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1.Einleitung

1. Einleitung

1.1. Interaktion von Mesenchymalen Stammzellen und Zellen des

Immunsystems

Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind das Reservoir im Knochenmark fur die
standige Erneuerung verschiedenster Gewebe mesenchmyaler Herkunft. In
immunregulativen Prozessen wurden MSC von Maccario als ,Suppressoren des
Immunsystems® bezeichnet (Maccario et al., 2005). Losliche Faktoren wurden
als verantwortlich fir die immunsuppressive Wirkung propagiert. Durch eine
veranderte  Expression  aktivierender Faktoren, durch Beeinflussung
antigenspezifischer Proliferation von naiven und Memory-T-Zellen und durch
veranderte IFN-y und IL-4 Produktion kommt es zur Inhibition der T-
Zellproliferation. Im engen Zusammenspiel vom MSC und T-Lymphozyten
konnte beobachtet werden, dass von aktivierten T-Zellen und Natural Killer-
Zellen (NK-Zellen) produziertes Interferon y (INF-y) in MSC zu einer vermehrten
Produktion von Indoleamin 2,3-dioxygenase fuhrt. Diese wiederum inhibiert die
weitere Aktivierung von T- und NK-Zellen (Krampera et al., 2006).

Einige bekannte Effekte von MSC auf Dendritische Zellen sind die Inhibierung
von Aktivierung und Maturation in vitro und eine verminderte Sekretion von [L-12.
Untersuchungen von Kokulturen zwischen MSC und reifen DC ergaben eine
verminderte TNF-a-Sekretion (Tumornekrosefaktor o) und eine erhOhte
Sekretion von IL-10, womit eine erhohte Immuntoleranz erreicht wird (Aggarwal
et al. 2005, Zhang et al. 2004). Durch Zell-Zellkontakt zwischen MSC und
Monozyten oder DCs konnte in Kultur mit T-Zellpopulationen (CD4+ oder CD8+)
eine vermehrte IFN-y-Sekretion und damit eine Inhibition der T-Zellaktivierung

gemessen werden (Beyth et al., 2004).

1.2. Interaktion zwischen Knochen und Zellen des Immunsystems

Zellen des Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen, DC und T-Zellen

stehen mit Osteoblasten als Vorlauferzellen der osteogenen Differenzierung aus
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mesenchymalen Stammzellen in enger Interaktion. Parakrin wirkende Zytokine
und Wachstumsfaktoren, die von Stromazellen des Knochenmarks und
osteogenen Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstufen sezerniert werden,
konnen Funktion und Entwicklung der Nachbarzellen beeinflussen. Diese
parakrinen Interaktionen tragen wesentlich zur osteogenen Differenzierung bei.
Einzelne Substanzen dieser interzellularen Kommunikation werden in Zellen des
Immunsystems exprimiert: Dendritische Zellen, B- und T-Zellen exprimieren auf
ihrer Zelloberflache z. B. den als receptor activator of nuclear factor kappa B
(RANK) bezeichneten Rezeptor, der sich ebenfalls auf Osteoklasten findet. Der
Ligand an diesem Rezeptor, RANKL, wird vor allem von Osteoblasten und
Stromazellen des Knochenmarks sezerniert (s. 1.3.). Dadurch ergibt sich eine
direkte Verbindung zwischen Zellen des Knochenstoffwechsels und
mesenchymalen Stammzellen einerseits und Zellen des Immunsystems
andererseits, wobei allerdings die Bedeutung der RANK-Expression auf DC flr
den Knochenstoffwechsel noch ungeklart ist. Eine besonders enge Verknipfung
von immunkompetenten Zellen und Zellen des Knochenstoffwechsels ergibt sich
aus der Tatsache, dass sich Makrophagen, Dendritische Zellen und
Osteoklasten aus einer gemeinsamen myeloischen Vorlauferzelle entwickeln.
Diese auch als monozytar bezeichneten Zellen gelangen mit dem Blutstrom zu
verschiedenen Geweben, wo sie sich je nach den Bedingungen des dort
herrschenden Mikroenvironment zu unterschiedlichen Zellen ausdifferenzieren,

die nachfolgend charakterisiert werden.
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Abb. 1: Myeloische Zelldifferenzierung. Aus myeloischen Vorlduferzellen wird
unter dem Einfluss von 1,25(0OH), Vitamin D3 oder Phorbolestern die
monozytére, unter dem Einfluss von all-trans Retinsdure die granulozytére
Zelldifferenzierung eingeleitet. Aus Monozyten entstehen in Anwesenheit
verschiedener Wachstumsfaktoren und koloniestimulierender Faktoren die
terminalen Differenzierungsstufen wie Dendritische Zellen, Osteoklasten und

Gewebsmakrophagen.

1.2.1. Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) sind potente Antigen-prasentierende Zellen der
unspezifischen Immunabwehr, die durch die Expression von MHC-Molekulen der
Klassen | und Il sowie kostimulatorischen Molekulen wie CD80 und CD86 in der
Lage sind, primare zytotoxische T-Zellantworten zu induzieren. Aullerhalb des
lymphatischen Gewebes befinden sich die DC in einem unreifen Zustand, in dem
sie die Fahigkeit besitzen, unterschiedliche Antigene (Mikroorganismen, Antigen-
Antikorperkomplexe, apoptotische und nekrotische Zellen) aufzunehmen. Diese
aufgenommenen antigenen Strukturen werden in der Folge prozessiert und Uber

MHC-Molekule prasentiert. Gleichzeitig werden die DC aktiviert, was zu einer
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beginnenden Reifung und zur Sekretion von Chemokinen flhrt. Die freigesetzten
Chemokine rekrutieren weitere immunkompetente Zellen an den Ort der
beginnenden Immunreaktion. Die spezifische Immunabwehr wird aktiviert, indem
die reifenden DC in die regionaren Lymphknoten wandern, wo sie die antigenen
Strukturen den naiven T-Zellen prasentieren. Die Induktion einer spezifischen
Immunantwort durch Dendritische Zellen beruht sowohl auf der starken
Expression von kostimulatorischen Molekulen wie CD80 und CD86, die mit dem
CD28 Liganden auf T-Zellen interagieren, sowie auf deren Sekretion von
potenten Zytokinen wie z.B. IL-12 (Wong et al., 1999).

DC kdénnen aus verschiedenen Vorlauferzellen differenzieren. Zum einen kénnen
aus peripheren Blutmonozyten in vitro unter dem Einfluss des Granulozyten-
Makrophagen Kolonie stimulierenden Faktors (GM-CSF) und Interleukin-4 (IL-4)
nach 7 bis 11 Tagen DC vom Typ 1 differenzieren (Randolph et al., 1998;
Thurner et al., 1999). Zum anderen reifen in vivo nach viraler Stimulation die
plasmazytoiden Zellen zu DC vom Typ 2 aus. Werden plasmazytoide Zellen mit
CD40L und IL-3 in vitro kultiviert, differenzieren sie ebenfalls zu DC vom Typ 2
(Flores-Romo, 2001). DC Typ 1 induzieren in T-Zellen durch die Kombination
von CD80 und 1I-12 die Th1-Immunantwort, wahrend DC Typ 2 durch CD 86 und
[I-4 die Th2-Immunantwort propagieren.

1.2.2. Osteoklasten

Osteoklasten sind mobile, vielkernige Riesenzellen und stammen von
hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab. lhre unmittelbaren
Vorlauferzellen sammeln sich als Monozyten an Orten der Knochenresorption an
und verschmelzen bei Bedarf zu Osteoklasten. Die Funktion der Osteoklasten ist
der Abbau von Interzellularsubstanz des Knochengewebes (Knochenmatrix)
durch Saure und proteolytische Enzyme. Sie unterliegen vielfaltigen
Regulationsmechanismen (z.B. auf hormoneller Ebene Hemmung durch
Calcitonin, Stimulation durch Parathormon), die Osteoklastendifferenzierung
wird dagegen im Wesentlichen von koloniestimulierenden Faktoren wie MCSF
und dem RANKL / RANK / OPG-System beeinflusst.
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1.3. Das RANK / RANKL / OPG-System

Das in diesem Kontext  bislang am besten charakterisierte
Signaltransduktionssystem ist RANK/ RANKL/ OPG.

RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa B (NF-xB) ligand), in der
Literatur auch als TRANCE (TNF-related activation- induced cytokine)
bezeichnet, ist ein TNF-ahnliches Protein mit einem Molekulargewicht von 40-45
kDa, das vor allem auf der Membranoberflache von Osteoblasten und
Stromazellen des Knochenmarks (bone marrow derived stromal cells, BMSC)
exprimiert wird und dessen Genlocus auf Chromosom 13qg14 liegt (Wong et al.,
1999). Bisher wurden drei Isoformen isoliert, die in Knochen, Knochenmark,
lymphatischem Gewebe (Milz, Thymus), Lunge, Hoden, Plazenta, aber auch in
Knochenmarks-Stammzellen (BMSC) und in vitro in praosteoblastaren Zellen,
exprimiert werden (Horowitz et al., 2001). RANKL fordert UGber die Auslésung
einer Signaltransduktionskaskade die weitere Differenzierung unreifer
Osteoklasten, Aktivierung reifer Osteoklasten und die Aktivierung und Steigerung
der Uberlebenszeit von DCs (Kong et al., 2000).

RANK (receptor activator of NFkB) ist ein membranstandiger Rezeptor fur
RANKL und ein Mitglied der TNF-Rezeptor-Familie, dessen Genlocus auf
Chromosom 18q22.1 liegt. Er wird auf der Zelloberflache von reifen und unreifen
Osteoklasten exprimiert, sowie in Zellen des Immunsystems, Herz, Lunge, Hirn,
Skelettmuskel, Niere, Leber und Haut.

Durch die Ligand-Rezeptor-Interaktion wird der Transkriptionsfaktor NFxB
aktiviert, der nach Bindung an die DNS die Ausdifferenzierung der Osteoklasten
bewirkt. Ebenfalls nimmt er die Schllsselposition flr die Aktivierung der DC-

Reifung innerhalb einer Entztindungsreaktion ein (Gosh et al., 1999).

Osteoprotegerin  (OPG) ist ein weiterer, l0slicher Rezeptor fur RANKL.
Besonders wahrend der Knochenneubildung wird OPG, ein Homodimer mit
einem Molekulargewicht von 110 kDa, exprimiert. Der Genlocus liegt auf
Chromosom 8q23-24. Auch in Haut, Lunge, Leber und Herz wird OPG
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sezerniert. OPG dient als ein TNF-Rezeptor ahnliches Protein als Decoy-
Rezeptor fur RANKL. Liegt OPG im Uberschuss vor, bindet es freies RANKL und

verhindert damit die Aktivierung der Osteoklasten.

Osteoblast,
Stromazelle

Osteoklast-
Vorlaufer

Osteoklat Dendritische
RANKL Yy Zelle

Abb. 2: Das RANKL / RANK / OPG Modell am Beispiel der
Osteoklastendifferenzierung. Osteoklasten entwickeln sich unter dem Einfluss
von RANKL aus Vorlauferzellen. Freies, an Stromazellen oder Osteoblasten
gebundenes RANKL bindet an den RANK Rezeptor und aktiviert durch Zell-Zell-
Kontakt den Transkriptionsfaktor NFxB. Ein weiterer Rezeptor fir RANKL ist
Osteoprotegerin  (OPG), welcher RANKL bindet und somit eine
Osteoklastendifferenzierung verhindert.  Dendritische  Zellen  exprimieren
ebenfalls RANK, die Interaktion mit Zellen des Knochenstoffwechsels ist noch

ungekléart.
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1.3.1. Bedeutung im Knochenstoffwechsel

Far den Knochenstoffwechsel wird die wichtige Funktion des RANKL / RANK /
OPG Systems dadurch verdeutlicht, dass z. B. RANKL-Knockout Mause bereits
in der vierten Lebenswoche aufgrund fehlender Osteoklastenausreifung eine
schwere Osteopetrose entwickeln (Kong et al., 1999).

Bei RANK-Knockout Mausen ist die Ausbildung der Osteopetrose noch
schwerwiegender, da nicht nur die Ausreifung der Osteoklasten gestort ist,
sondern bereits die Ausreifung von osteoklastaren Vorlauferzellen, d. h. die
Osteoklasten fehlen (Li et al., 2000; Dougall et al., 1999).

Diese Tatsache gilt auch fiir eine Uberexpression von OPG, wodurch in
transgenen Tieren eine Osteopetrose induziert wird.

Im Gegensatz dazu konnte an OPG-defizienten Mausen gezeigt werden, dass
zum einen die Zahl der Osteoklasten deutlich zunahm und damit auch die
trabekulare und kortikale Knochensubstanz sich verringerte. Zum anderen wurde
auch die Bedeutung der OPG- Produktion in Endothelzellen klar: bereits zwei
Wochen alte OPG- Knockout Mause zeigten eine primare Kalzifikation der
grolien Gefalle ohne vorherige Atherombildung (Horowitz et al., 2001).
Menschliche Endothelzellen exprimieren sowohl RANKL als auch OPG, deren
Konzentrationen durch inflammatorische Zytokine wie TNFa
(Tumornekrosefaktor a) und IL-1a gesteigert werden kdnnen. Diese Zytokin-
aktivierten Gefallendothelien fordern die Formierung von Osteoklasten und damit
die Knochenresorption. Folglich kann die Produktion von RANKL und OPG im
Rahmen von Entzindungsreaktionen zum entzlindlich bedingten Verlust von
Knochensubstanz beitragen (Collin-Osdoby et al., 2001). Neue Studien zeigen,
dass RANKL durch FGF-2 (fibroblast growth factor 2), der in Synoviafibroblasten
von Patienten mit rheumatoider Arthritis reichlich produziert wird, hochreguliert

wird und damit zur Knochendestruktion flhrt (Nakano et al., 2004).
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1.3.2. Bedeutung fiir das Immunsystem

Wie anfangs bereits erwahnt, findet sich RANK sowohl auf Zellen der
Monozyten/Makrophagen-Reihe und auf reifen DC, als auch auf T- und B-Zellen.
RANK wird als Marker reifer DC gesehen, da er in unreifen DC und in residenten
T- und B-Zellen nicht, in frisch aus Lymphknoten isolierten DC nur schwach
nachweisbar ist.

Ein wichtiger Effekt von RANK auf reife DC ist die verlangerte Uberlebenszeit,
wodurch sich auch die Uberlebenszeit der T-Zellen verlangert, und die Induktion
der Zytokinsekretion (Interleukin 1, 6, 12 und 15 (Wong et al., 1999)). Durch
Interleukin 12 und 15 wird die T-Zell-vermittelte Immunantwort moduliert. Vor
allem fur die Entwicklung von Lymphknoten und Osteoklasten ist RANK ein
wichtiger Faktor, da RANK-defiziente Mause, wie unter 1.3.1. beschrieben, eine
Osteopetrose entwickeln und auller den mukosa-assoziierten Peyerschen
Plaques keine peripheren Lymphknoten sowie einen verkleinerten Thymus
besitzen. Die Anzahl der B-Zellen in der Milz ist bei diesen Mausen deutlich
vermindert, die Differenzierung von DC und Makrophagen wird hingegen nicht
beeinflusst (Dougall et al., 1999).

Daruber hinaus ist RANKL fur die Aktivierung von T-Zellen und DC essentiell, da
es in vitro Aggregation, Cluster Formation und damit die Fahigkeit, Antigene zu
prozessieren und zu prasentieren, steigert (Anderson et al., 1997). RANKL ist ein
unverzichtbarer Faktor fir Uberleben und Funktionieren der DC, fir die
Entwicklung maturer DC ist er aber nicht essentiell.

RANKL wird auf aktivierten T-Zellen exprimiert, jedoch findet sich die mRNA
auch in Populationen ruhender Th1- und Th2-Memory-Zellen. Reife DC werden
durch RANKL aktiviert (Wong et al., 1999). RANKL liegt sowohl in gebundener,
als auch in Ioslicher Form vor (Kong et al., 1999). In vitro konnte gezeigt werden,
dass aktivierte T-Zellen und der Uberstand dieses Mediums die
Ausdifferenzierung von Osteoklasten bewirken. Ebenso wie Endothelzellen
konnen deshalb aktivierte T-Zellen im Rahmen eines Entzindungsprozesses die
Zahl der Osteoklasten durch eine gesteigerte RANKL-Produktion erhdhen und zu

einem erhdhten Knochenabbau beitragen.
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In den follikularen Zentren der Lymphknoten kommt es zu enger Interaktion von

antigen-prasentierenden DCs und naiven B-Zellen,

wodurch B-Zellen zu

spezifischen Plasmazellen bzw. Gedachtnisszellen gepragt werden. Ein potenter

Stimulus ist CD40, der in B-Zellen und auch in DCs die Expression von

Osteoprotegerin (OPG) ausldst. In OPG-Knockout-Mausen ist insbesondere die

Entwicklung von B-Zellen gestort. Dagegen hat die OPG-Uberexpression im

Mausmodell keinen Einfluss auf das Immunsystem (Yun et al., 1998).

Tabelle 1 zeigt zusammenfassend die Effekte an transgenen bzw. Knockout-

Tieren auf deren Knochenphanotyp bzw. deren Immunsystem.

Mausmodell | Knochenphanotyp |Immunsystem Literatur
NF«B Osteopetrose, Gestorte B-Zell- Franzoso et
Knockout ausbleibender Differenzierung, reife B-|al., 1997,
(beide Zahndurchbruch Zellen fehlen, weniger | Burkly et al.,
Protein- T-Zellen, Funktion 1995
Untereinheit reifer Makrophagen
en) eingeschrankt, keine

reifen DCs
RANK Osteopetrose, weniger reife B-Zellen |Dougall et al.,
Knockout Osteoklasten fehlen | als wt, keine peripheren | 1999 ; Li et al.,

Lymphknoten, normale |2000

DCs und Makrophagen
RANKL Osteopetrose, keine Lymphknoten, Kong et al.,
Knockout Osteoklasten fehlen | gestorte friihe T- und 1999

B-Zelldifferenzierung,

weniger reife B-Zellen

als wt, normale DCs

und Makrophagen
OPG Osteoporose DCs mit groRerer T-Zell | Yun et al.,
Knockout stimulatorischen 2001

Potenz, gestorte B-Zell

Entwicklung, pro-B-

Zellen erhdhte

Proliferation nach IL-7

Gabe
OPG Osteopetrose, Anzahl | keinen Einflul3? Simonet et al.,
Transgen der Osteoklasten 1997

verringert

Tab. 1: Tiermodelle des RANKL / RANK / OPG Systems Knockouts. Aufgefiihrt
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sind die jeweiligen Knockout- bzw. Transgen- Modelle mit dem beobachteten
Knochenphénotyp und die Auswirkung auf das Immunsystem.

1.4. Das cysteinreiche Protein 61 (Cyr 61)

Humanes cysteinreiches Protein 61 (hCyr61) wurde Mitte der 90er Jahre
entdeckt und gehort zu einer Gruppe von Proteinen, die als CCN-Familie
bezeichnet wird (O'Brien et al., 1992). Dieses Akronym setzt sich aus den als
erstes identifizierten Proteinen Cyr (Cystein-reiches Protein, CCN1), CTGF
(connectiv tissue growth factor, CCN2) und NOV (nephroblastoma
overexpressed, CCN3) zusammen. Weitere bisher identifizierte Mitglieder der
wachsenden Familie sind: Wisp-1, -2, -3 (wnt-induced secreted proteins), sowie
CCN4, 5und 6.

Ursprunglich wurde Cyr61 als Produkt eines immediate-early Genes identifiziert,
dessen Transkription in Fibroblasten von Wachstumsfaktoren in fetalem
Kalberserum aktiviert wird (O’Brien et al., 1990).

Gemeinsame Merkmale dieser Proteinfamilie sind eine Grofde von 30-40kDa und
ein extrem hoher Cysteingehalt von ca. 10% der Masse (Brigstock, 2003).

Diese Proteine sind fur vielfaltige zellulare Vorgange verantwortlich. Neben
Mitosestimulation, Adhasion und Apoptose sind sie auch an der Produktion der
Extazellularmatrix beteiligt. Auf Gefalkebene bewirken sie die Aufzweigung und
Aussprossung neuer Kapillaren. Plazentation, Implantation, Embryogenese und

enchondrale Ossifikation sind ebenfalls CCN-abhangig.

-10 -
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Abb.3: Regulation und Funktion von CCN-Proteinen. Abkirzungen: IGF: insulin-
like growth factor; HSPG: heparan sulfate proteoglycan; FAK: focal adhesion
kinase; MAPK: mitogen- activated kinase; TGFf: transforming growth factor .
Aus: D.R. Brigstock, Journal of Endocrinology, 178 (2003).

Auf Genebene zeigen die Proteine dieser Familie vier konservierte Regionen:
Modul 1: Insulin-like-Growth-Factor Bindungsdomane

Modul 2: von-Willebrand Typ C Domane

Modul 3: Thrombospondin-1 Domane

Modul 4: C-terminale Domane mit putativem Cystein knot.
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Abb.4: Modulare Struktur der CCN-Familie. Aus: D.R. Brigstock, Journal of
Endocrinology, 178 (2003)

Die unterschiedlichen Funktionen dieser Proteingruppe kommen durch die
strukturelle Heterogenitat des modularen Genomaufbaus zustande. So fehlt zum
Beispiel in WISP-2/ CCN5 das Modul 4.

Auf molekularer Ebene haben diese Proteine mdglicherweise eine
Bruckenfunktion zwischen Extrazellularer-Matrix-assoziierten Proteinen und
Zelloberflachenmolekuilen. Von CCN 1, 2 und 3 ist bekannt, dass sie an Integrine
der Zelloberflache binden und somit intrazellulare Signalkaskaden ausldsen.
Uber Cyr61 ist bekannt, dass es Ostrogeninduzierbar ist und in Ostrogen-
abhangigen Mammakarzinomen und Tumoren des Uterus Uberexprimiert wird. In
vitro bewirkt Cyr61 die Kollagen- und Knorpelproduktion in Kulturen von
Gliedmalenknospen. Ebenfalls in vitro stimuliert es Chondrogenese, Mitogenese
und Adhasion in mesenchymalen Knochenzellen. In fetalen humanen
Osteoblasten wird die Cyr61-Produktion Vitamin D3 —abhangig reguliert (Latinkic
et al., 2001; D.R. Brigstock, 2003; Lechner et al., 2000; Schitze et al., 1998). In
neuesten Veroffentlichungen konnte eine erhdhte Expression von Cyr61im

Kallus im Verlauf der Frakturheilung nachgewiesen werden (Lienau et al. ,2006).
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1.5. Klinischer Aspekt der Interaktion zwischen Stroma und DC

1.5.1. Langerhans-Zell-Histiozytose

Uber die Pathogenese dieser granulomatésen Erkrankung ist bisher wenig
bekannt. Bei den Langerhans-Zellen handelt es sich um eine Subpopulation der
DC, die in eosinophilen Granulomen massenhaft in unreifem Zustand vorliegen.
Die Krankheitsausdehnung reicht von monolokalem Knochen-oder Gewebebefall
bis hin zu schwerem Multiorganbefund. In vitro kdnnen diese unreifen Zellen
durch Triggerung von CD40 in funktionelle DC maturieren. Vermutlich liegt
diesem Krankheitsbild eine pathologische Interaktion zwischen mesenchymalen
Zellen und DC zugrunde. Rivollier et al. haben entdeckt, dass sich diese unreifen
DC in vitro in Osteoklasten transdifferenzieren lassen, wodurch sich der

ausgepragte Knochenbefall erklaren lasst (Rivollier et al., 2004).

1.5.2. Rheumatoide Arthritis

Diese chronisch-entziindliche  Autoimmunerkrankung bedeutet fur die
betroffenen Patienten neben der schmerzhaften Bewegungseinschrankung
durch die akute Entziundungskomponente vor allem eine Invalidisierung durch
die Zerstorung von Knorpel- und Knochensubstanz bedingt durch die chronische
Entzindungsaktivitat. Osteoklasten, T-Lymphozyten, TNF-a und das RANKL /
RANK / OPG-System sind wichtige Beteiligte im Unterhalt des entzundlichen
Prozesses.

Die zellfreie Synovialflissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis wurde
auf ihre Cytokin-Zusammensetzung hin analysiert und es fanden sich abnorme
Mengen an RANKL, TNF-q, IL-1a, TGF-8, GM-CSF, 1-18 und 1I-6 (Rivollier et al.,
2004). Im Zusammenspiel mit RANKL erwies sich TNF-o als extrem potenter
Faktor zur Transdifferenzierung von unreifen DC zu Osteoklasten.

Somit erscheint es wahrscheinlich, dass die chronisch entzindliche Umgebung
zum einen die Ausreifung und Migration der DC behindert, gleichzeitig aber die
Transdifferenzierung zu Osteoklasten propagiert, was zum ausgepragten Verlust

an Knochensubstanz im Skelett dieser Patienten fuhrt (Rivollier et al., 2004).
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1.6. Fragestellung

Wie eingangs erwahnt, konnen Substanzen stromaler Stammzellen die
gemeinsame hamatopoietische  Vorlauferzelle von Osteoklasten und
Monozyten/DC zu unterschiedlicher Ausdifferenzierung triggern.

Unsere Arbeitshypothese lautet, dass andere Sekretionsfaktoren stromaler
Stammzellen und osteogen differenzierter Zellen auller dem bereits bekannten
RANK/ RANKL/ OPG-System oder den Sekretionsfaktoren TNF-a, IFN-y und
verschiedenen Interleukinen ebenfalls einen Einfluss auf die Differenzierung der
monozytaren Zellen und damit eine immunmodulatorische Wirkung haben. Die
Experimente wurden fur Screening-Versuche mit Zellkulturiberstanden aus
humanen fetalen Osteoblasten (hFOB) begonnen und anschlielend erfolgte eine
Kandidaten-Analyse, da rekombinantes Cyr61 als ein molekularer Bestandteil
des Zellkulturiberstands verfigbar wurde. Als readout-Zellen boten sich
monozytare Zellen an, da diese Zellen zum einen ex vivo gewonnen werden
konnten, zum anderen standen uns THP-1 Zellen, also klonale monozytare
Vorlauferzellen zur Verfugung. Sowohl die jeweilige Wildtyp-Population als auch
aus diesen Zellen ausdifferenzierte dendritische Zellen wurden unter dem
Einfluss von Sekretionsprodukten mesenchymaler Zellen sowie unter dem
Einfluss von Cyr61 untersucht. Ein Vergleich dieser Zellpopulationen hinsichtlich
unterschiedlicher Stimulationsbereitschaft oder Differenzierungsmdglichkeiten
stellte einen weiteren Aspekt der Hypothese dar. Zum Zeitpunkt des Designs der
hier darzustellenden Experimente war noch nicht bekannt, dass Cyr61 die
Differenzierung von monozytaren Zellen in Endotheliale Vorlauferzellen sehr
effektiv stimulieren kann, was zum Zeitpunkt der Drucklegung dieser Arbeit
jedoch eindeutig nachgewiesen scheint (Schenk et al. 2007, in Veroffentlichung
befindlich).
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Plastikwaren wurden von Sarstedt, Falcon, Eppendorf, TPP und Biozym,
Chemikalien in p. A.-Qualitat von Amersham Biosciences, Roth, Gibco, Braun
und Biozym bezogen.

Verwendete Losungen wurden je nach bendtigter Reinheit mit deionisiertem
Wasser, doppelt destilliertem deionisiertem Wasser (Aqua bidest) oder RNAse-
freiem Rotisolv® HPLC- Wasser der Firma Roth angesetzt.

Als Medien wurden fur THP-1-Zellen und Monozyten verwendet: RPMI 1640,
mit 1% oder 10% fetalem Kalberserum (FCS) versetzt (beides Firma Gibco), die
hFOB- Zellen wurden in serumfreiem DMEM/ HAM'S F-12 Medium der Firma
PAA Laboratories (Linz, Osterreich) kultiviert.

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem Nucleo Spin RNA Il Kit der Firma Macherey-
Nagel (Duren).

Der TA-Cloning- Kit wurde von der Firma Invitrogen bezogen.

Fir die PCR wurde die Tag-Polymerase der Firma Amersham Biosciences
(Freiburg) und Nukleotide der Firma Roth (Karlsruhe) verwendet.

Fir die Sequenzierung wurde der Cycle Sequencing Kit ,BigDye® Terminator v
1.1 und das Auto- Sequenzierungsset der Firma Applied Biosystems

(Darmstadt) verwendet.

2.1.1. Zellarten

¢ Periphere Blutmonozyten
Monozyten wurden aus vendsem Blut erwachsener Spender gewonnen (s. 2.2
Methoden)

e hFOB
HFOB sind humane fetale Osteoblasten, die von Tom Spelsberg (Department

of Biochemistry and Molecular Biology, Mayo Clinic, Rochester, USA)
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freundlicherweise zur Verfigung gestellt wurden. Die Zellen wurden in DMEM/
HAM'S F-12 Medium mit 10% FCS bei 34°C und 5% CO; kultiviert.
Fur die durchgefilhrten Versuche wurde nur der Uberstand der mit TNFa
stimulierten hFOB verwendet.

e THP-1
THP-1 sind Suspensionszellen (s. Abb. 1) und wurden aus einem an akuter
monozytischer Leukamie erkrankten Kind etabliert. Die Zellen wurden von der

American Type Culture Collection, Rockville, USA (ATCC Nummer: TIB-202)
bezogen.

ATCC Number: TIB-202
Designation:  THP-1

Scale Bar = 100pm

Abb.1 THP-1 Zellen (Quelle: www.lgcpromochem.com/atcc)

2.1.2. Zellstimulation

Fur die Stimulation und Ausdifferenzierung wurde Interleukin 4 (IL-4),
Granulozyten-Makrophagen-colony-stimulating-factor (GM-CSF) (beides
Stratmann Biotech AG, Hamburg) verwendet, sowie humanes Cystein-reiches
Protein (hCyr61), das zum einen freundlicherweise von PD Dr. N. Schitze
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(Molekulare Orthopadie, Orthopadische Kinik der Universitat Wurzburg) zur
Verfligung gestellt wurde, zum anderen aus Uberstand von hFOB- Zellen

gewonnen wurde.

2.1.3. Oligonukleotide

Die Primer fur die PCR-Amplifikation wurden von der Firma Roth bezogen und

nach Anweisung des Herstellers in HPLC-Wasser gelost.

Bezeichnung: Sequenz 5————3 Produktgrofie
CD14 sense CACTTCCAGAGCCTGTCCGGAGC 195bp
CD14 antisense GAAGGCTCCGGACCAGTCGGGCTG

CD80 sense ACTCGCATCTACTGGCAAAAGGA 550bp
CD80 antisense ATGGGAGCAGGTTATCAGGAAAA

CD83 sense GCCATGTCGCGCGGCCTCCAGCTTC 449bp
CD83 antisense GGACAATCTGGGCTCTGTATTTC

CD83 antisense “neu” GGACAATCTCCGCTCTGTATTTC

CD83 sense “neu” TCGCGCGGCCTCCAGCTTCT

CD 83 sense “kurz” ATGTCGCGCGGCCTCCAG

CD83 antisense “kurz” GGACAATCTCCGCTCTGTATT

CD86 sense TGGTGCTGCTCCTCTGAAGATTC 300bp
CD86 antisense ATCATTCCTGTGGGCTTTTTGTG

Tab. 1: Verwendete Primer fiir die PCR

2.1.4. Antikorper

FITC und PE markierte Antikdrper wurden von den Firmen Becton-Dickinson

(Heidelberg) und Beckman Coulter GmbH (Krefeld) bezogen.
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Als Isotypen wurden IgG1 (FITC), IgG2a (PE) und IgG2a Mouse (FITC), IgM k
Mouse (FITC), IgG1k (PE) und CD14 (PE) verwendet.

2.1.5. Computersoftware

Die Arbeit wurde auf einem Computer mit dem Betriebssystem Windows NT
erstellt. Fur die Erstellung und Berechnung von Graphiken wurde Excel 97
verwendet, als Schreibprogramm diente Word 97. Bilder wurden mit PowerPoint

bearbeitet.

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

2.2.1.1. hCyr61-Gewinnung aus hFOB-Zellen

HFOB-Zellen wurden fur 48 Stunden mit TNFa (Konzentration: 2 nM) in DMEM/
HAM'S F-12 Medium inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und direkt
auf die THP-1-Zellen gegeben.

Der hCyr61-Gehalt dieses Uberstandes wurde mittels Westernblot verifiziert
und als Silbergel abgebildet. Diese Arbeiten wurden von MTA Frau Meif3ner-
Weigl durchgeflnhrt.

2.2.1.2. Zellisolation fir die FACS-Analyse

Fir die Gewinnung von mononuklearen Zellen wurde in Anlehnung an B.
Thurner et al. (1998) Vollblut von gesunden erwachsenen Probanden mit NaCl
(0,9%, Braun), versetzt mit 1% fetalem Kalberserum (FCS; Gibco), im
Verhaltnis 1:1 gemischt und mittels Ficoll-Paque (Amersham Biosciences)
Dichtegradienten-Zentrifugation (bei 1200 rpm flr 20 min) isoliert, gewaschen

und gezahlt. Anschliellend wurden die Zellen in RPMI 1640 Medium, versetzt
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mit 10% fetalem Kalberserum, aufgenommen und fir eine Stunde bei 37°C in
feuchter Atmosphare und 5% CO, in 25cm?® Kulturflaschen inkubiert. Die nicht-
adharente Fraktion wurde entfernt und durch frisches RPMI 1640 + 10% FCS-
Medium ersetzt (Tag 0). Nach 24 h (Tag 1) und weiteren 48 h (Tag 3) wurde
das alte Medium vorsichtig abgesaugt, um nur lose adharierende Zellen nicht
mit zu entfernen. Dem frischen Medium wurde GM-CSF (0,5 ng/ml) und IL-4
(500 U/ml) zugegeben. Am Tag 5 wurden die Zellen geerntet, gezahlt, und in
einer Dichte von 5x10° Zellen in RPMI-10% FCS-Medium auf Sixwell-Platten
ausgesat. Je zwei wells wurden mit TNFa (1 pl/ml;), RANKL (0,5 pl/ml), hCyr61
(1 pg/ml) und Uberstand von MSC und TNFa-stimulierten hFOB (je 1,5 ml)

versetzt und Uber 24 h inkubiert. THP-1-Zellen wurden analog behandelt.

2.2.1.3. Zellisolation fiir die RNA-Gewinnung

Die mononuklearen Zellen wurden, wie unter 2.2.1.1 beschrieben, mittels Ficoll-
Paque-Gradienten isoliert (Tag 0) und in 25cm?® -Gewebekulturflaschen Uber
Nacht bei 37°C, 5% CO in feuchter Atmosphare inkubiert. Am Tag 1 wurde das
Medium gewechselt und die Zellen mit hCyr61 (1 pg/ml) stimuliert oder mit GM-
CSF (0,5 ng/ml) und IL-4 (500 U/ml) die dendritische Zelldifferenzierung
eingeleitet. Die nur mit hCyr61 stimulierten Zellen wurden am Tag 3 geerntet
und die RNA isoliert. Die restlichen Zellen wurden nach erneutem
Mediumwechsel wiederum mit GM-CSF und IL-4 weiter differenziert. Am Tag 5
erfolgte nach Mediumwechsel die Stimulation mit hCyr61. Die RNA-Isolation der
Zellen erfolgte am Tag 7. THP-1 Zellen wurden nach Aussaat in 25cm?3
Gewebekulturflaschen mit GM-CSF und IL-4 stimuliert (Tag 0). An Tag 2
erfolgte nach Mediumwechsel die Stimulation mit GM-CSF und IL-4. Erneuter
Mediumwechsel und Stimulation mit hCyr61 erfolgte am Tag 4. Am Tag 6
wurde die RNA isoliert.

Die Konzentration der isolierten RNA wurde nach 1:100 Verdinnung mit Aqua

dest. im Eppendorf Biophotometer bestimmt.
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2.2.2. FACS-Analyse

Far die FACS-Analyse wurden die primaren monozytaren Zellen vorsichtig in
PBS am Tag 7 abgekratzt, die THP-1 Zellen wurden abzentrifugiert (1000 rpm,
5 min), die Pellets in 400ul PBS resuspendiert und mit je 10ul CD14-, CD80-,
CD83- und CD86-Antikoérpern flr 20 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurden
die Zellen erneut zentrifugiert (1000 rpm, 5 min) und zweifach mit PBS
gewaschen. Die FACS-Analyse wurde im Labor der Medizinischen Klinik Il der
Universitat Wurzburg von Frau R. Ottohal und Frau A. Koss-Kinziger am

FACScan mit dem Programm CellQuest durchgefihrt.

2.2.3. SDS-Gelelektrophorese

Das gebrauchlichste Verfahren zur Auftrennung und Reinheitskontrolle von
Proteinen ist die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Folgende
Puffer wurden fur die SDS-PAGE verwendet:

Trenngel-Puffer: 3 M Tris-HCI, pH 8,8
Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris-HCI, pH 8,8
Laufpuffer: 192 mM Glycin

25 mM Tris

0,1 % SDS

Aus folgenden LOsungen wurde in einem Giel3stand einer Bioradkammer

Trenn- und Sammelgel gegossen (Gelzusammensetzung fur 2 Gele: siehe
Tabelle 2 und 3):
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Trenngel: 12%
Acrylamid:Bisacrylamid 29:1, 40% 3,0 ml
SDS 10% 100 pl
Ammoniumpersulfat 10% 100 pl
TEMED 4 ul
Trenngel-Puffer: 3 M Tris-HCI pH 8,8 1,25 ml
H>O 5,55 ml

Tab. 2:Zusammensetzung des Trenngels

Sammelgel: 15%
Acrylamid:Bisacrylamid 29:1, 40% 0,5 ml
SDS 10% 40 pl
Ammoniumpersulfat 40 pl
TEMED 4 ul
Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris-HCI pH | 1,0 ml
H.O 2,4 mi

Tab. 3 Zusammensetzung des Sammelgels.

Nach der Polymerisation wurde jeweils pro Spur die gleiche Proteinmenge im

gleichen Volumen aufgetragen. Die Proteine wurden 5 min im SDS-PAGE-

Probenpuffer 49 (RotiLoad) gekocht, auf Eis gelagert und anschliellend auf das

Gel aufgetragen. Zusatzlich wurde ein Proteinmarker (prestained) von PeqglLab

(Erlangen) aufgetragen, bestehend aus den Komponenten Lysozym (20,4 kDa),
B Laktoglobulin (24,5 kDa), Karboanhydrase (32,0kDa), Ovalbumin (46,8 kDa),
Bovines Serum Albumin (81,4 kDa) und [(-Galaktosidase(121,6kDa). Die

Elektrophorese lief bei einer Spannung von 110 V bis an den unteren Rand des

Trenngels (ca. 15 min), anschlieBend bei einer Spannung von 200 V, bis die

Markerbande den unteren Gelrand erreicht hat.
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2.2.4. Silberfarbung

Die mit SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch eine Silberfarbung

sichtbar gemacht. Dafur wurden folgende Reagenzien verwendet:

1. Fixierungsreagenz (40% Methanol; 10% Essigsaure)

2. Waschreagenz (30% Ethanol)

3. Sensibilisierungsreagenz (0,02% Na-thiosulfat)

4. Silberreagenz (0,2% AgNOs; 0,02% Formaldehyd (37%))

5. Entwicklerreagenz (3% NayCOs; 0,0005% Na,S,03; 0,05% Formaldehyd
(37%))

6. Stopreagenz (0,5% Glycin)

7. Konservierungsreagenz (20% Ethanol; 2% Glycerol)

Das Protokoll wurde wie folgt durchgefuhrt:

SCHRITT LOSUNG ZEIT

Fixieren 1 60 min
Fixieren 1 30 min
Waschen 2x 2 20 min
Waschen H20 20 | H20 20 min
Sensibilisierung 3 1 min

Waschen 3x H.O 20 sec
Silberfarbung 4 20 sec
Waschen 3x H.O 20 sec
Ag-Reduktion 5 3-5 min
Waschen H.O 20 sec
Abstoppen 6 5 min

Waschen 3x H.O 10 min

Tab. 4 Die Schritte einer Silberfarbung
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2.2.5. Reverse Transkription von RNA

Fir die reverse Transkription wurden 2 ug der isolierten RNA zusammen mit 1
ul Oligo dT (1:4) auf ein Reaktionsvolumen von 12 ml aufgeflllt und dieses fur
10 min bei 70°C inkubiert. AnschlieBend wurden 4ul MLLV- Puffer 5x, 0,5ul
dNTP-Mix (20mM) und 2,5ul H,O mit 1ul reverser Transkriptase (Promega
GmbH) versetzt und flr 60min bei 42 °C, 10 min bei 94°C und dann Kuhlung
auf 12°C in cDNA transkribiert.

2.2.6. Qualitative PCR

Die Intaktheit der cDNA wurde mit Aktin- oder EF1a-PCR Uberpruft.

Fir die Amplifikation wurden 1 pl der cDNA, jeweils 25 pmol der Primerpaare
CD14, 80, 83 und 86 (Tab. 1), 20 mM Desoxynukleotide und 0,5 pl Taq
Polymerase in einem Volumen von 50 pl eingesetzt. Bei der CD80- und CD86-
PCR wurde zusatzlich 2,5 ymol MgCl, zugesetzt. Die Amplifizierung erfolgte bei
CD14 und 83 in 35 Zyklen mit folgenden Einstellungen: 1 min bei 94°C, 1 min
bei 56°C, und 1 min bei 72°C. Die CD80-PCR lief Uber 36 Zyklen flir 30 sec bei
94°C, 30 sec bei 55°C und 1 min bei 72°C, die CD86 PCR fir 15 sec bei 94°C,
15 sec bei 60°C und 30 sec bei 72°C (modifiziert nach Thurner et al., 1999).

20 pl des Reaktionsvolumens wurden auf ein 1% Agarosegel in Anwesenheit
von Ethidiumbromid aufgetragen und unter UV- Licht photographiert. Das
verwendete Photoprogramm war Biocapt MW1 der Firma LTF.

2.2.7. Klonierung von Standards fiir die quantitative PCR
Die Klonierung wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers fur den

original TA Cloning Kit durchgefuhrt. Je ein frisches PCR-Produkt von CD14,
CD80, CD83 und CD86 wurden eingesetzt.
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2.2.8.1. Transformation in DH5a-kompetente Zellen

Nach der Ligation wurden je 1 pl Plasmid-DNA zu 50 pl kompetenter E. coli
DH5a zugegeben, fur 30 min auf Eis inkubiert und bei 42°C fur 90 sec erhitzt.
Nach 2 min. auf Eis wurde 250 yl SOC-Medium je Probe zugegeben, fur 1 h bei
37°C inkubiert und auf LB-Amp-Platten ausplattiert. Nach Inkubation Gber Nacht
bei 37°C wurde je ein Klon gepickt und Uber Nacht in 2 ml LB-Amp-Medium bei
37°C im Schuttler inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA mit dem NucleoBond
PC 20 Kit der Firma Macherey und Nagel nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.2.8.2. Sequenzierung

Far die Sequenzierung wurden 5 pl DNA-Produkt (ca. 500ng) mit je 4 ul
BigDye-Mix und BigDye-Terminator, sowie 1 pyl M13-Primer (5 pmol) in einem
Reaktionsvolumen von 20 ul eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen waren:
94°C fur 3 min, 94°C fur 30 sec, 50° fur 1 min, 60°C fur 3 min, 72°C fur 5 min
uber 30 Zyklen.

Das Produkt wurde auf Auto-Seq G50-Saulen (Amersham Biosciences)
aufgetragen und nach Angaben des Herstellers behandelt. Anschliefiend wurde
mit 2 yl 3M Na- Acetat und 50 pl Ethanol (96%) je Probe fir 10 min. auf Eis die
DNA ausgefallt und bei 14000 rpm fur 30 min zentrifugiert. Nach einem
weiteren Reinigungsschritt mit 70% Ethanol und erneuter Zenrifugation bei
14000 rpm fur 20 min wurde das Pellet getrocknet und in 25 pl Template
Surpression Reagent (Applied Biosystems) flir 2 min im Wasserbad erhitzt. Die
Analyse erfolgte im Sequenzer ABIPrism 310. Die Basensequenzen wurden mit
der Gendatenbank im Internet unter www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ verglichen

und verifiziert.

e Maxi Praparation von Plasmid-DNA
Far die Maxi Praparation von Plasmid DNA wurden nach der Sequenzierung
200 ml LB-Amp Medium mit den jeweiligen rekombinanten Klonen angeimpft,
uber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert und die Plasmid-DNA mit dem
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NucleoBond PC 500 Kit (Macherey und Nagel) nach Angaben des Herstellers

isoliert.

2.2.8.3. DNA-Verdau und -elution

20 pg DNA aus der Transformation wurden zu 3 ul 10-fach EcoRI-Puffer und 2
Ml EcoRI Restriktionsenzym (NEB, Frankfurt) zugegeben, mit HPLC-Wasser auf
30 ul Reaktionsvolumen aufgefullt und fur 4 h bei 37°C verdaut. Die Produkte
wurden auf ein 1% Agarosegel in Anwesenheit von Ethidiumbromid aufgetragen
und die entsprechenden Banden anschlieRend ausgeschnitten. Die sich in den
Gelausschnitten befindliche DNA wurde mit dem Nucleo-Trap-Kit der Firma
Macherey- Nagel nach Angaben des Herstellers eluiert und die DNA-

Konzentration photometrisch bestimmt.

2.2.8.4. Standard-Bestimmung

Mittels Excel-Programm wurde die genaue Kopienzahl pro ul Probe ermittelt
und fur jeden CD-Marker eine Verdlnnungsreihe 1:10, ausgehend von
1.000.000 Kopien, angelegt.

Fur die jeweiligen Produkte wurde das Molekulargewicht anhand der
Basenanzahl ausgerechnet, auf die Avogadro’sche Konstante bezogen und in

Kopien pro pl angegeben.

CcD14 CD80 CcD83 CD86
Molekulargewicht 1810 P72869 218160 148029
Gewicht pro 1,52458*107° 1%4,5312*10"° [B062272*107"° [2,45814*10™"°
Kopie [g]

Gewicht pro pl [1,09*107 B,13*107 1,04*107 0,81*10”

[a]

Kopiezahl pro pl  },14953*10"" 5,90766*10"" 2,87077*10"" [3,29518*10"

Tab. 5: Standard-Bestimmung
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2.2.9. Quantitative PCR mittels Real-time PCR

Die Real-time PCR lasst eine quantitative Bestimmung der PCR-Produkte zu:
SYBR-green (Biozym Scientific GmbH, Hessisch-Oldendorf), ein Fluorophor,
bindet an Doppelstrang-DNA und sendet in diesem Moment ein
Fluoreszenzsignal aus, das durch einen Real-time Thermocykler (Opticon, MJ
Research) detektiert werden kann. Die Fluoreszenz korreliert mit den in der

exponentiellen Phase der PCR gebildeten Produkten.

Da SYBR-green jedoch zu einer Hemmung der Polymerase fuhrt, musste fur
jeden CD-Marker die optimale MgCl,-Konzentration und Reaktionstemperatur
mittels Verdlnnungsreihe und verschiedenen Temperaturgradienten ermittelt
werden.

e Einstellungen fur CD14-SYBR-green-PCR:
Inkubation: 94° fur 5 min
Annealing: 94°C fur 15 sec, 54°C fur 1 min, 72°C fur 1 min; 36 Zyklen
Denaturierung: 72°C fur 7 min
MgCl,-Konzentration: 2,5 mM

e Einstellungen fur CD80-SYBR-green-PCR:
Inkubation: 94°C fur 5 min
Annealing: 94°C fur 30 sec, 51°C fur 30 sec, 72°C flr 7 min; 36 Zyklen
Denaturierung: 72° flr 7 min
MgCl,-Konzentration: 4,0 mM

e Einstellungen fur CD83-Sybr-green-PCR:
Inkubation: 94°C fur 5 min
Annealing: 94°C fur 15 sec, 57°C fur 1 min, 72°C far 1 min; 36 Zyklen
Denaturierung: 72°C fur 7 min
MgCl,-Konzentration: 3,0 mM

e Einstellungen fur CD86-SYBR-green-PCR:
Inkubation: 94°C fur 5 min
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Annealing: 94°C fur 15 sec, 58°C fur 15 sec, 72°C flr 30 sec, 77°C fur 10 sec;
36 Zyklen

Denaturierung: 72° fur 7 min

MgCl,- Konzentration: 4,0 mM
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der FACS-Analyse von reifen DC aus PBMCS unter dem
Einfluss von hFOB-Uberstand

3.1.1. Nachweis von hCyr61 im Uberstand von hFOB-Zellen

hFOB-Zellen wurden mit 2 nM TNFa fur 2 Tage stimuliert, dann das Medium
abgenommen,zentrifugiert und der Uberstand mittels Western blot analysiert.
Dabei zeigten sich eine deutliche Bande im erwarteten
Molekulargewichtsbereich sowie einige kleinere immunreaktive Banden, die

womoglich Abbauprodukten von Cyr61 entsprechen (Abb. 1).

L AR

. # 122kDa
£ g 79 kDa

P— . 47kDa
™ 4 Y 33kDa
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e
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5 ' 20 kDa
¥ .

Abb.1: Western blot der Zellkulturiiberstande von mit TNFa stimulierten hFOB

Zellen
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3.1.2. Kandidatenanalyse durch Stimulation von PBMC mit RANKL, HFOB-
Uberstand und hCyr61

In eigenen Vorversuchen zu dieser Arbeit wurden die PBMC mit verschiedenen,
z. T. bereits als immuninteraktiv bekannten Substanzen stimuliert. Bei den mit ||
4 und GM-CSF vordifferenzierten DC zeigte sich eine deutliche Zunahme des
Verhaltnisses von CD14-/CD86+ Zellen zu CD14+/CD86- DC von 20:1. Eine
Zunahme des Verhaltnisses von CD14-/CD86+ zu CD14-/CD86+ DCs auf 90:6
konnte bei Zugabe von hFOB- Uberstand erreicht werden. Die Ergebnisse mit
RANKL, TNFa oder dem Uberstand mesenchymaler Stammzellen als Stimulus
waren weniger eindricklich, sodass diese Substanzen verlassen wurden (s.
Abb. 2a). Die aussagekraftigsten Ergebnisse wurden jedoch mit Cyr-haltigem
Uberstand von humanen fetalen Osteoblasten (hFOB) und rekombinantem
hCyr61 erzielt, sodass in Folge unser Augenmerk sich auf diese Substanz und

deren Domanen richtete.

100
90 - —
80 -
70
60 -
50 -
40 - —
30 -
20 -
10 A

0- ‘ — . ‘
PBMC DC DC+HFOB- DC+RANKL
Uberstand

W CD14+/CD86+
0 CD14-/CD 86+

Abb. 2a: FACS-Analyse: Stimulation von PBMC mit dem Uberstand von TNF-a
stimulierten HFOB und RANKL. PBMC sind unstimulierte Zellen, als DC werden
mit 114 und GM-CSF vorstimulierte Zellen im Sinne einer Ausreifung zu
dendritischen Zellen bezeichnet. Die im entsprechenden Gate gezéhlten Zellen

sind in % angegeben.
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Nachdem hCyr61 gentechnisch in ausreichender Menge zur Verfigung stand,
wurde neben den Versuchen mit dem Uberstand der HFOB-Zellen auch eine
Experimentreihe mit rekombinantem hCyr61 angelegt.

Das reine Zahlenverhaltnis der CD14-/CD86+ Zellen unter hCyr61-Gabe nahm
dabei auf 45:2 zu. Im Vergleich lag das Verhéltnis von HFOB-Uberstand-
stimulierten DCs bei 40:10, bei nur mit IL4 und GM-CSF kultivierten DCs war
das Verhaltnis 30:5 (s. Abb. 2b).

50
45 - =
40 -
35 -

30 1 =
| W CD14+/CD86+

25 -
20 | 00 CD14-/CD86+

15 1 —

10
a B B

PBMC DC DC+HFOB- RANKL hCyr61
Uberstand

Abb.2b: FACS-Analyse: Stimulation von PBMC mit dem Uberstand von TNF-a
stimulierten HFOB, RANKL und rekombinantem hCyr61. PBMC sind
unstimulierte Zellen, als DC werden mit 14 und GM-CSF vorstimulierte Zellen
im Sinne einer Ausreifung zu dendritischen Zellen bezeichnet. Konzentration
von hCyr61: 3ug/well. Die im entsprechenden Gate gezéhlten Zellen sind in %

angegeben.

Diese Ergebnisse bestatigten unsere Arbeitshypothese, dal} Osteoblasten-
Sekretionsprodukte immunmodulatorisch aktiv sind und die noch starkere
Ausreifungstendenz unter hCyr61-Gabe sollte in dieser Arbeit weiter untersucht

werden.
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3.2. Qualitative Bestimmung der Expression charakteristischer CD-
Oberflachenmarker in undifferenzierten PBMC und differenzierten DC

mittels konventioneller PCR

Nach Stimulation der aus peripherem Blut gewonnenen monozytaren Zellen
wurde die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mit sense- und antisense-
Primern fur CD14, 80, 83 oder CD86 mittels konventioneller PCR amplifiziert.
Nach Auftrennen des PCR-Produktes auf einem Agarosegel ergaben sich je
nach An- oder Abwesenheit von rekombinantem hCyr61 beziehungsweise
Interleukin - und GM-CSF  deutliche Unterschiede der jeweiligen
Expressionsbanden fur CD-Oberflachenmarker (s. Abb 3-5.). Im Vergleich zu
nicht stimulierten Zellen zeigte die 48-stindige Stimulation mit hCyr61 (bei
gleichzeitiger Anwesenheit des DC-Differenzierungs-Cocktails) einmal eine
Stimulation der CD14 Expression, in anderen Experimenten zeigte sich kein
Effekt. Bei ausdifferenzierten DC und anschlielender Stimulation Uber sieben
Tage erfolgte eine Expressionsminderung fur CD14 konsistent in allen

Experimenten (s. Abb. 3).
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Abb. 3a: RT-PCR Nachweis der Expression von CD14 in PBMC. Die eine Hélfte
der monozytéren Zellen wurden mit IL-4/GMCSF differenziert und anschlieRend
mit hCyr61 stimuliert ebenso wie undifferenzierte Zellen (Abkiirzungen: PBMC:
Zellen ohne Zugabe von IL4/GMCSF; DC: Zellen mit Zugabe von IL4/GM-CSF;
+/- Cyr: Stimulation mit oder ohne hCyr61). Konzentration von hCYR 3ug.

Gezeigt ist ein representatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.
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Abb.3b RT-PCR Nachweis der Expression von Aktin in PBMC. Aus nicht

geklérten Griinden liel3en sich nicht alle Banden darstellen.

Die Expression fir CD80 lie® keine eindeutigen Rickschlisse zu, da die RNA
nur unvollstandig dargestellt werden konnte. Die erhaltenen Ergebnisse waren
nicht stringent reproduzierbar, sodass auf eine Abbildung verzichtet wurde,
jedoch war auch hier die Tendenz zu einer vermehrten CD80-Expression unter
[I-4, GM-CSF und rekombinantem hCyr61 zu erkennen. Fur die CD83-
Expression als Marker reifender Monozyten lie3 sich tendenziell eine starkere
Bande unter rekombinantem hCyr61, 1I-4- und GM-CSF-Stimulation erkennen
(s.Abb. 4).
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Abb. 4a: Semiquantitative Darstellung der Expression von CD83 mRNA in
differenzierten und undifferenzierten PBMC. Die eine Hélffe der monozytéren
Zellen wurde mit IL-4/GMCSF differenziert und anschlieBend mit 3ug hCyr61

stimuliert ebenso wie undifferenzierte Zellen (Abkiirzungen: PBMC: Zellen
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ohne Zugabe von IL4/GMCSF DC: differenziert mit IL4/GMCSF; +/-Cyr:
Stimulation mit oder ohne hCyr61).
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Abb. 4b: RT-PCR Nachweis der Expression von Aktin in PBMC

Die CD86-Expression zeigte eine starkere Bande unter Stimulation mit hCyr61
fur 48 Stunden. 1I-4 und GM-CSF ergaben ebenfalls ein starkeres
Bandenmuster, zusatzliche Stimulation mit hCyr61 flhrte zu einer starkeren
Expression verglichen mit lI-4 und GM-CSF behandelten Zellen (s. Abb. 5a.).
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Abb. 5a: RT-PCR Nachweis der Expression von CD86 mRNA in differenzierten
und undifferenzierten PBMC Die eine Hélfte der monozytéren Zellen wurden mit
IL-4/GMCSF differenziert und anschlieBend mit 3ug hCyr61 stimuliert ebenso
wie undifferenzierte Zellen (Abkiirzungen: PBMC: Zellen ohne Zugabe von
IL4/GMCSF DC: differenziert mit IL4/GMCSF,; +/-Cyr: Stimulation mit oder ohne
hCyr61).
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Abb. 5b: RT-PCR Nachweis der Expression von Aktin in PBMC

3.3. Semiquantitativer Nachweis der Expression charakteristischer CD-

Oberflachenmolekiile in THP-1 Zellen mittels konventioneller PCR

In gleicher Weise wie die PBMC wurden auch die THP-1-Zellen behandelt, die
RNA isoliert und die Expression von Oberflachenantigenen mittels RT-PCR
nachgewiesen. Mit den THP-1-Zellen wurde erstmals eine Stimulation
zusatzlich mit den einzelnen Domanen des rekombinanten hCyr61
durchgefuhrt.

In der ersten der drei Versuchsreihen fur CD14 zeigte sich bei den
differenzierten Zellen eine schwachere CD14-Expression gegenuber den
undifferenzierten. Die differenzierten Zellen ohne zusatzliche hCyr61-
Stimulation exprimierten am wenigsten CD14. In der zweiten Versuchsreihe
resultierte bei differenzierten Zellen sowohl mit, als auch ohne Zugabe von
hCyr61 eine verstarkte CD14-Expression. Die dritte Versuchsreihe ergab eine
verstarkte CD14-Expression bei mit hCyr61 stimulierten undifferenzierten und
differenzierten Zellen.

Die qualitative Darstellung der CD80-Expression zeigte eine in allen drei
Versuchsreihen zu beobachtende vermehrte Expression in den mit hCyr61
stimulierten differenzierten Zellen.

Fur CD83 lie} sich eine verstarkte Expressionsbande in den differenzierten

Zellen nachweisen, besonders bei Zusatz von hCyr61.
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Die drei Versuchsreihen der CD86-Expression zeigten eine konstante
Mehrexpression der differenzierten Zellen mit einer nochmals starkeren Bande

bei Zugabe von hCyr61.

& N & & & &
© o" p“* O @ o" G’** ) & o o
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& & & & L & o &
EF1a 1.Experiment EF1a 2. Experiment EF1a 3.Experiment

CD14 1.Experiment CD14 2.Experiment CD14 3.Experiment

CD80 1.Experiment CDB80 2.Experiment CDB80 3.Experiment
CD83 1.Experiment CD83 2.Experiment CD83 3.Experiment
- =
CD86 1.Experiment CD&6 2 Experiment CD86 3.Experiment

Abb. 6: THP1 Zellen, konventionelle PCR. Nachweis der Expression von
EF1a,CD14, CD80, CD83 und CD86 in THP1. Die eine Hélfte der THP1- Zellen
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wurden mit IL-4/GMCSF differenziert und anschlieBend mit hCyr61 stimuliert,
die andere Hélfte wurde ohne II-4 und GMCSF behandelt (Abktrzungen: DC:
differenziert mit IL4/GMCSF; PBMC: ohne IL4/GMCSF; +/-Cyr: Stimulation mit
oder ohne hCyr61;, mit Experiment 1-3 wurden die einzelnen Versuchsreihen

chronologisch bezeichnet).

Die vier Domanen des rekombinanten hCyr61 wurden einzeln als
Stimulationssubstanz den Zellen zugegeben. Fur CD14 konnte die in
Versuchsreihe ,Zwei“ (s. mittlere Spalte, Abb. 6) sichtbare Minderung der
Expression durch Domane Ill nicht reproduziert werden. Die Unterschiede
zwischen den restlichen Banden lielen sich mit der konventionellen PCR-
Methode nicht naher quantifizieren.

Fir CD80 lie® sich in Versuchsreihe ,Eins“ (s. linke Spalte, Abb. 6) eine
Zunahme der Bandenstarke fir Domane 2 und 3 gegenliber dem kompletten
hCyr61-Molekul beobachten, in Versuch drei war die Expression bei dem
Gesamtmolekul starker als bei den Domanen.

Far CD83 resultierte in den ersten beiden Versuchsreihen eine starkere Bande
fur Domane drei und vier gegentiber dem Gesamtmolekil. Im Experiment ,Drei*
(s. rechte Spalte, Abb. 6) liel3 sich dieses Muster nicht verifizieren.

Bei CD86 war im ersten Experiment kein eindeutiger Unterschied zwischen den
Banden auszumachen. Im zweiten und dritten Experiment war unter dem
Gesamtmolekill ein starkeres Bandenmuster zu beobachten gegentber den
ohne Gesamt-Cyr differenzierten Zellen. Die Stimulation mit den einzelnen
Domanen hingegen stellte sich gegenlaufig dar: zeigt sich in Experiment ,Zwei“
unter Domane 3 eine Verstarkung gegeniber dem Gesamtmolekil, so ist im

dritten Experiment eine Abschwachung erkennbar.
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EF1a 1.Experiment EF1u 2. Experiment EF 1o 3.Experiment

CD14 1.Experiment CD14 2.Experiment CD14 3.Experiment
CD80 1.Experiment CD80 2.Experiment CD80 3.Experiment

CD83 1.Experiment CD83 2.Experiment CD83 3.Experiment

CD86 1.Experiment CD86 2.Experiment CD86 3.Experiment

Abb. 7: THP1 Zellen, konventionelle PCR. Nachweis der Expression von
EF1a,CD14, CD80, CD83 und CD86 in THP1. Alle THP1- Zellen wurden mit IL-
4/GMCSF differenziert und anschlieBend mit den verschiedenen Domé&nen von
hCyr61 stimuliert (Abklirzungen: DC: differenziert mit IL4/GMCSF; Cyr full

length: hCyr61 als komplettes Molekil; Domain 1-4: die vier verschiedenen
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Doménen des Cyr-Molekils; mit Experiment 1-3 wurden die einzelnen
Versuchsreihen chronologisch bezeichnet).

3.4. Quantitative Bestimmungen der CD- Expression in THP-1 Zellen
mittels der Real- time- PCR

3.4.1. Klonierung des Standards fiir die quantitative PCR

Wie im Abschnit 2.2.7 Material und Methoden beschrieben, wurden Standards
fur die quantitative PCR kloniert. Abb. 8 zeigt die klonierten PCR- Produkte
nach Restriktion mit EcoRI. Die Banden wurden aus dem Gel eluiert und als

Template bei der Real-time PCR eingesetzt.

& S ¢

Abb. 8: Standardgel CD14, CD83, CD 80 und CD86 (WM: weightmarker, hier
1kb)

Anhand der bekannten Basenanzahl der jeweiligen CD- Marker wurde die

exakte Kopienzahl ermittelt und eine Verdinnungsreihe 1:10 ausgehend von
1.000.000 Kopien angelegt.
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CD14 CD80 CcD83 CD86
Molekulargewicht | 91810 272869 218160 148029
Gewicht pro 1,52458*10™"° [ 4,5312*10 " 13062272*10™" [2,45814*10™"
Kopie [g]
Gewicht pro pl|[1,09*10” 3,13*10” 1,04*107 0,81*10”
[a]
Kopiezahl pro pl |7,14953*10"" | 6,90766*10"" 2,87077*10"" [3,29518*10"

Tab. 1: Ermittlung der Kopienzahl der CD- Oberfléchen-Marker

3.4.2. Festlegung der optimalen PCR-Bedingungen bei Verwendung von
SYBR-Green

Da das Reagenz SYBR-Green in gewissem Umfang zu einer Hemmung der
Polymerase fuhrt, legten wir fur jeden CD-Marker die optimalen
Reaktionsbedingungen  hinsichtlich  Reaktionstemperatur und  MgCI2-
Konzentration festt Am Ende der Amplifikationsphase wurde die
Schmelztemperatur des PCR-Produktes bestimmt. Hierzu wird die Temperatur
jeweils um 0,3°C erhoht und die Fluoreszenzintensitat gemessen. Ist der
Schmelzpunkt erreicht, kommt es zur DNA-Denaturierung und die
Fluoreszenzintensitat fallt ab. Entsteht ein einzelner Peak wie in den Abb. 9-12
gezeigt, kann auf ein reines PCR-Produkt und eine hohe Spezifitat der Reaktion

geschlossen werden.

Fluoreszenzintensitat
/

Schmelzkurve

.........
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50 55 50 65 70 75 &0 a5 30 a5

Temperature
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Abb. 9: CD14 Schmelzkurve bei 2,5 mM MgCi2, 54°C

=qn} 5E& &0 &5 '?DTemperature?S a0 =11 20 25
Abb. 10: CD83 Schmelzkurve bei 3 mM MgCi2, 57°C
; |
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E0 &E &0 &E '?DTemperature?S 20 25 20 2
Abb. 11: CD80 Schmelzkurve bei 4,0 mM MgCi2, 51°C
EO EE &0 [} '?DTemperature?S a0 =3} 20 )

Abb. 12: CD86 Schmelzkurve bei 3,5 mM MgCi2, 60°C
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Abb. 9-12: Bestimmung der optimalen Schmelztemperatur von CD 14, 80. 83
und 86 bei unterschiedlichen MgCl2-Konzentrationen. Eine abfallende
Fluoreszenzintensitédtskurve bei einem mdglichst steilen peak erlaubt
Riickschliisse auf die Reinheit des Reaktionsproduktes und Spezifitdt der

Reaktion

3.4.3. Quantitative Bestimmung der DNA-Kopien anhand des Standards

Die quantitative PCR wurde unter Verwendung eines Standards fir jedes Gen
durchgefiihrt. Die Verwendung eines Standards erlaubt den Rickschluss auf
die genaue Kopienzahl der eingesetzten cDNA. Hierbei wurde eine
Verdunnungsreihe des unter 3.4.1 beschriebenen Standards angelegt und in
die Real-time-PCR als Template eingesetzt.

Zur Uberprifung der Intaktheit der jeweiligen cDNA wurde fiir jede Probe eine
PCR des als housekeeping-Gen bekannten Elongationsfaktors 1o durchgefuhrt.
Fir EF1a stand ebenfalls eine Standard-Verdlinnungsreihe, hergestellt von
Herrn M. Ulmer, zur Verfliigung.

Zur Normalisierung wurde die ermittelte Anzahl der Kopien fur jeden CD-
Marker als Quotient zur EF1a-Expression gesetzt. Um eine deutliche Aussage
zu erhalten, wurden die so erhaltenen Expressionswerte fur die CD-Marker auf
die Negativkontrolle bezogen. Die so erhaltene Ratio setzte somit immer die
Negativkontrolle als Zahlenwert ,eins” fest.

Als biologische Negativkontrolle wurden die Zellen bezeichnet, denen aulier

dem Nahrmedium keine weiteren Substanzen zugesetzt worden waren.

3.4.3.1. Auswertung der real-time-Versuche mit 1I-4, GM-CSF und hCyré61
Bei der Auswertung der Real-time-PCR wurde auf die statistische Berechnung
verzichtet, da sich Dbereits bei den Absolutwerten der einzelnen

Experimentreihen zum Teil gegensinnige Ergebnisse zeigten. Zudem waren

einzelne PCR-Produkte trotz mehrfacher Wiederholung nicht verwertbar.
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In zwei von drei durchgeflihrten Versuchsreihen zeigte sich eine Minderung der
CD14-Expression sowohl fur die alleinige Differenzierung mit 1I-4 und GM-CSF,
als auch bei alleiniger Stimulation mit hCyr61. Fur beide sank die Expression
um fast 50% gegenuber der Negativkontrolle. Bei Stimulation mit hCyr61, 1I-4
und GM-CSF zeigte sich neben einer leichten bzw. vierfachen Zunahme der
Expression in der dritten Versuchsreihe ein Abfall der Expression um fast 50 %.
Bei der CD80-Auswertung konnten nicht alle Daten vom Opticon-Gerat
detektiert werden. Wahrend sich in einzelnen Reihen unter |I-4 und GM- CSF-
Stimulation eine Zunahme um das 1,5-fache, unter hCyr61-Stimulation eine
Zunahme auf Uber das 2,5-fache zeigte, waren bei parallel durchgefihrten
Zellreihen die Ergebnisse entweder gegenlaufig oder zeigten keine Anderung.
CD86 ergab fur die Stimulation mit 1l-4, GM-CSF und hCyr61 die
empfindlichste, bis zur siebenfachen Mehrexpression. Bei Einzelstimulation mit
hCyr61 nahm die CD86-Expression in einem Experiment auf das 1,5-fach zu,
bei Wiederholung sank sie auf ca. die Halfte ab.

Fir CD83 konnten keine Werte ermittelt werden. Weder veranderte MgCI2-
Konzentrationen, noch unterschiedliche Temperaturstufen und abgeanderte

CD83-Primerkonstellationen flihrten zu auswertbaren Ergebnissen.

Die biologische Zellpopulation der Experimente zwei und drei muss in Frage
gestellt werden, da die differenzierten und mit hCyr61 stimulierten Zellen eine

starkere CD14-Expression aufweisen als die undifferenzierten Zellen.

Copy-ratio Copy-ratio Copy-ratio
CD14 1.Experiment 2.Experiment 3.Experiment
DC +hCyr61 0,590153535 1,334900511 4,22698009
DC - hCyr61 0,686249156 0,7135923 2,22980609
PBMC +hCyr61 0,707428766 0,531220525 2,25104144
PBMC - hCyr61 1 1 1
CD80
DC +hCyr61 1,54183455
DC - hCyr61 1,05722868 0,33272061 2,77617344
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PBMC +hCyr61 0,73296683 1,02202828 1,45202985
PBMC - hCyr61 1 1 1

CD86

DC +hCyr61 4,31032101 7,119737095
DC - hCyr61 1,27574712 0,312760434

PBMC +hCyr61 0,351471818 1,638794117
PBMC - hCyr61 1 1 1

Tab.2: Real-time-PCR; Expressionswerte fiir die CD-Marker auf die
Negativkontrolle bezogen (Abklirzungen: DC: differenziert mit IL4/GMCSF;
PBMC: undifferenziert ohne IL4/GMCSF; +/-hCyr61: Stimulation mit oder ohne
hCyr61).

Real-time 1.Experiment

4,5

4 4
3,5 mDC +Cyr

3

DC -

25 | m DC -Cyr

2 O PBMC+Cyr
1,5 o PBMC -Cyr

1 4

0 - ‘ ‘

CD 14 CD 80 CD 86

Real-time 2.Experiment

mDC +Cyr
mDC -Cyr
— |oPBMC+Cyr
OPBMC -Cyr

CD 14 CD 80 CD 86
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Real-time 3.Experiment

m DC +Cyr
mDC -Cyr
0 PBMC+Cyr

I 0 PBMC -Cyr

CD 14 CD 80 CD 86

o =~ N W s~ OO N
I I I I I I

Abb. 13: THP1-Zellen: Ergebnisse der Real-time PCR. Mit Experiment 1-3 ist
die chronologische Reihenfolge der Experimente bezeichnet (Abkiirzungen:
DC: differenziert mit IL4/GMCSF; PBMC: undifferenziert ohne IL4/GMCSF; +/-
Cyr: Stimulation mit oder ohne hCyr61).

3.4.3.2. Auswertung der real-time-Versuche mit hCyr61 und hCyr61-

Domains

Die Versuchsreihen wurden so angelegt, dass die Wirkung der einzelnen
Domanen und des Gesamtproteins hCyr61 getrennt sowohl auf unstimulierte
Zellen, als auch auf mit II-4 und GM-CSF vorbehandelte Zellen beobachtet
werden konnte. Die Negativkontrolle waren auch hier die alleinig mit dem
Nahrmedium behandelten Zellen. Fir CD14 erhohte sich die Expression unter
-4, GM-CSF und Gesamt-hCyr61 um das acht- bis zehn-fache in zwei
Versuchsreihen. In der dritten Versuchsreihe war sie auf das 0,2-fache
gesunken. Unter Gesamt-hCyr61 als Einzelstimulus waren die Werte um das
sechs- bis 13-fache erhdht. Die Domanen 1 bis 4 ohne Vordifferenzierung mit Il-
4 und GM-CSF zeigten einen Abfall der Expression auf das bis zu 0,03-fache
ohne wesentliche Unterschiede zwischen den einzelnen Domanen. Bei den mit
[I-4 und GM-CSF differenzierten Zellen sowie bei mit den einzelnen Domanen
stimulierten differenzierten Zellen lag die CD14-Expression leicht héher als bei
den undifferenzierten Zellen, zwischen den einzelnen Doméanen war aber keine

deutliche Anderung feststellbar.
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CD14 1. Experiment 2. Experiment 3. Experiment
DC +hCyr61 10,06226824 7,887468029 0,27746946

DC —hCyr61 2,589185916 0,755528042 0,326910938
DC+ Domain 1 [1,366248103 1,239321705 0,855394839
DC+ Domain2  [0,911973422 0,042408055 0,540155153
DC+ Domain 3  [1,296163927 0,824645343 0,365289769
DC+ Domain4  [1,425102218 0,810473175 0,279377028
PBMC+ hCyr61  [13,21120329 6,883817376 0,026155577

Negativkontrolle

1

1

1

PBMC+ Domain 1(0,404629376 0,159498196 0,045470785
PBMC+ Domain 2|0,224620829 0,10810998 0,076155953
PBMC+ Domain 3|0,0538362 0,053091867 0,05264727

PBMC+ Domain 4 (0,326904691 0,097988563 0,034142607

Tab.3: Real-time PCR; Expressionswerte fiir die

CD-Marker auf die

Negativkontrolle bezogen. Abkiirzungen: DC: differenziert mit IL4/GMCSF;
PBMC: undifferenziert ohne IL4/GMCSF; +/-hCyr61: mit oder ohne hCyr61
stimuliert. Negativkontrolle: undifferenzierte Zellen. Domain 1-4: die vier

verschiedenen Domé&nen des Cyr-Moleklils

Eine 100-fache Mehrexpression von CD80 ergab sich in der ersten Zellreihe
unter dem Stimulus von Il4, GM-CSF und Gesamt-hCyr61. In der parallel
durchgefuhrten zweiten Zellreihe war die Expression vervierfacht, in einem
dritten Ansatz um das 0,2-fache vermindert. Domane 1 und 2 zeigten in
Kombination mit 1I-4 und GM-CSF zweimal eine Vermehrung auf das sieben-
bis siebzehnfache, Domane 3 und 4 bewirkten noch eine Verzwei- bis
Verfunffachung. Die Domanen 1 bis 4 ohne Zugabe von |l-4 und GM-CSF

zeigten einen Abfall der Expression auf das bis zu 0,01-fache.

CD80 1. Experiment 2. Experiment 3. Experiment
DC +hCyr61 100,6371854 4,10320508 0,1573272
DC —hCyr61 47,38593914 4,291671606 1,05152229
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DC+ Domain 1 12,0301558 17,41228366 0,32854146
DC+ Domain 2 7,763231385 15,11817727 0,19644797
DC+ Domain 3 5,216074221 4,882729857 0,94702111
DC+ Domain 4 3,402738853 2,73624355 0,05992844
PBMC+ hCyr61 2,721837887 1,253691012 0,01333977
Negativkontrolle 1 1 1

PBMC+ Domain 1 (0,432510345 0,225826442 0,01726947
PBMC+ Domain 2 |0,273267073 0,40327353 0,02007751
PBMC+ Domain 3 |0,287609459 0,061967442 0,01337968
PBMC+ Domain 4 (0,246132387 0,060643439 0,01030613

Tab.4: Ratio der Kopienanzahl. Abkiirzungen: DC: differenziert mit IL4/GMCSF;
PBMC: undifferenziert ohne IL4/GMCSF; +/-hCyr61: mit oder ohne hCyr61
stimuliert. Negativkontrolle: undifferenzierte Zellen. Domain 1-4: die vier

verschiedenen Domé&nen des Cyr-Molekiils

Fir die CD86-Expression ergaben sich unter 1I-4, GM-CSF und Gesamt-hCyr61
48-fach bis 10-fach héhere Werte in zwei Versuchsreihen. Die dritte Reihe
zeigte keine wesentliche Anderung. Ohne Gesamt-hCyr61 lag die Expression in
der ersten Reihe noch bei 10-fach, in der dritten bei 7-fach hdheren Werten.

Gegenuber der Negativkontrolle war die zweite Versuchsreihe auf die Halfte

abgesunken.

CD86 1. Experiment 2. Experiment 3. Experiment
DC +hCyr61 48,05823042 1,347463126 10,02154104
DC —hCyr61 9,352578901 0,51583925 7,199275787
DC+ Domain 1 1,168673373 2,092979677 3,262624747
DC+ Domain 2 0,789438187 0,277466681 4,055794469
DC+ Domain 3 0,594932723 1,504168456 2,062551609
DC+ Domain 4 0,588831651 0,614451321 0,555578813
PBMC+ hCyr61 1,097692637 0,670385673 0,860284932

- 46 -




3. Ergebnisse

Negativkontrolle 1 1 1

PBMC+ Domain 1 [0,315476764 0,643790043 0,408722743
PBMC+ Domain 2 [1,02440919 1,535984189 0,09898943
PBMC+ Domain 3 |0,114356261 0,722771728 kein Wert
PBMC+ Domain 4 [1,004465275 0,851481343 1,888956138

Tab.5: Ratio der Kopienanzahl. Abkiirzungen: DC: differenziert mit IL4/GMCSF;
PBMC: undifferenziert ohne IL4/GMCSF; +/-hCyr61: mit oder ohne hCyr61
stimuliert. Negativkontrolle: undifferenzierte Zellen. Domain 1-4: die vier

verschiedenen Domé&nen des Cyr-Moleklils

THP real-time Domains 1.Experiment

O DC+Cyr

0 DC-Cyr

@m DC+D 1

0 DC+D2

@ DC+D3

m DC+D4

] ] @ PBMC+Cyr
m PBMC

m PBMC+D1

20 m PBMC+D2

. |_|__ |_L | I]:h—-_ | —|_ _ | |mPBMCHD3

o PBMC+D4
CD14 CD80 CD86

100

80

60 -

40

Abb.14: THP-1 Zellen; Auswertung der real-time-PCR; mit D1-D4 sind die vier
verschiedenen Cyr-Doménen bezeichnet. PBMC: Zellen ohne 114 und GM-CSF-
Stimulation, DC: Zellen mit 14 und GM-CSF-Stimulation. Einheit: copy ratio, wie

unter 3.4.3. beschrieben.
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THP real-time Domains 1.Experiment
14 O DC+Cyr
o DC-Cyr
12 m DC+D 1
10 L 0 DC+D2
] @ DC+D3
81 m DC+D4
6 L] @ PBMC+Cyr
m PBMC
41 —l m PBMC+D1
2H [ @ PBMC+D2
m PBMC+D3
° CD 14 | CD80 | CD86 0 PBMC+DA

Abb.14a: Ausschnitt aus Abb. 14

THP real-time Domains 2.Experiment
0O DC+Cyr
20 0O DC-Cyr
18 mDC+D 1
16 0 DC+D2
14 m DC+D3
13 | B DC+D4
8 @ PBMC+Cyr
6 L m PBMC
4+ B m PBMC+D1
g 1 L | I —— m PBMC+D2
CD 14 CD80 CD86 ® PBMC+D3
O PBMC+D4

Abb.15 THP-1 Zellen; Auswertung der real-time-PCR; mit D1-D4 sind die vier
verschiedenen Cyr-Doménen bezeichnet. PBMC: Zellen ohne 114 und GM-CSF-
Stimulation, DC: Zellen mit 14 und GM-CSF-Stimulation. Einheit: copy ratio, wie

unter 3.4.3 beschrieben.
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THP real-time Domains 2.Experiment
O DC+Cyr

O DC-Cyr

B DC+D 1
57 —| O DC+D2

4 — @ DC+D3

B DC+D4

= PBMC+Cyr
21 B PBMC

7. B PBMC+D1
B PBMC+D2
B PBMC+D3
@ PBMC+D4

CD 14 CD80 CD86

Abb.15a: Ausschnitt aus Abb. 15

THP real-time Domains 3.Experiment
o DC+Cyr

o DC-Cyr
m DC+D 1
10 - B 0 DC+D2
8 | m DC+D3
m DC+D4
= PBMC+Cyr
4 m PBMC
5 m PBMC+D1

0 U b N m PBMC+D2

CD 14 CD80 CD86 W PBMC+D3
@ PBMC+D4

Abb.16 THP-1 Zellen; Auswertung der real-time PCR; mit D1-D4 sind die vier
verschiedenen Cyr-Doménen bezeichnet. PBMC: Zellen ohne 114 und GM-CSF-
Stimulation, DC: Zellen mit 14 und GM-CSF-Stimulation. Einheit: copy ratio, wie

unter 3.4.3 beschrieben.
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THP real-time Domains 3.Experiment
O DC+Cyr
4 o DC-Cyr
35 m DC+D 1
3 o DC+D2
25 @ DC+D3
5 m DC+D4
15 m PBMC+Cyr
’1 m PBMC
m PBMC+D1
0,5 -
0 m PBMC+D2
CD 14 CD80 CD86 m PBMC+D3
m PBMC+D4

Abb.16a: Ausschnitt aus Abb. 16

Fir keinen der drei CD-Marker ergab sich bei Stimulation mit den einzelnen
hCyr61-Domanen eine wesentliche Anderung. Die in Experiment ,zwei“
beobachtete Expressionszunahme von CD80 unter Stimulation der
differenzierten Zellen mit Domane eins und zwei liess sich in keinem

Experiment reproduzieren.

3.5. Quantitative Bestimmung der CD-Expression in THP1-Zellen mittels
FACS-Analyse

Die THP1-Zellen wurden nach der in Kapitel 2 beschriebenen Methode
stimuliert, mit FITC- bzw. PE-Antikbrpern gefarbt und anhand der
entsprechenden Isotypenkontrolle ausgewertet. Die Auswertung wurde von
Frau MTA R. Ottohal und Frau MTA A. Koss-Kinziger durchgefihrt.
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THP1 1.Experiment

CD14 CD83 CD80 CD86
PBMC -hCyr61 |83,8 16,1 98,8 0,86
PBMC + hCyr61 63,4 36,6 97,4 2,6
DC-hCyr61 9,1 90,9 96,3 2,6
DC+ hCyr61 3,3 96,7 85,7 13,7

Tab.6: FACS-Ergebnisse der fiir den jeweiligen CD-Marker positiv erkannten
THP-1 Zellen. Die im entsprechenden Gate gezéhlten Zellen sind in %

angegeben.

THP FACS-Auswertung 1.Experiment

120

100 —

80 +—

O PBMC -Cyr

N 601 O PBMC +Cyr
@ DC -Cyr

m DC +Cyr

in

40 |

20

CD14 CD83 CD80 CD86

Abb. 17: THP1 FACS-Analyse 1. Experiment. PBMC: Zellen ohne Il4 und GM-
CSF-Stimulation, DC: Zellen mit 114 und GM-CSF-Stimulation; +/-hCyr61:
mit/ohne hCyr61

In der ersten Experimentreine der FACS-Analyse war der Abfall der CD14-
Expression der undifferenzierten Zellen von 83% gegenuber den differenzierten
und mit hCyr61 stimulierten Zellen mit 3% als ein Zeichen der Reifung der
Zellen zu Dendritischen Zellen zu erkennen. CD83 und CD86 als Marker der
reiferen dendritischen Zellen lie3en ebenfalls eine Ausreifung erkennen: so sind
16% der undifferenzierten Zellen CD83+ und Uber 96% der differenzierten
Zellen CD83+. CD86+ Zellen sind bei undifferenzierten unter 1% nachweisbar,

bei differenzierten Zellen tUber 13%.
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Fir die Expression von CD80 scheint weder die Differenzierung mit IL4 und

GM-CSF, noch die Stimulation mit hCyr61 einen eindeutigen Einfluss zu haben

THP1 2. Experiment

CD14 CD83 CD80 CD86
PBMC -hCyr61 |88,6 0 0,07 0,01
PBMC + hCyr61 |43,1 0,1 2,1 53
DC-hCyr61 68,4 0 1,1 0,2
DC+ hCyr61 6,6 0,2 2 24,8

Tab.7: FACS- Ergebnisse der fiir den jeweiligen CD-Marker positiv erkannten

THP-1 Zellen. Die im entsprechenden Gate gezéhlten Zellen sind in %

angegeben.

100

in

THP FACS-Auswertung 2.Experiment

80

60

40

20

I |

CD14

CD83

CD80

CD86

o PBMC -Cyr
O PBMC +Cyr
mDC -Cyr
m DC +Cyr

Abb. 18: THP1 Facs-Analyse. PBMC: Zellen ohne Il4 und GM-CSF-Stimulation,
DC: Zellen mit I14 und GM-CSF-Stimulation; +/-hCyr61: mit/ohne hCyr61
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CD14

THP FACS-Auswertung 2.Experiment

CD83 CD80

CD86

o PBMC -Cyr
o PBMC +Cyr
m DC -Cyr
m DC +Cyr

Abb.18a: VergréBerung von Abb. 18

Die zweite Experimentreihe zeigt 88% der undifferenzierten Zellen als CD14+

und nur 6% CD14+ Zellen nach Differenzierung und Stimulation mit hCyr61. Fur

CD83 und CD86 waren nicht alle Daten detektierbar. Im Vergleich zu Versuch

,eins“ ist die CD83-Induktion von undifferenzierten und diffferenzierten Zellen,

die beide mit hCyr61 stimuliert wurden, bei den differenzierten Zellen nur

geringflugig erhoht.

Von den undifferenzierten, nur mit hCyr61 stimulierten Zellen sind 5% CD86+,
gegenuber mehr als 24% CD86+Zellen, die mit IL4 und GM-CSF vor hCyr61-

Zugabe stimuliert worden waren.

THP1 3. Experiment

CD14 CD83 CD80 CD86
PBMC -hCyr61 |99,77 0,53 0,32 0,11
PBMC + hCyr61 |95,95 3,67 0,59 3,83
DC-hCyr61 99,08 20,59 8,38 20,76
DC+ hCyr61 97,15 37,93 9,74 65,79

Tab.8: FACS Ergebnisse der fiir den jeweiligen CD-Marker positiv erkannten

THP-1 Zellen. Die im entsprechenden Gate gezéhlten Zellen sind in %

angegeben.
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Abb 19: THP1 Facs-Analyse. PBMC: Zellen ohne 1l4 und GM-CSF-Stimulation,
DC: Zellen mit I14 und GM-CSF-Stimulation; +/-hCyr61: mit/ohne hCyr61

in %
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CD14

THP FACS-Auswertung 3.Experiment

o PBMC -Cyr
O PBMC +Cyr
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Abb 19a: VergréBerung von Abb 19

In den Ergebnissen des dritten Experiments kann keine Differenzierung zu

dendritischen Zellen stattgefunden haben, denn alle Zellen, unabhangig von der

jeweiligen zugefligten Stimulationssubstanz, exprimieren in fast unverandertem

Prozentsatz CD14. Aus diesem Grund wurde auf die statistische Auswertung

verzichtet.
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3.6. Vergleich der Ergebnisse aus real-time-PCR und FACS-Analyse

Die Ergebnisse der CD14+ Zellen stimmten in der ersten Versuchsreihe von
FACS-Analyse und real-time-PCR uberein. Mit zunehmendem Differenzierungs-
grad der Zellen unter Einwirkung von IL4, GMCSF und hCyr61 nahm die Anzahl
der CD14+ Zellen ab.

CD86+ Zellen zeigten in beiden Versuchsansatzen eine Zunahme bei den
differenzierten Zellen, eine weitere Zunahme wurde mit Zugabe von hCyr61
erreicht.

Bei den CD80+ Zellen zeigte sich analog zur FACS-Analyse keine wesentliche
Veranderung des Expressionsmusters.

Wie bereits unter 3.3.3.1 erwahnt, konnten die beiden weiteren real-time-PCR-
Ergebnisse nicht verglichen werden, da die biologische Zellpopulation nicht

homogen erschienen.

3.7. Vergleich der semiquantitativen konventionellen PCR mit der FACS-

Analyse

FUr die semiquantitative Auswertung konnte nur die erkennbare Tendenz als
Vergleich hinzugezogen werden.

Im ersten Experiment zeigte sich gegenlber des FACS-Ergebnisses zwar eine
Abnahme der Bandenstarke bei den differenzierten, ohne hCyr61 behandelten
Zellen, allerdings ist bei den mit hCyr61 behandelten, differenzierten Zellen
wiederum eine leicht starkere Bande =zu beobachten. Diese Tatsache
widerspricht der in der FACS-Analyse beobachteten kontinuierlichen Abnahme
von CD14+ Zellen mit Zunahme der Differenzierung. Auch im zweiten und
dritten Experiment lie3 sich keine Analogie zur FACS-Analyse bilden.

Far CD83 zeigte sich in allen konventionellen PCR- Bildern eine Zunahme der
Bandenstarke mit Zunahme der Differenzierung, was mit der FACS-Analyse
ebenfalls beobachtet wurde.

Die CD80-Expression liefy in der konventionellen PCR eine Zunahme der

Bandenstarke der differenzierten und mit hCyr61 stimulierten Zellen erkennen.
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In der FACS-Analyse war keine deutliche Anderung der CD80+ Zellen
darstellbar, die differenzierten und mit hCyr61 behandelten Zellen liel3en
hingegen eine leichte Abnahme erkennen.

CD86+ Zellen zeigten sowohl in der FACS-Analyse, als auch in der
konventionellen PCR eine Zunahme der Expression bzw. des Bandenmusters
mit zunehmender Differenzierung der Zellen, sodass hier wieder eine

Ubereinstimmung der Ergebnisse aus beiden Methoden vorliegt.

3.8. Vergleich der CD14-Expression in differenzierten und

undifferenzierten THP1-Zellen bei Stimulation mit Cyr als ganzes Molekiil

3.8.1. CD14- Expression, konventionelle PCR

In Experiment eins liel3 sich gegenuber den undifferenzierten, mit hCyr61
stimulierten Zellen eine leicht Abschwachung der CD14-Bande bei
differenzierten, mit hCyr61 stimulierten Zellen feststellen. In den beiden
anderen Experimenten ist eher eine Zunahme der Bandendicke unter Zusatz

von hCyr61 auf differenzierte Zellen zu sehen.

3.8.2. CD14-Expression, real-time- CR

Im ersten real-time-Experiment zeigte sich eine geringe Anderung der
Expression undifferenzierter oder differenzierter Zellen unter Zugabe von
hCyr61. (Undifferenziert, + hCyr61: 0,7 copy-ratio; differenziert, +hCyr61 :0,59

copy-ratio)

3.8.3. CD14-Expression, FACS-Analyse

Die Wirkung von hCyr61 auf undifferenzierte Zellen ergab im ersten Experiment
63.4% CD14+ Zellen, bei Zugabe von hCyr61 auf differenzierte Zellen waren
noch 3,3% der Zellen CD14+. Im zweiten Experiment waren 43.1% der
undifferenzierten Zellen nach hCyr61-Stimulation CD14+ und 6,6% der

differenzierten Zellen.
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4. Diskussion

4.1. Interaktion von mesenchymalen Zellen mit Immunzellen

Mesenchymale Zellen stehen in enger Interaktion mit dem Immunsystem. Sie
sind fahig, Uber eine veranderte Expression aktivierender Faktoren, durch
Beeinflussung antigenspezifischer Proliferation und durch veranderte
Produktion von Interleukinen die Immunantwort zu regulieren.

Einerseits kann aus einer gemeinsamen myeloischen Vorlauferzelle durch
verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren sowohl die osteogene
Differenzierung monozytarer Zellen zu Osteoklasten, als auch die Bildung von
Makrophagen und Dendritischen Zellen (DC) erreicht werden. Andererseits
konnen in Gegenwart angiogener Wachstumsfaktoren aus mononuklearen
Zellen auch Endothel-ahnliche Zellen entstehen (Fernandez Pujol et al. (2000),
Schenk et al., 2007, in Veroffentlichung).

4.2. Bekannte Systeme in der Interaktion zwischen Mesenchym und
Immunsystem: Interleukine, Interferone und TNF-a, RANKL/RANK/OPG

TNF-a, IFN-y und verschiedene Interleukine sind bekannte immunmodulierende
Signalmolekile. Im Zusammenspiel von T-Zellen, DCs und mesenchymalen
Stammzellen regulieren sie in grolem Ausmal} die Immunreaktion.

Als Signaltransduktionssystem fordert die Ligand-Rezeptor-Interaktion von
RANK und RANKL die weitere Differenzierung unreifer Osteoklasten, die
Aktivierung reifer Osteoklasten und die Aktivierung und Steigerung der
Uberlebenszeit von DCs. Ebenfalls nimmt es die Schlisselposition fiir die
Aktivierung der DC-Reifung innerhalb einer Entzundungsreaktion ein. OPG
sorgt durch Abfangen / Blockierung der RANKL-Molekule fir eine Hemmung
der RANKL-Wirkung und damit der Osteoklastenaktivierung (Kong et al., 2000,
Gosh et al., 1999).
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4.3. hCyr61 als neues Verbindungsmolekiil zwischen Knochen, Endothel

und Immunsystem

hCyr61 war in Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe Schuetze (Schuitze et al.,
1998) als ein Vitamin D-responsives Gen identifiziert worden und es konnte
gezeigt werden, dass es in Osteoblasten auch durch TNF stimuliert wird. Somit
macht es einen grofRen Bestandteil im Uberstand von TNF-a stimulierten hFOB-
Zellen aus. Eine mogliche Interaktion dieses Sekretionsproduktes
osteoblastarer Zellen mit Zellen des Immunsystems wurde in dieser Arbeit

untersucht.

4.4. Methodische Probleme

4.41.Diskussion der biologischen Aktivitat von rekombinantem hCyr61
(rhCyr61)

Bei der Verwendung von rhCyr aus dem Labor von Dr. N. Schitze wurde von
einer Uber die Zeit stabilen rhCyr-Konzentration ausgegangen. Nach Abschluss
der Experimente wurde jedoch bekannt, dass das verwendete rhCyr in
Standard-Reaktionsgefallen einem betrachtlichen und nicht vorhersagbaren
Konzentrationsabfall unterliegen kann. Dieser Konzentrationsabfall ist
vermutlich durch Proteinprazipitation bedingt, so dass der Verlust wahrend der
Aufbewahrung des rhCyr sehr variabel ist. Eine erneute Durchfuhrung der hier
beschriebenen Experimente war aber aus zeitlichen Grinden nicht mehr
mdglich, sodass eventuell die zum Teil widersprichlichen Ergebnisse auf
Konzentrationsschwankungen des rekombinanten Proteins zurlckzufihren
sind.

Um keine Vergleiche zwischen inkongruenten Experimenten auszuwerten,
wurden die Versuche einzeln ausgewertet und auf eine Statistik verzichtet.
Zwar zeigte sich in den verschiedenen Methoden ein durchaus beachtlicher
Effekt von hCyr auf die Expression der verschiedenen Marker, doch muss die

Konzentrationsabhangigkeit und das Ausmaly des Effekts mit neuen und
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standardisierten Proteinpraparationen noch weiter untersucht werden. Es
besteht jedoch insgesamt kein Zweifel an der Tatsache, dass die verwendete
Praparation von rhCYRG61 einen stimulierenden Effekt auf die DC-Populationen

besitzt.

4.4.2. Einfluss von Fc-Fragmenten auf DCs

Im Aufreinigungsprozess zur Gewinnung von hCyr sollte das Fc-Fragment vom
endgultigen hCyr-Molekll noch mittels Protease geschnitten werden. Dieser
Schritt wurde im Labor von Herrn PD Dr. N. Schutze nicht durchgefuhrt, da in
Experimenten mit mesenchymalen Zellen das Fc-Fragment keine Auswirkung
auf die Genexpression hatte. Uns stellte sich nun die Frage, ob nicht auch
dieses Fc-Fragment einen Einfluss auf die Ausdifferenzierung der untersuchten
Zellen haben koénnte. Bayry konnte zeigen, dass funktionelle Fc-Rezeptoren auf
menschlichen dentritischen Zellen durch Antikérper oder Immunkomplexe
inhibiert oder aktiviert werden (J. Bayry et al., 2005). Samsom berichtet, dass
fur den FcyRIIB-Rezeptor defiziente Mause keine Mucosa-Toleranz
entwickelten. Er konnte die wichtige Rolle dieses Rezeptors fur die Modulation
der dendritischen Zellen in ihrer Fahigkeit zur Antigen- Prasentation zeigen. In
seiner Arbeit wurde von unseren verwendeten Markern nur CD86 erwahnt, der
dabei eine vermehrte Expression zeigte (J. Samsom et al., 2005).

Merck untersuchte den als hOSCAR bezeichneten humanen Osteoclast-
assozierten Rezeptor, einen neuen FcRy-assozierten Rezeptor, der von
myeloischen Zellen exprimiert wird. Sie konnte zeigen, dass aus Blut
gewonnene Monocyten und PBMC, die mit hOSCAR in vitro stimuliert wurden,
CD 86, 80 und 83 zwar konstant, aber nur leicht verstarkt exprimierten (E.Merck
et al., 2005).

In unseren Experimenten bei der Untersuchung der Domanen- Wirkung war
auch an den einzelnen Domanen das Fc-Fragment noch vorhanden, es zeigte
sich jedoch wiederholt keine Anderung im Expressionsmuster der untersuchten
Zellen. Auch sind die CD80-, 83- und CD86-Untersuchungen in allen drei

verwendeten Nachweismethoden untereinander stimmig. Des Weiteren konnten
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wir in den Vorversuchen mit TNF-stimulietem Zellkulturiberstand ebenfalls
einen Effekt auf die Markerexpression feststellen. Die Spezifitat der hier
beschriebenen Effekte des mit einem Fc-Tag versehenen rhCYRG1 ist zwar
hochst wahrscheinlich, vor einer Veroffentlichung dieser Daten muss jedoch ein
weiteres Experiment mit dem Fc-Fragment alleine durchgefiuhrt werden. Eine

solche Praparation stand im Rahmen dieser Arbeit noch nicht zur Verfligung.

4.5. Diskussion der PBMC-Gewinnung

Die Gewinnung der RNA aus PBMC zeigte sich als extrem variabel. Zum einen
war die RNA-Ausbeute an sich sehr gering, da physiologischer Weise nur ca. 1-
5% der Leukozyten Monozyten sind, zum anderen wurde Blut verschiedener
Spender vermischt, sodass sich eine eventuelle Beeinflussung der
unterschiedlichen Spender-Monozyten in derselben Probe nicht ausschliel3en
lasst. Letztere Befurchtung erschien uns aber eher vernachlassigbar, nachdem
sich auch die RNA-Ausbeute bei nur von einer Spenderperson gewonnenen
Monozyten nicht wesentlich erhéhen lie. Des Weiteren berichtet C. Berges et
al.,, 2005, dass aus Spender-Monocyten kultivierte dendritische Zellen eine
breite Variabilitat hinsichtlich Phanotyp und Funktionalitat aufweisen.

FUr unsere als Vorversuche zu wertenden Experimente mit PBMC waren die

Ergebnisse trotz dieser Einschrankungen zufriedenstellend.

4.6. Diskussion der Auswertung der konventionelle PCR aus PBMC

Auffallend war, dass mehrfach Amplicons der entweder ohne hCyr fir 48h
behandelten Zellen oder die derjenigen Zellen, die nur mit hCyr fur 7 Tage
behandelt wurden, nicht dargestellt werden konnten. Eine Pipettier-
Ungenauigkeit konnte ausgeschlossen werden, da auch bei Pipettierung des
Experiments durch eine erfahrene MTA die gleichen Banden fehlten. Ein Fehler
auf Ebene der cDNA-Herstellung erschien wahrscheinlicher. Die Tatsache,
dass in den entsprechenden Proben auch keine Actin-Bande, wohl aber eine

EF10-Bande auftauchte, kann ein zusatzliches Problem mit der Differenzierung
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der monozytaren Zellen andeuten, da Actin in monozytaren Zellen nach unserer
Erfahrung einer ausgepragten differenzierungsassoziierten Regulation
unterliegt. Bei der konventionellen PCR der THP1-Zellen trat dieses Problem
nicht auf.

Fur beide Zellreihen erwies sich diese semiquantitative Methode als zu
ungenau fur unsere Zwecke. Da keine eindeutigen Daten erhoben werden
konnten, werteten wir die Tendenz der dargestellten Banden und versuchten,

mit Real-time-PCR und FACS-Analyse harte Daten zu gewinnen.

4.7. Diskussion der Auswertung der THP-Zellen mit der FACS-Analyse

Eine Schwache der Experimente mittels FACS-Analyse muss im Nachhinein
konzediert werden. Der von uns fiur die Ermittlung der Negativkontrolle
verwendete Antikorper erwies sich im Nachhinein als mdglicherweise nicht
ausreichend spezifisch. Durch ungewollte intermolekulare Bindungen ergaben
sich keine sauber markierten Zellpopulationen, sodass die Negativkontrolle
nicht mit der gewlinschten Genauigkeit festgelegt werden konnte. Dennoch sind
die Ergebnisse der spezifischen Farbungen mit denen der konventionellen und

Real-time-PCR Ubereinstimmend.

4.8. Diskussion der Auswertung von THP-Zellen mit der real-time-PCR

Nachdem sich trotz eindeutiger Schmelzkurvenbestimmung in der real-time-
PCR fur CD83 wiederholt keine Ergebnisse erzielen lielRen, fanden sich nach
Abgleichung in der online-Gendatenbank statt der Basen G-G, wie in der
Veroffentlichung von Zhou et al., 1995 angegeben, C-C. Allerdings erhielten wir
auch nach Verwendung des korrigierten Primers keine verwertbaren Real-time-
PCR-Produkte. Weder eine veranderte Primergrosse, noch unterschiedliche
MgCl,-Konzentrationen oder veranderte Schmelztemperaturen flhrten zu
brauchbaren Ergebnissen.

Muller-Berghaus wies nach, dass sich in in vitro mit 14 und GM-CSF

generierten dendritischen Zellen nur geringe Mengen an CD80 und CD86
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nachweisen lassen und CD83 uberhaupt nicht exprimiert wird (Miller-Berghaus
et al., 2005). C. Berges et al., 2005 berichtet ebenfalls, dass sich bei aus THP-1
generierten unreifen Dendritischen Zellen kein CD83 nachweisen Iasst.

Fernandez Pujol et al., 2000 berichtete, dass aus CD14-positiven
mononukledaren Zellen in Gegenwart von angiogenen Wachstumsfaktoren
endothelahnliche Zellen entstehen, die kein CD83, sondern nur noch CD80 und
CD86 exprimieren. Ein moglicher Erklarungsversuch fur den nicht gelungenen
Nachweis von CD83 ist, dass sich durch die schwankenden hCyr-
Konzentrationen eine unreife Zellpopulation bildet, die sich in einem

intermediaren Differenzierungsstadium befindet.

4.9. Effekt von hCyr61 auf PBMC und THP-Zellen

Der Verlust typischer monozytarer Marker wie CD14 scheint unter Stimulation
mit hCyr61 sicher. Gegenuber den THP-Zellen ist der Verlust an CD14 bei
PBMC deutlicher, was durch die Erkenntnis erklart wird, dass hCyr61
monozytare Zellen maodglicherweise in die endotheliale Richtung differenziert
(Fernandez Pujol et al., 2000, Schenk et al., in Verdffentlichung). Auch in den
letzteren laborinternen, noch nicht veroffentlichten Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass sich THP1-Zellen schon in einer hoheren Differenzierungsstufe
befinden und damit ihr monozytares Committment nicht mehr verlieren.

Trotz der teilweise widersprichlichen Ergebnisse durch die schwankende hCyr-
Konzentration zeigte die semiquantitative und quantitative PCR
Ubereinstimmung mit der Proteinexpression.

Aufgrund der mittlerweile verfligbaren Daten Uber die Wirkung von hCyr61 auf
monozytare Zellen im Sinne der Differenzierung in Richtung endothelialer
Vorlauferzellen (EPC) mulR man retrospektiv festhalten, dass diese zum
damaligen Zeitpunkt vollig unerwartete Wirkung das experimentelle Design der
hier beschriebenen Experimente teilweise relativiert. hCyr61 ist offenbar aktiv
bei der Differenzierungsinduktion von EPC aus PBMC und bei der Reifung von
DC. Die Frage der Transdifferenzierung von DC zu Osteoklasten muss weiter

erforscht werden.
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5. Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente zeigen, dass
Sekretionsprodukte mesenchymaler Zellen die Differenzierung von DC
beeinflussen. Dies konnte durch die Verwendung von Zellkulturiberstand aus
fetalen Osteoblasten nach  TNF-Stimulation gezeigt werden. Ein
Kandidatenmolekll fur diesen Effekt ist das unter TNF-Stimulation von
Osteoblasten sezernierte CYR61/CCN1. Obwohl in der hier vorgelegten Arbeit
einige letztlich beweisende Kontrollexperimente noch nicht durchgefihrt werden
konnten und eine mit einem Fc-Tag versehene rekombinante Praparation des
hCYR61-Molekuls verwendet werden musste, erscheint ein Effekt von hCYRG1
auf die Dendritischen Zellen robust nachgewiesen. Der mittlerweile
nachgewiesene, Uberraschend deutliche Effekt von hCYR61 auf die
Differenzierung von endothelialen Vorlaufern aus monozytaren Zellen hat die
hier gezeigten Experimente zusatzlich in Durchfuhrung und Interpretation
erschwert. Es zeigt sich aber insgesamt ein sehr ausgepragter Effekt von
Sekretionsprodukten mesenchymaler Zellen bzw. Osteoblasten-Vorlaufern auf
angiogene Prozesse und Modulation von Immunreaktionen. Dies zeigt erneut,
dass Knochenzellen wichtige Interaktionspartner fur verschiedene Reaktionen
anderer Zellsysteme darstellen, sie stehen offenbar im Zentrum bedeutender
Interaktion zwischen Osteogenese, Hamatopoese und Immunreaktion. Weitere
Experimente mussen zeigen, welche biologische Bedeutung dieser Reaktion in

Physiologie und Pathologie unterliegt.
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7. Abkurzungen

Abkurzungen

Aqua dest.
BMSC
CD
hCyr61
CTGF
cDNA

DC

EF1a
FCS
FACS
Fc-Fragment
FITC

FAK
GM-CSF
HSPG
hFOB
hOSCAR
IGF

IFN-y

IL-4

IL-12

kb

kDa

MSC
MHC
MAPK
NF«B
NK-Zellen
NOV
OPG

Aqua destillata

bone marrow derived stem cells

Cluster of Differentiation

Humanes cysteinreiches Protein 61
connectiv tissue growth factor
complementary DNA

Dendritische Zellen

eukariotic translation elongation factor 1alpha
fetales Kalberserum

fluorescence activated cell sorting
fragment crystalline
Fluoreszeinisothiocyanat

focal adhesion kinase
Granulozyten-Makrophagen-colony-stimulating-factor
heparan sulfate proteoglycan

humane fetale Osteoblasten

humane Osteoclast-assozierten Rezeptor
insulin-like growth factor

Interferon gamma

Interleukin 4

Interleukin 12

kilobase

Kilo Dalton

Mesenchymale Stammzellen

maior histocompatibility complex
mitogen- activated kinase

nuclear transcription factor NF-kappa B
Natural Killer-Zellen

nephroblastoma overexpressed

Osteoprotegerin
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7. Abkurzungen

PE
PBMC
RANK
RANKL
RT-PCR
rhCyr61
rpm
SDS-PAGE
TNF-a
TRANCE
TGFB
THP-1
Wisp
WM

Phycoerythrin

Peripheral Blood Mononuclear Cell

receptor activator of nuclear factor kappa B

ligand of receptor activator of nuclear factor kappa B
reverse transcription PCR

rekombinantes hCyr61

rounds per minute
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Tumornekrosefaktor a

TNF-related activation- induced cytokine

. transforming growth factor 3

humane Myelomonocytomazellen
wnt-induced secreted proteins

weightmarker
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