Fiirbungen

2.8.2.1. TBS-Puffer:

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

2.8.2.2. DAB-H,0,-Lisung:

3,3-Diaminobenzidin 7 mg
TBS 10 mi
H,0, 4 pl

Diaminobenzidin (Substrat fiir Peroxidase) wurde in TBS aufgelost. Kurz vor
dem Gebrauch wurde H,0, hinzugegeben. Zum Aufbewahren konnte die
Diaminobenzidin/TBS-Ldsung bei -20°C eingefroren werden, dann vor der

Anwendung aufgetaut und mit H,0, ergénzt.

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

2.8.2.4. FACS-Waschpuffer:
FKS 2%
NaN, 0,01% (w/v)
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in PBS*-MC versetzt, bei 4°C aufbewahrt.

2.8.2.5. Fast-Red-Lisung:

Naphthol AS-MX-phosphat 2 mg

N,N-Dimethylformamid
0,1 M Trispuffer pH8,2

1 M Levamisole
Fast Red TR

0,2 ml
9,8 ml
0,01 ml

10 mg

Zuerst wurde Naphtol AS-MX-phosphat in N,N-Dimethylformamid (im Glas-

reagenzrohrchen) geldst, dann wurden Trispuffer und Levamisole zugegeben.

Diese Losung ist bei 4 °C einige Wochen, bei -20°C ldnger haltbar. Kurz vor der

Firbung wurde Fast Red TR (Substrat fiir Alkalische Phosphatase [Dejong et al.

1985]) darin geldst und durch einen Filter (0,22 pm, Millipore, Nr:SLGS 025BS)

auf die Objekttriger gegeben.

2.8.2.6. TMS-Puffer (Alkalische Phosphatase Puffer):

Tris/HCl
NaCl
MgCl,
pH 9,5

2.8.3. fiir die molekularbiologische Arbeit

2.8.3.1, 20xSSC Lisung:
NaCl
Na-Citrate

pH 7,0 (20°C)

100 mM
100 mM
50 mM

03 M

mit dest.H,0 angesetzt, autoklaviert und dann bei RT aufbewahrt.
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2.8.3.2. 50xDenhardt’s Lisung:

Ficoll 1%
Polyvinylpyrrolidon 1%
BSA 1%

in H,O bidest

sterilfiltriert und in Aliquots bei -20°C aufbewahrt.

2.8.3.3. DEPC-H,0:
H,0 bidest + 0,1%DEPC

{iber Nacht stehen lassen, dann autoklavieren.

2.8.3.4. DMSO-Mix:
H,0 150 pl
Dimethylsulfoxid 1750 pl
0,5 M Na-Phosphatpuffer (pH 7) 70 ul
20% SDS 35 ud

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

2.8.3.5. Hybridisierungspuffer fiir den Northern-Blot:

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

bei RT aufbewahrt.

2.8.3.6. Hybridisierungspuffer fiir die in situ Hybridisierung:
SsC 4x
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Formamid 50%
Denhart ‘s Solution 1x
Dextran Sulfat 5%

Lachs Sperma DNA 0,5 mg/ml
Hefe tRNA 0,25 mg/ml

Vor der Hybridisierung wurde der Puffer aus den Stammldsungen (20xSSC,
50xDenhart s, 28% Dextran Sulfat, 10mg/ml Lachs Sperma DNA und 5 mg/ml
Hefe tRNA) frisch angesetzt.

2.8.3.7. 5x RNA-Probenpuffer:
Na-Phosphatpuffer (pH 7) 10 mM
Ficoll 10%
Bromphenolblau 0,4%

Der Puffer wurde mit Wasser angesetzt, autoklaviert und bei -20°C aufbewahrt,

2.8.3.8. Lisung D:

Guanidiniumisothiocyanat 4 M

Natriumcitrat 25 mM (pH 7)
Sarcosyl 0,5%
2-Mercaptoethanol 0,1M

Um den Umgang mit Guanidiniumisothiocyanat (GTC) zu minimieren, wurde 250
g GTC in der Originalverpackung mit 293 m]l Wasser, 17.6 ml 1 M Natriumcitrat
pH 7 und 26.4 ml 10% Sarcosyl bei 65 °C gelost. Diese Stammligsung konate
mindestens 3 Monate bei RT aufbewahrt werden. Ldsung D wurde dann durch
Zuéabe von 72 pl 2-Mercaptoethanol/10 ml Stammldsung hergestellt. Diese
Lésung wurde bei 4°C aufbewahrt und fiir die RNA Isolation benutzt
[Chomczynski & Sacchi 1987].



2. Material & Methoden . -29-

2.8.3.9. 10xTE-Puffer:

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

mit H,O 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) Miuse). In
Abwesenheit von IL-1 wichst 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 Stammissung, und ca. 7% Uberstand aus Con A-

stimulierten Ratten Milzellen in 6-well Mikrotiterplatten (Nune, Denmark).

2.9.2. FDCP-1

FDCP-1 ist eine murine Faktor-abhingige himatopoietische Vorlaufer 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 Zelliiberstand) in Gewebekulturschalen (Falcon 3003) kultiviert. Sie

wurden zur Bestimmung der GM-CSF- oder 1L-3-Aktivitit in Uberstinden verwendet.

2.9.3. L929

Die adhirente L929-Fibroblastenlinie (Herkunft;: C3H Miuse) wurde in Vollmedium in
Gewebekulturschalen (Falcon 3003) kultiviert. Zum Ablosen der Zellen wurde das Medium
entfernt, 3 ml Trypsin/EDTA-Losung (2.8.1.10) auf den L929 Zellrasen gegeben und 4-5
min bei RT inkubiert. Die Trypsin/EDTA-Lésung wurde anschliefend vorsichtig entfernt,
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die Zellen mit Vollmedium abgespiilt und zweimal gewaschen. Die gewaschenen 1929
wurden in Vollmedium aufgenommen, verdiinnt und in Kulturschalen wieder eingesit. 1929
Zellen wurden in der Arbeit als TNF-empfindliche Tumorzellen fiir den TNF-Aktivititstest

gebraucht.

2.9.4, P815

P815-Mastozytomzellen (Herkunft: DBA/2J Méuse, Methylcolanthren-induziert) wurden in
Vollmedium als Suspensionskultur in Greiner Petrischalen gehalten. Diese Tumorzellinie
zeigt sich NK-resistent, liBt sich aber von LAK-Zellen und aktivierten Makrophagen
lysieren. Zur Bestimmung der NK- oder LAK-Aktivitit wurden P815 jeweils als Kontrolle

oder Zielzellen bei dem Zytotoxizitit-Test verwendet.

2.9.5. 7TD1

Die Hybridoma Zellinie 7TD1 (Fusion der Maus Myeloma Zellinie SP2/0-AG14 mit
Milzzellen aus einer mit S0 ug E.coli LPS immunisierten C57BL/6 Maus) wichst 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 Volimedium, erginzt mit 2% 2-ME/Hepes
Stammlésung (2.8.1.5) und 5-10% IL-6 haltigem Medium (3T3-Zelliiberstand), in 50 mi
Gewebekulturflaschen (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 Aktivitit von NK-Zellen aus der Maus [Kiessling et al. 1975 a und b]. Yac-1
wurde zum NK~Aktivitiit-Test als Zielzellen benutzt und in vitro mit Vollmedium in 9-cm

Gewebekulturschalen (Falcon 3003) gehalten.
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Methoden

2.10. Zellisolierung, -kultur, -reinigung und -aktivierung

2.10.1. Isolierung der Knochenmarkzellen

Maus-Femuren wurden aseptisch entnommen, gesdubert und an den Enden aufgeschnitten.
Das Knochenmark wurde mit Hilfe einer Spritze und einer 27 G (0,4-mm in Durchmesser)
Kaniile herausgespiilt, dann in RPMI 1640 Medium suspendiert. Nach einmaligem Waschen
wurden die Knochenmarkzellen mit Vollmedium auf eine Zellkonzentration von 3 x 107 /mi
eingestellt. Die Zellsuspension wurde sorgfiltig auf einen 4-stufigen Perkoll-Gradienten
(Gradient I; 32,0%, 52,0%, 55,0%, 60,6%) geschichtet und bei 1500 Upm (425 x g) fir 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) eingesit.

2.10.2, Perkoll-Gradient Fraktionierung

Kurz vor dem Aufbauen eines Gradienten wurde die Perkoll Stammlésung (60,6 %, siche 2.8
1.8) mit Vollmedium auf die gewiinschten Konzentrationen, wie unten dargestellt, verdiinnt,
Je 2 ml von den fertig eingestellten Perkoll-Losungen wurde sorgfiltig stufenweise in die
konischen Zentrifugershrchen (Falcon 2099) gefiillt. 3-6 x 107 Zellen in 2 ml Vollmedium
wurden mit Hilfe einer 2 ml Pipette auf die Oberfliche des Gradienten geschichtet. Die
Gradienten wurden 30 min zentrifugiert (Gradient I bei 425 x g und Gradient II bei 550 x
g). Die dadurch getrennten Zellfraktionen wurden mit Hilfe einer Spritze und einer 20 G

(0,9x70 mm) Kaniile abgenommen und dreimal mit RPMI 1640 gewaschen.
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Herstellung der Perkoll-Stufen fiir Gradient I:

Stufe
1(32,0%)
2 (52,0%)
3 (55,0%)
4 (60,6%)

Volumen

4,5 ml
4,5 ml
4,5 ml
4,5 ml

Perkoll Stammldsung
2,367m 2,316
3,821 ml
4,125 mi
4,500 ml

Herstellung der Perkoll-Stufen fiir Gradient I1:

Stufe
1 (32,0%)
2 (40,8%)
3 (45,3%)
4 (50,0%)
5 (55,0%)
6 (60,6%)

Volumen

4,5 ml
4,5 ml
4,5 ml
4,5 ml
4,5 ml
4,5 ml

2.10.3. KM-Vorkultur

Perkoll Stammidsung
2,376 ml
3,063 ml
3,398 ml
3,750 ml
4,125 ml
4,500 ml

Vollmedium
2,124 ml
0,579 ml
0,375 ml
0,000 mi

Volimedium
2,124 ml
1,437 ml
1,103 ml
0,750 m}
0,375 ml
0,000 ml

10x10° Zellen (2.10.1) wurden in 15 ml Vollmedium in 9-cm Gewebekulturschale (Greiner)

ausgesit. Zur Expandierung der Makrophagen-Vorldufer wurde die Kultur mit CSF-haltigem

L-Zell "konditioniertem" Medium (2.7.3) auf 10-15% supplementiert. Fiir 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

mébglich im L-kond. Medium existierenden unbekannten Faktoren auf die Zellen einzuwirken.

Bei niederiger Konzentration (<200 U/ml) wirkt GM-CSF hauptséichlich auf die Vermehrung

der Zellen des Makrophagensystems [Metcalf, 1987]. Zur Erzeugung der NK-Aktivitit wurde

die KM-Vorkultur mit IL-2 (100 U/ml) ergénzt. Dazu wurde das Vollmedium mit 5 uM 2-

ME [Kuppen et al. 19917 benutzt. Diese KM-Vorkultur lief immer nur 3 Tage.
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2.10.4. Isolierung der Makrophagen Vorliufer aus KM-Vorkultur

Nach einer 3-tigigen KM-Vorkultur wur(ien die nicht adhirenten Zellen gesammelt,
gewaschen, und {iber einen 6-stufigen Perkoll Gradienten II (32,0%, 40,0%, 45,0%, 50,0%,
55,0% ,und 60,6%) fraktioniert. Die Zellfraktion zwischen Perkoll-Stufe 2 (40,0%) und 3
(45,0%) wurde gesammelt und dreimal mit RPMI 1640 gewaschen. Diese Zellfraktion
enthielt ungefdhr 85% Makrophagen Vorldufer (einschlieflich ein paar leicht adhérenten

Makrophagen), ca.10% polymorphkernige Zellen, und 2-5% Lymphozyten.

2.10.5. Depletion der Phagozytischen Zellen

Die Zellen wurden in Vollmedium auf 1x10° Zellen/ml suspendiert und mit Eisenpartikeln
(Technicon Instruments Corp. Tanytown, NY. Product No.T01-0507) in einer Plastikschale
(Falcon 3003) 30 min bei 37°C inkubiert. Wihrend der Inkubation frafen die
phagozytischen Zellen Eisenpartikel. Nach der Inkubation wurden die nicht adhérenten Zellen
gesammelt und in ein 10 cm langes Réhrchen (Falcon 2057) iiberfithrt. Das Rohrchen wurde
in einen Dynal Magneten (Dynal MPC-1, "magnetic particle concentrator”, Dynal, Oslo,
Pord.No.:12001) eingelegt, um die nicht adhirenten aber Eisenpartikeln-enthaltenden (also
phagozytischen) Zellen zu entfernen. Nachdem die phagozytischen Zellen fest an der Wand
des Rohrchens hingen, wurde die Zellsuspension im Rohrchen mit Hilfe einer Spritze und
einer 20 G (0,9x70 mm) Kaniile aus dem Rohrchen abgesaugt. Die dadurch gewonnene
Zellpopulation war frei von phagozytischen und adhérenten Granulozyten und semi-reifen

Makrophagen.

2.10.6. Depletion der Lymphozyten mit magnetischen Beads

Zuerst wurden die Zellen mit Antikorper gegen spezifische Oberflichemarker von
unerwiinschten Lymphozyten (Ratte anti-Maus CD3 fiir 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 2 x 10° Zellen/ml eingestellt
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und in 10 ml Falcon Reagenzrohrchen iiberfiihrt. Magnetische Beads der Firma Dynal,
gekoppelt mit Schaf anti-Ratte IgG, wurden in einem Verhéltnis von 4:1 (Beads zu Zellen)
in die Zellsuspension gegeben. Das Rohrchen wurde bei 4°C fiir 30 min auf einem Drehrad
inkubiert. Anschliefend wurden die magnetischen Beads und die tiber die Antikorper daran
gebundenen Zellen von Dynal Magnet MPC-1 entfernt. Die {ibrige Zellsuspension wurde
abzentrifugiert und 2 mal gewaschen. Die dadurch gereinigte Zellpopulation enthielt weniger

als 0.5% Lymphozyten.

2.10.7, Hauptkultur und LAK-Kultur

Die aus 3-tagiger KM-Vorkultur (2.10.3) isolierten Makrophagen-Vorlduferzellen 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 eingefiigt. Diese Kultur wurde als Hauptkultur
bezeichnet. Fiir LAK-Kultur wurde der Hauptkultur hohe Konzentration von IL-2 (1000

U/ml) gegeben.

2.10.8. Aktivierung der KM-Makrophagen Vorldufer zur Zytokin-Produktion

Um die Zytokin-Produktionsfihigkeit von Knochenmark Makrophagen-Vorléuferzellen zu
untersuchen, wurden die gewaschenen Zellen im Vollmedium (0,5 x 10° Zellen/ml) mit
entsprechenden stimulierenden Faktoren bei 37°C {iber Nacht inkubiert. Uberstinde wurden
am ndchsten Tag (ca.20 Stdn. nach der Zugabe der Faktoren) gesammelt und in
Polypropylene Réhrchen (Falcon 2063) bei 4°C aufbewahrt. Zytokine wurden entweder im
Bioassay (2.12.4) oder im ELISA (2.12.5) nachgewiesen,

2.11. Zelifdrbungen
2.11.1, Zytopriparate

Je 1 x 10° Zellen pro Objekttriger wurden in einer Zytozentrifuge (Cytospin, Shandon
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Southern, Astmoor, GB) 5 min bei 500 Upm auf Objekttriger gebracht und danach
luftgetrocknet. Die davon angefertigen Zytopriparate konnen durch verschiedene
Farbungsverfahren zur Untersuchung von Zellmorphologie, Zellobflichemarkern und
zytoplasmatichen Komponenten verwendet werden. Zum Aufbewahren konnen die
getrocknete Zytopriparate in Alufolie getrennt voneinander eingepackt und bei -20°C

eingefroren werden.

2.11.2. Zellkultur in Chamber Slides

Zellen wurden im Vollmedium mit 0,2% 2-ME/Hepes Stammldsung (2.8.1.5) auf eine
Zellkonzentration von 2,5-5 x 10° Zellen/ml suspendiert und je 300 ul pro Loch in die 8-well
Chamber Slides (Nunc, IL. Order No.:177402) eingesit. Die entsprechende Zusétze 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% CO, inkubiert.

2.11.3. Esterase-Doppelfirbung

Die Praparate wurden zuerst in der gepufferten Formalin-Aceton-Losung (siehe 2.8.1.4) fiir
30 Sek. bei 4-10 °C fixiert, dann 3 min mit PBS gespilt, und danach an der Luft
getrocknet. Die fixierten Priparate wurden fiir 15 min im Dunkeln mit der unter 2.8.1.9
beschriebenen Firbelosung fiir Chloracetatesterase (spezifisch fiir Granulozyten) bei RT
inkubiert, und danach 3 min mit dest. H,O gespiilt. Nachdem die Préparate luftgetrocknet
waren, wurden sie fiir weitere 25-30 min in der filtrierten Firbelosung fiir 2-
Naphylbutyratesterase (siche 2.8.1.9) im Dunkeln gefdrbt, um Monozyten und Makrophagen
(positiv fiir 2-Naphylbutyratesterase) nachzuweisen. AnschlieBend wurden die Préparate 3
min mijt H,O gespiilt und danach luftgetrocknet. Mit Mayer’s Hamalaun-Losung (fiir
Kernfarbung) wurden sie ca. 4 min gegengefarbt. Nach griindlichem Spiilen mit Wasser und
anschliefendem Lufttrocknen, wurden die Priparate mit der Glyzerin-Gelatine-Losung

(2.8.1.3) eingedeckt.
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2.11.4. Fluoreszenzfirbung der Zelloberflichemarker

1-5 x 10° Zellen in 40 1l FACS-Waschpuffer (2.8.2.4) wurden in 0,6 ml Rohrchen (Greiner
101101) suspendiert. Die Zellen wurden zunéchst mit 40 ul Human Ig Ldsung (10 pg/ml)
versetzt und fiir 15 min auf Bis inkubiert, um die unspezifische Bindung an FcR an der
Zelloberfliche zu blockieren. Nach einmaligem Waschen wurden die Zellen entweder mit 40
1l FACS-Waschpuffer oder mit 40 pl Antikdrper Losung (Antikorper verdiinnt in FACS-
Waschpuffer) fir 45 min auf dem Eis inkubjert. Bs folgte dreimaliges Waschen mit dem
Waschpuffer, Anschliefend wurde der FITC-konjugierte zweite Antikbrper zugesetzt und
weiter auf dem Eis inkubiert. Nach 30 min Inkubation wurden die Zellen wiederum dreimal
gewaschen und schlieflich mittels des Durchflufizytometers (FACScan Becton, Dickinson
GmbH, Heidelberg) analysiert. Fiir die direkte Fluoreszenzfirbung wurden die Zellen gleich

nach dem Blockierungsschritt mit FITC-Antikorper fiir 30 min auf dem Eis inkubiert.

2.11.5. Immunhistochemische Fiarbung mit AP-konjugiertem-Antikirper

Frische oder eingefrorene Zytopriparate wurden bei RT fiir 10 min in 100 %igem Isopropanol
fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit TBS + 0,1% Tween 20 wurden sie mit
Ziegenserum (1:10 verdiinnt in TBS) fir 40 min vorinkubiert. Nachdem das Ziegenserum
entfernt worden war, wurden die Zytopriparate fiir 45 min bei RT mit Antikdrper-Losung
(Ratte anti-murines Perforin 1:400 in TBS verdiinnt) in einer feuchten Kammer inkubiert. Es
folgte zweimaliges Waschen mit TBS + Tween 20. Als nichster Schritt wurde 1:20
verdiinnter Ziege anti-Ratte IgG (konjugiert mit alkalischer-Phosphatase) auf die
Zytopriparate gegeben und bei RT fir 45 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Priparate zunichst dreimal mit TBS + Tween 20 gespillt, dann
wurde Fast-Red-Substrat-Losung (2.8.2.5) durch einen Filter (Millipore SLGS025BS) darauf
gegeben und. 10-30 min reagieren gelassen. Durch Spillen mit TBS wurde die
Farbentwicklung abgestoppt. Die anschlieBende Gegenfirbung (Kernférbung) erfolgte durch

kurzes Einlegen der Priparate im Hamatoxilyn (nur fiir 5-10 Sek.), danach wurde sofort mit
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Wasser gesplilt, Die fertig gefarbten Zytopriparate wurden mit Aquatex eingedeckt.

2.11.6. Pappenheimfiirbung (May-Griinwald/Giemsa-Firbung)

Zytoprdparate wurden 3 min mit May-Griinwald-Firbelosung iiberschichtet und dadurch
fixiert und gefdrbt (die sauren Bestandteile der Zellen lassen sich bei dieser Behandlung
bldulich anfarben). Nach kurzem Waschen in dest. Wasser wurden sie mit der 1:10 in dest.
Wasser verdiinnten Giemsa-Losung fiir 10 min gegengefirbt. Bei diesem Schritt wurden
basische azidophile Proteine mit dem sauren Farbstoff rot angefirbt, Nachdem die
Zytoprérarate mit dest. Wasser griindlich gespiilt und danach luftgetrocknet wurden, waren

sie bereit fiir die lichtmikroskopische Untersuchung.

May-Griinwald-Losung: 0,25% (w/v) May-Griinwald in Methanol
Giemsa-Ldsung: 0,4% (w/v) modifiziertes Giemsa in gepuffertem Methanol (pH
6.8) geldst.

2.12. Tests

2.12.1. *H-Thymidin Eiubau zum Test der Zellproliferation

Die zu testenden Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten (Falcon 3072) auf 5 x 10° in 200
pl Vollmedium pro Loch ausgesit und mit oder ohne Wachstumsfaktor bei 37°C, 5% CO,
fiir verschiedene Zeiten inkubiert. Danach wurde 1 uCi von [*H]-Thymidin pro Loch in die
Platten gegeben und fiir weitere 18 Stdn. inkubiert. Die Zellen in den Platten wurden
schlieBlich mit einem Zellerntegerét (Skatron, Norway) auf Glasfaserfilter (Schieicher und
Schiill, Dassel) geerntet, Die getrockneten Filterplittchen wurden in Plastikréhrchen
(Scintilation Vials & Caps, Skatron, Cat.No.15765) gelegt und mit 3 ml
Szintillationsfliissigkeit versetzt. Die von den Zellen aufgenommene Radioaktivitit wurde
in einem Fliissigkeitsszintillationszihler (Beckman 1.S1801) gemessen. Die Radioaktivitiit

ist in Counts pro Minute (cpm) angegeben.
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2.12.2. *'Cr Freisetzung aus Zielzellen zum Test der Zytotoxizitit

Zuerst wurden die Zielzellen mit Na,*'CrQ, (200 pCi/5 x 10% Zellen) in 0,5 ml Vollmedium
fiir 1,5 Stdn. bei 37°C, 5% CO, markiert. Nach der Markierung wurden die Zielzellen
dreimal mit RPMI 1640 gewaschen, um extrazellulires 5'Cr zu entfernen, und anschliefend
mit Vollmedium auf 1x10° Zellen/ml eingestellt, Zum Test der Zytotoxizitdt wurden je 100
pl Bffektorzellensuspension mit verschiedener Zellzahl (4x10°, 2x10°, 1x10°, 5x10%, 2x10*
und 1x10* Zellen) pro Loch in 96-well Mikrotiterplatten mit rundem Boden (Nunc, Roskilde,
Denmark) ausplattiert, Dazu wurden die radioaktiv markierten Zielzellen (1x10* /Loch)
pipettiert. Die dadurch gebildeten Verhiltnisse von Effektor- und Zielzellen waren: 40:1,
20:1, 10:1, 5:1, 2:1 und 1:1. Die Mikrotiterplatten wurden kurz bei 600 Upm zentrifugiert
und bei 37°C, 5% CO, inkubiert, Nach 4 Stdn. (zur Untersuchung der NK-Aktivitit) oder
16 Stdn. (zum Test der LAK-Aktivitit) Lysezeit wurden die Mikrotiterplatten fiir 10 min bei
1200 Upm zentrifugiert, 100 ul Aliquots von den Uberstinden abgenommen und die darin
enthaltene Radioaktivitit ("Experimental Release": ExpR) in einem Mefgerat fiir gamma-
Strahlen (Kontron MR 480, Basel, Schweiz) gemessen. Zur Kontrolle wurden von den
Zielzellen die spontane *'Cr-Freisetzung (ohne Anwesenheit von Effektorzellen, als SR
bezeichnet) sowie die maximale *'Cr-Freisetzung (100%ige Abtotung der Zielzellen durch
Inkubation mit 1 N HCl: MaxR) bestimmt. Die Zytotoxizitit der Effektorzellen wurde
entweder als % spezifische Lyse von Zielzellen, berechnet nach der unten dargestellten

Formel, oder Lytische Einheiten (LU) angegeben:

ExpR - SR

%spezifische Lyse = - x 100
MaxR - SR

Wenn die Ergebnisse als LU présentiert werden, entspricht Eine Lytische Einheit (1 LU) die

Zahl der Effektorzellen, die eine 20%ige spezifische Lyse von 1x10° Zielzellen bewirkten.
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LU wurden aus verschiedenen Verhiltnissen von Effektor- und Zielzellen kalkuliert. 1.U/107

ergibt die lytischen Einheiten von 1x107 Effektorzellen.

2.12.3, Test der Kalzium-Abhiingigkeit der Zytotoxizitiit

Um festzustellen, ob die Zytotoxizitit der Zellen von der Anwesenheit von Kalzium
abhéngig war, wurden drei Testmedien: A) Vollmedium, B) Vollmedium + 10 mM EDTA
und C) Vollmedium + 10 mM EDTA + 15 mM CaCl, verwendet. EDTA kann mit den im
Vollmedium enthaltenen Kalzium-Tonen Komplexe bilden. Dadurch wurde Ca>* im Medium
B depletiert. Im Medium C wurde CaCl, im UberschuB 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,

Zytotoxizititstests wurden wie unter 2.12.2. beschrieben durchgefiihrt.

2.12.4, MTT-Test (kolorimetrischer Bioassay)

Da nur lebende Zellen fdhig sind, MTT umzusetzen (Bildung von blauen Formazan
Kristallen), wird MTT-Test héufig 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-Aktivititen in
Zelliiberstinden durchgefiihit. Die Zytokin-abhiéingigen wurden Zellinien in 96-well
Mikrotiterplatten mit den zu testenden Uberstinden sowie entsprechenden Zytokin-Standards
kultiviert. Fiir die Kontrolle wurden die Zellen mit Medium ohne Faktor inkubiert. Nachdem
die Zellen im Kontrollwell verstorben waren (ca. 2-4 Tage), wurde je 10 ul MTT-Losung
(2.8.1.6) pro Loch in die Platten pipettiert. Nach ca. 4 stiindiger Inkubation bei 37°C wurden
100 pl MTT-Abstoplosung (2.8.1.7) pro Loch gegeben. Die Platten wurden iiber Nacht bei
37°C stehen gelassen, um ein vollstindiges Lésen der gebildeten blauen Kristalle zu
erreichen. Es erfolgte eine photometrische Absorptionsmessung mit einem Microplate

Reader (MR 700 Dynatech) bei 570 nm.
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2.12.5. Enzymgebundener Immunoassay ( ELISA )

In dieser Arbeit wurde der ELISA hauptsichlich zur Untersuchung des Zytokin-Gehaltes in
Uberstinden angewendet. Zuerst wurden die Platten (Nunc Immunoplate I, Code Nr.439454)
mit entsprechendem anti-Zytokin "Fang-Antikorper" je 50 ul pro Loch (2,5 pg/ml)
beschichtet und dann iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit ELISA-
Waschenpuffer (2.8.2.3) wurde pro Loch 100 gl PBS + 0,5 % BSA zum Blockieren der
Plastikoberfliche zugegeben und die Platten fiir eine Stunde bei RT in einer feuchten
Kammer inkubiert. Es folgte zweimaliges Waschen und dann wurden die zu testenden
Uberstinden sowie Zytokin-Standard Losungen einpipettiert (50 ul/Loch). Die Platten wurden
in einer feuchten Kammer 2 h bei RT inkubiert, danach fiinfmal gewaschen. Als néchste
Schritt erfolgte eine Inkubation der Platten mit 1:100 verdiinntem biotinyliertem Antikdrper
gegen dasselbe Zytokin (50 ul/Loch) in einer feuchten Kammer bei RT fiir 1 Stunde. Danach
wurden die Platten sechsmal gewaschen, und mit 1:500 verdiinntem Avidin-POD-Konjugat
(50 ul/Loch) in einer feuchten Kammer bei RT fiir 30-45 min inkubiert. Am Ende wurde
wiederum sechsmal gewaschen, Danach wurde die DAB-H,0,-Losung (siche 2.8.2.2) je 50
pl pro Loch in die Platten gefiillt und die Platten anschlieBend bei RT im Dunkeln 10-20 min
stehen gelassen. Durch Zugabe von 100 pl IN HCl/Loch wurde die Farbreaktion

abgestoppt. Mit dem Microplate Reader wurden die Ergebnisse ausgewertet.

2.12.6. Soft-Agar Assay

30-60x10° frische Knochenmarkzellen aus C57BL/6 Mausen im Alter von 4 Wochen wurden
in 3 ml PBS suspendiert, dann sorgfiltig auf 5 ml Ficoll geschichtet und bei 2500 Upm
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 Mediﬁm auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. Je 0,1 ml zu testenden Uberstinden oder
CSE-haltige Lésungen wurde in 3,5 cm Gewebekulturschalen (35x10 w/Grid, Nunc, Inc.,
IL. Order No.:174926) gefiillt. Danach wurde die KM-Zellsuspension im Verhéltnis von 8:1
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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 Uberstinde oder CSF
Losungen mit den Zellen sowie dem Agar in der Kulturschale gleichmiBig zu verteilen. Die
Schalen wurden in feuchter Atmosphire bei 37°C, 5% CO, fiir 7 Tage inkubiert. Danach

wurden die auf dem Agar ansgewachsenen Kolonien unter dem Lichtmikroskop gezihlt.

Zur Bestimmung der Zelltypen in den Kolonien wurden die Scheiben von "Soft-Agar" im
PBS-MC Bad auf Objekitrager gebracht und danach luftgetrocknet. Anschliefend wurden die

Priparate nach Esterase-Doppelfarbung (2.11.3) angefarbt und mikroskopisch untersucht.

2.13. Nachweis der Zytokine

2.13.1. -1

Die zu testende Uberstande sowie Standard IL-1 (0,1-125 Einheiten/ml) wurden zunichst in
die Locher der 96-well Mikrotiterplatten (Falcon 3072) gefiillt. Die gewaschenen D10 Zellen
(2.9.1) wurden in IL-1-Testmedium (Iscove’s Medium -+ 1 mM Natrium Pyruvat + 1% 2-
ME/Hepes Stammldsung + 5 pg/ml Con A + 5% FKS) auf 2x10° Zellen/ml eingestellt, je
100 pl pro Loch in die Mikrotiterplatten pipettiert, dann bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Fiir
die Kontrolle wurden D10 Zellen mit IL-1-Testmedium allein inkubiert. Nach angemessener
Inkubationszeit wurde der MTT-Test durchgefiihrt (2.12.4) und das Wachstum der D10
Zellen bestimmt. Mit Hilfer der IL-1 Standardlésungen wurde eine Eichkurve erstellt, Die

IL-1 Aktivitit der Proben werden an der Eichkurven abgelesen.

2.13.2. -6

7TD1 Zellen (2.9.5) wurden in Vollmedium + 2% 2-ME/Hepes Stammiosung (somit die
Endkonzentration von 2-ME im Medium auf ca. 50 uM liegt) in die 96-well-Mikrotiterplatten
(2.5x10° Zellen pro Loch) pipettiert, die zuvor mit verdiinnten, zu testenden Uberstinden und

Standard IL-6 beschicht worden waren und bei 37°C, 5% CO, fiir 3-4 Tage inkubiert.
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Anschliefend wurde der MTT-Test durchgefithrt. Zum Aufstellen der Eichkurve wurde

Standard 1L-6 in den Testléchern schrittweise von 125 U/ml bis zu 0,5 U/ml verdiinnt.

2.13.3. IL-10
Der IL-10-Gehalt in den Zelliiberstdnden wurde mittels ELISA (2.12.5) nachgewiesen. Die
zwei dazu gebrauchten spezifischen anti Maus IL-10 Antikorper (gereinigt und biotinyliert,

siehe Seite 18) wurden in einer Verdiinnung von 1:500 verwendet.

2.13.4, M-CSF
Zum Bestimmen der M-CSF-Aktivitit in Zelliiberstinden wurde der Soft-Agar Assay (2.12.6)

und anschlieBend eine doppele Esterase-Farbung (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 {iberleben
und zu proliferieren (2.9.2). Um GM-CSF- oder IL-3-Aktivitit der Zelliberstinden zu
untersuchen, wurde spezifischer, monoklonaler anti-Maus IL-3 Antikérper (Seite 18) bei dem
Bioassay mit FDCP-1 Zellen verwendet, indem zwei Ansitze, mit und ohne anti-IL-3,
parallel getestet wurden. Bei der Untersuchung wurden FDCP-1 Zellen zunichst in
Volimedium (4x10° Zellen/ml) suspendiert und dann je 2x10* Zellen pro Loch in 96-well
Mikrotiterplatten, die seriell verdiinnten Standard GM-CSF (0,25-125 U/ml) oder IL-3
(0,01-10 U/ml) oder die zu testenden Uberstinde enthielten, ausgesit. Anschlieflich wurde
je 10 ul anti-IL-3 Antikérper in die entsprechenden Testlocher pipettiert. Die Ergebnisse des
Bioassays wurden ebenfall wie oben beschrieben mit dem MTT-Test ausgewertet. Die
Einheiten der GM-CSF- oder IL-3-Aktivitit wurden jeweils mit der Eichkurve von Standard

GM-CSF oder IL-3 berechnet.
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2,13.6, IFN-y
Mit zwei spezifischen anti-Maus IFN-y Antikdrper (gereinigt und biotinyliert, siche Seite 18)
wurde ein ELISA (2.12.5) zum Nachweis des Gamma-IFNs in Zelliiberstiinden durchgefiihrt.

Die Antikdrper waren 1:500 verdiinnt.

2.13.7. TNF-«

Die TNF-Aktivitit in Zelliiberstinden wurde mittels 1.929-Zellen bestimmt. In Gegenwart
von Actinomycin D sind 1L929-Zellen sehr sensitiv fiir TNF-vermittelte Zytotoxizitit und
lassen sich innerhalb von 24 h lysieren [Ruff & Gifford 1980]. Zum Test wurden 1.929-
Zellen (1.5x10" Zellen pro Loch) in Vollmedium in die 96-well Mikrotiterplatten ausgesit
und tiber Nacht bei 37°C inkubiert, so daB sich ein geschlossener Zellrasen bildete. Auf
diesen Zellen wurden serielle Verdiinnungen (1:2, 1:4, 1:8 etc.) der zu testenden
Zelliiberstinde sowie des Standard TNFs (0,10-200 U/ml) hergestellt. Je 100 ul 1:500 im
PRMI 1640 verdiinnte Actinomycin D Losung (2.8.1.2) wurde zugefiigt. Nach ca. 20 h
Inkubation bei 37°C, 5% CO,, wurden aus jedem Loch 100 ul Medium entnommen und 10
p#1 MTT Losung hinzupipettiert, um den Abt6tungsgrad der 1.929 Zellen zu bestimmen. Da
Actinomycin-behandelte Zellen MTT langsamer umsetzen als normale Zellen, wurde die
Inkubationszeit von ca. 4 h auf 6 h verldngert. Die Ergebnisse wurden ausgewertet wie bei
dem MTT-Test (2.12.4) beschrieben. Um den TNF-Typ (TNF-e oder TNF-) zu bestimmen,
wurde spezifischer anti-TNF-o Antikorper (siehe Seite 19) in einer Verdiinnung von 1:100

dem Test zugefiigt.

2.14. Nachweis der mRNA von speziellen Proteinen

2.14.1. Northern-Blot

2.14.1.1 Markierung einer cDNA Probe mit [**P]

Zur Markierung wurde der "Megaprime"-Kit der Firma Amersham verwendet. Die

Markierung wurde nach der "Random Prime" Methode [Feinberg & Vogelstein 1983]
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folgenderweise durchgefiihrt: 20 ng doppelstrangige ¢cDNA wurde mit 5 ! Primerlsung
(Nonadesoxynukleotide in wiBriger Losung) versetzt und der Ansatz wurde mit H,O bidest.
auf 50 pl aufgefiillt. Die DNA wurde 5 min bei 95 °C denaturiert und zur Primeranlagerung
auf RT abgekiihlt. Die Markierung erfolgte nach Zugabe von 10 ul 5x Markierungspuffer
(dATP, dGTP, dTTP in Tris/HCL pH 7.8), 34 ul H,0, 5 pul [o-PP]-dCTP
(spez. Aktivitit:3000Ci/mM) und 2 pl Klenow-Enzym (1 Unit/ul) fiir 30 min bei 37°C.
AnschlieBend wurde die DNA durch Ethanolfillung von den freien Nukleotiden abgetrennt
und in TE Puffer (2.8.3.9) aufgenommen. Es wurde eine spezifische Aktivitit von > 10

cpm/pg DNA erreicht.

2.14.1.2. RNA Priiparation

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 pl Losung
D (2.8.3.8) versetzt, so daB die Zellen sofort lysiert wurden [Chomczynski & Sacchi 1987].
Das Zellysat wurde in ein 2 ml Eppendorffhiitchen tiberfiihrt und 90 pl 2 M NaAc (pH 4,0),
900 ul Phenol (vorher mit Wasser gesiittigt), und 180 ul Chloroform/Isoamylatkohol (49: 1)
wurden hinzugegeben (nach Zugabe jeder einzelnen Komponente wurde vorsichtig gemischt).
Die Suspension wurde anschliefend 10 Sekunden kréftig auf dem Vortex geschiittelt. Nach
15 min Abkithlen auf Eis wurde die Probe 20 Minuten bei 10000xg in einer
Eppendorffzentrifuge bei 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befand sich die RNA
in der wisserigen Phase, DNA und Protein dagegen in der Interphase und der Phenolphase.
Die wisserige Phase wurde in ein neues 2 ml Eppendorffhiitchen transferiert, mit 900 pl
Tsopropanol gemischt und dann mindestens 1 Stunde bei -20°C stehen gelassen, um die RNA
zu prizipitieren, die schlieBlich durch Zentrifugation (10 min bei 10000xg) gewonnen
werden konnte.. Die RNA wurde in 75 %igem vorgekiihltem Ethanol resuspendiert und 5 min
bei 10000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer gebogenen Pasteurpipette sorgféltig

abgenommen und der Niederschiag wurde 10-15 min bei RT luftgetrocknet, bis keine Spuren
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von Ethanol mehr sichtbar waren. Die RNA wurde in 50 pl 0,5% SDS aufgenommen und
15 min auf 65°C erhitzt, um sie zu l6sen. Um die Nukleinsduersgehilte der Proben zu
bestimmen, wurde die Extinktion der Proben bei 260 nm gemessen. Die RNA-Losung wurde

entweder direkt im Northern-Blot analysiert oder bei -70°C aufbewahrt.

2.14.1.3. RNA-Trennung und Blot

Je 10 ul RNA-Losung (ca. 20ug RNA) wurde mit 8 ul DMSO-Mix (2.8.3.4) und 1,2 pl
Glyoxal (20% in H,0 pH ca.6) gemischt und 30 min bei 50°C inkubiert. Die Proben wurden
schnell auf 4°C abgekiihlt, mit 4 ul 5x RNA-Probenpuffer (2.8.3.7) gemischt, auf ein Gel
(1% Agarose in 10 mM NaPQ, pH 7) aufgetragen und bei 70 V in demselben Puffer
aufgetrennt. Das Gel wurde dann mit 1 gg/ml Ethidiumbromid in 10 mM NaPQ, 10 min
angefidrbt, um die RNA sichtbar zu machen. Am Ende wurde einen Northern-Blot nach
Standard Technik [Maniatis et al. 1982] gemacht, nimlich: 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 {iber Nacht, wobei 2 x SSC als ransferierender Puffer benutzt wurde.

saugfdhiges
N-nylcnmembran /////Gewebe

o Blotingpapier (Schleicher &
\ 77" _ ~“schuell, Ref-No. 126,994)

O o e s S
iﬁﬂﬂﬁmmnmmﬁmﬂﬁﬁmmﬂnﬂl—""Gei;l‘k
. Puffer

Chromatographiepapier
(Whatman, Cat.No. 3030917)

Abb. Geridt fiir einen Northern~-Blot
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2.14.1.4. Hybridisierung und Nachweis der RNA

Die Nylonmembran wurde zur Fixierung der RNA fiir 30-60 min bei 80°C gebacken.
Anschliefend wurde die Membran in 2xSSC angefeuchtet und mit denaturierter Lachs-
Sperma DNA (100 pg/ml in Hybridisierungspuffer) 1-3 Stunden bei 42°C prihybridisiert.
Die durch Erhitzen und Abkihlen denaturierte radioaktiv markierte cDNA wurde in den
Prihybridisierungsansatz gegeben und mit der RNA fiir 12-15 h bei 65°C hybridisiert.
Danach wurde die Membran in SSC/SDS nach folgendem 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 Verstirkerfolien fiir 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 c¢cDNA wurde wiederum die "Random Prime" DNA-
Markierungsmethode angewendet. Die Reagenzien wurden von Boehringer Mannheim
erworben. Zunichst wurden ca. 30 ng DNA, die vorher gereinigt und linearisiert worden
war, in einem Eppendorffgefa mit bidest. Wasser auf 15 pl aufgefiillt, dann durch Erhitzen
fir 10-15 min im kochenden Wasserbad und darauf folgendes schnelles Abkiihlen auf
Eis/NaCl denaturiert. Es folgte die Zugabe von 2 ul Hexanucleotid-Gemisch, 2 ul dNTP-
Markierungsgemisch (dATP, dCTP, dGTP je 1 mM und dTTP 0,65 mM sowie DIG-dUTP
0,35 mM), und anschliefend 1 ul Klenow Enzym (2 Einheiten/pl). Die Mischung wurde
kurz zentrifugiert und fiir 20 h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 2 pl 0,2 M
EDTA—Lésung.(pH 8,0) zugegeben, um die Synthese abzustoppen. Die Losung wurde mit
2,5 ul 4 M LiCl und 75 g1 vorgekiihltem ( -20°C ) absolutem Ethanol gemischt und 1 Stunde

bei -70°C oder liber Nacht bei -20°C stehen gelassen, um DNA zu prizipitieren. Es folgte
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eine 10 min Zentrifugation bei 12000xg. Der Niederschlag wurde einmal mit 50 ul kaltem
Ethanol (70%) gewaschen, im Vakuum getrocknet und schlieflich in 50 ul TE-Puffer gelést.
Die Menge DIG-markierter DNA wurde in verschiedenen Verdiinnungen (10x, 100x, 1000x,
2000x, 4000x, 8000x, 16000x und 32000x) im Vergleich zu Standard DIG-DNA im Dot-Blot
bestimmt.
Hexanucleotid-Gemisch:  Tris-HCI 0,5M

MgCl, 0,1 M

Dithioerythritol 1 mM

BSA 2 mg/ml

Hexanukleotide 62,5 A,g U/ml

pH 7,2 20°C)

2.14.2.2. Zellfixierung und Permeabilisierung

Die eingefrorenen Zytopréparate wurden sofort fiir 10-15 min in 100% Isopropanol fixiert.
Die fixierte Priparate wurden bei Raumtemperatur zunichst einmal fiir 15 min mit PBS +
0.02% Triton X-100 (DEPC behandelt) und dann zweimal fiir 10 min mit 2xSSC (DEPC

behandelt) gespiilt.

2.14.2.3. Hybridisierung

Die Zytopriparate wurden bei RT mit 25-35 pl Hybridisierungspuffer (2.8.3.6) pro Priparat
fir eine Stunde prahybridisiert. Es folgte eine 16-20-stindige Hybridisierung bei 37°C mit
der zuvor bei 100°C fiir 10 min denaturierten und dann schnell abgekiihlten DIG-markierten
¢DNA Sonde (5 ng/Priparat). Am Ende der Hybridisierung wurden die Préparate
folgendermaBien gewaschen: zuerst fiir 5 min in PBS + 0,02% Triton X-100 bei RT, dann
10 min in 2 x SSC bei RT, anschliefend zwei mal fiir 10 min in 1 x SSC + 0,01% SDS bei
50°C, schlieflich fiir 10 min in 0,5 x SSC + 0,01% SDS bei RT.
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2.14.2.4, ITmmunologischer Nachweis mit anti-DIG Antikorper

Gleich nach dem Waschen wurden die Zytopriparate zunidchst mit der Blocking-Losung
(0,2% BSA + 0,3% Triton X-100 in TBS, pH 7,6) 30 min bei RT und anschliefend mit
anti-DIG Antikérper (1:1000 verdiinnt in Blocking-Ldsung) eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Préparate 15 Min in TBS + 0,1% Triton X-100 und danach
15 Min in TBS allein gewaschen, dann in TMS (pH 9,5, siche 2.8.2.6) fiir 5 Min
#quilibriert. AnschlieBend wurden sie mit NTB+X-Phosphat Losung (4,5 pl Nitroblau-
Tetrazolium Salz, 75 mg/ml in 70% DMF + 3,5 ul 5-Brom-4-chlor-3-indolyphosphat,
Toluidin-Salz, 50 mg/ml in 100% DMF + 1 ml TMS-Puffer) bedeckt. Die Farbreaktion
verlief fiir 4-20 h bei 37°C im Dunkeln. AnschlieBend wurden die Préparate mit TE Puffer
(2.8.3.9) gespiilt, um die Reaktion abzustoppen, in Isopropanol dehydriert, und 40 Sek. mit
Xylol gereinigt. Die Priparate konnten fiir die mikroskopische Untersuchung mit Glyzerin-

Gelatin-Losung eingedeckt werden.

Prinzip der Detektion mit einer DIG-Sonde

NBT/X-Phosphat Blauer Niederschlag

Alkalische Phosphatase
Antl-DIG-AK

Digoxigenin
cDNA-Sonde

AN EREEERERNEREN NN

Zu untersuchende mRNA
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2.15, Statistische Analyse
Alle Experimente wurde in Triplikaten gemacht und mindestens dreimal wiederholt. Die
nachgewiesene Unterschiede zwischen den Proben wurden mittels "Student’s i-test”

analysiert. P < 0,05 galt als signifikant.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Anreicherung und Kultur fiir NK-aktive Zellen aus Knochenmark
3.1.1. Anreicherung der NK-Vorliufer aus den gesamten Knochenmarkzellen

Wie schon in der Einleitung 1.1 erwihnt, befinden sich die Vorlaufer der NK-Zellen im
Knochenmark. In vitro Stimulation der frisch isolierten Knochenmarkzellen mit IL-2 fithrt
zu einer Entwicklung von NK-inaktiven Vorldufern zu aktiven NK-Zellen. Um die NK-
Aktivitit in der Maus nachzuweisen, wird die Zytotoxizitit gegen NK-empfindliche Yac-1
Tumorzellen (siehe 2.9.6) in einem 4-stiindigen Test gemessen [Koo et al., 1986; Pollack &
Rosse, 1987]. In der vorliegenden Arbeit wurden die NK-Vorldufer, deren Zelldichte relativ
niedrig ist [Silvennoinen et al., 1986), durch Zentrifugation im Dichtegradienten
angereichert. Die frisch isolierten gesamten Knochenmarkzellen wurden iiber 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-stiindiger Inkubation wurde die
Zytotoxizitit der Zellen gegen Yac-1 getestet. Bisher wurde die hochste anti-Yac-1 Aktivitét
bei den Zellen in der leichten Perkoll-Fraktion (Fr.32%/52%) nachgewiesen (Tab.1). Die
zytotoxische Aktivitit 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-
priparat zeigt eine heterogene
Population, die aus verschiedenen
Zelltypen (myeloischen Monoblasten
und  polymorphkernigen  Zellen,
Erythrozyten, kleinen Lymphozyten,

E ] und noch unidentifizierbaren

Vorlduferzellen) besteht.
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Tab.1. Zytotoxizitit verschiedener Perkoll-Fraktionen aus murinem Knochenmark

gegen Yac-1 Tumorzellen nach IL-2 Stimulation

in Vollmedium in 100 U/mi IL-2
Zellen 48 h 72 h 48 h 72 h
gesamte KM Zellen 0% 0% 242% 15+3%
Fr.l 32%/52% 0% 0% 1542% 3545%°
Fr.2 52%/55% 0% 0% 2,5+2% 5+3%
Fr.3 55%/60,6% 0% 0% 0% 0%
Fr.4 60,6%/Boden 0% 0% 0% 0%

Die Zellen wurden in 96-well Mikrotitierplatten (2,5x10° Zellen/Loch) ausgesit 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 *'Cr- markierten Yac-1
(5x10? Zellen/Loch) 4 Stunden inkubiert. Die Ergebnisse werden als % spezifische Lyse von
Yac-1 Zielzellen (siehe 2,12.2) angegeben.

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

b p<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 iiber einen Perkoll-Gradienten in vier Fraktionen,

die jeweils Zellen dhnlicher Dichte enthielten, aufgetrennt. Es wurden Zytopréparate (2.11.1)
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aller Perkoll-Fraktionen gemacht, nach Pappenheim (2.11.6) gefarbt und schlieBlich die
Zellzusammensetzung von jeder Fraktion mikroskopisch untersucht. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 2 dargestellt. Ein groBer Teil der Zellen in der leichten Fraktion (32%/52%) liefen
sich wegen ihrer unreifen Morphologie nicht identifizieren, Solche unidentifizierbaren
Vorléufer 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 I

Perkoll Fr. | Unidentifi- | Monoblast- | Polymorph- | Kleine Erythro-
zierbare dhnliche kernige Lympho- zyten
Vorliufer Zellen Zellen zyten

32%/52% 60+10%* 1545% 10+5% 5+3% 2+1%

52%/55% 10+5% 9+5% 39+12% 25110% 8+5%

55%/60,6% - 1+1% 60+10% 10+5% 30+10%

60,6%/Bod. - - - 154-3% 85+5%

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

3.1.3. Proliferation der NK-Vorliufer haltigen Zellpopulation

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

Eine Kultivierung der Knochenmarkzellen von der leichten Petkoll-Fraktion (32 %/52%), die
die meisten NK-Vorliufer enthielt, mit lymphoidem Wachstumsfaktor IL-2 fiihrte zu keiner

signifikanten Proliferation. Im Gegensatz dazu resultierte die Kultivierung dieser Fraktion mit
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CSF-haltigem Medium (L-Zell "konditioniertes” Medium) in einer starken
Proliferationsantwort (Abb.2). Da das L-Zell "konditionierte Medium" auBer CSF (CSF-1
und GM-CSF) auch andere Faktoren enthalten konnte, wurden die rekombinanten
Koloniestimulierenden Faktoren, ndmlich hrCSF-1 und mrGM-CSF, fiir den weiteren
Proliferationstest eingesetzt. In Abbildung 3 ist zu sehen, daf sowohl hrCSF-1 als auch
mrGM-CSF eine starke Zellproliferation anregten. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dab
die Zellen in der leichten Perkoll-Fraktion von myeloidem Wachstumsfaktor abhéngig

wachsen,

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

8H-Thymidin-Einbau (cpm x 1000)

72h

Dauer der Kultur
B volimedium Z1t-2 100 U/m! B8 CSF (10% L-cond.M.)

Abb.2. Die Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten auf 5x10° Zellen/Loch ausplattiert
und inkubiert mit 1) Vollmedium allein; 2) IL-2; oder 3) CSF-haltigem L-Zell
“konditionierten" Medium. Der [*H}-Thymidin-Einbausassay (2.12.1) wurde nach den

angegebenen Inkubationszeiten durchgefiihrt.
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Zellproliferation in Gegenwart von rekombinanten CSFs

3H-Thymidin-Einbau (cpm x 1000)

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

Abb.3. Die Zellen von Fr.32%/52% wurden in 96-well Mikrotiterplatten (5x10°
Zellen/Loch) mit Reihenfolge wie in der Abbildung beschrieben 1) Volimedium, 2) 10% L-
Zell "konditioniertes” Medium, 3) 1000 U/ml hrCSF-1, und 4) 1000 U/m! mrGM-CSF
inkubiert. Vollmedium und L-Zell "konditioniertes" Medium dienten als Kontrolle. Nach
2 Tagen wurde [*H]-Thymidin in die Kultur gegeben und 20 h spiter die Einbausrate

gemessen.

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

Unter der Kulturbedigung nur mit CSF wurde keine zytotoxische Aktivitit der Zellen
(Fr.32%/52 %) beobachtet. Nach einer 3-tigigen Kultur wurden die Zellen durch den Perkoll-
Gradienten II (2.10.2) in funf Fraktionen getrennt und die lytische Aktivitit jeder Fraktion

getestet. Es konnte keine Yac-1 Lyse nachgewiesen wurde. Da die Zellen nach Kultur in
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Gegenwart von IL-2 gute NK Aktivitit zeigten wie unter 3.1.1. beschrieben, wurde versucht,
eine Kombination von CSF (als Zellwachtumsfakior) mit IL-2 (als NK Aktivitit
stimulierender Faktor) in die Kultur einzusetzen, Diese Kulturbedingung mit beiden Faktoren
filhrte sowohl zu einer aktiven Zellproliferation als auch zu NK-Aktivitit. In Abbildung 4
wird demonstriert, dal die Wirksamkeit von IL-2 stark von der Zugabezeit beeinflufit
wurde. Je frither IL-2 zur Kultur hinzugefiigt wurde, desto effektivere Induktion von NK-
Aktivitit wurde beobachtet. Wenn IL-2 erst zwei Tage nach dem Beginn der Kultur

eingesetzt wurde, konnte keine NK-Aktivitéit mehr in den Zellen induziert werden.

Einflup des Zeitpunktes der Zugabe von IL-2 auf die Induktion der NK-Aktivitiit

Spezifische Lyse von Yac-1 (%)

40
Einsatz von IL-2
~~am Anfang der Kultur 1 nach 24 h ¥ nach 48 h
30
20
10
o 7 * K
10:1 256:1 50:1 0

Effektor : Targets

Abb.4. Die Zellen von Fr.32%/52% wurden in drei separaten Kulturen mit CSF (10% L-
Zell kond. Medium) kultiviert. IL-2 (100 U/ml) wurde jeweils bei drei verschiedenen
Zeitpunkten in die entsprechenden Kulturen gegeben: 1) gleich am Anfang der Kultur; 2)
24 Stunden spéter; und 3) 48 Stunden spiter, Jede Kultur wurde fiir 72 Stunden mit IL-2

inkubiert. Danach wurde ein 4-stiindiger Zytotoxizititstest (siehe 2.12.2) durchgefiihrt.
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3.1.5. Reinigung der NK-aktiven Zellen nach Kultur in CSF +IL-2

Nach einer 3-tagigen KM-Vorkultur in dem “cocktail" von CSF mit IL-2 (siehe 2.10.3)
wurden die Zellen aus der Kultur geerntet und iiber einen 6-stufigen Perkoll-Gradienten II
(2.10.2) fraktioniert. Die dadurch entstandenen fiinf Zellfraktionen wurden fiir die
morphologische Identifizierung und den Zytotoxizitiitstest eingesetzt. Es wurde nachgewiesen,
daB die NK-aktiven Zellen wiederum in den leichten Fraktionen (Fr1-3) angereichert wurden
(Tab.4). Dabei wies die Fraktion 2 (40,8/45,3%), die eindeutig den hdchsten Prozentsatz an
Makrophagen Vorldufern enthielt (Tab.3), die beste NK-Aktivitat auf (Tab.4). In dieser
Fraktion wurden ca. 60% der aus der CSF+IL-2 Vorkultur geernteten Zellen

wiedergewonnen (Tab.4).

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

Perkoll-Fr. Makrophagen- leicht ad- PMN Lymphozyten +
Vorliufer * birente M® andere

1. 32/40,8% 20£7% 67+9% 54+2% 3+3%

2. 40,8/45,3% 8045%"® 8+4% 7+3% 5+3%

3. 45,3/50,5% 4245% 3+1% 40+6% 104+2%

4. 50,5/55,0% 80+4% 201+8%

5. 55,0/60,6% 48+7% 444+11%

* Die morphologischen Charakteristika von Makrophagen-Vorliufern wurde in fritherer
Arbeit besch.rieben [Lohmann-Matthes 1979, Baccarini et al. 1985].

*p< 0,001 Fr.2 vs. Fr.l

® p< 0,01 Fr2 vs. Fr.3
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Tab.4.  NK-Aktivitit und Zellzahl in jeder Fraktion von Perkoll-Gradient IT

Frl. Fr.2 Fr.3 Fr.4 + Fr.5
NK-Aktivitat (LU /107)* 1544 33442° 2043 0
Zellzahl/gesamte 3+1% 60+7% 27+2% T+3%

* Die lytischen Einheiten in den Zellpopulationen (LU/107) wurden wie unter 2.12.2.
beschrieben berechnet.

*p< 0,05 Fr.2 vs. Fr.1

*p< 0,05 Fr.2 vs. Fr.3

Da die Fraktion 2 sowohl die beste NK-Aktivitit als auch den hochsten Reinheitsgrad (Tab.3)
hatte, wurde sie zu weiteren Untersuchungen eingesetzt. Zum Erhohen des Reiheitsgrads
dieser Fraktion, namlich zum Entfernen der PMN, leicht adhirenten 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 adhérenten 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 fiir 45 min auf Eis inkubiert, Nach der Inkubation wurden die Zellen, die
B220 oder CD3 Antikorper gebunden hatten (typische B- und T-Lymphozyten), mit Dynal
Beads, gekoppelt mit Schaf anti-Ratte IgG, von der Population beseitigt. Die so behandelten
Zellen lieBen sich bei mikroskopischer Untersuchung als homogene Makrophagen Vorldufer
erkennen (Abb.5). Es wurde nach der Reinigung kein Verlust an NK-Aktivitit beobachtet.
Die gereinigten MV-Zellen differenzierten nach einer 24-stiindigen Inkubation bei 37°C mit
0,2 ug/ml PMA, welches schnell eine Enddifferenzierung von Makrophagenlinien bewirken
kann [Nguyen et al. 1993], zu reifen Makrophagen aus (Abb.6)
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Abb.5. Morphologie der gereinigten Makrophagen-Vorldufer (MV-Zellen). Die Zellen
wurden aus einer 3-tigigen KM-Vorkultur mit CSF+IL-2 isoliert und gereinigt wie unter

2.10.4-6 beschrieben.

Abb.6. Die aus den gereinigten MV-Zellen ausgereiften Makrophagen. Die MV-Zellen,
isoliert und gereinigt aus der 3-tigigen KM-Vorkultur mit CSF+IL-2, wurden in einer 8-well

Chamberslide (siehe 2.11.2) mit PMA (0,2 pg/ml) fiir 24 h bei 37°C, 5% CO, inkubiert,
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3.2. Eigenschaften der durch IL-2 induzierten, NK-aktiven Makrophagen-

Vorliduferzellen

NK-aktive MV-Zellen, isoliert aus 3-tigiger KM-Vorkultur mit CSF+IL-2, wurden weiter
charakterisiert. In folgenden werden die Kulturen, die mit den aus 3-tagiger KM-Vorkultur

isolierten MV-Zellen als Ausgangspopulation begannen, "Hauptkultur" genannt.

3.2.1. Morphologie und Phiinotyp der NK-aktiven Makrophagen-Vorliuferzellen

Beim Betrachten der Zellen im Lichtmikroskop mit hoher Vergroferung (> 600x) stellte sich
heraus, daB NK-aktive MV-Zellen zytoplasmatische Granula enthalten (Abb,7), die nicht bei
NK-inaktiven Makrophagen Vorldufern, isoliert aus KM-Vorkultur nur mit CSF, zu finden
sind (Abb. 8).

Abb.7. Die aus der KM-
Vorkultur mit CSF  +[L-2
gewonnene,  zyto-plasmatische

Granula-haltige, NK-aktive MV-

Zelle.

Abb.8. Die aus der KM-
Vorkultur allein mit CSF
gewonnene, agranulire, NK-

inaktive MV-Zelle.
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Um den Phinotyp (Oberflichenantigen-Profile) der gereinigten NK-aktiven MV-
Zellpopulation zu untersuchen und gleichzeitig ihren Reinheitsgrad zu iiberpriifen, wurden
die Zellen in direktem oder indirektem Fluoreszenzfirbungsverfahren (2.11.4) mit
verschiedenen spezifischen monoklonalen Antikérpern gefirbt. Die ausgewihlten Antikdrper
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 Fluoreszenzfarbung wurden mit Hilfe des
FACSs analysiert und ausgewertet. In Abbildung 9 ist dargestellt, daB die gereinigte NK-
aktive MV-Zellpupolation vollig negativ fiir Lyt.1, Lyt.2, L3T4, und B220 war. Die Zellen
hatten NK-1.1 und Mac-1 Marker an der Oberfliche, zeigten aber nur eine schwache
Exprimierung von F4/80. F4/80 ist ein Makrophagedifferenzierungsmarker und nur auf reifen

Makrophagen eindeutig zu finden [Crocker & Gordon 1985; Hoefsmit et al., 1986].

| i 1) NK-1.1 2 2) F4/80

Abb.9. Oberflichenantigen-Profile der NK-aktiven MV-Zellpopulation. Die gereinigten NK-
aktiven MV-Zellen aus KM-Vorkultur mit CSF+IL-2 wurden mittels der
Immunofluoreszenzfirbung untersucht. Ein Maus IgG2b diente als Isotyp Kontrolle, Alle

Zellen in der Population wurden analysiert,
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3.2.2. Faktor-Abhiingigkeit der Zellproliferation

Da die NK-aktiven MV-Zellen Ahnlichkeiten (LGL Morphologie und NK-1.1*) mit den NK-
Zellen aufwiesen, wurde ein Proliferationstest durchgefiihrt, um zu bestimmen, welcher
Zellstamm-spezifische Wachstumsfaktor (CSF-1 oder IL-2) fiir die weitere Proliferation der
Zellen gebraucht wird. In diesem Test wurden MV-Zellen aus 3-tigiger KM-Vorkultur (mit
CSF+IL-2) in 96-well Mikrotiterplatten ausgesét, 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, daB NK-Zellen
zur Proliferation hohe Konzentrationen von IL-2 bendtigen [Talmadge et al. 1986]. Am Tag
1, 2, 3, 4 der Kultur wurde der PH]-Thymidin-Einbausassay durchgefiihrt. Abbildung 10
zeigt, daB die NK-aktiven MV-Zellen fiir ihre Proliferation immer noch auf CSF-1
angewiesen sind. IL-2 hatte im getesteten Zeitraum (von Tagl bis 4) weder stimulierende

noch hemmende Wirkung auf die Zellproliferation.

Faktor-Abhiingigkeit der Proliferation von NK-idhnlichen MV-Zellen

3H-Thymidin-Einbau (cpm x 1000) Abb.10. 5x10° Zellen in 200pl
100

CSF-1+Il-2 osit Vollmedium pro Loch wurde in 96-

sor well Mikrotiterplatten eingesdt und

601 inkubiert mit: 1) TL-2 (1000 U/ml);

ol 2) CSF-1 (1000 U/ml); und 3) IL-

2+CSF-1 (je 1000 U/ml). Der
201
[’H]-Thymidin-Einbau wurde an

1 2 3 4 0 verschiedenen Tagen getestet.



3. Ergebnisse -62 -

3.2.3. Faktor-Abhingigkeit der Zytotoxizitit

Um zu studieren, unter welcher Kulturbedingung die NK-aktiven MV-Zellen ihre
Zytotoxizitit beibehalten und wie sie sich moglicherweise verindem, wurden folgende

Untersuchungen durchgefiihrt.

In der ersten Untersuchung wurden die NK-aktiven MV-Zellen in Mikrotiterplatten (1x10°
Zellen/Loch) eingesét und in Gegenwart von entweder 100 U/ml IL-2 oder 100 U/ml CSF-1,
oder IL-2+CSF-1 (je 100 U/ml) kultiviert. Diese Mikrokulturen wurden alle zwei Tage mit
frischem Vollmedium und den entsprechenden Faktoren gefiittert. Die Zytotoxizitit der
Zellen gegen Yac-1 wurde am Tag 2, 4, und 6 der Kultur getestet. Abbildung 11
demonstriert, dal die NK-aktiven MV-Zellen in der Kultur mit CSF-1 allein ihre
Zytotoxizitdt schnell verloren. In der Kultur mit IL-2 allein ist NK-Aktivitit gut geblieben.
Die Kombination von CSF-1-+IL-2 rief eine erhdhte Zytotoxizitit hervor. Da CSF-1 keine
stimulierende Wirkung auf die NK-Aktivitit hatte, ist die Steigerung der Zytotoxizitit in der

Kultur mit CSF-1+IL-2 vermutlich durch die Zunahme der Effektorzellzahl verursacht.

Kinetik der NK-Aktivitiit in Gegenwart von CSF-1+1L-2

go _Pelische Lyse von Yac-1 (%) Abb.11. In 96-well Mikrotiterplatten

wurden NK-aktive MV-Zellen
sor -2+ CSF-t jeweils mit 100 U/ml IL-2, 100
U/ml CSF-1, und IL-2+CSF-1 (e
100 U/ml) kultiviert. Die NK-

20 *—”—*\%M Aktivitdt gegen Yac-1 wurde an

CSF-1 verschiedenen Tagen untersucht.
1

Tage in Mikrokultur
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Eine hohe NK-Aktivitit konnte nach 5-tigiger Hauptkultur mit CSF-1+IL-2 (je 100 U/ml)
erreicht werden. Zu dieser Zeit sind die lytische Einheiten in der Zellpopulation mehrfach
erhoht im Vergleich zu der NK-aktiven MV-Ausgangspopulation, die frisch aus der KM-
Vorkultur isoliert wurde. Fiir die zweite Untersuchung auf die Faktor-Abhéngigkeit der
Zytotoxizitit wurden diese stark lytischen Effektorzellen in Mikrokulturen {iberfiihrt und mit
oder ohne IL-2 in CSF-1 oder Vollmedium iiber Nacht inkubiert. Danach wurde die
Zytotoxizitit gegen Yac-1 getestet. Wie in Abbildung 12 gezeigt, wurde die Zytotoxizitit nur
in den Kulturen, zu denen IL-2 gegeben worden war, wiedergefunden. Die hoch NK-aktiven
Zellen verlieren bei einer Inkubation iiber Nacht ohne IL-2 ihre Zytotoxizitit. Es ist
ausgeschlossen, dafl die Effektorzellen bei dem Entzug von IL-2 abgestorben waren, denn
bei lichtmikroskopischer Untersuchung wurde kein Zelltot beobachtet. Diese Ergebnisse
deuten daraufhin, daB die Zellen nur in Gegenwart von IL-2 ihre NK-Aktivitit

aufrechterhalten konnen.

Verlust der Zytotoxizitit nach Entzug von IL-2

Sporiische Lyse von Yac-1 (%) Abb.12, Hoch NK-aktive Zellen aus
70

L2 5-tagiger Hauptkultur mit CSF-1+1L-

-2+ CSF-1

6 b
° 2 wurden in 96-well Mikro-
50

titerplatten {iberfiihrt und iiber Nacht
40
wol inkubiert mit: 1) CSF-1 (100 U/ml);
2ok 2) Vollmedium; 3) IL-2 (100 U/ml);

::‘_'1 2(;:

Vollmsdium
; und 4) IL-24+CSF-1 (je 100 U/ml).

CSF-1

Der Zytotoxizititstest gegen Yac-1

5 10:1 1 0
Effektor : Targets wurde am néchsten Tag durchgefiihrt.
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3.2.4. Zielzell-Selektivitiit der Effektorzellen

Um zu untersuchen, ob die NK-dhnlichen MV-Zellen nur selektiv auf NK-empfindlichen
Zielzellen (vertreten von Yac-1) ihre lytische Aktivitit ausiiben, wurden sie als Effektoren
in einem Zytotoxizitatstest gegen P815 Mastocytoma (NK-tesistente Tumorlinie) eingesetzt,
Die Inkubationszeit der Effektorzellen mit den Tumorzellen wurde von 4 Stdn. auf 16 Stdn.
verldngert, da dies die optimale Lysezeit fiir P§15 Zellen ist. Yac-1 Zellen dienten dabei als
positive Kontrolle, Wie in der Abbildung 13 gezeigt, waren die Effektorzellen, zwar hoch

Iytisch gegen Yac-1 Zielzellen, aber nicht in der Lage, P815 Tumorzellen abzutéten.

Target-Selektivitiit von NK-aktiven MV-Zellen

Spezifische Lyse von Targets (%)

60
soff -
af -

sof -

20p -

w0l

101 2041 50:1
Effektor : Targets
Birs15 A Yac1

Abb.13. Die Effektorzellen wurden fiir den Test in 96-well Mikrotiterplatten jeweils mit
SICr-markierten P815 und Yac-1 Tumorzellen bei 37°C, 5% CO, fiir 16 h inkubiert.
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3.2.5. Morphologische Entwicklung der Zellen beim Entzug von IL-2

In dem Kapitel liber die Faktor-Abhéngigkeit der Zytotoxizitit (3.2.3) wurde gezeigt, daB
in den Kulturen mit verschiedenen Lymphokinzusitzen aus derselben MV-Ausgangspopu-
lation funktionell sich unterschiedlich verhaltende Zellen entwickelten (sieche Abb. 11 und
12). Um zu sehen, ob sich die Zellen aus Kulturen mit CSF-1 allein oder mit CSF-1+1L-2
morphologisch unterscheiden, wurden die MV-Zellen aus 3-tigiger CSF+1L-2 KM-Vorkultur
in "Chamberslides" (siche 2.11.2) eingesét und entweder mit CSF-1-+IL-2 oder mit CSE-1
allein weiter kultiviert. Die Kulturen wurden zwei Tage spiter gefiittert und am Tag 4
beendet. Nach einer kurzen Zentrifugation bei 1000 upm, wurde der Uberstand im
"Chamber" sorgfiltig entfernt und die Slides an der Luft getrocknet, SchlieBlich wurden sie
nach Pappenheim (2.11.6) gefdrbt und lichtmikroskopisch untersucht. Abbildungen 14 und
16 zeigen, daB die Zellen aus beiden Kulturen ganz unterschiedlich aussahen. In der Kultur
nur mit CSF-1, differenzierten sich die NK-hnlichen MV-Zellen zu Zellen aus, welche
typische Morphologie (Abb.14) und Phinotyp (Abb.15) von Makrophagen aufwiesen.
Dagegen haben sich die gleiche Vorlduferzellen in der Kultur mit CSF-1+IL-2 zu Zellen mit

zahlreichen zytoplasmatischen Granula entwickelt (Abb,16).

Abb.14. Die von NK-dhnlichen Makrophagen-Vorldufern nach 3-tdgiger Kultur mit CSF-1

ausgereiften Makrophagen.
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1) F4/80 2) Mac-1

a T
[CLEY- 1)
FLi1 L

3) NK-1.1 “ Kontrolle

[}

Abb.15. Phénotyp (Oberflichenantigen-Profile} der von NK-dhnlichen Makrophagen-

Vorldufern gewonnenen reifen Makrophagen.

Abb.16. Morphologie der von NK-dhnlichen Makrophagen-Vorldufern nach 3-tigiger Kultur

mit CSF-1+1L-2 entwickelten Zellen.
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3.3. Induktion von LAK-Aktivitit in NK-ihnlichen Makrophagen-Vorliuferzellen

Die im vorigen Kapitel (3.2.1-5) prasentierten Ergebnisse haben dargelegt, daf die von IL-2
induzierten NK-aktiven MV-Zellen funktionell, morphologisch und phénotypisch den NK-
Zellen dhnelten. In den folgenden Experimenten wurde untersucht, wie sie sich unter den

Bedingungen fiir die Induktion von LAK-Zellen (siche 1.3) weiter entwickeln.

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

NK-dhnliche 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 (1000
U/ml) kultiviert. Nach 3-tigiger LAK-Kultur (siehe 2.10.7) wurden die Zellen gesammelt,
gewaschen und zum Test der LAK-Aktivitit in 96-well Mikrotiterplatten mit verschiedenen
Zellzahlen von 1x10°, 5x10%, 2x10%, und 1x10* pro Loch ausgesit. Sowohl NK-sensitive Yac-
1 als auch NK-resistente P815 Tumorzellen wurden als 3'Cr markierte Zielzellen in einer
Konzentration von 1x10° /ml in Vollmedium suspendiert und dann in die Mikrotiterplatten
je 100 ul pro Loch hinzupipettiert. Dadurch entstand eine Reihe von E: T Verhiltnissen von
10:1, 5:1, 2:1 und 1:1. Die Platten wurden kurz bei 600 Upm zentrifugiert und schlieBlich,
auf Grund der optimalen Lysezeit fir P815, bei 37°C, 5%CO, fiir 16 Stunden inkubiert.
Zum Vergleich wurde die gleiche NK-dhnliche MV-Ausgangspopulation in Medium mit
niedriger IL-2-Konzentration (100 U/ml) parallel kultiviert und mitgetestet. Tabelle 5
demonstriert, daff die mit 1000 U/ml IL-2 fiir 3 Tage inkubierten Zellen aktiviert wurden,
NK-sensitive und NK-resistente Tumorzellen zu lysieren, Bei der Kultur mit 100 U/ml IL-2
dagegen wurden nur die NK-sensitiven Zellen lysiert. Dieses Ergebnis weist darauf hin, daf
durch die Stimulierung in hohen IL-2-Dosen die NK-ihnlichen MV-Zellen sich zu

Effektorzellen mit LAK-Aktivitit entwickelten.
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Tab.5. Wirkung von IL-2-Dosen auf NK-dhnliche MV-Zellen

Zytotoxizitit (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-dhnliche MV-Zellen wurden unter den dargestellten Kulturbedingungen fiir 3 Tage
kultiviert und dann durch einen 16-stiindigen Zytotoxizititstest auf die lytische Aktivitit
gegen Yac-1 und P815 getestet. Die lytischen Einheiten wurden berechnet wie unter

2.12.2 beschrieben,

3.3.2. Kinetik der LAK-Induktion

NXK-ghnliche MV-Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten (2x10° Zellen in 200 p1 Medium
pro Loch) mit 1000 U/ml IL-2 kultiviert. Diese Mikrokulturen wurden alle zwei Tage mit
frischem Medium und IL-2 gefiittert und ihre LAK-Aktivitit waurde am Tag 0, 3, 6, 9 und
12 der LAK-Kultur untersucht, um die Kinetik der LAK-Induktion in den Zellen zu
verfolgen. Abbildung 16 zeigt, daB die LAK-Aktivitit in der Kultur in den ersten 3-6 Tagen
zunimmt und danach abfillt, trotz stindiger Ergénzung mit frischem Medium und dem
stimulierenden Faktor IL-2. Dieses Ergebnis stimmt mit dem von Grimm et al. beschriebenen
Befunden iiberein, daB die in vitro von IL-2 induzierte LAK-Aktivitdt erst nach 3-tigiger
Kultur nachweiébar ist und nur ungefihr eine Woche lang in der Kultur zu finden ist [Grimm

et al., 1982].
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Kinetik der LAK-Indultion in IL-2 stimulierten MV-Zellen

Spezifische Lyse von Targets (%)

100
8o

60l

aof

Tage In LAK-Kultur

Abb.17. 2x10° NK-dhnliche MV-Zellen pro Loch wurden in 96-well Mikrotiterplatten mit
1000 U/ml IL-2 (LAK-Kultur) inkubiert. An verschiedenen Tagen wurden *'Cr-markierte
Targetzellen (1x10%/Loch) hinzugegeben und die LAK-Aktivitit der Kulturen durch einen 16-

stiindigen Zytotoxizititstest untersucht.

3.3.3. Morphologie der aus NK-iihnlichen Makrophagen-Vorliufern entwickelten LAK-
Zellen

Zu den Zeitpunkten fiir den LAK-Aktivitdt-Test (Tag 3, 6, 9 und 12) wurden Zellproben aus
der LAK-Kultur abgenommen, mit Hilfe der "Cytospin” Zentrifuge auf Objekttriger
gebracht, luftgetrocknet und nach Pappenheim gefirbt. Die mikroskopische Untersuchung
zeigte eine auffillige morphologische Verinderung der Zellen: in diesen Zellen war eine
starke Vermehrung der zytoplasmatischen Granula zu beobachten (Abb. 18). Je linger die
LAK-Kultur dauerte, desto dichter und groBer wurden die Granula. Schlieflich (ungefihr an

Tag 8-10 der Kultur) begannen die LAK-Effektoren, die reichlich Granula enthielten, zu



3. Ergebnisse -70 -

fragmentieren (Abb. 19). Die Abnahme der LAK-Aktivitéit, beobachtet nach 9 Tagen LAK-

Kultur (siche Abb, 17), ist auf das massenhafte Zellsterben in der Kultur zurlickzufiihren.

-

L4

Abb. 18, Morphologie der LAK-Effektorzellen, isoliert am Tag 4 der LAK-Kultur,

& Ko

Abb.19. Fragmentierung der LAK-Zellen, beobachtet am Tag 9 der LAK-Kultur,
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3.3.4. Phiinotyp der aus NK-ihnlichen Makrophagen-Vorlidufer entwickelten LAK-
Zellen

Die zu untersuchenden LAK-Zellen wurden am Tag 4 der LAK-Kultur, die mit den
gereinigten NK-dhnlichen MV-Zellen angefangen hatte, geerntet. Zu dieser Zeit iibten die
Zellen hohe LAK-Aktivitdt aus und sie waren noch in gutem Zustand. Nach dreimaligem
Waschen wurden je 1-5x10° Zellen in kleine Polyithylenrhrchen (0,6 ml Greiner) tiberfiihrt,
und es wurde eine direkte oder indirekte Fluoreszenzfirbung mit Antikbérpern gegen
Oberflichemarker durchgefiihrt, NK-1.1, F4/80, Mac-1, anti-CD3 und anti-CD8 wurden
jeweils fiir die Farbung verwendet, um den Phénotyp der LAK-Effektoren zu untersuchen,
Dabei konnte auch die Moglichkeit, da8 Lymphozyten in der LAK-Kultur herangewachsen

waren, gepriift werden.

In Abbildung 20 wird deutlich, daB die LAK-Effektoren, im Vergleich zu der NK-4hnlichen
MV-Ausgangspopulation (siche Abb.9), die Mac-1 und F4/80 Marker véllig verloren hatten.
Diese Zellen waren positiv fiir NK-1.1 aber negativ fiir die T-Zell Marker CD3 und CDS$,
also ein typischer Phénotyp der beschriebenen, aus NK-Zellen induzierten LAK-Zellen
[Hercend & Schmidt, 1988].

1) NK-1.1 2) CD3 3) CD8

FLL Pt

Abb.20. Phinotyp (Oberflichenantigen-Profile) der LAK-Effektorzellen, isoliert am Tag 4
der LAK-Kultur.
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3.4. Perforin Produktion von Makrophagen-Vorliduferzellen

In den vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, da das Auftreten von
zytoplasmatischen Granula eng mit der zytotoxischen Funktion der Zellen zusammenhing.
Nun sollte gepriift werden, ob diese Granula das lytische Protein Perforin enthalten. Zu

diesem Zweck wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt.

3.4.1. Kalzium-Abhiingigkeit der Zytotoxizitit

Ein Hauptmerkmal der Perforin-vermittelten Zytotoxizitdt ist ihre Kalzium-Abhéngigkeit: in
Abwesenheit von Kalzium tritt die Zytotoxizitit nicht mehr auf. Es ist beschrieben worden,
daB Perforin strukturell und funktionell der Komplement Komponente C9 &hnelt [Tschopp
& Nabholz 1990]. In Anwesenheit von Kalzium bewirken die Perforine Lécher in der
Zellmembran von Zielzellen und die Zielzellen lysieren. Deshalb gilt eine Kalzium-

Abhingigkeit der Zytotoxizitit 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 10 mM EDTA, rekonstituiertes
Medium durch Zugabe von CaCl, (15 mM Endkonzentration) zum depletierten Medium, und
Vollmedium. In diesen drei Medien wurde mit Effektorzellen aus 4-tigiger Hauptkultur mit
CSF-1+IL-2 (je 500 U/ml) jeweils der Zytotoxizititstest mit Yac-1 Zellen durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt. Es ist deutlich, daB die Anwesenheit von

Kalzium essentiell fiir die Lyse der Zielzellen ist.
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Kaldum-Abhiingigkeit der Zytotoxizitit von NK/LAK-ihnlichen MV-Zellen

Spezifische Lyse von Targets (%)

2001

Effektor : Targets
Pivolmedium (M.) BM.+10 mM EDTA B M.+10 mM EDTA+15 mM Ca

Abb.21. Die Effektorzellen wurden aus einer 4-tagigen Hauptkultur mit CSF-1+IL-2 (je 500
U/ml) geerntet, gewaschen, und dann in verschiedenen Testmedien mit Yac-1 als Targets zur

Untersuchung der Zytotoxizitat fiir 4 Stunden inkubiert.

3.4.2. Nachweis der Perforin mRNA durch Northern-Blot

Mittels Northern-Blot Analyse wurde untersucht, ob die aus MV-Zellen isolierten RNA
Priparate Messenger-RNA enthielten. Dazu wurde, wie unter 2.14.1 beschrieben, die
gesamte RNA aus verschiedenen MV-Zellproben extrahiert, im Gel aufgetrennt, auf eine N*-
Nylonmembran iibertragen und mit *?P-markierten ¢cDNA Sonden hybridisiert. Drei cDNA
Sonden, spezifisch komplementir zu a) mRNA fiir murines Perforin [Lowrey et al. 1989];
b) mRNA fiir CSF-1 Rezeptor [Rothwell & Rohrschneiden 1987]; und ¢) mRNA fiir Aktin

[Cleveland et al. 1980], wurden hintereinander mit der gleichen Membran hybridisiert. Die
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untersuchten MV-Zellproben waren folgende:

1. NK-inaktive MV-Zellen isoliert aus KM-Vorkultur mit GM-CSF (2.10.3);
2. NK-ahnliche MV-Zellen isoliert aus KM-Vorkultur mit GM-CSF+I1L-2;
3. NK-dhnliche MV-Zellen in Hauptkultur mit CSF-1+41L-2 fiir 3 Tage;

4, NK-ghnliche MV-Zellen in Hauptkultur mit IL-2 fiir 3 Tage;

5. NK-#hnliche MV-Zellen in Hauptkultur mit CSF-1 fiir 3 Tage;

6. NK-inaktive MV-Zellen in Hauptkultur mit IL-2 fiir 3 Tage.

In Abbildung 22 wird gezeigt, da8 die mRNA fiir Perforin eindeutig in den NK-ahnlichen
MV-Zellen bezichungsweise in diesen Zellen nach weiterer Kultur mit CSF-1+IL-2 oder IL-
2 allein zu finden war. Dieser Befund weist auf eine Beziehung zwischen der Exprimierung
von Perforin mRNA und der zytotoxischen Funktion der Zellen hin, weil nur die im
Zytotoxizititstest (siehe Tab.6) als lytisch bestitigten Zellen positiv fiir die Perforin mRNA
waren. Alle Zellproben zeigten sich positiv fir c-fms, ein wichtiger Hinweis fiir die
Zugehorigkeit der Zellen zur Makrophagenreihe [Baccarini & Stanley 1990]. Die Aktin-
Banden dienten als Kontrollen und deuten daraufhin, daff von jeder Zellprobe gleiche Menge

an RNA eingesetzt wurde.

2 2 4. 5 6

Abb.22. Northern-Blot Analyse

&
- ‘ S fir die Exprimierung der
".' Perforin-Messenger-RNA  durch

MV-Zellen. Die Nummern 1-6
— -& et der RNA Proben entsprechen den
oben dargestellten Zellproben 1-
6. Der Film wurde fiir ca.48 Std.

exponiert.
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Tab. 6. Zytotoxizitdit gegen Yac-1 von verschiedenen MV-Zellproben*

Nr.° Zellproben Zytotoxizitit (LU/107)

MV-Zellen aus KM-Vorkultur mit:
1. GM-CSF 200 U/ml 0
2. GM-CSF 200 U/ml+IL-2 100 U/ml 35

NK-éhnliche MV-Zellen in Hauptkultur mit:

3. CSF-1 500 U/ml+IL-2 500 U/ml 375
4. 1L-2 500 U/ml 380
5. CSE-1 500 U/ml 0

NK-inaktive MV-Zellen in Hauptkultur mit:
6. 1L-2 500 U/ml 0

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

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 ir situ Hybridisierung

Es wurde nun weiter versucht, mit den auf Objekttriger fixierten Zellen eine in situ
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Hybridisierung mit cDNA gegen Perforin mRNA durchzufiihren, um Perforin mRNA in den
Zellen direkt nachzuweisen. Wie unter 2.14.2, beschrieben, wurden die zu untersuchenden
Zellen, isoliert aus 4-tigiger Hauptkultur in CSF-1+IL-2 (je 500 U/ml), auf Objekttrager
gebracht. Nachdem sie luftgetrocknet worden waren, wurden sie fixiert, permeabilisiert, und
schlieBlich mit DIG-markierter cDNA gegen Perforin Messenger fiir 16-20 Std. hybridisiert.
Ein Zytopréparat mit normalen Makrophagen diente als Kontrolle. Nach der Hybridisierung
wurden die Zytopriparate in mehreren Schritten (siehe 2.14.2.5) gewaschen und dann mit
dem an alkalische Phosphatase gekoppelten anti-DIG Antikorper inkubiert. Am Ende wurde
die Hybridisierung durch Zugabe von NBT+X-Phosphat, deren Farbe sich bei Katalyse
durch atkalische Phosphatase von gelb in blau umwandelt, sichtbar gemacht. Die dunkelblau
angeféirtbten Zellen waren positiv fiir Perforin mRNA, Abbildung 23 ist die
lichtmikroskopische Aufnahme der Zellen nach der Hybridisierung mit DIG-markierter anti-
Perforin cDNA.

» - 3 -~
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Abb.23, Ergebnis von in situ Hybridisierung mit cDNA gegen Perforin, Die NK/LAK-
dhnlichen MV-Zellen wurden aus einer 4-tigigen Hauptkultur mit CSF-1+IL-2 (je 500 U/

ml) isoliert und dann mit DIG-markierter Perforin cDNA in situ hybridisiert (siehe 2.14,2).
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3.4.4. Nachweis des Perforin Proteins durch immunhistochemische Firbung

Monoklonaler Antikorper spezifisch gegen Maus-Perforin wurde fiir die immuhistochemische
Farbung angewendet, um festzustellen, ob Perforin Proteine in den Zellen vorhanden sind
und wo sie lokalisiert sind. Hierzu wurden die Zytopriparate von hoch lytischen
Effektorzellen aus 4-tdgiger Hauptkultur in CSF-1+1L-2 (je 500 U/ml), wie unter 2.11.5
beschrieben, vorbereitet, fixiert, mit mAk Ratte gegen murines Perforin und anschliefend
mit polyklonalem Antikdrper gegen Ratten IgG aus den Ziege, gekoppelt an alkalische
Phosphatase, inkubiert. Fast-Red-TR, ein Substrat fiir alkalischer Phosphatase [Dejong et al,
1985], wurde fiir die Farbreaktion benutzt. In Abbildung 24 ist zu sehen, daff fast alle
zytoplasmatischen Granula angefirbt sind., Im Gegensatz dazu waren die Zellen, die agranulir

und NK-inaktiv waren, vollig negativ fiir diese Farbung,

|
;
i
;

“
Abb.24. Immunhistochemische Firbung mit mAk gegen murines Perforin, Die NK-

dhnlichen MV-Zellen isoliert aus der KM-Vorkultur wurden in Hauptkultur mit CSF-1+IL-2
(je 500 U/ml) fiir 4 Tage inkubiert und danach mit anti murines Perforin Antikorper

immunhistochemisch (2.11.5) auf Perforin Protein untersucht,
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3.5. Zytokin-Freisetzung von NK-aktiven Makrophagen-Vorlduferzellen

AuBer der Zytotoxizitdt iiben 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 héufigsten studierten
Bedingungen fiir 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 fiir
den CD16FcR [Herman et al., 1986; Peters et al., 1986; Cuturi et al., 1989]. AuBerdem
benutzt man unspezifische Stimulatoren, um NK-Zellen zu stimulieren, wie den Protein
Kinase C Aktivator Ph(;rbolester PMA und Ca**-Tonophor [Paya et al., 1988; Anegon et al.,
1988; Cuturi et al., 1989]. In den folgenden Experimenten wurden die NK-aktiven MV-
Zellen unter dhnlichen Stimulationsbedingungen behandelt. Es wurden Yac-1, Yac-1-+IFN-v,
Yac-1+41L-2, PMA (Phorbolester), sowie Ionomycin (Ca®*-Ionophor) als Stimulatoren mit
NK-éhnlichen MV-Zellen inkubiert. Vollmedium, P815, IFN-y oder IL-2 allein dienten dabei
als Kontrolle, Nach der Inkubation wurden die Uberstinde von den Kulturen abgenommen
und anschliefend 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-«

NK-Zellen kénnen beim Kontakt mit den Zielzellen oder Zielzellen+IFN-y TNF freisetzen
[Peters et al. 1986]. Vermutlich ist TNF durch Auslosung der Apoptose-Wirkung bzw.
DNA-Fragmentierung an dem Abtéten der Zielzellen durch NK-Zellen beteiligt [Young et

al. 1990]. In diesem Experiment wurde ermittelt, ob auch NK-dhnliche MV-Zellen durch
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Zugabe von NK-Zielzellen aktiviert werden konnten, TNF zu sezernieren. Hierzu wurden
die Effektorzellen (MV-Zellen) in 96-well Mikrotiterplatten mit 1x10° Zellen/Loch
ausplattiert und jeweils mit Yac-1 (als Zielzellen) beziehungsweise P815 (als Kontrolle) allein
oder in Kombination mit IFN-y inkubiert. Das Verhéitnis von MV-Zellen zu Tumorzellen
war 4:1. Nach ca. 20 Stunden wurden die Uberstinde von den Kulturen abgenommen und
zur Bestimmung der TNF-Aktivitit auf die TNF-sensitiven L929-Zellen seriell titriert (siche
2.13.7). In Tabelle 7 ist zu sehen, daB NK-shnliche MV-Zellen nach Inkubation mit Yac-1
aktiv TNF produzierten. Zugabe von IFN-v fiihrte zu einer deutlichen Erhohung 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, fiihrten weder Yac-
1 oder P815 allein noch die Kombination von Tumorzellen mit IFNvy zu nennenswerter TNF

Produktion.

Tab.7.  Freisetzung von TNF aus MV-Zellen nach Stimulierung durch Tumorzellen

NK-aktive MV NK-inaktive MV

20 h Inkubation mit TNF (U/ml) TNF (U/ml)
ohne anti-TNFe  mit anti-TNFa

Vollmedium 0 0
IFNy 0 0
Yac-1 210 0 1
Yac-1+IFNy 5842° 0 2
P815 4+1 0 1
P815+IFNy 8+1 0 2

MV-Zellen/Tumorzellen = 4:1 IFNy: 500 U/ml.
*p< 0,001 Yac-1 vs. P815 "p< 0,001 Yac-14+IFN-y vs. P815+IFN-y
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Um den Typ des von NK-dhnlichen MV-Zellen freigesetzten TNFs zu definieren, wurde ein
Hemmungstest mit spezifischem monoklonalem anti-murinen TNF-o¢ Antikbrper (siehe
2.13.7.) gemacht, indem 1929-Zellen in Gegenwart von anti-TNF-o mit TNF-haltigen
Uberstinden inkubiert wurden, In Tabelle 7 ist gezeigt, da die TNE-Aktivitit von anti-TNF-
« vollstindig inhibiert wurde. Dies weist daraufhin, da NK-dhnlichen MV-Zellen TNF-«

freisetzen,
3.5.1.2. -1

Da beschrieben wurde, daB NK-sensitive (jedoch nicht NK-resistente) Tumorzellen NK-
Zellen zur Produktion von IL-1 stimulieren konnten [Herman & Rabson 1986], wurden NK-
dhnliche sowie NK-inaktive MV-Zellen jeweils mit Yac-1 und P815 (beide Tumorzellen
produzieren selbst kein IL-1) fiir 20 Stunden inkubiert und danach die Uberstinde auf IL-1-
Aktivitiit untersucht. Der Nachweis der IL-1-Aktivitit erfolgte durch einen kolorimetrischen
Bioassay mit Hilfe der IL-1-abhéngigen Zellinie D10 (siehe 2.13.1). In Tabelle 8 ist gezeigt,
dah die hochste IL-1-Produktion von den NK-aktiven MV-Zellen bei der Inkubation mit den

Tab.8.  Freisetzung von IL-1 aus MV-Zellen nach Stimulierung durch Tumorzellen

NK-aktive MV NK-inaktive MV
20 h Inkubation mit 0.D. 5300 IL-1(U/ml) O.D.sippn  IL-1(U/mD
Vollmedium 0,24440,008 * 2 0,090+0,002 0
Yac-1 0,882+0,026* 8 0,28240,040 ° 2
P815 0,24240,022 2 0,066+0,015 0
MV-Zellen/Tumorzellen = 4:1 *p< 0,001 Yac-1 vs. P815

®p< 0,001 NK-aktive vs, NK-inaktive °p< 0,001 Yac-1 vs. Vollmedium
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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 kénnen, gehort
auch IL-6. Es wurde beschrieben, daf die Aktivierung von NK-Zellen durch IL-2 zu starker
IL-6 Gen-Exprimierung fiihrt [Vitolo et al., 1993]. Im folgenden wurden die MV-Zellen
jeweils mit IL-2, Yac-1, oder einer Kombination von beiden fiir 20 Stdn. aktiviert, und die
Uberstinde mittels der IL-6-abhingigen Zellinie 7TD1 auf ihren IL-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, dal sowohl NK-aktive als auch NK-inaktive MV-

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

NK-aktive MV NK-inaktive MV
20 h Inkubation mit 1L-6 (U/ml) IL-6 (U/ml)
Vollmedium 20+0,4 0
L2 264:0,5 0
Yac-1 4000+80* 2681425
Yac-1+1L-2 7200424° 557435
MV-Zellen: Yac-1 = 4:1 IL-2; 500 U/ml

sb p< 0,001 NK-aktive vs. NK-inaktive
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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 hohere 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 Einfluf} auf die IL-6-Freisetzung von

den Zellen.

3.5.1.4. IL-10

Es ist noch unklar, ob NK-Zellen IL-10 (auch "Cytokine-Synthese-Inhibitory-Factor, CSIE"
genannt) produzieren konnen. Bekannt ist, daB dieser relativ neu entdeckte Faktor nicht nur
von Th2 (T-Helfer 2)-Zellen, B-Zellen, sondern auch von Monozyten/Makrophagen [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
Uberstinden bestimmt (2.12.5 und 2.13.3). Bs wurde festgestellt, dal 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, grofe Menge von
IL-10 zu sezernieren. Dies vermochten die NK-inaktiven Zellen nicht, Die Zugabe von IL-2
filhrte zu keiner signifikanten Erh6hung der IL-10-Sekretion aus MV-Zellen. Eine
Freisetzung des IL-10 aus Yac-1 Zellen ist ausgeschlossen, weil alle Uberstinde aus Yac-1
Zellen allein oder mit Faktoren (IL-2, IFNy) negativ fiir die IL-10 waren. Die P815

Tumorzellen stimulierten keine Sekretion von IL-10 in MV-Zellen.
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Tab.10. Freisetzung von IL-10 aus MV-Zellen
NK-aktive MV NK-inaktive MV
20 h Inkubation mit 1L-10 (U/ml) 1L-10 (U/ml)
Vollmedium 0 0
IFN-y 0 0
iL-2 0 0
Yac-1 22,0420 2,54+0,4
Yac-1+IFN-y 37,3£2° 19,441
Yac-1+IL-2 25,942¢ 2,64+0,5
P815 0 0
P815+IFN-y 0 0
P815+I1L-2 0 0

MV-Zellen/Tumorzellen = 4:1.  IFN-y: 500 U/ml. IL-2: 500 U/ml.
sbe P <(,001 NK-aktive vs, NK-inaktive

3.5.1.5. TFN-y

IFN-v-Produktion ist eine der wichtigsten funktionellen Eigenschaften der NK-Zellen, denn
IFN-v zeigt eine starke antivirale Aktivitat und wirkt antimitotisch auf transformierte Zellen.
IFN—'y-Synthesé durch NK-Zellen findet hauptséchlich 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+IL-2 inkubiert.
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Danach wurde der IFN-y-Gehalt in den Uberstéinden mittels ELISA bestimmt (siche 2.12.5
und 2.13.6). Es wurde beobachtet, daff 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-vy freisetzten, sezernierten die NK-aktiven MV-
Zellen nach Aktivierung durch einer Kombination von Tumorzellen mit IL-2 IFN-y (Tab. 11).
Hierbei zeigten Yac-1 Zellen und P815 Zellen eine dhnlich starke Wirkung auf die NK-
aktiven Zellen. Die IFN-v-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
NK-aktive MV NK-inaktive MV
20 h Inkubation mit IFN-y (ng/ml) IFN-vy (ng/ml)
Vollmedium 0 0
IL-2 0 0
Yac-1 0
Yac-1+1L-2 6,3+0,1 0
P815 0
P8IS+IL-2 6,4+0,2 0

MV-Zellen : Tumorzellen = 4:1 IL-2: 500 U/ml
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3.5.2. Freisetzung von regulatorischen Faktoren nach Stimulierung mit

Phobolester/Ca’*-Ionophor

In folgenden Tests wurden die MV-Zellen in 24-well Mikrotiterplatten (1x10° Zellen in 2 ml
Medium/Loch) jeweils mit PMA (0,2 ug/ml) und Ionomycin (1,2 pg/ml) fiir 20 Stdn.
aktiviert. Die nach der Aktivierung von den Zellen freigesetzten Zytokine wie TNF, 1L-1,
IL-6, I1L-10 und JFN-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 IL-10 oder IFN-y hervor,
ebensowenig die Aktivierung durch Ca?*-Tonophor Ionomycin, Der TNE-Test wurde nur mit
den von Ionomycin aktivierten Proben gemacht (weil PMA eine toxische Wirkung auf die
1.929-Zellen hat). Es wurde jedoch keine TNF-Aktivitit in den getesteten {Tberstinden
beobachtet. Im Gegensatz dazu konnten die Freisetzungen von IL-1 und IL-6 aus MV-Zellen
durch PMA oder Ionomycin aktiviert werden. NK-aktive und NK-inaktive Zellen verhielten
sich bei dieser Untersuchung dhnlich, allerdings produzierten die NK-aktiven MV-Zellen

mehr IL-6 als die NK-inaktiven, besonders nach Aktivierung mit Ionomycin.

Tab.12. Zytokin-Freisetzung aus MV-Zellen nach Aktivierung durch PMA und Ionontycin

NK-aktive MV NK-inaktive MV
Zytokin PMA Tonomycin PMA Tonomycin
TNF U/ml 0 0
IL-1 U/ml 6 13 2 6
1IL-6 U/ml 620 2500 267 257
IL-10 U/ml 0 0 0 0
IFN-y ng/ml 0 0 0 0

Dauer der Aktivierung: 20 h PMA: 0,2 pg/ml, Ionomycin: 1,2 ug/ml



3. Ergebnisse - 86 -

3.5.3. Produktion von himatopoietischen Wachstumsfaktoren

Berichte iiber Produktion von hiamatopoitischen Wachstumsfaktoren durch NK-Zelle;n haben
gezeigt, daB nach Aktivierung, hauptsichlich durch IL-2, oder IL-2+NK-Liganden, oder
Phorbolester/Ca?*-Ionophor, 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 erwéhnt, daf der
Nachweis solcher Wachstumsfaktoren durch Bioassays schwierig sei, weil die zu testenden
Uberstiinde auch Proliferation-hemmende Faktoren wie TNF, IFN-v enthalten konnten. In
den folgenden Experimenten wurden die Untersuchungen auf CSFs nur mit denjenigen
Uberstéinden gemacht, die frei von TNF, JEN-y, und IL-10 waren, Nur die Uberstinde, die
nach der Inkubation der MV-Zellen mit PMA, Ionomycin, oder IL-2 erhalten wurden,
entsprachen dieser Anforderung (siehe Tab.10, 11, 12). Da die aus NK-dhnlichen MV-Zellen
entwickelten LAK-Effektorzellen (siehe unter 3.3.) sich den von anderen Forschern
beschriebenen in IL-2-kultivierten NK-Zellen dhnelten, wurden sie auch in entsprechenden

Versuchen mitgetestet.

3.5.3.1. GM-CSF/IL-3

Der kolorimetischer Bioassay mit der GM-CSF/IL-3 abhéngigem Zellinie FDCP1 (2.9.2)
wurde wie unter 2.13.5, beschrieben durchgefiihrt. Die zu testenden Uberstéinde, gesammelt
von den Kulturen mit NK-aktiven oder NK-inaktiven MV-Zellen oder LAK-Effektorzellen,
wurden in Mikrotiterplatten mit FDCP1 Zellen inkubiert. Vollmedium diente als Kontrolle.
Um die IL-3-Aktivitit von der GM-CSE-Aktivitit zu unterscheiden, wurde spezifischer anti-
IL-3 Antikorper in die entsprechenden Test-Locher hinzupipettiert und der Hemmungsgrad
getestet. Wie in Tabelle 13 dargestellt, wurde GM-CSF/IL-3 Aktivitit nur in den
Uverstinden aus NK- und LAK-aktiven Zellen gefunden. Tonomycin stimulierte nur die IL-3-
Produktion von NK- und LAK-aktiven Zellen, denn das Zellwachstum von FDCP-1 wurde

vollstindig durch anti IL-3 Ak gehemmt.. IL-2-Aktivierung dagegen stimulierte offenbar nur
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die LAK-Zellen, GM-CSF zu sezernieren.

Tab.13.

Freisetzung von GM-CSF oder 1L-3 aus den stimulierten MV-Zellen

Zellen und 0.D.570 nm GM-CSF 1L-3

Stimulatoren ohne o-IL-3 mit o-IL-3 (U/ml) (U/ml)

1) NK-inaktive MV
Vollmedium 0,010+0,003 0 0
PMA 0,066-+0,001 0 0
Tonomycin 0,0964-0,004 0 0
IL-2 0,034 10,006 0 0

2) NK-aktive MV
Vollmedium 0,072+0,002 0 0
PMA 0,098+0,000 0 0
Ionomycin 0,426+0,013 * 0,06840,001 0 1,5
IL-2 0,082+0,007 0 0

3) LAK-aktive MV
Vollmedium 0,036+0,000 0 0
PMA 0,097+0,004 0 0
Tonomycin 0,48640,070 ® 0,0704-0,002 0 1,75
L2 0,488+0,004 © 0,43040,032 16 0

Dauer der Inkubationszeit mit den Stimulatoren: 20 h.

PMA: 0,2 pg/ml.

*p< 0,001 Jon. vs. VM.

Tonomycin: 1,2 pg/ml.
®p< 0,001 Ion. vs. VM.

IL.-2: 500 U/ml
*p< 0,001 IL-2 vs. VM.
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3.5.3. M-CSF

Zur Untersuchung der M-CSF-Aktivitdit wurde der Soft-Agar Assay angewendet (siche
2.12.6). Uberstinde von MV-Zellen, die durch PMA, Tonomycin, oder IL-2 aktiviert worden
waren, wurden in 3,5-cm Kulturschalen im Verhdltnis 1:1:8 mit 0,35%igem Agar und
frischer KM-Zellsuspension (1x10° Zellen/ml) versetzt. Dadurch wurden die Uberstéinde 1:10
verdiinnt. Nach einer 7-tigigen Inkubation wurden die Kolonien auf dem Agar unter dem
Lichtmikroskop gezdhlt. Um die Zelltypen in den Kolonien zu bestimmen, wurden die Soft-
Agar-Scheibe mit Kolonien auf Objekttriger gebracht, luftgetrocknet, fixiert, und schlieflich
mit der Esterase-Doppelfdrbung (2.11.3) gefirbt. Die braun angefirbten Zellen waren
Monozyten/Makrophagen [Li et al., 1973]. Es wurde beobachtet, dafl die NK-aktiven MV-
Zellen nach Aktivierung durch PMA Xolonie-bildenden-Faktor (CSF) freisetzten. Da nach
der doppelten Esterase-Fiarbung alle Zellen in den gebildeten Kolonie braun angefirbt
wurden, mufte M-CSF in den Uberstinden 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
NK-aktive MV NK-inaktive MV
20 h Inkubation mit Kolonie-Zaht CFU/ml Kolonie-Zahl
Vollmedium 0 0 0
PMA 28,5411,2 285 0
Ionomycin 0 0 0
L2 0 0 0

PMA: 0,2 pg/ml, Tonomycin: 1,2 pg/ml. IL-2: 500 U/mi
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Um einen Uberblick iiber Zytokin-Freisetzungsfahigkeit von MV-Zellen zu geben, ist Tabelle
15 hergestellt worden. Daten von NK-aktiven und NK-inaktiven Zellen werden getrennt in

Tab.15.a und 15.b présentiert (siche Seite 90).
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Tab.16.a Kurzfassung der Zytokin-Freisetzung aus NK-aktiven MV-Zellen

[[%3] iL-3 -8 10 TNF-alpha IFN-gamma GM-CSF M-CSF

Stmulator Wimh)  U/mi) Ui Wmp (U/mi) (ng/m)) Wml)  m)
unspatzifisch:

PMA € [ 620 0 ¢ ¢ 285

lonomycin 13 1.5 2500 0 0 4] Q (4]
spezifisch:

Yac-1 8 4000 22 32 Q

Yao-{+IFN-gamma 37 68

Yac-1+IL-2 7200 24 63
Kontrofie:

Vollmedium 2 Q 20 0 0 0 0 0

IFN-gamma 0 [}

-2 9 28 0 0 [} 0

P815 2 ] 4 Q

PB15+iFN-gamma 0 8

P8IS+IL-2 0 8,4

Tab.156.b Kurzfassung der Zytokin-Frelsetrang aus NK-inaktiven MV-Zellen

-1 -3 IL-6 IL-10 TNF-alpha {FN-gamma GM-CSF M-CSF

Stimulator U/m) i) Um)  Ufmi) (] (ng/mi) {U/mi) (]
unspezifisch:

PMA 2 0 267 0 [} 0 o

{onomycin 6 0 257 [ Q 0 [} [
spezilsch:

Yag-1 2 268 3 1 0

Yac-1+{FN-gamma 19 2

Yag-1+4IL-2 557 3 [}
Kontrolls:

Volimedium 0 0 o 0 [ 0 0 [}

IFN-gamma [ 0

-2 0 0 0 0 0 [

P815 0 Q 1 0

P815+IFN-gamma 0 2

P81§+IL-2 0 0
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4. DISKUSSION

4.1. Sind NK-Zellen IL-2 aktivierte Makrophagen-Vorliufer ?

In den letzten 20 Jahren haben Wissenschaftler mit starkem Interesse nach dem Ursprung der
NK-Zellen, nach ihrer Abstammung, und nach ihrer Entwicklung von Vorldufern zu reifen
Effektor-Zellen geforscht, um diese aktiv an der Abwehr des Korpers gegen Tumoren, Virus-
und Mikroben-Infektionen beteiligten Zellen niher kennenzulernen und zu identifizieren.
1977 wurde von Haller et al. durch in vivo Experimente in der Maus gezeigt, daB das
Knochenmark der Ursprungsort von NK-Zellen ist [Haller et al. 1977]. Dieses Ergebnis
wurde spéter von Hackett et al. mit den Daten aus in vitro Untersuchungen erginzt. Sie
zeigten, daB das Knochenmark-Milieu fiir die Differenzierung der NK-Zellen essentiell ist
[Hackett et al. 1986]. Studien in Ratten- und Human-System haben spiiter bestitigt, da die
NK/LAK-Zellen von Knochenmarkvorliufern abstammen [Sarneva et al. 1989, Keever et al.
1990]. Alle diese Daten filhrten zu der SchluBifolgerung, daB die NK/LAK-Effektorzellen sich

aus Knochenmarkvorldufern entwickeln.

Eine offene Frage in der NK/LAK-Forschung ist noch, zu welcher Zelireihe die NK/LAK-
Zellen gehoren und was der Wachstums-Faktor fiir diese Zellen ist. Obwohl IL-2 der
wichtigste Faktor fiir die NK/LAK-Kulturen zu sein scheint, ist die Wirkung von IL-2 auf
die Zellen eher stimulierend fiir die Zytotoxizitiit als fiir die Proliferation. Olabuenaga et al.
berichteten beispielsweise bereits 1983, daff IL-2 allein fiir das Wachstum einer klonierten
NK-Zell-Linie nicht ausreicht [Olabuenaga et al. 1983]. Ein paar Jahre spiter bestitigten
mehrere Forschungsgruppen, die mit den NK/LAK-Zellen aus Milz oder aus Knochenmark-
Kultur arbeiteten, daB fiir die Proliferation der NK/LAK-Zellen auBer IL-2 noch ein anderer
Faktor benétigt wird [Gunji et al. 1989, Van-Den-Brink et al. 1990, Ayroldi et al, 1992].

Dieser andere Faktor ist bis heute nicht idenfitiziert worden.
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Da der Wachstumsfaktor fiir NK-Zellen unbekannte ist, ist es in der Tat schwer, mittels der
in vitro Kultur, insbesondere mittels der Knochenmark-Kultur die Entwicklung der NK-Zeilen
von den Vorlaufern bis zu den Effektorzellen zu erforschen. In den letzten fiinf Jahren
wurden fast alle Studien iiber die Knochenmarkvorliufer 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/m! in Medium (RPMI1640 + 5%FKS + 50 uM 2-
Mercaptoethanol) ohne exogene Faktoren vorkultiviert, um eine adhérente Stroma-Zellschicht
zu erhalten. Nach einer 4-wochigen Vorkultur hatten weniger als 3,5% der Zellen von der
Ausgangspopulation iiberlebt [Vecchini et al. 1993]. Unter den iiberlebenden Zellen waren
zum groBen Teil adhédrente Stroma-Zellen und wenige nicht adhérente Zellen, die locker an
der Stroma-Zellschicht hafteten. Dann wurde IL-2 in die Kultur gegeben, Die nicht
adhérenten Zellen entwickelten sich wihrend einer 3-6 tigigen Inkubation mit IL-2 zun#ichst
zu NK- und weiter zu LAK-Effektor-Zellen, deswegen wurden sie als NK-Vorldufer
angesehen [Sitnicka &. Hansson 1992]. In allen diesen Studien zeigten die Autoren
iibereinstimmend, daB das Stroma fiir die Generation der NK-Zellen in der Knochenmark-
Kultur nétig ist, und daf unter "LTBMC"- Bedingungen die Entwicklung von Vorliufern zu
NK-Zellen eine Zusammenwirkung von IL-2 und einem Wachstumsfaktor, der von dem
Stroma gebildet wird, bendtigt [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 gefihrdet, kontaminiert zu werden; (ii) Das Stroma dient als Quelle fiir
viele Zytokine, so daB es schwierig ist, einen Wachstumsfaktor fiir NK-Vorliufer zu
definieren; und (iii) Die Kultur enthilt in den ersten 4 Wochen keine exogen zugesetzte

Faktoren, dies kann in einem massenhaften Tod der Stammzellen resultieren, dadurch kann
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die Ausbeute der NK-Vorldufer-Zellen stark herabgesetzt sein, Wegen dieser Probleme gilt
die "LTBMC"-Kultur weder als praktische noch als ideale Knochenmark-Kulturbedingung

fiir die Erforschung der NK-Vorldufer.

Die vorliegende Arbeit basierte auf dem Gedanken, daf die NK-Effektorzellen mit
Promonozyten verwandt sein konnten [Lohmann-Matthes et al. 1979]. Statt nach anderen
Wachstumsfaktoren zu suchen, wurden die myeloischen Wachtumsfaktoren, GM-CSF und
CSF-1, angewendet, um die Proliferation der Knochenmarkvorliufer fiir die NK-
Effektorzellen zu stimulieren. Dies hatte sofort Erfolg. Sowohl die aus frischem
Knochenmark angereicherte NK-Vorldufer-Population als auch die aus einer 3-tigigen KM-
Vorkultur isolierte und gereinigte NK-aktive Zellpopulation sind im [*H]-Thymidin-Einbau-
Test als CSF-abhdngige Zellen zu erkennen (Abb.2 und Abb.10). Im Vergleich zu der
"LTBMC"-Kultur hat unsere Knochenmark-Kultur folgende Vorteile: (i) EinschlieBlich der
KM-Vorkultur und der Haupt-Kultur braucht sie nur 3-7 Tage, um die NK- und LAK-
Aktivitit hervorzubringen. Sie ist also viel kiirzer als die 4-wdchige "LTBMC"-Kultur; (ii)
Unsere Knochenmark-Kultur wird mit bekannten exogenen Faktoren gestartet. Daher ist der
Verlauf der Kultur leicht abzuschitzen und zu steuern; (iii) Von unserer Kultur wird eine
hohe Zellausbeute erhalten. Von einer Maus werden bereits nach einer 3-tigigen Vorkultur
3-5x10° Vorlaufer-Zellen, die alle zu NK/LAK-Effektor-Zellen ausdifferenzieren kénnen,
gewonnen. Diese Zellzahl ist 10-fach hoher als die aus "LTBMC" gewonnene {Vecchini et
al. 1993]; und (iv) In unserer Knochenmark-Kultur mit CSF plus IL-2 sind die Stroma-Zellen
fir die Erzeugung der NK/LAK-Aktivitit nicht notig. Die Kultur kann mit einer reinen
Zellpopulation laufen. Dies schafft die Voraussetzung, die Entwicklung der Zellen zu

verfolgen.

Bei der Oberflichenmarker-Analyse der Zellen aus der "LTBMC"-Kultur wurde héufig

gefunden, daB die als NK-Vorldufer geltenden, nicht adhdrenten Zellen verschiedene
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Phénotypen haben. Sitnika et al. berichteten beispielsweise, da in der "LTBMC"-Kultur die
nicht adhirenten Zellen zum Teil positiv fir den T-Zellmarker CD3 waren [Sitnika &
Hansson 1992]. Nach der Definition fiir NK-Zellen sollte CD3 nicht von NK-Zellen
exprimiert werden [Fitzgerald-Bocarsly et al. 1988]. Daher kann der Befund der CD3*
Zellen nur bedeuten, daB die nicht adhdrente Population in der "LTBMC"-Kultur aus
heterogenen Zellen besteht. Aus diesem Grund ist es nicht korrekt, die nicht adhirenten
Zellen in der "LTBMC"-Kultur eine NK-Vorlidufer Population zu nennen. Bisher ist nur ein
Oberflachenmarker auf den Knochenmarkvorlduferzellen fiir die NK/LAK-Effektoren
bestimmt worden, ndmlich der spezifische Marker fiir 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
Vorldufer-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 fiir T-, B-Zellmarker, siche Abb.9).

Die NK-1.1 positiven Knochenmarkvorliufer 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 EinfluB von CSF-1, zu
Makrophagen (F4/80") herausreifen konnten (Abb.14 und 15). Diese zweite Eigenschaft
haben sie mit den in der Literatur definierten Knochenmarkvorldufern fiir 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, daB 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 Makrophagensystem und den
NK-Effektor-Zellen diskutiert [L.ohman-Matthes et al. 1979, Decker et al. 1986, und
Baccarini et al. 1985, 1986, 1988, 1989]. Obwohl schon lange bekannt ist, daB die NK-
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Zellen einen typisch myeloischen Marker, Mac-1, tragen [Zarling & Kung 1980, Tai &
werner 1980, Ortaldo et al. 1981], nehmen viele Autoren an, daB die NK-Zellen zu den
Lymphozyten gehdren. Das Hauptargument dafiir ist, daB die Entstehung der NK-Aktivitit
von IL-2 abhingig ist und IL-2 ein bekannter Wachstumsfaktor spezifisch fiir Lymphozyten
ist [Herberman et al 1987]. Wie oben erwihnt, ist IL-2 bei den NK-Zellen nicht fiir die
Zellproliferation sonden fiir die zytotoxische Funktion verantwortlich [Gunji et al. 1989, Van-
den-Brink et al. 1991, Ayroldi et al. 1992]. AuBerdem ist die Expression des IL-2-Rezeptors
auf Monozyten und Granulozyten (siehe Einleitung 1.2) ein Hinweis, da8 die Wirkung von
IL-2 nicht spezifisch auf Lymphozyten beschrénkt ist. Der IL-2 Bedarf der NK/LAK-
Effektorzellen ist kein Beweis dafiir, da die NK/LAK-Zellen Lymphozyten sind.

In dieser Arbeit wurde ein noch nicht beschriebenes jedoch wichtiges Phiinomen bei der
Entwicklung der Makrophagen-Vorldufer aus dem Knochenmark beobachtet, ndmlich: wenn
diese Makrophagen-Vorldufer des Knochenmarks in frihem Stadium dem IL-2
Stimulationssignal ~ begegnen, werden sie potent sein, zu NK/LAK-Effektoren zu
differenzieren. Da diese Effektorzellen morphologisch, phénotypisch, funktionell sowie
zytochemisch alle typischen Charaktermerkmale der NK-Zellen aufweisen, sind wir der
Ansicht, daB diese von IL-2 aktivierten Makrophagen-Vorlduferzellen die NK-Zellen sind.
Unsere KM-Kultur beginnt allerdings nicht mit den gesamten Knochenmarkzellen sonden nur
mit der leichten Perkoll-Fraktion, aber es wurde durch den IL-2 Stimulationstest tiberpriift,
daf die Zellen in den schweren Perkoll-Fraktionen kaum NK-Vorlduferzellen enthielten (siche
Tab.1). Silvennoinen et al. zeigten ebenfalls, daB die Knochenmarkvorldufer der NK-Zellen

nur in den leichten Perkoll-Fraktionen zu finden sind [Silvennoinen et al. 1986].

Aus den obengenannten Griinden kann vermutet werden, daB die von anderen Autoren
beschricbenen NK/LAK-Effektor-Zellen aus den Knochenmarkvorldufern stammen, die

entweder durch IL-2-Aktivierung zu NK/LAK-Zellen oder durch CSF-1-Stimulierung zu
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Makrophagen differenzieren konnen. Unsere Ergebnisse sind teilweise mit denen von Sitnicka
et al. vereinbar. Diese Autoren zeigten mit den Experimenten aus der "LTBMC"-Kultur, daf
die KM-Vorlaufer fir NK/LAK-Zellen unter dem EinfluB von GM-CSF allein zu
Granulozyten-Makrophagen ausdifferenzierten [Sitnicka & Hansson 1992}, Wir stimmen
darin iiberein, daB es im Knochenmark einen gemeinsamen Vorldufer fiir die NK-Zellen und
die myeloischen Zellen gibt, Das Stadium der Vorldufer wird jedoch von uns unterschiedlich
definiert. Sitnicka und Hasson sind der Meinung, daB diese Vorldufer noch die pluripotenten
Stammzellen sind, die entweder zu lymphoiden oder zu myeloiden Zellen differenzieren
konnen. Unsere Daten zeigen aber, daf diese Vorldufer-Zellen schon in die myeloische Linie
eingetreten sind, weil der Lymphozyten-Wachstumsfaktor IL-2 die Zellen weder zum
Proliferieren (siche Abb.2 und 10) noch zum Differenzieren zu T-Zellen (CD3*) stimulieren

konnte (siche Abb. 20).

4.2. Differenzierung der Makrophagen-Vorliufer des Knochenmarks unter dem

Einfuf von CSF-1 und IL-2

Beruhend auf den Daten dieser Arbeit wird eine Hypothese iiber die Differenzierungs-
moglichkeiten der Makrophagen-Vorldufer des Knochenmarks, wie in Abb.26 dargestelit,

vorgeschlagen:
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CSF": GM-CSF oder CSF-1 NKMV: NK-aktive Makrophagen-Vorliufer
KMMV: Knochenmark Makrophagen-Vorlaufer MV : NK-inaktive Makrophagen-Vorliufer

Abb.26. Differenzierungsmdglichkeiten der Makrophagen-Vorldufer des Knochenmarks.
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Wihrend der Differenzierungsvorginge verandert sich der Phénotyp der MV-Zellen je nach
den Kulturbedingungen. Unter den getesteten monoklonalen anti-Oberflichenmarker
Antikérper war NK-1.1 der einzige gemeinsame Oberflichenmarker fiir alle
Differenzierungsstadien der MV-Zellen. F4/80, ein typischer Marker fiir die reifen
Makrophagen [Anstyn & Gordon 1981}, konnte nur schwach auf den NK-aktiven Zellen aber
nicht auf den LAK-aktiven Zellen nachgewiesen werden (siche Abb.9 und 20). Ebenso wurde
ein 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, daf der Phénotyp von KM Makrophagen-Vorldufern sich unter den EinfluB von IL-2

oder CSF-1 folgendermafien entwickelt:

Makrophagen-Vorldufer (NK-aktiv)
(NK-1.1*, Mac-1%, F4/80*'")

hohe Dosen von IL-2 CSF-1
LAK-Effektoren reife Makrophagen
(NK-1.1%, Mac-1-, F4/807) (NK-1.1%, Mac-1*, F4/80*)

Unsere Beobachtung, daB bei der LAK-Induktion mit hohen Dosen IL-2 die MV-Zellen ihre
Oberflichenmarker Mac-1 und F4/80 verlieren, stimmt mit den Ergebnissen von anderen
Forschern {iberein. Grimm et al. fanden bei der LAK-Kultur, daf die LAK-Effektorzellen
negativ fiir Mac-1 Marker sind [Grimm et al. 1982]. Parr et al. beschrieben, daB die viel
Perforin enthaltenden NK/LAK-dhnlichen Zellen keinen F4/80 Marker exprimieren [Parr
et al. 1990]. Wie solche Zellmarker durch IL-2 Stimulation herunterreguliert werden, bleibt
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noch zu untersuchen.

Diese Arbeit zeigt, daf} die Wirkung von IL-2 auf die Makrophagen-Vorldufer auf der Gen-
Ebene abliuft. 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 frithzeitige IL.-2-
Stimulation bedingt zu sein, weil die MV-Zellen, die in CSF allein nur fiir 3 Tage
vorkultiviert waren, nicht mehr fahig waren, unter der Stimulation mit IL-2 die Perforin-
mRNA zu sythetisieren (siehe Abb.22 Lane 6). Auch die Daten aus dem NK-Aktivititstest
bestéitigen, daf eine friihzeitige Zugabe von IL-2 wesentlich fiir die NK-Induktion ist (siche
Abb.4). Wenn IL-2 erst 24 h spiter in eine Vorkultur mit CSF allein hinzugefiigt wurde,
wurde die Induktion der NK-Aktivitit dramatisch reduziert; wurde IL-2 erst 48 spiter
hinzugegeben, dann war keine Induktion mehr zu beobachten. Dies kann dadurch erklirt
werden, daf der Reifungsproze zur Makrophagen-Entwicklung die Perforin-
Produktionsfahigkeit der MV-Zellen vermindert. Vor kurzem haben Ayroldi et al. berichtet,
daB die von IL-2 induzierte NK-Entwicklung in Knochenmark-Kulturen durch PMA inhibiert
wurde [Ayroldi et al. 1993]. In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, daB PMA den
Reifungsprozef von Vorlduferzellen zu Makrophagen beschleunigt (siche Abb.6). Es kann
daher vermutet werden, daB PMA die Induktion der NK-Aktivitit dadurch verhindert, daf
PMA die jungen Knochenmarkvorldufer, die mit IL-2 reagieren kdnnen, 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 Vorhandensein fiir die NK-Aktivitit wesentlich ist. Es sind
weitere Untersuchungen notwendig, um festzustellen, ab welchem Stadium ein Vorliufer

nicht mehr zur Perforin-Produktion stimulierbar ist.

Wurde der Kultur IL-2 entzogen, verschwanden sowohl Perforin-mRNA in den Zellen (siche
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Abb.22 Lane 5) als auch die NK-Aktivitit (Tab.6. Nr. 5). Die Zytotoxizitit der MV-Zellen
gegen NK-Targetzellen (Yac-1) ist also streng IL-2-abhéngig. Der Befund der vorliegenden
Arbeit bringt einen neuen Aspekt zu der langjihrig umstrittenen Frage, ob die NK/LAK-
Zellen zu Lymphozyten oder zum Makrophagensystem gehoren. Viele Autoren prisentierten
Daten iiber die IL-2-Abhdngigkeit der NK/LAK-Aktivitdt, um zu beweisen, daB die
NK/LAK-Effektorzellen zu Lymphozyten gehoren. Zusdtzlich wurde gezeigt, daf in der
Kultur nur mit CSF-1 keine NK-Zytotoxizitdt zu finden ist [Ortaldo et al. 1984, Koo &
Manyak 1986]. Deshalb wurde angenommen, daf§ die Zellen des Makrophagensystems keine
NK-Aktivitit haben konnen. Unsere Daten stimmen zwar mit diesen Ergebnissen iiberein,
jedoch kommen wir zu anderen Schluifolgerungen. Da die Makrophagen-Vorldufer IL-2 zum
Synthetisieren des Perforins bendtigen, ist die NK-Aktivitit, die auf das Vorhandensein des
Perforin angewiesen ist, von IL-2 abhingig. Hingegen ibt CSF-1 nur eine stimulierende
Wirkung auf das Zellwachstum aus, daher ist zu erwarten, daf die Zellkultur mit CSF-1
allein nicht zu NK-Aktivitit fithrt. In frilheren Studien iiber die Ahnlichkeiten zwischen
Promonozyten und NK-Zellen wurde die wichtige Rolle des IL-2s fiir die Induktion der NK-
Aktivitit in Makrophagen-Vorldufern nicht erkannt. Die damaligen Knochenmark-Kulturen
wurden mit gesamten Knochenmarkzellen in L-Zell konditioniertem Medium durchgefiihrt
[Lohman-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-Aktivitdt in den Kulturen
ohne Zugabe von IL-2 nicht zu beobachten. Dies weist darauf hin, daB die KM-Kulturen in
fritheren Studien wahrscheinlich die NK-Aktivitit-stimulierende Faktoren, wie IL-2, selbst
produzierten. Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Wirkung von I1-2 auf Makrophagen-
Vorldufer konnte eine wichtige Erginzung fiir die Differenzierungstheorie der Makrophagen-

Vorldufer beitragen.

IL-2 kann auch die Zytokin-Produktionsfihigkeit der MV-Zellen stark beeinflussen. In dieser
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Arbeit wurde beispielsweise beobachtet, daB die durch IL-2 aktivierten, NK-aktiven MV-
Zellen IFN-vy sezernierten, wihrend die normalen, NK-inaktiven MV-Zellen kein IFN-y
produzierten (Tab.11). Der Einflu8 von IL-2 auf die Zellen scheint im frithen Stadium sehr
wichtig, denn bei dem’ Zytokin-Induktionsexperiment konnte derselbe Stimulator
(Tumorzellen+1L-2) die NK-aktiven MV-Zellen zu IFN-y-Freisetzung stimulieren, aber die
normalen MV-Zellen nicht. Es ist bekannt, daB 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
(siche Abb.9), ist es ausgeschlossen, daB das in dieser Arbeit gefundene IFN-y von
kontaminierenden T-Zellen freigesetzt wurde. AuBerdem haben wir beobachtet, da 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, insbesondere CSF-Freisetzung von NK/LAK-Zellen spricht
dafiir, daB die langjihrige Kontroverse iber die Proliferationswirkung von IL-2 auf
NK/LAK-Zellen wahrscheinlich auf einen oder mehrere von IL-2 induzierten Faktor/en
zurlickzufithren ist. 1989 beobachteten Gunji et al. bei einer in vitro Kultur mit den
NK/LAK-Zellen aus Milz, daB auer IL-2 noch ein "konditioniertes Medium", das aus einer
3-tigigen Vorkultur derselben Zellen mit IL-2 (1000 U/ml) stammte, in die Kultur eingesetzt
werden mufite, um die Proliferation der NK/LLAK-Zellen zu bewirken. Aufgrund unserer
Daten (siehe Tab.13. LAK-aktive) und denen aus anderen Labors [Cuturi et al. 1989], die
zeigen, dab IL-2 die NK/LAK-Effektoren zur CSF-Synthese stimuliert, kann vermutet
werden, daB dieses "konditionierte Medium" wahrscheinlich die Kolonie-stimulierenden
Faktoren, wie z.B. GM-CSF, CSF-1, oder IL-3, enthilt, die fiir dic Vermehrung der
NK/LAK-Zellen verantwortlich sind.
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Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Daten iiber die Fahigkeit der NK-aktiven MV-
Zellen Zytokine zu produzieren stimmen mit denen aus der NK-Zellen Forschung (siehe
Einleitung 1.5) anndhernd tberein. 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 Tab. 7, 8,
10). Die Ergebnisse aus der IL-10-Untersuchung weisen darauf hin, da ganz unabhingig von
der IL-2 Stimulierung die MV-Zellen die Yac-1-Zellen erkennen konnen, 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 (siche Tab. 10). IL-10 ist ein relativ neu
entdeckter Faktor, der sowohl hemmende Wirkungen auf Thi (T-Helfer 1) Zellen und
Monozyten/Makrophagen [Fiorentino et al, 1991a,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] austibt. Welche Bedeutung diese IL-10 Freisetzung aus MV-Zellen hat, ist noch unklar,

4.3. in vivo Anwendung der kultivierten LAK-Zellen und Analyse der Ursache fiir die
Nebenwirkungen der Immunotherapie mit LAK-Zellen plus hohe Dosen IL-2

Vor ein paar Jahren wurde berichtet, daB Immunotherapie mit in vitro kultivierten NK/LAK-
Zellen zu einer Regression von Tumoren fithrte [Lafreniere & Rosenberg 1985].
Bedauerlicherweise steht bis heute keine effektive Kulturbedingung fiir eine schnelle in vitro
Expansion der NK/LAK-Zellen zu Verfiigung. Aus der vorliegenden Arbeit kann vielleicht
eine neue in vitro Kulturbedingung, die aus CSF als Wachstumsfaktor und IL-2 als
Zytotoxizitiit-s.timulierendem Faktor besteht, fiir die Kultivierung der NK/LAK-Effektoren
hervorgehen. Bei der Immunotherapie wurden haiifig die in vitro kultivierten LAK-Zellen mit

hohen Dosen IL-2 (als LAK-Aktivitit stimulierender Faktor) eingesetzt. Dabei beobachtet
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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 dafiir ist noch nicht geklért. In der vorliegenden Arbeit
wurde beobachtet, daB hohe Dosen IL-2 eine erhebliche Vermehrung des zytolytischen
Perforins in NK/LAK-Effektorzellen hervorruft (Abb.18 und 24), und daB die mit vielen
Perforin-Granula gefiillten LAK-Zellen schlieBlich fragmentieren und somit eine Freisetzung
von Perforin aus den LAK-Zellen stattfindet (Abb,19). Dies konnte eine Ursache fiir die
toxischen Nebenwirkungen sein. Andererseits zeigen unsere Ergebnisse, daf IL-2 zu einer
Erhthung der IL-6-Freisetzung fiihrt (Tab.9). Wie in der Einleitung 1.4 erwihnt, hat IL-6
eine synergistische Wirkung auf die von IL-2 induzierte Perforin-Synthese, deshalb ist es
vorstellbar, daB die Perforin-Vermehrung in den LAK-Zellen wegen des Vorhandensein des
IL-6s noch effektiver und schneller ablduft. Als Folge kommt es friither zur Zersetzung der
LAK-Zellen im Korper. 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 ausgeschiitteten Zytokine verursachtet werden. Daher konnten die
Zytokin-Produktionsdaten dieser Arbeit fiir die in vivo Anwendung der NK/LAK-aktiven

Zellen niitzlich sein, um manche Nebenwirkungen zu vermindern.

4.4, Vergleich der Eigenschaften von den unstimulierten Makrophagen-Vorliufern,
den durch IL-2 stimulierten Makrophagen-Vorldufern, und den in der Literatur
beschriebenen NK/LAK-Zellen.

Basierend auf den Ergebnisse vorliegender Arbeit werden die wichtigsten Charaktermerkmale
der beiden Typen von MV-Zellen, nimlich der normalen (NK-inaktiven) und der NK-aktiven
Makrophagen-Vorldufer, in Tabelle 16 (siehe niichste Seite) zusammengefafit prasentiert und

mit den in der Literatur beschriebenen NK/LAK-Zellen vergleichend dargestellt.
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Tab. 16  Vergleich der Eigenschaften von MV-Zellen mit denen von NK/LAK-Zellen

MV-Zellen in der Literatur
beschriebene
Eigenschaften normale  NK-aktive  LAK-aktive NK/LAK-Zellen
1) Aligemein:
Grofe 16-20 pm  16-20 pm 20-25 pm 16-20/20-25 pum
K/Z * Verhiltnis hoch hoch mittel hoch/mittel
Adhidrenz - - + —/+
Perforin Granula - + + + +/++
2) Oberflichenmarker:
Mac-1 + + - +/—
NK-1.1 + + + +/+
F4/80 schwach schwach - N-
3) Zytotoxizitit:
gegen Yac-1 - + ++ +/++
gegen P815 - - ++ —/++
4) Zytokin-Freisetzung:
IL-1 + + +
IL-3 - + + +
IL-6 + ++ ++
IL-10 + ++
TNF-« + ++ ++
IFN-y - + +
GM-CSF -~ - + +
M-CSF - + +

* K/Z: Xern/Zytoplasma
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Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, daf die Knochenmarkvorliuferzellen des

Makrophagensystems zu zytolytischen NK/LAK-Effektorzellen differenzieren konnen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde eine giinstige Knochenmark-Kulturbedingung zum
Expandieren der NK/LAK-Effekiorzellen etabliert. Diese Knochenmark-Kultur enthélt CSF
(CSF-1 oder GM-CSF) als Wachstumsfaktor und IL-2 als NK/LAK-Aktivitit 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 fiir NK/LAK-Zellen beschrieben wurde [Vecchini et al. 1993].

Die aus der Knochenmark-Kultur mit CSF+1L-2 isolierten NK-aktiven Zellen zeigten eine
"large-granular lymphcyte” (LGL)-dhnliche Morphologie und konnten bis auf >90%
gereinigt werden. Der Phénotyp (Oberflichenantigen-Profil) der gereinigten Zellen war
positiv fiir Mac-1 und NK-1.1 und negativ fiir 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 1L-2, und
differenzieren unter dem EinfluB von PMA (Phobol-12-Myristate-13-Acetate), welches die
Differenzierung stimulierert, innerhalb von 24 Stunden zu reifen Makrophagen aus. Deshalb

wurden sie als Makrophagen-Vorldufer identifiziert.

Die NK-aktiven Makrophagen-Vorldufer konnten ihre Zytotoxizitit in Gegenwart von IL-2
aufrechterhalten. Wurde I1L-2 der Kultur entzogen, war die Zytotoxizitit am néchsten Tag
nicht mehr nachweisbar. Auf der anderen Seite erwarben diese NK-aktiven Makrophagen-
Vorldufer LAK-Aktivitit (Iytisch gegen sowohl NK-empfindliche als auch NK-resistente
Zielzellen), wenn sie mit hohen Dosen IL-2 kultiviert wurden. Der Phinotyp der LAK-
aktiven Zellen (NK-1.1*, CD3~, Mac-1~ und F4/807) entsprach dem der in der Literatur
beschriebenen LAK-Zellen. Die zytolytische Aktivitdt der durch IL-2 stimulierten

Makrophagen-Vorldufer basiert auf einem von Perforin vermittelten Mechanismus.
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Die Untersuchungen auf Zytokin-Freisetzung zeigten, daB die durch IL-2 stimulierten, NK-
aktiven Makrophagen-Vorlduferzellen auch aktive Zytokin-Produzenten waren. Sie setzten
deutlich héhere Mengen von IL-1, IL-6, IL-10 und TNF-« frei als die nicht stimulierten,
NK-inaktiven (normalen) Makrophagen-Vorldufer. Aufierdem wurden IFN-y, Kolonie-
stimulierende Faktoren wie GM-CSF, M-CSF und IL-3 von JL-2 stimulierten Makrophagen-
Vorldufer-Zellen sezerniert, was bei normalen Makrophagen-Vorliuferzellen 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, daf durch IL-2-Aktivierung die
Makrophagen-Vorldufer des Knochenmarks sich zu Zellen mit typischen Merkmalen der

NK/LAK-Zellen entwickeln kénnen.
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