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1. EINLEITUNG

1. 1. Vorwort

In Konfrontation mit einem inflammatorischen Stimsilist eine der ersten u. a. auch
laborchemisch erfassbaren Reaktionen des mensehli@rganismus die sogenannte
~Akut-Phase Reaktion* (APR). Sie ist gekennzeichdatch den raschen und starken
Anstieg der Konzentration bestimmter Proteine inutBlasma - der ,Akut-Phase
Proteine* (APP) - sowie der Aktivierung von Leuktaysubpopulationen und
Rekrutierung an den Ort des entzindlichen Gesclsef&]. In der Verschiebung des
Plasma-Proteinmusters dominieren quantitativ diatr@eine und Lipid-artigen APP,
deren klassische Vertreter das C-reaktive Prot@RR) bzw. das inflammatorische
Apolipoprotein Serum-Amyloid A (SAA) darstellen [P2bwohl die Synthese von Akut-
Phase Proteinen in erster Linie in der Leber etfddgnnte mit dem Pentraxin-3 (PTX3)

auch ein priméar extrahepatisches APP identifizietden.

Die Regulation der Akut-Phase Reaktion erfolgt HurcZytokin-vermittelte
Signalkaskaden. Insbesondere die proinflammataischytokine Interleukin 6 (IL-6),
Interleukin 1 (IL-1) und TNE (Tumor necrosis factor alpha) spielen hierbei eine
entscheidende Rolle. Unklar ist jedoch, ob auck etziproke Interaktion der APP mit den

regulatorischen Zytokinen maglich ist.



1. 2. Zentrale Rolle des IL-6 in der Regulation deAkut-Phase Reaktion

Die hepatische und extrahepatische Expression viut-Rhase Proteinen wird durch
proinflammatorische Zytokine reguliert. Der zerdr&tegulator der Akut-Phase Reaktion
ist das pleiotrope Zytokin IL-6, sowie weitere Zkitme der IL-6-Familie [03] [04] [05]
[06] [07] [08]. Zu dieser Familie von proinflammaitchen Zytokinen zahlen auch das IL-
11, der ziliare neurotrophische Faktor (CNTF), Gasdiotrophin 1 (CT-1), der Leukemia
inhibitory factor (LIF) und das Oncostatin M (OSM).8]. Im Jahr 2004 konnten mit dem
Cardiotrophin like cytokine (CLC) (synonym auch MoWeurotrophin 1 (NNT1) bzw. B-
Cell Stimulating Factor 3 (BSF3) ) und IL-27 zweiug Mitglieder dieser Zytokin-Familie

identifiziert werden [09].

Neben IL-6 als zentralem Regulator Uben auch weifgtokine wie z. B. das Interleukin
18 (IL-1B), der TNFe, das Interferory (IFNy) und der Transforming Growth Factfr
(TGHB) einen modulierenden Effekt auf die Synthese vdwutA’hase Proteinen aus.
Allerdings ist sowohl in Hepatozytenkulturen alhin vivo eine direkte Induktion der
CRP-Expression nur durch IL-6 moglich. [04] [10].

Die Regulation der APP-Genexpression findet hiefmaiptsachlich auf der Ebene der
Transkription durch Aktivierung bestimmter Trangitionsfaktoren statt [11]. Dartber
hinaus sind aber auch durch das IL-6 vermitteltst-pranskriptionale Veranderungen der
APP-Moleklle bedeutsam, wie etwa die IL-6-induae@lykosilierung der Peptidketten,
durch die die Stabilitat und Uber das BindungsMéghaauch die immunologische
Funktion beeinflusst werden [12]. Zudem kommt dpez&ischen Interaktionen des IL-6
mit den oben angefiihrten modulierend wirkenderokigen eine bedeutende Rolle fur
eine kontrollierte Genexpression zu, da die in daBammatorische Geschehen
involvierten Zellen in der Regel nicht nur mit aemeeinzelnen Zytokin konfrontiert
werden. So konnten Untersuchungen an Knock-out Btadigr IL-6 [13] und IL-B [14]
zeigen, dal} die Expression von Akut-Phase Proteerdacheidend von der Art des
jeweiligen inflammatorischen Stimulus abhangt, desel die jeweils vorherrschende

Zytokin-Konstellation bestimmt

Die induktive Wirkung des IL-6 auf die APP-Expressiesultiert in einer bis zu 1000fach

erhohten plasmatischen Konzentration dieser Pmtdéim Rahmen akut-inflammatorischer



Prozesse erfolgt dieser dramatische Konzentra#arséieg binnen weniger Stunden nach

der primaren Konfrontation des Organismus mit deflammatorischen Stimulus.

Neben der Steuerung der APP-Synthese als humdtidesent der Akut-Phase Reaktion
ist das IL-6 auch gleichzeitig der zentrale Regissger zellularen Aktivitat [03]. So
vermittelt es durch sequenzielle Apoptoseinduktenerseits sowie neben speziellen
Chemokinen andererseits auch tGber Chemotaxis diift},$les leukozytaren Profils im
entziindlich veranderten Gewebe, dessen histomargisches Korrelat der Wandel des
primaren Neutrophilen-Infiltrats hin  zu einer dommenden mononuklearen
Zellpopulation darstellt [05] [06]. Gleichzeitig muoliert I[L-6 Bedarfs-adaptiert die
spezifische mononukleére Zell-Differenzierung, sd dder Makrophagen-Phanotyp im
zeitlichen Verlauf der akuten Inflammation den dendritischen Zellen tberwiegt [15].
Diese koordinierte Rekrutierung und ,Clearance” ldewkozyten-Subpopulationen scheint
vor allem beim Ubergang der akuten Inflammationeinen chronisch-entziindlichen
Zustand gestort zu sein, so dal3 es nach fehlertdr unvollstandiger Zell-Elimination

zum lokalen Verbleib einer aktivierten leukozytaMischpopulation kommt [05].

1. 3. Aufbau und Signaltransduktion des IL-6-Rezefrkomplex

Charakteristisches Merkmal der Zytokine aus der6dEamilie ist der Aufbau des
membranstandigen Rezeptor-Komplexes aus dem flujeslaslige Zytokin spezifischen
Liganden und dem Glykoprotein 130 (gp130) als Vdteri der Signaltransduktion [08]
[16]. Die Expression der spezifischen Liganderdatbei auf wenige Zellarten beschrankt.
Dabei handelt es sich um Monozyten, Makrophagepattzyten und aktivierte B- und T-
Lymphozyten [17]. Gpl130 wird dagegen ubiquitar axdhezu allen Zellarten des
menschlichen Organismus exprimiert [18]. Abbildunglustriert die molekulare Struktur

des IL-6-Rezeptorkomplex:



Abbildung 1: Struktur des IL-6-Rezeptorkomplex
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Urspriingliche Konzeption entnommen aus [08]

Zur erfolgreichen Umsetzung des IL-6-Signals bindatkulierendes IL-6 auf der

Zelloberflache zunachst an gp80 als spezifischeyariden. Daher wird gp80 synonym
auch als IL-6-Rezeptor (IL-6R) bezeichnet. Didsemplex aus IL-6R und gebundenem
IL-6 assoziiert mit gp130, was zu einer Dimerisiggwzweier gpl30-Molekile fihrt und
die Signaltransduktion initiiert. Dieser Mechanisnmit der Bildung eines gp130-
Homodimers gilt auch fur das IL-11 und seinen distien Rezeptor. Im Falle des CNTF
und CT-1 kommt es dagegen zur Bildung eines Heteed aus gpl30 und dem
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verwandten LIF-Rezeptor [08]. Abbildung 2 zeigtectatisch die Bindung von freiem IL-
6 an den spezifischen Liganden gp80 mit Bildunggpes30-Homodimers.

Abbildung 2: Interaktion von IL-6 mit dem membranstandigen IL-6-Rezeptorkomplex
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Urspriingliche Konzeption entnommen aus [19]

1. 3. 1. Der spezifische IL-6-Rezeptor

IL-6R ist ein transmembranares Glykoprotein miteemnMolekulargewicht von 80 kDa
und einer Lange von 449 Aminosauren (AS). Das egthaldre N-terminale Ende weist
eine Immunglobulin-artige Domane auf und ahnelt ilam der Molekularstruktur den

Rezeptoren fur M-CSF (macrophage colony stimulataxgor), PDGF (platelet-derived
growth factor) und IL-1. Der intrazellulare Antdiht eine Ladnge von 82 Aminosauren,
zeigt aber von der Molekularstruktur her keine @estimmung mit anderen

Rezeptormolekilen [17]. Der Genort fir gp80 befindgch beim Menschen auf
Chromosom 1 (1g21) [20].



Durch posttranslationale Modifikation des fertig&ezeptormolekils entstehen zwei
verschiedene Formen des IL-6R, die sich durch iBiedungsaffinitat zum IL-6
unterscheiden (s 10° und 10" M). Da sich aber die biologische Aktivitat von @.-
bereits bei um einige Zehnerpotenzen geringererz&amnationen entfaltet, nahm man an,
dal3 mdoglicher Weise weitere Isoformen des Rezeptdexs auch bisher unbekannte
Rezeptormolekiile fiir das IL-6 existieren konnteeutd weil3 man, dal3 diese Funktion
durch gp130 Ubernommen wird, indem es durch AsBomiamit spezifischen
Rezeptormolekilen wie IL-6R oder LIF-R, die seléiste relativ geringe Ligandenaffinitat
aufweisen Komplexe bildet, die dann eine hohe AHiinzu den entsprechenden Liganden
aufweisen. Deshalb wird gpl130 auch als “affinityreerter” bezeichnet [21]. Diese
Fahigkeit zur Steigerung der Ligandenaffinitat schedabei strukturell mit einem

definierten Bereich des N-Terminus von gp130 agsdzu sein [22].

1. 3. 2. Gpl30: ubigitarer Signaltransduktor furdie Zytokine der IL-6-Familie

Das ubiqgitéar exprimierte gp130 (CD130) dient deyioKinen der IL-6-Familie als

gemeinsamer Vermittler der Signaltranduktion. Degn8ltransduktions-Mechanismus ist
dabei mit der 277 AS langen intrazellularen Domédee transmembranéren Glykoproteins
assoziiert. Im Gegensatz dazu hat die intraze#duRomane von gp80 keine Signal-

transduzierende Funktion [08].

Die IL-6-vermittelte Induktion der Expression vork#t-Phase Proteinen erfolgt Gber den
gpl30-abhangigen JAK/STAT-Aktivierungsweg: Der imlg Schritt zum Ablauf der
Signaltransduktionkaskade nach der Homodimerisgerwwon gpl30 markiert die
Phosphorylierung von tyrosinspezifischen Kinaseen dJAKs (JAK = Janus kinase).
Diese haben zuvor an bestimmte konservierte Sequetier juxtamembranédren Doméne
von gpl30 (BOX1 u. BOX2) gebunden [23]. Durch diektivierten JAKs werden
wiederum Tyrosylreste der zytoplasmatischen gpl86Gi&ne phosphoryliert (siehe
Abbildung 2: Y1-Y6), an die Uber Ausbildung von Dligdbriicken bestimmte
Transkriptionsfaktoren — die STATs (Signal transgtscand activators of transcription) —
binden. Diese durch Phosphorylierung aktiviertd@Bs dimerisieren und werden in den
Zellkern transloziert, wo sie an Erkennungssequenze den Promoterregionen der
Zielgene binden und die Transkription dieser Gemkizieren. [08] [2# Im Falle der
Induktion der APP-Synthese ist insbesondere STAWesSTAT 1 und 5 von Bedeutung.
9



Fur STAT3 konnte gezeigt werden, dal3 es die Trgrtgkm von CRP induziert und wurde
deshalb urspriinglich als APRE d&e fhase Rsponse &ctor) bezeichnetAbbildung 3

illustriert zusammenfassend diese Signaltransdugkiette.

Abbildung 3: Signaltransduktionsweg der IL-6 induzierten APP-Synthese

[L-6R-Komplex
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Jak: Janus Kinase,

P: Phosphatrest

STAT3/APRF: Signal Transducer and Activator of Taeniption 3, synonym Acute Phase Response Factor
P-Tyr: phosphorylierte Tyrosylreste

IL-6RE: IL-6 Response Element in den APP-Genen

mMmRNA: messenger Ribonukleinséure

ER: Endoplasmatisches Retikulum

1. 4. Transsignalling: reziproke Interaktion von APP mit dem IL-6-System ?

Eine Eigenschaft durch die sich das IL-6 von alierderen Interleukinen wesentlich
unterscheidet, ist das ,Transsignalling“. Das IIS§mnal wird namlich nicht nur Gber den
membranstandig exprimierten IL-6R vermittelt, samdauch tber funktionelle I6sliche
Formen dieses spezifischen IL-6-Liganden (sIL-6R,s®luble). Zirkulierendes IL-6 kann

an diesen loslichen Rezeptor mit gegenuber dem masrstiindigen vergleichbarer
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Affinitat binden und bildet so den sIL-6R/IL-6-Kon&x. Dieser wirkt agonistisch, d. h. er
bindet an Zellen, die urspriinglich nicht mit IL-Bteragieren konnten, da sie lediglich
gp130 und nicht IL-6R (gp80) exprimieren, und aiktit’dort die Signaltransduktion tber
gpl130. Diesen Vorgang bezeichnet man als “TranaBigg“ [25] [26] [27]. Durch das
ubiquitare Vorkommen von gpl130 wird damit das Spektan Zielzellen fir das IL-6-
Signal erheblich erweitert. Somit erscheint eineteayische Responsivitat fur IL-6
maoglich. Die Regulation des Transsignalling scheimbteressanterweise auch durch
l6sliche Formen des gp130 (sgpl130) zu erfolgensitie im Plasma gesunder Personen
mit einer Konzentration von ca. 390 ng/ml finde8][Dimerisiertes l6sliches gp130 kann
an den sIL-6R/IL-6-Komplex binden und dadurch daan$signalling inhibieren [29] [30]
[31] [32] [33]. Ein weiterer zentraler Aspekt im iiilick auf die Regulation der sIL-6R-
Freisetzung ist zudem die quantitativ unterschobeligp80-Dichte auf den verschiedenen
Zellpopulationen. So exprimieren Hepatozyten imgkeich zu Monozyten deutlich mehr
gp 80 auf der Zelloberflache. Abbildung 4 zeigtestlatisch den Zusammenhang zwischen

l6slichem IL-6R und dem Transsignalling bzw. dikibition durch sgp130.

Abbildung 4: Mechanismus des Transsignalling
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Zielzelle &: IL-A-responsiv(z. B. Monozyt, Makrophage, Granulozyt)

Zielzelle B: wrspringlich nicht IL-é-responsiv (z. B. Endothelzelle, glatte Muskelzelle)

Urspriingliche Konzeption entnommen aus [30]

Im Hinblick auf die immunoregulatorischen, proldr-differenzierenden und
hamatopoetischen Eigenschaften von IL-6 lie3 siehfdnktionelle Aktivitat des slL-
6R/IL-6-Komplexes bereits durch zahlreiche Untehsuingen bestéatigen [34 — 42].
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Das IL-6-Transsignalling stellt somit einen zergral neuen Mechanismus der
Signalvermittlung im Netzwerk proinflammatorischéytokine dar. Im Hinblick auf die
Akut-Phase Reaktion konnte gezeigt werden, dal} sler6R/IL-6-Komplex via
Transsignalling eine Induktion sowie Modulation dd?P-Synthese bewirken kann [43 -
45]. Zudem scheint es an der regulierten Rekrutignon Leukozytensubpopulationen in

das lokal entziindlich veranderte Gewebe beteiligtein [46].

1. 5. Generierung loslicher Zytokinrezeptoren durb Shedding

Bisher kennt man zwei Wege der Generierung vor6sit -

- Alternatives Splei3ender IL-6R-mRNA (DS-sIL-6R mit DS = Differential 8ping)
[47 — 50]

- Sheddingals proteolytische Abspaltung der extrazellularemi2ne des
IL-6R (PC-sIL-6R mit PC = Proteolytic Cleavage7] [47] [50]

Beide Mechanismen kénnen prinzipiell in einer Zaileichzeitig ablaufen, sofern die
entsprechende Zellart den vollstandigen IL-6-Rexpmplex exprimiert [50]. Abbildung

5 illustriert diesen Vorgang:

Abbildung 5: Generierung von slIL-6R durch Alternatives Spleil3en und Shedding
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Urspriingliche Konzeption entnommen aus [08] [47]

DS-sIL-6R scheint im Plasma physiologischer Wesgegiber PC-sIL-6R zu dominieren
[52]. Darlber hinaus scheint auch der potenzielltniche Inhibitor des IL-6-

Transsignalling sgp130 hauptsachlich durch alterest SpleiRen generiert zu werden
[53]. Ein entscheidender Unterschied des alteraeatiSpleilens im Vergleich zum
Shedding insbesondere im Hinblick auf die experitelés Analyse besteht in der Kinetik
der Freisetzung von sIL-6R. Wahrend das alternaBdeilen eines Zeitraums von
mehreren Stunden nach Einsetzen des induktiverulignis zum quantitativen Nachweis
des dadurch freigesetzten slL-6R bedarf, geschigtd beim Ektodomé&nen-Shedding
binnen weniger Minuten. Unter experimentellen Bgdimgen kann somit durch
entsprechend kurz gewdahlte Stimulationszeiten gynifikkanter Beitrag des alternativen

SpleiRens zur Generierung des slL-6R weitgehengeschlossen werden.

1. 5. 1. Mechanismus des Ektodomanen-Shedding

Das Prinzip des Ektodoméanen-Shedding ist nichtipez fur Zytokinrezeptoren wie der

IL-6R, sondern betrifft vielmehr ein breites Spektr sowohl strukturell als auch

funktionell unterschiedlicher Molekile. Dazu gehbreeben den Zytokinrezeptoren auch
Zytokinvorlaufer, Leukozytenadhasionsmolekiile (z.lBSelektin), membrangebundene
Wachstumsfaktoren und Ektoenzyme wie das ACE (Aegsin Converting Enzyme).

Angesichts dieses breiten Spektrums an Sheddirgjden Molekilen erscheint ein

allgmein zugrunde liegender Mechanismus als ,kteingemeinsamer Nenner” fir das
Shedding eher unwahrscheinlich. Allerdings wurdi@neinige dieser Molekile bereits

wichtige Aspekte beziglich des Shedding-Mechanssgaklart.

1. 5. 1. 1. Shedding des slIL-6R durch Metalloprotezn

Die Generierung von slL-6R durch Ektodomanen-Shegldietzt eine Expression des
vollstandigen IL-6-Rezeptorkomplex voraus und @ng in vivo neben den Hepatozyten
als ortsstandige Zellen auf die Leukozytensubpdjmran der Monozyten bzw.
differenzierten Makrophagen, neutrophilen Graulemysowie B- und T-Lymphozyten
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beschréankt. Die Freisetzung von sIL-6R durch Shegidhasiert auf der proteolytischen
Abspaltung der Rezeptor-Ektodomé&ne von der Zellmamb Dies wurde
physiologischerweise insbesondere flur die GruppeMigalloproteasen gezeigt, die im
Rahmen der akuten oder chronischen Inflammatioe ®iasentliche Rolle spielen [54]
[55]. Zudem konnen auch bakterielle Proteasen xdgene Faktoren die proteolytische
Freisetzung von sIL-6R bewirken [56] [57]. Das Raste-abhangige Shedding kann zum
einen spontan, d. h ohne Einwirkung eines Aktiragiattfinden, zum anderen aber auch
durch einen Stimulus induziert werden. Diese Inaugfahigkeit deutet darauf hin, daf es
sich beim Protease-abhangigen Shedding um eineuligggn Prozess handelt. Im
Hinblick auf den Mechanismus des Protease-abhangsile-6R-Shedding scheint der
Aktivierung der Proteinkinase C eine zentrale Fiorkzuzukommen, wie die verstéarkte
Freisetzung von sIL-6R nach Stimulation mit PMA @§R¥ol-Myristat-Azetat) zeigte [58].
In der Folge konnte zudem mit Hilfe von Mutationalgsen nachgewiesen werden, dal3
die proteolytische Abspaltung in unmittelbarer Naaischaft der Zellmembran stattfindet
[59], wahrend aber das durch bakterielle Prote@s@gen induzierte Shedding in einer
anderen Region der Ektodomane stattfindet [56]. s®ieBefunde implizieren in
Zusammenschau mit der Inhibition des sIL-6R-Shegldim Gegenwart von
Metalloproteinaseinhibitoren wie TAPI (TNFProtease Inhibitor) [55] die potenzielle
Existenz einer membransstandigen MetalloproteaSee(ddase”), die fur das Shedding
verantwortlich zeichnet. Einen Hinweis zur ldeaigrung dieser Sheddase ergab eine in
vitro-Analyse mit humanen Blutmonozyten sowie THRifhd Hep3B-Zellen, in der
nachgewiesen werden konnte, dal’3 die Zink-abhangdigetalloproteasen der ADAM-
Familie @ disintegrin and metalloproteinase domain) ADAM 10 und ADAM 17 (syn.
TACE: TNFa converting enzyme) das Shedding von sIL-6R im Rahmen einer zelluléare
Cholesterol-Depletion vermitteln [60]. Allerding®igte sich dieses ADAM-vermittelte
Shedding unabhéngig von einer Aktivierung der Rn&tease C, so dald mdglicherweise
unterschiedliche Proteasesysteme involviert sind.

1. 5. 1. 2Shedding von sgp130

Prinzipiell kann die l6sliche Form von gpl30 ebdsfaurch limitierte Proteolyse der
Ektodomane im Sinne eines Shedding von der Zelfidlobie generiert werden, wie eine in

vitro-Untersuchung an mit humanisiertem IL-6R tfamerten MDCK-Zellen Madine-
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Darby Canine Kidney) [53]. Dieses Shedding von sgpl130 wird allerdingsit durch PMA
induziert, so daf} ein Mechanismus zugrunde zu hiegheint, der unabh&ngig von einer
Aktivierung der Proteinkinase C ist [53]. Das mgtémmunoprazipitation nachweisbare
Ausmald der Freisetzung von sgpl130 durch Sheddimgaler im direkten Vergleich mit
sIL-6R vernachlassigbar gering [53]. Deshalb wuddéon ausgegangen, daf3 das im
Plasma vorhandene sgp130 maoglicherweise in erstée kin Produkt von alternativem

SpleiRen darstellt.

Um die minimalen Erfordernisse fir das Sheddingjuxtamembranaren Bereich der
Ektodoméane weiter zu klaren, generierte eine weit&rbeitsgruppe chimare gpl30-
Molekile, indem sie Peptidsequenzen in unmittelb&dlachbarschaft zur Zellmembran
gegen Sequenzen aus einer der bekannten Abspaligmmygen u. a. des IL-6R

austauschten [61]. Transfizierte COS-Zellen experen diese chimaren gp130-Molekiile,
die weiterhin zur Signaltransduktion fahig warene wlie Aktivierung von STAT3 bei

diesen Zellen zeigte. Im Gegensatz zum Wildtyp @ptas kein Ektodomanen-Shedding
nach PMA-Stimulation zeigt, unterlagen diese rekimaften Proteine jedoch dem PMA-
induzierten Shedding. Daruber hinaus konnte dessElfiekt auch durch den Austausch
mit korrespondierenden Sequenzen im LIF-R erziedrden. Durch eine einzelne
Punktmutation wurde dagegen keine Fahigkeit zund&hg erworben. Diese Ergebnisse
scheinen darauf hinzuweisen, dal3 nicht bestimmtadfmgien in der Aminosauresequenz,
sondern Anderungen in der strukturellen Integui@at Fahigkeit zum Shedding auf gp130
Ubertragen, d.h. durch Veranderungen in der dre&dswnalen Struktur erlangen die

Sheddasearst Zugang zu den Peptidsequenzen, in denen digaftbng stattfindet.
Alle bisherigen Analysen zum Shedding von sgpl3@ewallerdings auf transfizierte

Zellreihen beschrankt. Eine Untersuchung mit Zellesie in vivo den IL-6-
Rezeptorkomplex exprimieren wie etwa mononuklefrag®zyten steht jedoch noch aus.

1. 5. 1. 3Shedding von sL-Selektin

Lésliche Formen von transmembranaren Glykoprotefmelen sich nicht nur bei Zytokin-

Rezeptoren, wie das Beispiel des Leukozytenadhésitmkils L-Selektin zeigt: L-
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Selektin (CD62L) dient als sogenannter ,Homing-Reae auf der Oberflache von
mononukledren Phagozyten, Granulozyten und Lymgeozyir die Migration dieser
Zellen ins entzindlich veranderte Gewebe durchrdkteon mit spezifischen Liganden auf
Endothelzellen. Analog zum slIL-6R existieren |dséicFormen des L-Selektin (sL-
Selektin), die Uber eine agonistische intrinsiséthdivitat verfligen [62]. Im Gegensatz
zum Transsignalling des slIL-6R besteht aber eiditqtiser Unterschied, da sL-Selektin
zur Entfaltung dieser Aktivitat keiner Komplexbildgi mit dem spezifischen Liganden
bedarf.

L-Selektin ist bezlglich des Shedding das am bestetersuchte transmembranére
Glykoprotein: Nach der Aktivierung der Leukozytenrdv L-Selektin mit einer sehr
schnellen Kinetik spontan durch Shedding von deer@che abgespalten. Diese rasche
Kinetik des spontanen sL-Selektin-Shedding ist daim raschen Protease-vermitteltem
Shedding von sIL-6R vergleichbar.. Das Sheddingolgtf in einem definierten
juxtamembranaren Bereich der Ektodomane von L-8al¢&3]. Neben diesem spontanen
Shedding kdénnen auch Phorbolester wie PMA [64]aftektische Faktoren wie FMLP
[65] oder bakterielle Superantigene wie Streptoly§) [66] ein L-Selektin-Shedding
bewirken. Des Weiteren scheint die Abspaltung vospezifischen Umgebungsfaktoren
wie beispielsweise osmotischem Stress abzuhangerflil8t in vitro bei neutrophilen
Granulozyten ein hypotones Milieu [67] ebenso Zsinedding, wie ein hypertones [68].
Die verschiedenen Stimuli bewirken das L-Selekire@®ling durch Induktion
unterschiedlicher Signal-Transduktionswege. Sovedti PMA die Protein Kinase C,
wahrend das Streptolysin O-induzierte Shedding &Wtivierung der neutralen
Sphingomyelinase beruht. Zudem gibt es Hinweideeanen weiteren Protein Kinase C-
unabhangigen Mechanismus des L-Selektin Sheddinmg ade der Aktivierung von
Tyrosin-Kinasen resultiert [69]. Sowohl das PMA asich das FMLP-vermittelte
Shedding von L-Selektin bei neutrophilen Granulemytwird in Gegenwart von
Hydroxamat-basierten Metalloprotease-Inhibitorere WiAPI gehemmt [70] [71]. Dies
weist analog dem IL-6R auf eine Metalloprotease vasantwortliche Sheddase hin. In
Abbildung 6 sind die bisher bekannten Aspekte zurachénismus des sL-Selektin-

Shedding schematisch dargestelit.
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Abbildung 6: Mechanismus des L-Selektin-Shedding

L-Seleltin
sL-Geleldin
membranstindige
Sheddase
— SHEDDING — Plasmalernm

a- Algtinin
h

¢ Calmodutin

! F Akt ' 0

Y - ERM-Proteine {Ezrin, Radsan, Moesm)
Urspriingliche Konzeption entnommen aus [72]

Eine wesentliche Rolle beziglich der Interaktiom &eddase mit L-Selektin scheint
hierbei intrazellular Calmodulin zu Gbernehmen:@adiulin ist in ruhenden Leukozyten
konstitutiv mit der zytoplasmatischen Doméne voS8dlektin assoziiert. Nach Stimulation
mit dem Phorbolester PMA dissoziiert Calmodulin,darch es - vermittelt durch sog.
ERM-Proteine (Ezrin, Radixin, Moesin) - zu einer r&federung der strukturellen
Konfiguration der extrazellularen Domane von L-&8fekommt. Dadurch wird potenziell
die proteolytische Abspaltung von sL-Selektin erfioig. Scheinbar involviert dieser
Mechanismus auch Elemente des Zytoskeletts wA@ktinin und F-Aktin. Diese
interagieren mit der zytoplasmatischen Domane w@elektin. ERM-Proteine kdnnen ein
Cross-linking dieser Zytoskelettelemente bewirkéas der membranstandigen Sheddase
erst den raumlichen Zugang zur Abspaltungsregioewart [72]. Dieser Calmodulin-
abhangige Mechanismus des Shedding von sL-Selstdilt somit einen entscheidenden
Unterschied zum PMA-induzierten Shedding des siLeBiR das durch eine Aktivierung

der Proteinkinase C vermittelt wird.

1. 5. 2. Akut-Phase Protein-induziertes Shedding

Physiologischerweise, d. h. ohne zusatzliche Satran findet sich sIL-6R im Plasma mit

einer Konzentration von ca. 30 ng/ml. Bei bestinnmténsbesondere entzindlich-
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proliferativen Krankheiten wie etwa der rheumataid&rthritis und Morbus Crohn als
Autoimmunerkrankungen, dem Plasmozytom als Neaplalds Immunsystems sowie
AIDS als erworbene Stérung der Immunantwort, issdiKonzentration sowohl im Plasma
(max. ca. 80 ng/ml), als auch im entztindlich veedtah Gewebe signifikant erhdht [73 -
76]. Dies laRt darauf schlieRen, dafd ein mogligmetogener inflammatorischer Stimulus
eine Induktion des slIL-6R-Shedding bewirkt. Diesaduktion ist mdglicherweise
Ausdruck einer Regulation des Sheddingprozesses. IHentifizierung dieses endogenen
Regulators steht allerdings noch aus. Emetro-Analyse mit neutrophilen Granulozyten
gab jedoch den Hinweis, dal3 es sich bei diesemgemém Regulator potenziell um Akut-
Phase Proteine wie das CRP handeln koénnte [77]. pDiezipielle Moglichkeit einer
Induktion von Shedding durch CRP konnte auch sclimndas Shedding-sensitive L-
Selektin nachgewiesen werden [78]. Zudem konntetesitin situ-Hybridisierung
demonstriert werden, dald3 die IL-6-induzierte Expi@s von APP lokal mit einer
verstarkten Sezernierung von slL-6R assoziiert {¥&i. Angesichts dieser sparlichen
Datenlage stellt sich die bisher nicht diskutigftage nach einer mdglichen reziproken
Interaktion von APP mit dem IL-6-System durch régués Shedding des sIL-6R.

1. 5. 2. 1.Die Pentraxin-Familie von APP

Die Pentraxine-Familie von APP umfasst eine Gruppe evolutionar stark konservierten
Akut-Phase Proteinen. Das Pentraxin C-reaktivesePr¢dCRP, syn. Pentraxin-1, PTX1)
ist das klassische Akut-Phase Protein und findaitimemallige Verwendung als
laborchemischer Marker des akuten oder chronisaifammatorischen Geschehens Es
wurde erstmals 1930 von W. S. Tillet und T. Frarmschrieben, die im Rahmen ihrer
Untersuchungen am Avery Laboratory des Rockefdtfistitute im Plasma an Pneumonie
erkrankter Patienten ein neues Protein entdeclkdas, mit dem C-Polysaccharid der
Pneumokokken-Kapsel interagierte [79]. Es folgtahlziche weitere Arbeiten, die sich
mit den Verdnderungen im Plasma-Proteinmuster b#ammatorischen Zustanden
beschaftigten, und in diesem Zusammenhang wurdiéeBtbh der Begriff der ,Akut-
Phase Reaktion* gepragt.

Im Rahmen akut-entziindlicher Prozesse wie der Sdpmnn die plasmatische CRP-

Konzentration binnen weniger Stunden auf bis zu p@@Il ansteigen (Normwert < 1

18



pg/dl) [02] [80]. Intermittierend oder kontinuierhcerhéhte CRP-Spiegel sind aul3erdem

mit chronisch-entzindlichen Erkrankungen assoziiert

1. 5. 2. 11. Struktur-Funktionsprinzip der Pentraxine am Beispiel des CRP

Charakteristisches architektonisches Merkmal demtrBeine ist die pentamere
Grundstruktur. Der Aufbau besteht aus funf nichiddent gebundenen identischen
Polypeptidketten (Untereinheiten: UE), die einenpl@ pentagonale Quartarstruktur
bilden. Abbildung 7 zeigt exemplarisch die dreidma@nale Struktur des CRP.

Abbildung 7: Kristall-Struktur von CRP

entnommen aus [81]

Jede der funf identischen Monomere (Untereinheitis) CRP ist 206 Aminosauren lang
und besitzt zwei Kalzium-Bindungsregionen. Die ewied von den Aminosaureresten
134-148 und die andere von 152-176 gebildet. Altgysl hat die letztgenannte eine
dreifach héhere Affinitat zum Kalzium-lon (€3 Die Fahigkeit zur Kalzium-Bindung ist
eine wesentliche Voraussetzung fur die CRP-verhatt€learance von exogenem oder
endogenem Material durch Bindung von Phosphoryloh@C) [80] [81]: Dieses wird als
Bestandteil bakterieller oder korpereigener Zellhemnen im Rahmen von
Gewebsuntergangen unterschiedlicher Genese fréageddurch die Bindung dieser
antigenen Strukturen wirkt CRP als Opsonin. PC viirceiner flachen taschenartigen
Vertiefung jeder Untereinheit durch Interaktion d&tosphatgruppe mit den beiderfCa

lonen gebunden. Nach der Bindung von Phosphorylthdkann dann das
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Komplementsystem Uber den klassischen Weg aktiviad somit die Clearance von
Immunkomplexen eingeleitet werden. Die Aktivierudgs Komplementsystems durch
CRP kann aber auch durch die Komplementkomponehtgetfolgen. C1q wird auf der
gegenuberliegen Seite der CRP-Monomere Kalzium-éragig gebunden.

Dariber hinaus induziert CRP in humanen Monozyteie dExpression von
proinflammatorischen Zytokinen [83]. Allerdings kde bisher kein spezifischer Rezeptor
und konsekutiv kein Signaltransduktionsweg idertfit werden, der diese Funktion
vermittelt. Einen Teil seiner Aktivitat scheint CRgdoch durch Interaktion mit dem+~c
Rezeptor-lla auszuiiben [84]. Des Weiteren ist d&B® Qurch Hemmung der Chemotaxis
[85] und Aktivierung von Superoxid-Generierung [88hg mit der immunologischen

Funktion von neutrophilen Granulozyten assoziiert.

1. 5. 2. 1. 2Pentraxin-3: erstes primar extrahepatisches APP

Gemal jungeren Forschungsergebnissen lassen sahatb der Pentraxinfamilie ,kurze*
und ,lange” Pentraxine unterscheiden, wobei zueegst das CRP und das SAP (Serum-
amyloid P-component) gezahlt werden. 1992 wurdensdigenannten langen Pentraxine
als neue Mitglieder der Pentraxinfamilie identiéiti Wie der Name schon andeutet,
zeichnen sich diese Proteine durch langere Aminesaguenzen (Primarstruktur) ihrer
Untereinheiten im Vergleich zu den kurzen Pentraxiaus. Als erstes langes Pentraxin
wurde das PTX3 entdeckt [87] [88]. Die ersten 26@&fninalen Aminosauren (AS) dieses
Proteins bilden eine Doméane, die komplett homolog ZZRP-Molekiil ist, wohingegen
die verbleibenden 178 N-terminalen AS einer jedeonomeren Untereinheit keine
Homologien zu anderen bekannten Proteinstruktuudweasen. Daraus laf3t sich folgern,
dal3 das PTX3 eventuell einen evolutiondren Protdgypkurzen Pentraxine darstellt [87 -
90]. Die Pentraxinsequenzen haben sich im Verlaarf Elvolution der Wirbeltiere als
auBBerst stabil gegenuber mutagenen Einflissen sswieDies impliziert, dafl3 die
Expression von Pentraxinen bereits friihen Orgamiseigen so groRen Uberlebensvorteil
verschaffte, daf3 gemald den Gesetzen von MutatidrSatektion keine Notwendigkeit zu
einer grundlegenden Veranderung im Sinne einer a&sdrung dieser Molekulstruktur
bestand, was die zentrale — aber lange nicht Golisty geklarte Funktion der Pentraxine

als Akut-Phase Proteine im Rahmen der unspezifisthenunitat unterstreicht. Man ging
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bislang davon aus, daf3 die Expression von Pen@axentwicklungsgeschichtlich gesehen
auf die Vertebraten beschrankt sei. Man nahm a8, @RP und SAP das Resultat einer
Genduplikation wahrend der Wirbeltierevolution delisen. Bei Untersuchungen an
Limulus polyphemus, einer phylogenetisch sehr alten Krabbenart, die aia ,lebendes
Fossil* ansehen kann, konnten jedoch beide Protebeneinander nachgewiesen werden,
was darauf hindeutet, dass diese kurzen Pentraeirests in den gemeinsamen Vorfahren
der Arthropoden und Chordaten nebeneinander estestig91].

Trotz der ausgepragten Konservierung der Penti@gouenzen existieren wesentliche
Unterschiede zwischen dem CRP und dem PTX3. So RIH3 im Gegensatz zu den
klassischen Pentraxinen nicht in der Leber songemar extrahepatisch exprimiert. Zu
den Zelltypen , fir die bereits eine PTX3-Expressimachgewiesen werden konnte,
gehotren Endothelzellen [92], Fibroblasten [92] [99Ekpatozyten [92], vaskulare glatte
Muskelzellen [94] sowie Kasposi-Sarkom Zellen [9Bisher konnte als endogener
Induktor der PTX3-Expression hauptsachlich R{B7 - 91], IL-4 und IFNy scheinen
einen modulierenden Einfluss auf die PTX3-Expressimuszutiben [96] [97]. In
funktioneller Hinsicht besteht mit der fehlendenBiadung ein wesentlicher Unterschied
zum CRP. Die Aktivierung des Komplementsystems i@iky erfolgt jedoch analog [93].
Eine zentrale immunologische Funktion des PTX3 isthdie Bindung apoptotischer

Zellen zu sein, die konsekutiv eine Clearance ddestdritische Zellen ermdglicht [98].

Angesichts der starken Strukturhomologie des CRBemem evolutionsgeschichtlichem
Vorlaufer PTX3 stellt sich die Frage ob gleichzpitieine korrespondierende
»Funktionshomologie” existiert, d. h. ob PTX3 ebalid die Fahigkeit zur Induktion des
IL-6R-Shedding in sich birgt.

1.5. 2. 2. Serum-Amyloid A: APP mit spezifischem &eptor

Wahrend der Akut-Phase Reaktion zeigt neben dem GRP inflammatorische
Apolipoprotein Serum-Amyloid A (SAA) einen in quéativem Ausmald (bis zum
1000fachen des Normwerts) und Kinetik vergleichiiamatischen Anstieg der Plasma-
Konzentration [01]. Angesichts der dartber hinauasgapragten evolutionaren

Konservierung der SAA-Sequenzen [99] impliziert sdieine zentrale physiologische
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Funktion, die noch weitgehend ungeklart ist. Gesiclist allerdings die Tatsache, daf3
SAA waéhrend der Akut-Phase Reaktion das regularelipgprotein Al (Apo Al) im
HDL-Partikel ersetzt (HDL: High density lipoprot@ifi00] [101] [102] [103] [104]. Im
Gegensatz zu den Pentraxinen wird unter dem Be@H&KA" eine Gruppe kleiner Proteine
subsumiert, von denen beim Menschen bisher vieschexdene identifiziert werden
konnten (SAA 1, 2, 3, und 4) [105]. Von diesen desr vor allem SAA 1 und 2 wéahrend
inflammatorischer Prozesse exprimiert. Die SAA-§pbth sind unterschiedliche
Transkriptionsprodukte eines Genclusters auf Chemmmo 11 (11pl5) [106]. lhre
Primarstrukturen variieren in der Lange zwischerd 1ihd 112 Aminosduren. Die
Expression von APP findet wie die des CRP hauptisficim der Leber statt, ist aber nicht
auf diese beschrankt und kann u. a. auch in Zales mononuklearen Phagozyten-
Systems stattfinden [107]. Die Induktion der Gemegpion erfolgt durch IL-6, IL-1 und
TNFa [108] [109]. Bezuglich der dreidimensionalen Sturkdes fertigen Proteins ergaben
sich Hinweise, dal3 SAA eine hexamere Ringstrukitizentralem Kanal bildet [110].

Ein zentraler Aspekt der immunmodulatorischen Famktdes SAA ist Fahigkeit, bei
Neutrophilen Granulozyten die Expression von ILUE81B und TNFx zu induzieren [111],
wobei fur die Expression des IL-8 der verantwohiicSignaltransduktionsmechanismus
geklart werden konnte [112]: SAA bindet s an delir@dasmembrandoméanen-Rezeptor
FPRL-1 (Formyl Peptide Receptor-Like 1, synonymaxiim A4-Rezeptor). Konsekutiv
kommt es zu einer Aktivierung der Proteinkinasend intrazellularen Mobilisierung von
Kalzium. Diese Signalkaskade spielt gleichzeitigneeiwesentliche Rolle bei der
Generierung des slIL-6R durch Shedding. FPRL-1 wiod Monozyten, Neutrophilen

Granulozyten und Hepatozyten exprimiert [113]

SAA wirkt chemotaktisch auf Monozyten. Auch dieseffekt wird durch eine
Aktivierung der Proteinkinase C und intrazellul&ef*-Mobilisation vermittelt [114].
Interessanter Weise bindet der bakterielle chenistdle Faktor FMLP ebenfalls an
FPRL-1 und filhrt zu einer Aktivierung der Proteimdée C und Mobilisation von €a
Weitere Experimente dieser Arbeitsgruppen zur Logabindung konnten in diesem
Zusammenhang zeigen, dal3 SAA neben Monozyten untrdypdilen auch spezifisch an
transgene embryonale Nierenzellen bindet, die FRRKkprimierten, und konsekutiv eine
starkere agonistische Aktivitdt entfaltet, als FMLUP15]. SAA scheint somit der
physiologische Ligand dieses Rezeptors zu sein. FFMiederum kann als exogener
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Faktor bei neutrophilen Granulozyten ein Sheddieg) Iil-6R induzieren [116]. SAA stellt
demnach als physiologischer Ligand des Rezeptors FMLP einen potenziellen
Kandidaten als endogener Aktivator des IL-6R-Shegldiar.
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2. FRAGESTELLUNG

Das pleiotrope Zytokin IL-6 ist der HauptinduktoerdExpression von Akut-Phase
Proteinen. Dabei ist im Hinblick auf die Regulatiomsbesondere auch der
extrahepatischen Akut-Phase Reaktion ein zentrafapekt noch weitgehend
unberticksichtigt geblieben, n&dmlich dahingehendeiabk reziproke Interaktion der Akut-
Phase Proteine mit dem IL-6-System im Sinne eim&dback-Regulation existiert. Eine
besondere Eigenschaft des IL-6-Systems ist dieisiigrhe Aktivitéat des sIL-6R. Dadurch
erhalt das IL-6-Signal eine potenziell systemisétesponsivitat. Ein Mechnismus der
Generierung von funktionellem sIL-6R ist das Sheddid. h. die proteolytische
Abspaltung der Rezeptor-Ektodomane von der Zelftddre. Obwohl schon zahlreiche
exogene Mediatoren des Shedding nachgewiesen waiddn steht eine Identifizierung
des endogenen und damit physiologischen Stimules aois. Bisher gibt lediglich eine
einzige Untersuchung mit polymorphkernigen Granytlez einen Hinweis darauf, dal3 es
sich hierbei um Akut-Phase Proteine handeln kéribéder erscheint eine vergleichende
Analyse von Pentraxinen und dem lipid-artigen SAeximlich der Fahigkeit zur Induktion
eines Shedding des slIL-6R als moglicher Weg eiesiproken Interaktion mit dem IL-6-

System sinnvoll.

Vor diesem Hintergrund geht die vorliegende Arlogh nachfolgend aufgefuhrten und

bisher nicht untersuchten Fragen nach:

1. Neben neutrophilen Granulozyten treten vor allemchailbei chronischen
Entzindungen Monozyten und Makrophagen als IL-6 rigXprende
inflammatorische Zellen auf. Deshalb stellt sich Brage, ob CRP ein Shedding

des IL-6R bei diesen Zelltypen induzieren kann.

2. Mit PTX3 ein evolutionarer Vorlaufer der Pentraxinend prototypisches
extrahepatisches  Akut-Phase Protein identifizieriln  Analogie  zur
Strukturhomologie zum CRP ergibt sich daher die géranach einer
~Funktionshomologie” im Sinne der Fahigkeit zur Wiktion des IL-6R-Shedding
bei Monozyten bzw. Makrophagen. Zur Prifung einedglichen Pentraxin-
Spezifitat des Shedding-Prinzips wird vergleichemids inflammatorische

Apolipoprotein SAA untersucht.
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3. Zu den bisher bekannten Mechanismen der GenerierangsIL-6R gehoéren das
differentielle Spleif3en der IL-6R-mRNA und das Stied durch membransténdige
Proteasen. Bei letzterem spielen insbesondere Mgtateasen eine entscheidende
Rolle. Zur funktionellen Klarung des, einem mégéohAPP-induziertem Shedding
zugrunde liegenden Mechanismus, wird deshalb untbtsob dieses in Gegenwart
eines Metalloprotease-Inhibitors wirksam gehemntlwi

4. Die Fahigkeit zum Shedding ist nicht auf die Zytokzeptoren beschrankt,
sondern betrifft auch andere Klassen von Oberfiddrptoren. Fur das
Leukozytenadhé&sionsmolekull L-Selektin ist die Gemang l6slicher Formen mit
intrinsischer Aktivitat durch Shedding bereits guitersucht. Deshalb wird zur
Analyse einer moglichen Rezeptor-Spezfitat des AflBzierten Shedding ein

Vergleich mit L-Selektin angestellt.

25



3. MATERIAL UND METHODEN

3. 1. Material

3. 1. 1. Zellkulturmedien

Isolierte humane Monozyten wurden in Dulbecco’'s MEM(modified eagles medium,
DMEM) kultiviert (Biochrom, Berlin, Deutschland). Die Kur Monozyten-abgeleiteter
Makrophagen erfolgte mit Makrophagen SFM-Medium {xit Glutamin, ohne
antibiotische Zusatze) (GIBCO InVitrogen, Karlsrubeutschland)

3. 1. 2. Kulturplatten

Fur die Differenzierung und Kultur von Monozytengaleiteten Makrophagen wurden
sterile Polystyren-Kulturplatten mit spezial bestieten Oberflachen verwendet, die
mittels Adhasion der Monozyten die Differenzierumg Makrophagen unterstitzten
(Sarstedt Incorporated., Newton, USA). Um dagegerdie Experimente mit Monozyten
eine weitere Differenzierung zu vermeiden, wurdéesel in analogen Kulturplatten mit
hydrophober Oberflachenbeschichtung kultiviertda8 eine Adhasion nicht méglich war
(Corning Life Sciences, New York, USA).

3. 1. 3. Stimuli
- Rekombinantes humanes M-CSK R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)

Quelle:Escherichia coli (durch Expression einer cDNA-Sequenz, die flrellgten
158 Am#dniren der extrazellularen Doméane von reifem
humad+CSF codiert)

Molekulargewicht: rekombinantes Monoroar 18 kDa
Reinheit: 97 %

Préaparation: in PBS-Puffer
Verwendete Ausgangskonzermratiur weiteren Verdiinnung:
0,468 mg/ml
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- C-reaktives Protein (CRP)(SIGMA-Aldrich Incorporated, Saint Louis, USA)

Quelle: humanes Plasma
Molekulargewicht: ca. 118 kDa

Praparation: vorbereitet als Lésung in 20 mM Tngi& bei pH 8 mit 280 mN
NaCl, Rekonstitution in 20 mM Tris-Puffer

- Rekombinantes humanes Apo-SAATebu-Bio, Offenburg, Deutschland)

QuelleEscherichia coli
Molekulgrol3e: Polypeptid mit 104 Aminosauren

Praparation: vorbereitet als steril filtreettdsung in 10 mM Tris-Puffer bei pH 9,

Rekonstitution in steril-filtriertem D

- PTX3F (BACHEM, Weil am Rhein, Deutschland)
Fragmente des PTX3, die zu den Aminasésten 175 -205 der vollstandigen
Polypeptidkette eines PTX3-Monomers korrespondierere Peptide wurden

durch Alignment mit den entsprechenden homologergidken von CRP

ausgewahlt und Uber Peptidsynthese als Reinsubisémgestellt.

- TAPI-2 (N-(R)-[2-(Hydroxyaminocarbonyl)methyl]-4-methyptanoyl-L-t-butyl-
alanyl-alanin, 2-Aminoethylamid (TNFProtease Inhibitor-2)
(CALBIOCHEM, Merk, Darmstadt, Deutschland)

Molekulargewicht: 415,5 Da
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Strukturformel:

Hzc

Reinheit;: > 98 %

Praparation: Losen in Ethanol (5 mg/odgr steril-filtriertem HO (5mg/ml)

3. 1. 4. Lésungsmittel

Ethanol 97 % fur TAPI-2

H.O steril-filtriert fur SAA

DMSO (Dimethylsulfoxid) fur PTX3F
Tris-Puffer 20 mM pH 8 fur CRP

3. 1. 5. Quantifizierung von sIL-6R, sgp130 und siSelektin

Zum quantitativen Nachweis von humanem l6slicher6dRezeptor (sIL-6R), I6slichem
gpl30 (sgpl130) und I6slichem L-Selektin (sL-SelektiCD62L) wurden Enzym-
Immunoassays mit rekombinanten Antikdrpern verwern(@®&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland)

Mikrotiterplatte beschichtet mit monokddem Antikdrper der Maus gegen sIL-6R,
sgpl130 und sL-Selektin (CD62L)

Konjugat (polyklonaler Antikérper der Maus gegen-6R, sgp 130, oder sL-
Selektin) konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase

Standard rekombinantes humanes slIL-6R, sgp 138 Lx&¢lektin
Verdunnungspuffer

Kalibrator-Verdinnungslésung

Waschpufferkonzentrat

Farbreagenz A: 12,5 ml Hydrogen-Peroxid

Farbreagenz B: 12,5 ml Tetramethylbenzidin
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- Stopp-L6sung: 6 ml 2N Schwefelsaure

3. 1. 6. Material fur die Elutriation humaner Monozyten

- BSA: steriles Rinderalbumin 5 % (Bovine serum albym
3 x 5 ml Penicillin/Streptomycin und 1 x 4 ml Glide40 %
(aliquotiert in 15 Falcon tubes, Lagerineg— 20 °C)

- 3 x 500 ml steriles PBS (Phosphat-buffered saliG#CO)
steriles Aqua destillata (Braun, Melsungen AG, Behnland)
NaCl 0,9 % (Braun)

Propanol-2 70 % (Braun)
Zellsieb

Falcon tubes 15 ml, 50 ml (Falcon, Becton Dickir)son

3. 1. 7. Einwegartikel

- Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

- 5ml-, 10 ml-Einwegpipetten

- Falcon tubes 15 ml, 50 ml (Falcon, Becton Dickinson

- Eppendorf-Cups 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Hamburg,tSehland)

3. 2. Methoden

3. 2. 1. Methodischer Ansatz

Zum Nachweis eines durch Akut-Phase Proteine vesit@h Shedding wurden mittels
Elutriation aus dem peripheren Blut gesunder Spegéeeeinigte Monozyten bzvin vitro
differenzierte Monozyten-abgeleitete Makrophagehunterschiedlichen Konzentrationen
von CRP, PTX3-Fragmenten (PTX3F) und SAA stimuligdr Kontrolle wurde jeweils
die gleiche Anzahl Monozyten und Makrophagen deeselSpender mit DMEM ohne
Zusétze fur die gleiche Zeit inkubiert. Die gewéhlKonzentrationen der Stimuli reichten
dabei mit 0,1 bis 50 mg/l von physiologischen Kaneationen bis hin zu

Konzentrationsbereichen, die den Status einer akafeammation reprasentieren.
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Neben der Dosis-Wirkungsbeziehung wurden Kinetikism Freisetzung der l6slichen
Rezeptoren durch variierende Inkubationszeiten rentht. Nach entsprechender
Stimulation der Monozyten und Makrophagen mit detutAPhase Proteinen oder deren
Fragmenten wurde sIL-6R, sgp130 und sL-Selektintetsitspezifischer Immunoassays in
den Uberstanden quantifiziert. Es wurden nur Statiomszeiten von 15 Minuten bis
maximal 4 Stunden untersucht, um selektiv das Shgdahd keine De novo-Expression

der Zytokine zu erfassen.

3. 2. 2. Spenderauswahl-Kriterien

Es wurden peripher-ventse Blutproben von freigéh gesunden Spendern im Alter von
23 — 35 Jahren gewonnen (n = 12, davon 5 weiblidd & mannlich). Durch
laborchemische und kdrperliche Untersuchung vor Blitabnahme wurde bei den
Spendern ein akut- oder chronisch-entzindlichemnKheitszustand ausgeschlossen. Es
durften keine Leukozytose, keine Erhohung der Bhiksingsgeschwindigkeit (BSG),
keine erhohten CRP-Spiegel und keine inflammatbascSymptome wie Fieber, Husten,
Schnupfen, Halsschmerzen, lokale Rétung, Schwellumgl Uberwarmung bzw.

Verletzung vorliegen.

3. 2. 3. Isolierung humaner Monozyten

Die Monozyten wurden mittels Leukapherese von g@saon freiwilligen
Spenderinnen/Spendern gewonnen. Die SeparierungMdeozyten von den Ubrigen
Leukozytenfraktionen erfolgte durch Elutriation. i2a handelt es sich um eine
Aufreinigung nach Partikel- respektive ZellgroRe ratu Zentrifugation im
Gegenstromprinzip: Der Elutriationsrotor wird migrdZellsuspension beschickt und die
Elutriationskammer wird wahrend der Zentrifugatiamtinuierlich mit einer bestimmten
Flussrate von Medium durchstromt. Diese FluRratestifment die radiale
Gleichgewichtsposition jeder Zelle entsprechendril@rofl3e. VergréRert man die FluRrate,
so werde die kleinsten Zellen an der sogenanntenriaion boundery” in Richtung des
Kammerausgangs beschleunigt und kénnen in Frakti@myenommen werden. Durch
schrittweise Steigerung der FluRRrate kann so dsamgée urspringliche Zellpopulation des

Leukapheresepréparats in Einzelfraktionen nactg#ille sortiert werden. Man erhalt auf
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diese Weise Monozytenfraktionen mit einer Reinke@0 %. Vorteil dieser Methode ist,

dald die Monozyten nur wenig voraktiviert werden.

Abbildung 8 zeigt schematisch die Vorgange inkleatriationskammer.

Abbildung 8:
Erweiterung der Farnmerarinde :
wertingert die Flussgeschwindizkeit
Zentrifugalkrafte m—: ! mmm Cegenstrom
getinge Zentrifugallrifte .~ starke Zentifugalkrifie ~
s o

Verjitngung der Kamrnerwinde erhdht 7
die Flussgeschwindigkeit

FUr den eigentlichen Elutriationsvorgang mit denti®eann JE-6B Elutriation-Systems
mul3te das von der Transfusionsmedizin bereitgesteilukapheresepraparat zunachst gut
durchmischt werden, bevor es mit Hilfe eines Zelisizu jeweils 25 ml auf 50 ml Falcon
tubes verteilt wurde. Daraus wurden dann 100 b2g. |2 Praparat fur die 1:5- und 1:10-
Verdinnung entnommen und in die vorbereiteten Cuppettiert, um die
Monozytenkonzentration durchflusszytometrisch amva® 120 (Bayer) zu bestimmen
und die voraussichtliche Zellausbeute zu berechiitels Durchflusszytometrie (Facs)
werden die Oberflacheneigenschaften von Zellenhdane spezifisches Floureszenzsignal
nachgewiesen: Monoklonale Antikérper mit einer feszierenden Gruppe markieren
bestimmte Oberflachenmerkmale (zum Nachweise vomddgten oder Makrophagen

CD14 bzw. CD45). Beim Auftreffen monochromatischachtes werden Elektronen des

31



Farbstoffes auf ein hoheres Energieniveau angehoBen der Ruckkehr auf das
urspringliche Niveau werden proportional zur Zabt @berflaichenmolekile Photonen
emittiert, die gemessen werden. Zusatzlich gebesulithteigenschaften Auskunft Uber
den Zelltyp (Vorwartsstreulicht: Auskunft Gber ZgbR3e, Seitwartsstreulicht: Auskunft
Uber Granularitat des Zellinhalts zur Unterschegdifonozyt, Granulozyt, Lymphozyt)

Das in den Falcon tubes vorgelegte Praparat wurtigen25 ml Laufpuffer (PBS mit
1mg/ml Glukose, 3,33 mg/ml Rinderalbumin und awtischem Zusatz von Penicillin G
100 U/ml, Streptomycin 10Qg/ml) versetzt. Es wurden jeweils gleiche Volumima
Praparat und Laufpuffer eingesetzt. Vor dem StadenZentrifuge mit der Einstellung
2040 U/min, 15 h, 23 °C wurde das System mit 20Q.aulfpuffer Luftblasen-frei gefullt
und im Anschlu3 daran mit dem Inhalt der FalcoretufiPraparat + Laufpuffer) beschickt.
Danach lie3 man den Laufpuffer erneut durch dage8ysansaugen und konnte das
entstandene Elutriat in den vorbereiteten 50 m¢dratubes auffangen. Zur Facsanalyse,
die die Einstellung der Pumpe bestimmt, wurden jsw800 pl des Elutriats in die
entsprechenden Facsrohrchen pipettiert. Durch Ergdlder Laufpufferfordermenge bei
gleichbleibender Zentrifugen-Umdrehungszahl wurdksm Reihe nach Thrombozyten,
Erythrozyten, Lymphozyten, Monozyten und Granulenyhus dem Praparat elutriiert. Der
Elutriationslauf wurde beendet, wenn die Facs-Megsweniger als ein Prozent
Granulozyten oder mehr als neunzig Prozent ergaimnDwurde die Monozyten-
Suspension in den Falcon tubes bei 1200 U/min fir Minuten zentrifugiert, der
Uberstand anschlieBend unter sterilen Bedingunggermmmen und das Pellet mit je 5
ml SFM-Medium resuspendiert. Nach dem Poolen denddgten-Suspension in einem
neuen Falcon tube wird erneut eine 1:5 und 1:1@¥eung am Facs analysiert. Aus der
erhaltenen Leukozytenkonzentration wurde abschii@ltker Absolutwert der Monozyten

im Elutriat berechnet

Beispiel:

2,5 x 16/ul x 5 (Verdinnung 1:5) = 12,5 x %Ml (Konzentration in ml) x 30 (6
Fraktionen a 5 ml) = 375 x 1®lonozyten gesamt
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3. 2. 4. Analyse des Akut-Phase Protein-induziemeShedding von sIL-6R

Zur Analyse der Generierung des loslichen IL-6-Fézes, gpl30 sowie L-Selektin
wurden sowohl humane Monozyten als auch Makrophagenen Akut-Phase Proteinen
CRP, SAA und dem Pentraxinfragment PTX3F aktividdabei wurde angestrebt,
maoglichst von den gleichen gesunden Spendern Maeonafs auch von diesen abgeleitete

differenzierte Makrophagen zu untersuchen, sofeZdllausbeute dies zuliel3.

3. 2. 4. 1. Stimulation von undifferenzierten Monogten mit APP

Um eine weitere Aktivierung der Monozyten zu verdegi, wurden unmittelbar nach der
Elutriation jeweils 2 x 1®Monozyten pro well in 500 pl DMEM ohne Zusatze deh
nicht-adharenten Kulturplatten (Corning Inc.) regmrgdiert und bei 37 °C und 5 % €O
inkubiert. DMEM mul3te zuvor im Wasserbad bei 37 fi€ ca. 20 Minuten erwarmt
werden. Zur Stimulation der Monozyten wurden untsterilen Bedingungen
Stammldsungen von CRP, PTX3F und SAA durch Rekioistn in Tris-Puffer 20 mM
pH 8 (CRP), DMSO (PTX3F) und steril filtriertem .8 (SAA) hergestellt. Die
Konzentrationen der Stammldsungen betrugen jeweilg/nl fir CRP und SAA und 50
mg/ml fur PTX3F. Kurz vor Durchfiihrung der Stimudatsexperimente wurden diese
Losungen bis zu den bendtigten Endkonzentratiome®™MEM ohne Zusatze weiter
verdiinnt. AnschlieBend wurden die 2 x ®10ionozyten pro well nach einer
lichtmikroskopischen Kontrolle und vorsichtigem Alogien der DMEM-Uberstande mit
jeweils 2 ml zu den im Schema (siehe Tabelle 2)egabenen Akut-Phase Protein-
Konzentrationen fur die entsprechenden Inkubatieitesz bei 37 °C / 5 % COstimuliert.
Als Kontrolle wurden jeweils die gleiche Menge Mawten derselben Spender mit 2 ml
DMEM ohne Zusétze inkubiert. Nach Ablauf der Inktitmaszeiten wurden die Uberstande
der wells abgenommen, in Eppendorf-Cups uberfiihd, wm eine zellfreie Losung zu
erhalten 5 min bei 3000g zentrifugiert. Anschlie®emurden die zellfreien Uberstande
aliquotiert und bis zur Quantifizierung der l6skchRezeptoren bei - 80 °C asserviert. Die

Pellets wurden verworfen.
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3. 2. 4. 2. Stimulation von differenzierten Makrofpagen

Zur Induktion der Differenzierung wurden die humaidonozyten unmittelbar nach der
Isolierung durch Elutriation in einer Konzentratioan 2 x 18 pro ml (iber Adh&sion an
spezielle Plastikoberflachen (Sarstedt Inc.) in Makagen SFM-Medium in Anwesenheit
von Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (MR} Sler Konzentration 0,01 pg/ml
inkubiert. Das Medium wurde alle fiunf Tage gewetthsed erneut mit 2 ml SFM-
Medium pro well mit der gleichen Konzentration M¥&®ei 37 °C und 5 % CO2-
Atmosphare inkubiert. Nach insgesamt sieben Tagendev die Differenzierung der
Makrophagen lichtmikroskopisch anhand der typischremphologischen Veranderungen
mit langen Zellauslaufern kontrolliert und gleichize eine bakterielle Kontamination
ausgeschlossen, bevor die differenzierten Makrogidgr die Experimente verwendet

wurden.

Nach der Differenzierung der Monozyten zu Makrogragurde der Uberstand der wells
an SFM-Medium mit M-CSF vorsichtig abgesaugt und dellen nochmals mit 2 ml
DMEM ohne Zuséatze gewaschen. Analog den Monozytgefimenten wurden
ausgehend von den CRP-, PTX3F- und SAA-Stammlosungie bendtigten
Stimulusendkonzentrationen (siehe Tabelle 2) héetiesund die differenzierten
Makrophagen mit den entsprechenden Akut-Phaseii¢tazentrationen bei 37 °C, 5 %
CO, fur die gewahlte Inkubationszeit stimuliert. Zuortrolle wurden wiederum die
gleiche Anzahl Makrophagen pro well mit DMEM ohneisdtze inkubiert. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurden die Uberstandeelts in Eppendorf-Cups lberfiihrt
und bis zur ELISA-Messung bei - 80 °C analog dennbhyten asserviert. Da die
Differenzierung der Makrophagen im Gegensatz zuMenozyten durch Adhasion an die
Kulturplatten unterstitzt wurde, befand sich in dglliberstanden ein vergleichsweise
geringer Anteil an geldsten Zellen bzw. Zelldebi@eshalb wurde auf eine weitere

Zentrifugation verzichtet.

Tabelle 1 zeigt das Stimulationsschema fur Monozyired Makrophagen.
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Tabelle 1: Monozyten-/Makrophagen-Stimulationsschem*

Stimulus: Stimuluskonzentration: Stimulationszeit:
CRP 1ug/ml 15 min
CRP lug/ml 1h
CRP Tug/ml 4h
CRP 10 pg/mi 15 min
CRP 10ug/ml 1lh
CRP 50ug/ml 15 min
CRP 50ug/ml 1h
CRP 50ug/ml 4h
SAA lug/ml 15 min
SAA 1 pg/ml 1h
SAA 1 pg/mi 4h
SAA 10 pg/ml 15 min
SAA 10 ug/ml 1lh
SAA 50 pg/ml 15 min
SAA 50 pg/ml 1h
SAA 50 ug/ml 4h
PTX3F lug/ml 15 min
PTX3F lug/ml 1h
PTX3F lug/ml 4h
PTX3F 10 pg/mi 15 min
PTX3F 10pug/ml 1h
PTX3F 50ug/ml 15 min
PTX3F 50ug/ml 1h
PTX3F 50ug/ml 4h
Kontrolle 0 15 min
Kontrolle 0 1lh
Kontrolle 0 4h

* Aufgrund variierender Monozytenzahlen konnte dasSchema nicht bei allen Spendern vollstandig
umgesetzt werden.

3. 2. 4. 3. Funktionelle Charakterisierung des Sheting-Mechanismus

Zur funktionellen Untersuchung des Shedding-Meahasi wurden die Stimulations-
experimente von Monozyten und Makrophagen zusétzficAn- und Abwesenheit von

TAPI-2 durchgefihrt. Es handelt sich dabei um eiHgdroxamat-basierten Inhibitor von
Matrix-Metalloproteasen und TACE (TNFconverting enzyme), der das Aktivierungs-
induzierte Shedding von L-Selektin bei Neutrophil&osinophilen und Lymphozyten
inhibiert. Dariber hinaus hemmt er das PMA-indueieshedding des IL-6R. TAPI-2
wurde gemald den Herstellerangaben in Ethanol 97 26 5mg/ml rekonstituiert.

Ausgehend von dieser Stammlésung wurde der Pranddisidor mit DMEM ohne
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Zusatze, das zuvor im Wasserbad erwarmt wordenbasazu einer Konzentration von 20
uM verdunnt. Es wurde dann zunachst eine 15 minim@nhibition durchgefiihrt. Dabei
wurde zu den in 500 pl DMEM resuspendierten Moneyeweils 50Qu TAPI-2 20 uM
pipettiert, so dass sich insgesamt eine Konzeatraton 10uM ergab. Nach 15 Minuten
wurden die Uberstande der wells vorsichtig abgesand pro well 1 ml der doppelten
Stimulusendkonzentration (siehe Tabelle 2) und TA®I-2 20uM erneut hinzupipettiert.
Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Uberdti der wells in Eppendorf-Cups
uberfuhrt, 5 min bei 3000g zentrifugiert, die Utiérsle wiederum in neue Cups pipettiert
und die Proben bei - 80 °C asserviert. Analog wineieden Makrophagen am Tag 7 die
Uberstande abgenommen, mit 2 ml DMEM ohne Zuséatzevell gewaschen, und eine 15
minutige Vorstimulation mit TAPI-2 1QuM durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die
Uberstande erneut abgesaugt und wieder gleichzmitigkkut-Phase Proteinen und TAPI-
2 10uM fir die entsprechende Zeit stimuliert. Nach Alblder Inkubationszeit wurden die
Uberstande in Eppendorf-Cups tberfiihrt und bei —°80bis zur ELISA-Messung
asserviert. Als Kontrollen dienten bei den Inhiisexperimenten die mit DMEM und
TAPI-2 10uM fir die gleiche Zeit inkubierten Monozyten bzwaktophagen derselben
Spender.

Tabelle 2 zeigt schematisch die Stimuluskonzewinath und Stimulationszeiten in

Gegenwart von TAPI.
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Tabelle 2: Schema Inhibitionsexperimente mit TAPI-2

Stimulus Stimuluskonzentration | Inhibition Stimulationszeit
CRP 50ug/ml +10uM TAPI-2 15 min
CRP 50ug/mi +10uM TAPI-2 1h
CRP 50ug/ml +10uM TAPI-2 4h
CRP Tug/mi +10uM TAPI-2 1h
CRP 10ug/ml +10uM TAPI-2 1h
SAA 50 ug/ml +10uM TAPI-2 15 min
SAA 50 ug/mi +10uM TAPI-2 1h
SAA 50 ug/ml +10uM TAPI-2 4h
SAA 1ug/mi +10uM TAPI-2 1h
SAA 10ug/mi +10uM TAPI-2 1h
PTX3F 50ug/mi +10uM TAPI-2 15 min
PTX3F 50ug/mi +10uM TAPI-2 1h
PTX3F 50ug/ml +10uM TAPI-2 4h
PTX3F lug/mi +10uM TAPI-2 1h
PTX3F 10ug/mi +10uM TAPI-2 1h
Kontrolle 0 +10uM TAPI-2 15 min
Kontrolle 0 +10uM TAPI-2 1h
Kontrolle 0 +10uM TAPI-2 4h

3. 2. 4. 4. Quantifizierung des Gehalts an l6slicheRezeptor

Die quantitative Detektion des Gehalts an sIL-6Bp180 und sL-Selektin in den
Zelliberstdnden von unstimulierten bzw. mit APPmstierten Monozyten und
Makrophagen erfolgte nach dem ELISA-Prinzip unterwendung kommerzieller Assays
der Firma R&DSystems: in den Proben vorhandenes5RILsgpl30 oder sL-Selektin
wurde durch entsprechende rekombinante monoklonatene Antikérper in den wells der
Mikrotiterplatte gebunden. Die Ubrigen Bestandtaite nicht gebundenes Antigen wurden
mit einem Waschpuffer ausgewaschen. Durch Bindungsezweiten Enzym-markierten
Antikorpers (Konjugat) konnte anhand der Intengiigs Farbumschlages nach Umsetzung
der zugegebenen zunéchst farblosen Substratlésumch ddas Enzym (Merrettich-
Peroxidase) die urspringliche Konzentration anidiem Rezeptor in den Proben

bestimmt werden.

Bei der endgultigen Quantifizierung mittels Photéenevurde die Konzentration von siL-

6R, sgpl30 und sL-Selektin anhand des Vergleichs emer zuvor erstellten
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Standardkurve mit definierten Antigenkonzentratioregmittelt. Fur den Nachweis von
sIL-6R und sgpl130 geschah dies bei einer Wellegl&mmypn 450 nm mit einem Korrektur-
Filter von 540 bzw.570 nm., wohingegen die Bestimgwon sL-Selektin bei 450 nm eine
Wellenlangenkorrektur von 620 oder 650 nm erfoelerAbbildung 9 zeigt diese
Standardkurve und typische Auswertungsdaten fisalektin.

Abbildung 9:
sL-Selektin Standardkurve Standard (na/ml) Extinktion
Mittelwert
0 0 0,086
0,087 0,086
1 0,99 0,173
- 0,172 0,172
2 2 3,05 0,331
IS 0,327 0,329
ai 3 10,46 0,830
0,800 0,815
4 24,16 1,473
03 . . . . 1,413 1,443
0 20 40 60 80 5 57,72 2,337
2,281 2,309

sL-Selektin Konzentration ( ng/ml)

3. 3. Statistische Auswertung

3. 3. 1. Signifikanz

Zur statistischen Interpretation von Testergebmiggeht man von von zwei Hypothesen
Ho und H aus: H besagt, dal3 zwischen zwei Stichproben kein sigmter Unterschied
hin- sichtlich des getesteten Merkmals besteht,imng#gen H von einem signifikanten
Unterschied zwischen den Stichproben ausgeht (tigeseTest ). Zu diesen Hypothesen
wird dann vor Durchfihrung des Tests willkurlichedirrtumswahrscheinlichkeit
festgelegt. Ein Ergebnis wird dabei als signifikamim Niveauo gewertet, wenn die
berechnete tatséchliche Fehlerwahrscheinlichkeitklginer oder gleicha ist. Die
Wabhrscheinlichkeit, sich bei der Annahme von 24 irren, ist somik a. Unterschreitet
also p das Signifikanzniveay verwirft man H und geht von IHaus. Ist p aber grol3er
wird Ho beibehalten. Damit ist aber die Nullhypothese adamgekehrt H keineswegs
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bewiesen, da das Datenmaterial evtl. nicht austaich die jeweilige Alternativhypothese

zu bestatigen. Ublicherweise werden folgende Skanizniveaus definiert:

a > 0,05: nicht signifikant

a < 0,05: signifikant  (*)

a < 0,01: sehr signifikant ( **)
a < 0,001: hochsignifikant ( ***)

D. h. ein Ergebnis ist dann signifikant, wenn dieatcheinlichkeit des Zufalls
kleiner/gleich 5 % ist. Dabei ist naturlich dercprobenumfang n von entscheidender
Bedeutung, da nur bei sehr groBem n auch kleinekmusunterschiede signifikante
Werte annehmen. Im experimentellen Format diesdseibrwerden nur sehr kleine
Stichproben untersucht. Deshalb missen starke $éhiede vorliegen, um das willkurlich
festgelegte Signifikanzniveau von 0,05 zu erreicli&nist natirlich unzulassig, Versuche

so lange zu wiederholen, bis ein signifikantes Bngevorliegt.

3. 3. 2. Wilcoxon-Test fur unverbundene Stichproben

Da die Ergebnisse nicht einer normalverteilt wareurde zur Berechnung des
Signifikanzniveaus: der Wilcoxon-Test oder kurz U-Test fur unverburel&tichproben

verwndet, der eine Normalverteilung der getestderkmale nicht voraussetzt. Er gehort
damit zu den Verteilungs-unabhéngigen Test-VerfaHig stetige Merkmale. Es wird
gepruft, ob zwei Stichproben vom Umfangund n» die gleiche mittlere Lage beziiglich
des untersuchten Merkmals aufweisen. Diese mittlexge wird durch den Median M
bestimmt. Beim zweiseitigen Test wird danach gefrat die beiden Stichproben sich
hinsichtlich des Merkmals signifikant unterscheidel) oder nicht unterscheiden {HEs

wird also nicht gefragt, in welche Richtung siehsievtl. unterscheiden. Mit dem

Wilcoxon-Test pruft man demnach folgende Hypothesen

(1) Ho: M1 = M,

(2) Hi: My # M,

Zur Bestimmung des Signifikanzniveaus wird die BroBe U mit der vorgegebenen

kritischen GroRe i (lakt sich der Wilcoxon-Tafel entnehmen, siehe €llab 6)
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verglichen. Ist U< Uy, so verwirft man kI und geht von IH aus, d. h. die beiden
Stichproben unterscheiden sich signifikant bezitigtles Merkmals. Im Fall von U >}

mul3 man K annehmen, nach der sich die beiden Stichprobeht rsgynifikant

unterscheiden. Beim Wilcoxon-Test handelt es sich einen Rangtest, d. h. zur
Bestimmung der Prifgrof3e werden zunéchst die Abselte der beiden Stichproben
zusammengenommen und der Grél3e nach geordnet.\Wedeerhalt entsprechend seiner
GroRe eine Rangzahl. Bei gleichen Absolutwerterdwais Rangzahl der Mittelwert der
aufeinander folgenden Rénge gebildet. Die SummeRadagzahlen der Stichprobe ergibt

R: und die der Stichprobe 2FRDie Prifgrofl3e berechnet sich dann zu der Formel:

(3) Ul = (Rem)+m(m+1)/2-R

(4) U2 = (Rem)+m(np+1)/2-R

Der kleinere der beiden Werte; Wder U wird mit der kritischen Grof3e &l aus der
Wilcoxon-Tafel verglichen.Da U, + U, = mp x rnp laRt sich obige Formel durch

mathematische Umformung vereinfachen zu:

(5) U= R-m(m+1)/2 (it R< Ry)

Als Beispiel sei die Berechnung des Signifikanzaiveaus Abbildung 9 des Ergebnisteils
angefihrt:
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Tabelle 3: Beispielhafte Berechnung des Wilcoxon-Bés

Gruppe 1: Makrophagen n=11 Gruppe 2: Monozyten n=7
Rang sIL-6R (pg/ml) sIL-6R (pg/ml) Rng

1 41
2 53
3 69
4 88
5 89
6 107
7 117
8 119
9,5 163

163 9,5
11 174

182 12

192 13

218 14

232 15
16 265

318 17

400 18

R =725 MW: 117 MW: 243 R, = 98,5

Nach Formel ( 5) ist dieses Ergebnis als signifiKg < 0,05) zu werten, da

(U =6,5) <ylJ=19) (vgl. Tabelle 4)

Tabelle 4: Wilcoxon-Tafel zum Signifikanzniveaua = 0,05

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
n;
Ny
1 -
2 - -
3 - - 0
4 - - 0 1
5 - 0 1 2 4
6 - 0 2 3 5
7 - 0 2 4 6 8 11
8 - 1 3 5 8 10 13 15
9 - 1 4 6 9 12 15 18 21
10 - 1 4 7 11 14 17 20 24 27
11 - 1 5 8 12 16 19 23 27 31 34
12 - 2 5 9 13 17 21 26 30 34 38 42
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3. 3. 3. Korrelation

Vermutet man, dald zwischen zwei stetigen Merkméte. Korpergré3e und —gewicht)
eine wechselseitige Abhéngigkeit besteht, lasst dies mit einem Korrelationsdiagramm
Uberprifen. Hierzu tragt man fur jeden ProbandenStehprobe die Werte des einen
Merkmals auf der y-Achse gegen die des anderen uleek auf der x-Achse auf. Man
erhdlt so eine Punktwolke, deren Aussehen bereit$schlul® Uber die vermutete
Korrelation zwischen beiden Variablen geben kanind Slie Punkte beliebig tUber die
Diagrammflache verteilt, besteht kein bzw. ein gger Zusammenhang zwischen den
getesteten Merkmalen. Gruppieren sie sich jedoamdlarnd um eine Gerade bzw.
Hyperbel oder Parabel, so ist dies eine Hinweisdasf Vorliegen einer Korrelation. Bei
einem linearen Zusammenhang kann man diesen duradnstkiktion einer
Regressionsgeraden veranschaulichen. Ein quawegatiMa far den linearen
Zusammenhang zweier stetiger Merkmale ist der Beache Korrelationskoeffizient r

mit
(6) r :[_zl(m—mwx)(yi—mwy)] / [;gm—wa)zgfyi—MWy)Z] o

Der Korrelationskoeffizient kann nur Werte zwischefiL und +1 annehmen. Ist r = O,
besteht kein linearer Zusammenhang zwischen deiafMan. Ein Wert von +1 bzw. -1
besagt dagegen, dafl} eine vollstandige positive begative lineare Korrelation vorliegt.
Zu berlcksichtigen ist allerdings, dal3 zwei Merlkenpbtenziell korreliert sein kdnnen,
ohne dass ein kausaler oder funktioneller Zusamamnlbesteht. Dies ist z. B. der Fall,
wenn eine unbekannte dritte intervenierende Vagiaileichzeitig auf beide Merkmale

einwirkt.
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4. ERGEBNISSE

4. 1. Konstitutive Freisetzung von sIL-6R, sgp130nd sL-Selektin

Unstimulierte Monozyten und Monozyten-abgeleitetakkbphagen setzten bereits nach
einer Inkubationszeit von 15 Minuten spontan sIL-@R130 und sL-Selektin frei (Abb.
10). Diese kurze zeitliche Latenz deutet darauf tafd diese konstitutive Freisetzung auf

Shedding beruhen kénnte.

Abbildung 10:
DMEM 15 min
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c 1
o
> o
o 8
c o 1
N o
o 9
n X 1
= O Makrophagen
'-q'-) 2 W Monozyten
= IS T 100 ng/ml
3G
c 9
o -4
7]

n=11 n=7 n=3 n=3 n=5 n=5
slL-6R sgpl30 sL-Selectin

Abbildung 10: Spontanes Shedding von sIL-6R, sgp03und sL-Selektin. 2 x 1¢ Monozyten (schwarz) und
Monozyten-abgeleitete Makrophagen von individuegrendern wurden fir 15 Minuten mit 2 ml DMEM b&i € und

5 % CO2 inkubiert. Die Konzentrationen von sIL-6RpEg0 sowie sL-Selektin in den Zelliberstanden wunshittels
spezifischer ELISA’s basierend auf monoklonaleninaumr Antikdrpern bestimmt. Die vertikalen Sauleprésentieren
jeweils die Mittelwerte und Standardfehler der Klitterte (SEM-). Die statistische Analyse erfolgte mit dem

Wilcoxon-Test. Liegt eine Irrtumswahrscheinlichkedn p< 0,05 vor, ist das Ergebnis als signifikant zu eerg).

Es wurde in diesem Zusammenhang eine signifikahéf@spontane Freisetzung des sIL-

6R durch Monozyten im Gegensatz zu Makrophagengeaciesen. Die Freisetzung von
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sgpl130 zeigte einen vergleichbaren, wenn auch sighifikanten Unterschied. Dagegen
wurde bezuglich der spontanen sL-Selektin-Freisgfzkein quantitativer Unterschied
zwischen Monozyten und differenzierten Makrophafgstgestellt. Bei der Beurteilung
dieser Ergebnisse anhand Abbildung 11 ist darawchten, dal’ die Freisetzung von sL-
Selektin mehrere ng/ml betrug, wohingegen die dessR und sgp130 um etwa den

Faktor 100 geringer ausfiel.

Im Folgenden werden die Charakteristika der eireaelRezeptoren im Hinblick auf das

konstitutive Shedding genauer betrachtet.

4.1.1. Spontane Freisetzung von slIL-6R

Humane Monozyten und Monozyten-abgeleitete Makrgphasetzten spontan den
l6slichen IL-6R frei. Zur Untersuchung des spontarghedding von IL-6R wurden
Monozyten mittels Elutriation von 12 gesunden Bpetsdern (5 Frauen, 7 Manner)
gewonnen und nach Einstellung einer identischernzEotration fiir 15 Minuten bei 37 °C
und 5 % CQ inkubiert. Monozyten-abgeleitete Makrophagen wurdadenfalls nach
Waschen mit DMEM ohne Zusatze fur 15 Minuten inlewbiDer im Uberstand enthaltene
sIL-6R wurde im Enzymimmunoassay quantifiziert. Bialwar die spontane slL-6R-
Freisetzung von Monozyten signifikant héher als Whakrophagen (Abb. 10). Wahrend
im Uberstand von unstimulierten Monozyten (2 X)adurchschnittlich 243 pg/ml sIL-6R
nachgewiesen wurden, setzten Makrophagen untergiiéchen Bedingungen nur 117
pg/ml frei. Dies entsprach einer 2,07fach héhemmtanen Freisetzung bei Monozyten.
Nach dem Wilcoxon-Test fur unverbundene Stichprabedieser Unterschied signifikant,
da (U = 6,5) < (Wit = 19) mit n1 = 11 und = 7. Die spontane Freisetzung wies eine
ausgepragte interindividuelle Varianz sowohl beindpyten (min: 163, max: 399, MW:
243) als auch bei Makrophagen (min: 41, max: 268/: 117) bei den unterschiedlichen

Spendern auf.

4. 1. 1. 1. Kinetik der spontanen sIL-6R -Freisetzug
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Die spontane Freisetzung von slIL-6R verhalt sich zunehmender Inkubationszeit bei
Monozyten und Makrophagen unterschiedlich (Abb. E% wurden Monozyten und von
den Monozyten abgeleitete Makrophagen jeweils &imin, 1h und 4h mit DMEM ohne
Zusatze bei 37 °C und 5 % G@kubiert und aus den Uberstanden die Konzentraio

freigesetztem sIL-6R durch ELISA ermittelt. Dabainkte bei Monozyten (Abb. 11A)
keine weitere Steigerung der sIL-6R-Freisetzung cldureine Verldngerung der
Inkubationszeit erreicht werden, wohingegen bded#nhzierten Makrophagen (Abb.11B)
eine signifikante kontinuierliche Freisetzung in haéimgigkeit von der Inkubationszeit

festgestellt werden konnte.
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Abbildung 11: Kontinuierliche spontane sIL-6R-Freisstzung durch Makrophagen versus konstanter Freisetmg
durch Monozyten. Monoyten (A) und Makrophagen (B) (je 2 x®1Bellen) wurden fir 15 min, 1h und 4h mit DMEM
ohne Zusétze inkubiert und die sIL-6R-Freisetzundeén Uberstanden mit ELISA quantifiziert. Mittektes (Quadrate);

Standardmefehlef, p < 0,05%);

4. 1. 1. 2. Positive Korrelation von Leukozytenzahlind IL-6R-Shedding

Die spontane slIL-6R Freisetzung durch Shedding ekerte mit der peripheren

Leukozytenzahl der gesunden Blutspender (Abb. Elh linearer Zusammenhang
zwischen einer hoheren aber noch physiologischesukdzytenzahl mit der

Spontanfreisetzung grofRerer Mengen an slL-6R zeigte insbesondere fir Monozyten
(Abb. 12A). Der Korrelationskoeffizient von r = @7und die Regressionsgerade mit
positiver Steigung bestatigen diesen linearen Zusamhang. Auch fur Makrophagen
konnte eine wenn auch schwachere positive Koroglati zwischen der

Gesamtleukozytenzahl des Spenders mit einer hoh&esamtfreisetzung von sIL-6R
nachgewiesen werden (r = 0,69) (Abb. 12B).
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Abbildung 12: Positive Korrelation von Leukozytenzah der gesunden Spender und sIL-6R-Freisetzung bei
Monozyten (A) und Makrophagen (B).Es sind die Leukozytenzahl des peripheren Blutesetterelnen Spender (y-
Achse) und die slIL-6R-Konzentration (x-Achse) nactkubation von je 2 x 10 Monozyten (Abb. 12A) bzw.
Makrophagen (Abb. 12B) mit DMEM fir 15 min in Forminer Punktwolke gegeneinander aufgetragen. Die

Regressionsgerade demonstriert den linearen Zusanamgrzwischen beiden Grolzen.

4. 1. 1. 3. Geschlechtspradiktion des spontanen sBR-Shedding

Neben der Korrelation mit der Leukozytenzahl wudds Verhalten des spontanen IL-6R-
Shedding auch dahingehend untersucht, ob ein Whieds zwischen weiblichen und
mannlichen Blutspendern besteht (Abb. 13). Intenetss Weise war dabei bei
differenzierten Makrophagen die Menge an spontagigdsetztem sIL-6R in den
unstimulierten Uberstanddyei Mannern mit 66, 9 % (MW: 182 pg/ml) signifikambher,
als bei Frauen (MW: 109 pg/ml). Dagegen konnteseioher signifikanter Unterschied bei
den undifferenzierten Monozyten nicht nachgewieserden (MWR: 235 pg/ml, MW&:
262 pg/ml). Beim Vergleich der Mittelwerte bestatsgch allerdings sowohl in Bezug auf
Manner als auch auf Frauen die deutlich h6hersétzing von sIL-6R durch Monozyten
im Vergleich zu Makrophagen. Zur Randomisierung &ichproben wurden jeweils
vergleichbare Proben miur Bestimmung der spontanen sIL-6R-Freisetzungniréirer
und weiblicher Spender einander zugeordnet. Didarerwarum die Stichprobenumféange
mit n = 9 und n = 11 gréler sind, als die urspnéhgl Anzahl weiblicher (n = 5) und
mannlicher (n = 7) Spender.

Abbildung 13:
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Abbildung 13 Signifikant héhere slL-6R-Freisetzungdurch Makrophagen mannlicher im Vergleich zu weiblchen
Spendern.Je 2 x 18 Monozyten bzw. Makrophagen weiblicher (grau) un@hnlicher (schwarz) Spender wurden fiir
die gleiche Zeit mit DMEM ohne Zusétze inkubiertdudie slL-6R-Konzentration der Uberstéande durch S
quantifiziert. Es sind Mittelwerte (vertikale SanjeStandardmessfehler des Mittelwet3 (nd Signifikanzniveau mit p

< 0,05 ) dargestellt.

4. 1. 1. 4. Funktionelle Analyse des konstitutivesiL-6R-Shedding

Ein wichtiger regulatorischer Mechanismus des Simgddmfasst die Protease-vermittelte
Abspaltung von Oberflachenrezeptoren. Dabei spielen allem Metalloproteasen
pathophysiologisch insbesondere unter Entzindungsipgngen eine wichtige Rolle. Aus
diesem Grund wurde TAPI-2 als Hydroxamat-basierenibitor von TACE und
Matrixmetalloproteasen untersucht, der das Proteasuittelte Shedding von
Oberflachenproteinen hemmen kann und somit zur lAufkg des Mechanismus des
Shedding von IL-6R beitragen konnte. Ist dieser heismus abhangig von einer
Aktivierung von Metallproteasen, so erwartet mameedleutliche Hemmung der sIL-6R-
Freisetzung in Anwesenheit von TAPI-2. Dagegenealie spontane Freisetzung des sIL-
6R quantitativ nicht beeinflusst werden, wenn degrande liegende Mechanimus
unabhangig von Metalloproteasen ist.

Zur Prifung dieses Sachverhalts wurden 2 % M@nozyten und 2 x fOMonozyten-
abgeleitete Makrophagen nach einer 15minitigen tWoutation mit TAPI-2 10uM
gleichzeitig mit DMEM und 1uM TAPI-2 inkubiert. Mittels ELISA wurde die sIL-6R-
Konzentration in den Uberstanden quantifiziert.rbié zeigt sich sowohl bei Monozyten
als auch bei Makrophagen ein ausgepragter inhibdioer Effekt der spontanen
Freisetzung von sIL-6R (Abb. 14) im Vergleich mierd unstimulierten Proben der
gleichen Spender. Bei Monozyten kommt es zu eB@sfachen Verminderung der siL-
6R-Freisetzung (DMEM: 197,5 pg/ml, DMEM+TAPI: 5Qa¢/ml). Bei Makrophagen wird
das IL-6R-Shedding um das 4,1fache inhibiert (DMEM7 pg/ml, DMEM+TAPI: 43
pg/ml). In beiden Féllen ist nach dem Wilcoxon-Tesit p < 0,01 die Hemmung
statistisch als sehr signifikant zu werten (sield AL4)
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Abbildung 14:
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Abbildung 14: Die spontane slL-6R-Freisetzung von Mnozyten und Makrophagen ist abhéngig von
Metalloproteasen.Monozyten und Makrophagen der gleichen Spendé %d@ Zellen) wurden gleich lang mit DMEM
ohne Zuséatze (schwarz) oder DMEM + TAPI-2 der Kotiition 10uM inkubiert. Die Quantifizierung der sIL-6R-

Konzentration in den Zelliberstanden erfolgt méttepezifischem ELISA. Die Saulen markieren die éliterte von n

Spendern und die Standardmessfeljgr p < 0,01 ).

4. 1. 2. Spontane Generierung von sgp130

Im Gegensatz zu sIL-6R konnte eine quantitativesEteung des I6slichen gp130 (sgp130)
nur bei drei Spendern beobachtet werden (ELISA-Wactgrenze fur sgpl130: 80 pg/ml).
Bei diesen Spendern erreichte die Konzentration sgpil30 in den Zelliberstanden aber
ein vergleichbares Ausmall wie das spontane slLi&EldEng. Die Monozyten der
genannten Spender setzten durchschnittlich 213 Ipggpil30 spontan frei, wahrend die
Makrophagen derselben Spender 156 pg/ml sgpl36efeten (siehe Abb. 10). Dieser
Unterschied von 33 % war allerdings im Gegensata gliL-6R mit p > 0,05 statistisch als
nicht signifikant zu werten. Es laf3t sich aber deimfesthalten, dafd sich die quantitative
spontane Freisetzung von sgpl30 bei diesen dreidepe bezuglich der verschiedenen

mononukledren Zelltypen zumindest ahnlich der de$R verhalt.
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4. 1. 2. 1. Vergleich der konstitutiven Freisetzungon sgp130 und sIL-6R

Im direkten Vergleich der spontanen sgp130-Freisgjanit der Generierung von sIL-6R
konnte festgestellt werden, dal3 trotz des gerirfgigchprobenumfangs von n = 3 die
Makrophagen dieser Spender signifikant mehr sggfi€iSetzten, als sIL-6R. Dagegen
konnte bei den Monozyten derselben Spender keiremtdgsher Unterschied in der
Generierung von sIL-6R und sgp130 beobachtet wel@dab. 15)

Abbildung 15:
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Abbildung 15: Makrophagen setzen im Gegensatz zu Mmzyten spontan signifikant mehr sgp130 frei, alslls-6R.
2 x 16 Monozyten und Makrophagen derselben Spender wifidets min bei 37 °C und 5 % GOmit DMEM ohne
weitere Zusatze inkubiert. Die Konzentrationen HR6R (grau) und sgpl130 (schwar) wurden in den itsstanden

durch spezifische ELISA’s bestimmt. Die Saulen d@sentieren Mittelwerte und ihre Standardmessfeyigrp < 0,05
(*)-

4. 1. 2. 2. Kinetik der spontanen sgp130-Freisetzgn

Die spontane Freisetzung von sgpl30 zeigte sowehl Nbonozyten als auch bei

differenzierten Makrophagen ein im zeitlichen Vaflaon bis zu 4 Stunden konstantes

quantitatives Niveau. Daraus ergibt sich neberkdezen Latenzzeit von 15 Minuten in der

die spontane Freisetzung von sgpl30 bereits nashamrist, ein zusatzlicher Hinweis

darauf, dall diese spontane Freisetzung von sgpiB0Shedding und nicht auf
50



Alternativem Spleil3en beruht, da bei letzterem &omtinuierliche ansteigende Kinetik zu
erwarten ware.

Abbildung 16:
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Abbildung 16: Konstante Freisetzung von sgp130 beierlangerter Inkubationszeit. Monozyten (16A, schwarz) und
von diesen abgeleitete Makrophagen (16B, grau) bens&Spender (je 2 x §@ellen) wurden fiir 15 min, 1h und 4h bei
37 °C, 5 % C@ mit DMEM ohne Zusatze inkubiert. Die Quantifizieg der sgpl30-Konzentration in den
Zelliberstanden erfolgte mittels eines spezifiscB&hSAs. Die Quadrate markieren jeweils die Mittette der drei
Spender mit dem Standardmessfehiel (

Eine detailierte funktionelle Analyse der spontasgpl130-Freisetzung in Gegenwart von
TAPI konnte durchgefiihrt werden, da die Ergebniesedrei Spender samtlich unter der
Nachweisgrenze des ELISA von 80 pg/ml lagen. Dehkann dies aber als Indiz flr eine
maogliche Hemmung durch den Metalloprotease-Inhibgewertet werden, obwohl eine

genaue quantitative Einschatzung nicht moglich war.
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4. 1. 3. Charakteristika der spontanen Freisetzungon sL-Selektin

Um die Selektivitat eines mdoglichen Akut-Phase @&rotinduzierten Shedding an
mononukledren Phagozyten zu analysieren, wurde tZtieké die Freisetzung des
Adhasionsmolekils L-Selektin, fir das eine Genangrloslicher Formen (sL-Selektin)
durch Shedding gut belegt ist, im Vergleich zu dexden Untereinheiten des IL-6-
Rezeptorkomplexes untersucht. Dieses Shedding wludch ein breites Spektrum
strukturell und funktioneller unterschiedlicher Ealen vermittelt. Da zur quantitativen
Beurteilung einer moglichen zusatzlichen Induktider Generierung von I6slichem
Rezeptor durch inflammatorische Stimuli der Vergtemit der spontanen Freisetzung
unbedingt erforderlich ist, wurden zunéchst auck @harakteristika der spontanen

Freisetzung von sL-Selektin untersucht.

Hierbei zeigte sich, dal3 unstimulierte Monozytend uauch Monozyten-abgeleitete
Makrophagen spontan sL-Selektin freisetzten. Dieigliten Konzentrationen lagen dabei
im Bereich von mehreren Nanogramm pro ml. Im Gegensu den beiden Untereinheiten
des Interleukin 6-Rezeptors konnte kein signifiearinterschied in der Freisetzung von
sL-Selektin zwischen Monozyten und differenziertéliakrophagen festgestellt werden
(siehe Abb. 10). Es war sowohl bei Monozyten (Mi@; Max: 27, MW: 23 ng/ml) als auch
bei Makrophagen (Min: 18, Max: 24, MW: 22 ng/miheistarke interindividuelle Varianz
zu beobachten. Diese Konzentrationsangaben bezisichnwiederum jeweils auf die

Zelluberstande von 2 x {Monozyten oder Makrophagen.

4. 1. 3. 1. Kinetik der konstitutiven sL-Selektin-Feisetzung

Die beschriebene spontane Freisetzung von sL-Selelk¢b im zeitlichen Verlauf sowohl

bei Monozyten als auch bei von diesen abgeleitdtakrophagen derselben Spender
anndhernd konstant (Abb. 17). Daraus laRt sichefalgdald zumindest im untersuchten
Zeitraum bis zu 4 Stunden neben dem Shedding keitergr Mechanismus wie etwa
Alternatives SpleiRen zum Tragen zu kommen scheiet,potenziell einen zusatzlichen

Beitrag zur Generierung des sL-Selektin leistemién
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Abbildung 17:
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Abbildung 17: Die spontane sL-Selektin-Freisetzunglurch unstimulierte Monozyten und Makrophagen bleilt mit
zunehmender Inkubationszeit konstantJe 2 x 18 Monozyten (17A, schwarz) und Makrophagen (17B, yd=uiselben
Spender (n = 5) wurden fiir 15 min, 1h und 4h bet@7nd 5 % C@mit 2 ml DMEM ohne weitere Zusatze inkubiert.
Mittels der ELISA-Technik wurden dann in den Zebiistdnden die Konzentrationen an sL-Selektin geznegsbb. 17
stellt graphisch die Mittelwerte (Quadrate) mit ®&andardmel3fehlerr in Bezug zur Inkubationszeit.

4. 1. 3. 2. Funktionelle Untersuchung der konstituten sL-Selektin-Freisetzung

Im Gegensatz zur gezeigten starken Hemmung detapem Freisetzung von sIL-6R durch
den Metalloprotease-Inhibitor TAPI sowohl bei Mogten als auch bei Makrophagen,
wurde die des sL-Selektin nicht von TAPI beeinftugsbb. 18). Es waren hierzu analog
dem sIL-6R jeweils 2 x fOMonozyten und Makrophagen derselben Spender miEBIM

ohne weitere Zusatze und im Vergleich dazu mit DM&M TAPI der Konzentration 10
uM inkubiert worden. Aus dem fehlenden Einfluss VidkPI auf die spontane sL-Selektin-
Freisetzung lalt sich schlielen, da? es sich hienb&glicher Weise um zwei

unterschiedliche Mechanismen der Generierung vslicliem Rezeptor handelt.
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Abbildung 18:
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Abbildung 18: Die spontane sL-Selektin-Freisetzungst unabh&ngig von Metalloproteasen.Monozyten und
Makrophagen (je 2 x fzellen pro Spender) wurden gleichlang mit DMEM ehfusétze (schwarz) der
DMEM mit TAPI 10 uM (grau) inkubiert. In den Zelliberstanden wurde sL-Selektin-Konzentration

mittels spezifischem ELISA bestimmt. Mittelwertee(tikale Saulen), Standardmessfergy. (

Neben der fehlenden Wirkung von TAPI auf die Frizgiseg von sL-Selektin konnte auch
keine Geschlechtspraferenz analog der Freisetzesglil-6R beobachtet werden. Dies gilt
sowohl fur Monozyten (MV®: 22 ng/ml, MWS: 23 ng/ml) als auch fir Monozyten-
abgeleitete Makrophagen derselben Spender @MV®0 ng/ml, MWZ: 23 ng/ml). In
ahnlicher Weise, wie fur das Shedding von sIL-6Reggt, konnte eine positive Korrelation
der sL-Selektin-Konzentration und Leukozytenzahl r d&pender mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,85 fur Maki@gen nachgewiesen werden. Dies war

aber bei Monozyten im Gegensatz zum sIL-6R nichiadi.

4. 2. Differentielle Induktion der sIL-6R-Freisetzung durch APP

Vor dem Hintergrund der spontanen Freisetzung wshichem IL-6R, gpl30 sowie L-
Selektin und deren spezifischer Charakteristika gehvorliegende Arbeit der Frage nach,
ob es unter Entzindungsbedingungen, die hierflr im vitro-Experiment durch
pathologisch erhdhte Konzentrationen von Akut-PHais#einen (APP) simuliert wurden,

zu einer zusatzlichen Induktion dieser Freisetzknghmt. Zu diesem Zweck wurden
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Monozyten und Makrophagen, die insbesondere beiontseh-inflammatorischen
Prozessen eine zentrale immunologische Rolle Gbarae mit den Pentraxinen bzw.
Peptidfragmenten CRP und PTX3F sowie dem inflamnsaoen Apolipoprotein SAA
stimuliert. Als Kontrolle wurde jeweils die gleichgellzahl mit Inkubationsmedium
(DMEM) ohne APP-Stimulus mitgefuhrt. Mit den in dé&elliberstanden zur Stimulation
eingestellten repréasentatien APP-Konzentrationen 19 10 und 50ug/ml wurden

physiologische sowie moderat- bis akut-inflammaidre Bedingungen simuliert.

Unter Stimulation von Monozyten und Monozyten-abgeten Makrophagen mit Akut-
Phase Proteinen zeigte die Freisetzung von sIL@&®oBl bezuglich der Stimulusart als
auch der APP-Konzentration sowie des Zelltyps dffer@nziertes Verhalten (Abb. 20).
Zudem konnte auch wieder eine starke interindiiidu¥arianz der einzelnen Spender
beobachtet werden. Es wurden jeweils 2 X Mdnozyten und Makrophagen derselben
Spender (Abb. 20 A, B, C) fur 1 Stunde bei 37 °@ ub %iger-CQ -Atmosphare mit
DMEM ohne Zusatze, CRP, PTX3 oder SAA der Konzeiatnal (A), 10 (B) und 50 (C)

ug/ml inkubiert bzw. stimuliert.

Abbildung 19:
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Abbildung 19: Differentielle Induktion der sIL-6R-F reisetzung durch Akut-Phase ProteineMonoyten (schwarz)
und differenzierte Makrophagen (schwarz) (2 % Z8llen pro Spender) wurden mit DMEM, CRP, PTX3Fra88A der
Konzentration Iug/ml (20A), 10 pg/ml (20B) und 50 pg/ml (20C) stimewt. Die stimulierten und unstimulierten Zellen
wurden anschlieBend fir 1 h bei 37 °C und 5 % @G@ubiert. Die Quantifizierung von sIL-6R in derlHiberstanden
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erfolgte mittels spezifischem ELISA. Die Markierumg reprasentieren die individuellen sIL-6R-Konzationen der

einzelnen Spender, wohingegen die horizontalen Balie Mittelwerte darstellen.

4. 2. 1. sIL-6R-Freisetzung unter physiologischen PP-Konzentrationen

Sowohl die Pentraxine CRP und PTX3F als auch das 8&nnten im Bereich der
pyhsiologischen APP-Konzentration vongIml im Mittel keine zusatzliche Induktion der
sIL-6R-Freisetzung bewirken (Abb. 19A). In den siliarten Proben spiegelte sich beim
Vergleich der Mittelwerte lediglich das Bild derstmulierten DMEM-Kontrollen wider:
Monozyten setzten unter Stimulation mit CRP (MW7 28)/ml), PTX3F (MW 248 pg/ml)
oder SAA (MW: 227 pg/ml) der DMEM-Kontrolle (254 fml) vergleichbare Mengen an
l6slichem Rezeptor frei. Analog konnte bei Makrogéra derselben Spender zwischen
Kontrollen (MW: 144 pg/ml und stimulierten Probed\W/ CRP: 121, MW PTX3F: 146
pg/ml, MW SAA: 153 pg/ml) kein quantitativer Untelsed in der sIL-6R-Konzentration
der Zelluberstande festgestellt werden. Allerdinggte sich bei letzteren analog zu Abb.
10 wieder ein signifikanter Unterschied in der $IR-Freisetzung von Monozyten und

Makrophagen derselben Spender.

Trotz dieses fehlenden statistischen Effekts zemgt Hinblick auf die ausgepréagte
interindividuelle Varianz die Aufschlisselung naaghzelnen Spendern, dafd im Einzelfall
auch physiologische Konzentrationen ausreichen é®dnom eine zusatzliche Steigerung
der sIL-6R-Freisetzung zu induzieren. Dies illustriAbbildung 20 am Beispiel eines

individuellen Spenders:

Abbildung 20:

Monozyten _ Makrophagen 130

125
120
115
110
l 1 105
. . T . 100

1 = 95

CRP PTX3F SAA CRP PTX3F SAA 56

sIL-6R-Freisetzung in % der Kontrolle

1 pg/ml



Abbildung 20: Individuelle Induktion der sIL-6R-Fre isetzung durch die Pentarxine CRP und PTX3F im Bereh
physiologischer Konzentration.2 x 1¢ Monozyten (schwarz) bzw. Monozyten-abgeleitete iMpkagen (grau) eines
ménnlichen Spenders wurden mit CRP, PTX3F und SAAKamzentration lug/ml stimuliert. Anschliel3end erfolgte
zusammen mit der DMEM-Kontrolle eine 1-stiindigeubétion bei 37 °C und 5 % GODie sIL-6R-Konzentration in
den Zelliberstdnden wurden durch ELISA bestimme Brgebnisse der APP-stimulierten Proben wurdeRelation
zum Wert der DMEM-Kontrolle ( = 100%) gesetzt.

Bei diesem mannlichen Spender setzten die mit ARE/ml) stimulierten Monozyten 27
% mehr sIL-6R frei, als unstimulierte Zellen (DMEKB83 pg/ml, CRP: 361 pg/ml). Eine
analoge Induktion zeigte das PTX3F mit 21 % (DMEMNS3 pg/ml, PTX3F: 343 pg/ml).
Besonders auffallig bei diesem Spender war auRerdaf bei den Makrophagen eine
Stimulation mit CRP und PTX3F keinen zusatzlichefielE bezilglich der sIL-6R-
Freisetzung bewirken konnte, wohingegen SAA mieeiSteigerung von 6 % (DMEM:
235 pg/ml, SAA: 250 pg/ml) im Vergleich zu 7 % lagin Monozyten (DMEM 283 pg/ml,
SAA: 304 pg/ml) einen wenn auch kleinen aber zumstdserglichbaren Effekt erzielen
konnte. Dagegen konnte bei den Makrophagen eingsreme Spenders das SAA (igy/ml)
eine auffallige Induktion von 41 % bewirken (DMENZ pg/ml, SAA 215 pg/ml).

4. 2. 2. Signifikante Induktion der Freisetzung vorsIL-6R durch SAA

Im Rahmen von Entzindungsreaktionen steigen diez&amnationen der Akut-Phase
Proteine auf Werte deutlich Gber 1 mg/dl im Blugphe an. Zur Analyse des IL-6R-
Shedding unter Entziindungsbedingungen wurden deghal1§ Monozyten und 2 x 10
von den Monozyten derselben Spender abgeleiteteddhakgen fur jeweils eine Stunde
mit SAA, CRP und PTX3F der Konzentration p§/ml bei 37 °C und 5 % CGOstimuliert.
Zur Kontrolle wurden gleiche Mengen an Monozyten differenzierten Makrophagen fur
eine Stunde mit DMEM ohne Zusatze inkubiert. Egteeisich bei Makrophagen eine
ausgepragte Steigerung des IL-6R-Shedding auf désfathe des Kontrollwerts durch
SAA (MW SAA: 264 pg/ml, MW DMEM: 151 pg/ml). Diesetnterschied ist geman
Wilcoxon-Test als signifikant zu werten, da (U =)28 (Ugit = 27) mit den
Stichprobenumfangeninn, = 10 (p < 0,05). Dagegen waren die undifferenerer
Monozyten derselben Spender nicht dieser Induktiemmoffen (MW SAA: 237 pg/ml,
MW DMEM 239 pg/ml) (Abb. 21).
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Abbildung 21:
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Abbildung 21: Signifikante Induktion der sIL-6R-Fre isetzung durch SAA bei Makrophagen.2 x 1¢ Makrophagen
und Monozyten wurden fur 1h bei 37 °C und 5 %,Cfit SAA der Konzentration 5@g/ml (schwarze Saulen)
stimuliert. Zur Kontrolle wurden aquivalente Zelingen fiir 1h mit DMEM ohne weitere Zusétze inkubi@raue
Saulen). AnschlieBend wurde die Konzentration vikn6® in den Zelliberstdnden durch einen spezifiacE&ISA
quantifiziert. Die Saulen reprasentieren die Mitisite der slL-6R-Konzentration in den Ubersténden jeweils n

Spendern. Zusatzlich sind die Standardmessfehler Migtelwerte ) angegeben. Die Mittelwertdifferenz von

stimulierten und unstimulierten Proben ist nach &&itlcoxon-Test mit p < 0,05 statistisch signifikar}.

4. 2. 2. 1. APP-spezifische und Rezeptor-selektilreduktion des Shedding

Im Gegensatz zum inflammatorischen ApolipoproteASkonnten die Pentraxine CRP
(MW CRP: 153 pg/ml, MW DMEM 157 pg/ml) und PTX3F WIPTX3F: 185 pg/ml, MW
DMEM: 170 pg/ml) keine zusatzliche Induktion deL-§R-Freisetzung bei Makrophagen
bewirken (Abb. 22). Analog dem SAA konnte kein iktiver Effekt der Pentraxine auf die
konstitutive Freisetzung von sIL-6R bei undiffereemen Monozyten derselben Spender
beobachtet werden (keine Abb.).
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Abbildung 22:
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Abbildung 22: Pentraaxine haben keinen induktiven Efekt auf die sll-6R-Freisetzung. Makrophagen (2 x 10
Zellen) wurden fiur 1h unter 37 °C und 5 % @@ CRP oder PTX3F der Konzentration p@/ml stimuliert. Fir die
Kontrolle wurde die gleiche Mengen Makrophagen eleen Spender mit DMEM ohne Zusatze ebenfalls fiir 1
inkubiert. Die Saulen stellen die Mittelwerte (neBder) der sIL-6R-Konzentrationen in stimuliertesthiwarz) und

unstimulierten (grau) Proben dar. Zusétzlich istSandardmessfehler angegebgh (

Darlber hinaus beschrankte sich die SAA-vermittéftduktion der Freisetzung von
l6slichem Rezeptor selektiv auf den IL-6R, wohigege sowohl gpl130 als auch L-Selektin
nicht von dieser Regulation betroffen waren. Diaelt gleichermal3en fir Monozyten wie
auch fur Monozyten-abgeleitete Makrophagen dersell@pender (Abb. 23). Die
Mittelwerte der Konzentrationen an Iéslichem IL-@f130 und L-Selektin sind in Abb. 23
als prozentuales Verhaltnis im Vergleich zu denté&iterten der unstimulierten Kontrollen

angegeben. Tabelle 5 kdnnen dagegen die Absol@wathommen werden.
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Abbildung 23:
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Abbildung 23: Selektive SAA-vermittelte Induktion der Freisetzung von léslichem RezeptorJeweils 2

x 10° Makrophagen (grau) und Monozyten (schwarz) deeselSBpender (Stichprobenumfang n) wurden
gleichlang mit SAA der Konzentration 5@/ml bei 37 °C und 5 % CGstimuliert. Eine aquivalente Menge
an Zellen wurde zur Kontrolle fur die gleiche Zeaitit DMEM ohne weitere Zuséatze inkubiert. Die
Konzentrationen an l&slichem Rezeptor wurden nsittepezifischer ELISA’s bestimmt. Es sind die
prozentualen Anteile der Mittelwerte der Konzerntratan l6slichem Rezeptor in den Zelllberstanden im
Vergleich zu dem Mittelwerten der Kontrollen ( =QL0%6) dargestellt (vertikale S&aulen). Zur Orientregu

tiber die Streuung der Werte sind zusatzlich diadgtadmessfehler angegeber).(Flr die Freisetzung des
sIL-6R ergab sich mit p < 0,0%)(nach dem Wilcoxon-Test ein statistisch signifilarinterschied zwischen

Makrophagen und Monozyten.

Tabelle 6: Mittelwerte (MW) der Konzentrationen an lgslichem Rezeptor in den Zelliberstédnden von
Monozyten und Makrophagen von n Spendern nach Stimation mit SAA (50 pg/ml) im Vergleich zu
den DMEM-Kontrollen

MW Konzentration des |8slichen Rezeptors
Rezeptorart Kontrolle SAA 50 ng/mi
SIL-6R (pg/ml) n=10
Monozyten 239 237
Makrophagen 151 264
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sgp130 (pg/ml) n=3
Monozyten 213 232
Makrophagen 166 162
sL-Selektin (ng/ml) n=10
Monozyten 23,4 24,5
Makrophagen 21,6 22,8

4. 2. 2. 2. Dosis-Abhangigkeit der SAA-induzierteslL-6R-Freisetzung

Die SAA-vermittelte Induktion der sIL-6R-Freisatmy bei der deutlich inflammatorischen
Konzentration von 5@g/ml im Gegensatz zu physiologischen Konzentratiotheutet auf
einen moglichen Dosis-Wirkungszusammenhang himABbhildung 24 wird dies genauer
aufgeschlisselt und bestatigt einen direkten Zusamhang von Dosis (= Konzentration)
des SAA-Stimulus und Wirkung (= quantitatives Augmder sIL-6R-Freisetzung) im
Vergleich zu den mitgefihrten Kontrollen. Unter stimdiger Stimulation mit SAA der
Konzentration von 1, 10 und 50y/ml ergab sich bei 6 Spendern ein kontinuierlicher
Anstieg der slL-6R-Konzentration in den Zellibenstén von 2 x 1DMakrophagen im
Mittel ein kontinuierlicher Anstieg der sIL-6R-Koeatration von urspringlich 181 tber
229 bis 269 pg/ml. Im Vergleich hierzu lag der telivert der unstimulierten Kontrollen
derselben Spender nach einstiindiger Inkubatiord®@@ipg/ml. In Abbildung 24 schneidet
deshalb die x-Achse bei diesem Wert die y-Achse, dem mit Dosissteigerung
zunehmenden Unterschied zwischen stimulierten Probad Kontrollen graphisch
Ubersichtlich zu veranschaulichen. Im Gegensatzden differenzierten Makrophagen
zeigten die Monozyten derselben Spender unter &teig der SAA-Dosis nahezu
konstante Mittelwerte (SAA Lg/ml: 232 pg/ml, SAA 1ag/ml: 233 pg/ml, SAA 50
ug/ml: 236 pg/ml). Somit bestatigt sich, dal® bei Moyten SAA generell keine Induktion
der slL-6R-Freisetzung bewirkt.
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Abbildung 24:
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Abbildung 24: Dosisabhangigkeit der SAA-induziertenFreisetzung von slL-6R.Makrophagen von n = 6 Spendern
wurden fir 1h mit SAA der Konzentration 1, 10 un@ gg/ml stimuliert. Zur Kontrolle erfolgte gleichzagtieine
Inkubation von Makrophagen derselben Spender mitEDPMohne weitere Zusatze. Mittels ELISA wurde die
Konzentration von sIL-6R in den Uberstanden von jsa@ x 16 Makrophagen quantifiziert. Es sind jeweils dir
Mittelwerte aller Spender (graue Quadrate) und zligehdrigen Standardmessfehlef) (angegeben. Die x-Achse
schneidet die y-Achse bei 163 pg/ml. Dies entspridm Mittelwert der mitgefiihrten Kontrollen. Damitrd eine

Ubersichtliche optische Darstellung der Differenn stimulierten Proben und Kontrollen ermdglicht.

4. 2. 2. 3. Kinetik der SAA-vermittelten sIL-6R-Fresetzung

Die SAA-vermittelte Induktion der Freisetzung voih-6R war bereits nach 15 Minuten
signifikant (MW SAA 50ug/ml: 147, Kontrolle 101 pg/ml; n = 5, p < 0,05)dunahm mit

zunehmender Stimulationszeit kontinuierlich zu. Abbildung 25 ist das prozentuale
Verhéltnis der Mittelwerte unter SAA-Stimulation iNergleich zu den Mittelwerten der
DMEM-Kontrollen (= 100 %) gegen die Stimulationdzaufgetragen. Hierbei zeigt sich
eine Zeit-abhangige Steigerung der slL-6R-Freisejaton 45 (15 min, n =5), 65 (1h, n =
6) und 98 % (4h, n = 2). Aufgrund der geringen Zatth verwertbaren Daten fir die 4-

stindige Stimulation war eine statistische Analggsht mdglich. Da aber gerade dieser
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geringe Stichprobenumfang mit einer bereits so gugmten Zunahme von 98 % im
Vergleich zur Kontrolle assoziiert ist, ist eineetite Abhangigkeit der SAA-vermittelten

Induktion von der Stimulationszeit zumindest sehhvgcheinlich.

Abbildung 25:
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Abbildung 25: Kinetik der SAA-induzierten sIL-6R-Fr eisetzung. Je 2 x 18 Makrophagen wurden fiir 15 min (n = 5),
1h (n = 6) und 4h (n = 2) mit SAA der Konzentrati®d pg/ml stimuliert. Zur Kontrolle wurden jeweils Makybagen
derselben Spender fiir 15 min, 1h und 4h mit DMEMeotveitere Zusétze unter gleichen Bedingungen (375°@) CO2
inkubiert. In den Zelltiberstanden wurden durch B\ tBe Konzentrationen bestimmt und die Mittelweberechnet. Die
Mittelwerte der stimulierten Proben wurden als prdmale Induktion im Vergleich zu den unstimuliert€ontrollen (=
100 %, entspricht Niveau der Zeitachse) angegeBen.Beurteilung der Streuung der Messwerte sind tzlici die

Standardmessfehler eingetraggi). (

4. 2. 2. 4. Funktionelle Analyse der SAA-vermittein Freisetzung von slL-6R

Nach dem Nachweis der SAA-vermittelten Induktiom slié-6R-Freisetzung stellt sich die
Frage nach dem zugrunde liegenden Mechanismus. igserdzu analysieren wurde die
Stimulation von Makrophagen mit SAA (5Qg/ml) zusatzlich in Gegenwart des
Metalloproteaseinhibitors TAPI in der Konzentratioon 10uM durchgefuhrt (Abb. 26).

Hierbei wurde neben der konstitutiven auch eine sgmifikante Hemmung (p < 0,01) der
durch SAA zusatzlich freigesetzten Menge an siLb@Rbachtet. Der induktive Effekt des
SAA ist in diesem Zusammenhang als Differenz zwesctiem Mittelwert der stimulierten
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Proben (265 pg/ml sIL-6R) und dem Mittelwert destumulierten Kontrollen (176 pg/ml

sIL-6R) definiert &). Dieser induktive Effekt wurde in Abbildung 26egth 100 % gesetzt.
Zum Vergleich wurde analog die Differenz der Mittette von stimulierten Proben (63
pg/ml sIL-6R) und unstimulierten Proben (43 pg/mil-6R) in Gegenwart von TAPI

gebildet b). AnschlieRend wurde der prozentuale Anteil dekiktiven Effekts des SAA

mit TAPI am urspruinglich vorhandenen induktivenektfberechnetc:

a) 265 — 176 pg/ml = 89 pg/ml (= 100 %)
b) 63 — 40 pg/ml = 20 pg/ml
c) 20:0,89=225%

Wirde folglich TAPI keinen ausgepragten inhibitonen Effekt auf die zusatzliche
Induktion durch SAA ausliben, so ware zu erwarteadd dich ¢) in etwa auf dem

quantitativen Niveau vorej befinden wurde.

Abbildung 26:
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Abbildung 26: Signifikante Hemmung der SAA-induzietten sIL-6R-Freisetzung in Gegenwart von TAPI.2 x 1¢
Makrophagen wurden fiir eine 1h bei 37 °C, 5 %,®@ SAA der Konzentration 5@g/ml in An- (+ TAPI) und
Abwesenheit (- TAPI) des Metalloproteaseinhibit®fsP| stimuliert. Die eingestellte Konzentration vV@API betrug 10
uM. Zur Kontrolle wurde dquvalente Mengen an Makagdn fir 1h mit DMEM in An- und Abwesenheit von TIAP
unter gleichen Bedingungen inkubiert. Mittels speetem ELISA wurde die sIL-6R-Konzentration in den
Zelliberstanden bestimmt und die Mittelwerte (n)=b&rechnet. Die Differenz des Mittelwerts der sfiierten und
unstimulierten Proben ohne TAPI entspricht dem ktiden Effekt des SAA (= 100%). Die analoge Differemit TAPI

ist als prozentualer Anteil des urspriinglichen kithen Effekts dargestellt (22,5 %). Es zeigte gieth dem Wilcoxon-

Test statistisch eine sehr signifikante (p < 0s#®1Hemmung der sIL-6R-Freisetzung in Gegenwart vARIT
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5. DISKUSSION

5. 1. Differentielle Induktion des sIL-6R-Sheddingdurch SAA

Die Zytokine der IL-6-Familie sind die Hauptindukte der hepatischen und
extrahepatischen Expression von Akut-Phase Proteidedoch wurde eine mogliche
reziproke Interaktion der APP mit dem IL-6-Rezegtonplex bisher nicht untersucht. Vor
diesem Hintergrund konnten wir erstmals eine sielekin typischen inflammatorischen
Konzentrationen Dosis-abhangige Induktion des Singdebn sIL-6R durch das lipidartige
SAA nachweisen und bezuglich zentraler Eigenschajenauer charakterisieren.

5. 1. 1. Selektivitat des APP-vermittelten sIL-6R-Bedding

Gegenwartig ist nicht bekannt, ob Akut-Phase Pmeteaktiv mit IL-6R interagieren
konnen. Wir haben daher zwei Klassen von APP’s imblitk auf die Fahigkeit zur
Induktion eines Shedding von slIL-6R untersucht: Riatraxine und das inflammatorische
Apolipoprotein SAA. Wir konnten in diesem Zusammand) eine signifikante Induktion
des sIL-6R-Shedding durch SAA zeigen, wahrend wirden Pentraxinen CRP und PTX3
keinen derartigen induktiven Effekt beobachten kennDieses selektive SAA-vermittelte
Shedding von sIL-6R kodnnte auf eine neue zentralmkfon im Sinne einer
regulatorischen Interaktion mit dem IL-6-Rezeptandeuten. Bisher erbrachte lediglich
einein vitro-Untersuchung den Hinweis, dal3 ein APP-vermitteBesdding von sIL-6R
Uberhaupt mdoglich ist [77]. Diese Arbeit untersechedoch ausschliel3lich humane
neutrophile Granulozyten, wohingegen wir humane o&yten und Monozyten-
differenzierte Makrophagen analysierten. Die eietge Zellzahl war aber mit 2 x 40
identisch. Die neutrophilen Granulozyten waren T7][fur 30 Minuten mit CRP der
Konzentration 50 pg/ml stimuliert worden und hattégrunter im Mittel 129 pg/ml sIL-6R
(n = 10) freigesetzt. Wir konnten dagegen schom eéwer Stimulationszeit von 15 min mit
264 pg/ml (n = 10) ein deutlich starkeres quantiést Shedding nach Stimulation mit SAA
der Konzentration 50 pug/ml bei Makrophagen nacheveidleben dem vollstandigen CRP-
Molekul erzielten bei den neutrophilen Granulozytkieine Peptide aus der Clg-
Bindungsregion von CRP eine dem kompletten CRP-KMblevergleichbare induktive

Wirkung auf die sIL-6R-Freisetzung [77]. Diese Hygisse stehen im Einklang mit den
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Daten von Zouki et. al. [78], die unter Stimulatieon neutrophilen Granulozyten mit 200
png/ml CRP und den o. g. Peptiden fir 30 Minutene esignifikante Induktion der
Freisetzung von sL-Selektin beobachten konnteneDaig konnten in unserer Arbeit weder
CRP noch analoge Peptide von PTX3 eine Induktion Eeeisetzung von sIL-6R
bewirken. Moglicherweise ist diese differentielleduktion des sIL-6R-Shedding in den
unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen von MagtezMakrophagen gegenuber

Granulozyten begriindet.

5. 1. 2. Dosis-Wirkungs-Beziehung und Kinetik des/A-vermittelten Shedding

Wir konnten zeigen, dal? SAA in der bei Entzindunggrnschen Konzentration von 50
png/ml eine signifikante Induktion des slL-6R-Shedginduziert. Dartiber hinaus konnten
wir eine signifikante Dosis-Abhangigkeit des SAAduzierten slL-6R-Shedding

beobachten. D h. mit zunehmender SAA-Konzentratiergerte sich auch die Freisetzung
von slL-6R als Resultat eines quantitativen Shegidifonnten wir noch unter Stimulation
mit der physiologischen SAA-Konzentration von 1ughmar eine geringe, jedoch nicht-
signifikante Steigerung der slL-6R-Freisetzung l@@biben, so zeigte sich mit 10 und 50
pg/ml im inflammatorischen Dosisbereich eine debdi Korrelation zur SAA-

Konzentration. Diese Resultate stehen im Einklangy den durch Jones et al. [77]
publizierten Daten, die ebenfalls eine signifikabtesis-Wirkungsbeziehung fur das CRP-
vermittelte sIL-6R-Shedding bei neutrophilen Grazyten demonstriert haben. Auch hier
wird nach kontinuierlichem Anstieg der der sIL-6ReiBetzung ein maximaler Effekt unter
Stimulation mit 50 pg/ml CRP beschrieben, eine eveit Steigerung der CRP-
Konzentration auf 100 pg/ml flhrte jedoch wiedeemem Abfall der sIL-6R-Freisetzung.
Neben der positiven Korrelation der SAA-Dosis matr djuantitativen Induktion des slL-

6R-Shedding konnten wir auch eine Zeitabhangigiteg Induktionseffektes beobachten.
So konnten wir bereits nach einer 15minutigen Stwmn mit 50 pug/ml SAA eine

signifikante Induktion der SAA-Freisetzung fedliste, die sich dann im zeitlichen Verlauf
bis max. 4 h weiter steigerte. Eine analoge Kinetikde beim CRP-vermittelten sIL-6R-
Shedding von Neutrophilen beobachtet [77]. Die Hdumns nachgewiesene Dosis-
Abhangigkeit des SAA-vermittelten sIL-6R-Sheddireutet ebenso wie die rasche Kinetik
darauf hin, da’ es sich hier mdglicherweise um esgglatorische Interaktion von SAA

mit dem IL-6R handeln kdnnte
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5. 1. 3. Rezeptor-Spezifitdt des SAA-vermittelteni®dding

Das SAA-induzierte Shedding war selektiv fur IL;68Rohingegen wir fir gp130 und L-
Selektin sowohl bei Monozyten als auch bei Makrggmakeine Induktion des Shedding
durch Stimulation mit SAA beobachten konnten. ek auch fir die Stimulation mit den
Pentraxinen CRP und PTX3. Diese Rezeptor-Spezifgtdllt einen wesentlichen
Unterschied zum CRP-induzierten Shedding auf Goayién das, das sowohl fir IL-6R
[77] als auch fur L-Selektin [78] nachgewiesen veerdonnte. Insbesondere die Resistenz
des eigentlich ,Shedding-sensiblen” L-Selektin gedeer dem SAA-induzierten Shedding
deutet daurauf hin, dal3 dieses moglicherweise altige regulatorische Interaktion mit
dem IL-6R darstellt.

Im Hinblick auf das Shedding von gp130 ist zu bewmer dal3 wir zwar keine Induktion
durch Akut-Phase Proteine, jedoch bei Monozytenzedimer Spender (n = 3) ein
ausgesprochen hohes spontanes Shedding von spdi80@eisen konnten. Damit konnte im
Gegensatz zu den bisherigen Untersuchungen [53}ramtfizierten Zellen ein sgpl30-
Shedding fur Zellen nachgewiesen werden, die gEBhin vivo exprimieren. Dieses
spontane sgpl30-Shedding war bei Makrophagen mBitpgsml signifikant hoher, als das
Shedding von sIL-6R. Analog zum konstitutiven Sheddvon sIL-6R setzten zudem
Monozyten deutlich mehr sgp130 frei, als die Makwagen derselben Spender. Bisher ging
man allerdings davon aus, daf} das Shedding im &ehgkum alternativen Spleil3en einen
vernachlassigbar geringen Beitrag zur physiologiacliKonzentration von sgpl30 im
humanen Plasma leistet. Diese Ansicht beruht irieerkinie auf den Daten von
Immunoprazipitationsexperimenten mit gp130-transften MDCK-Zellen [53] und COS-
Zellen [61], die jedoch keine exakte, sondern lechiganhand der Bandenstarke eine
relative Quantifizierung der sgpl30-Freisetzungagsén. Zudem konnte eine andere
Arbeitgruppe demonstrieren, dafld die erh6hten sgigB€gel im Serum von Patienten mit
HTLV-Infektion primar das Resultat von Sheddingdumicht von alternativem Splei3en
ist [117]. In Zusammenschau dieser und unserer [Résuerscheint zumindest in

Einzelfallen ein quantitativ relevantes Shedding gp130in vivo méglich.
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5. 1. 4. Mechanismus des SAA-induzierten sIL-6R-SHding

Angesichts der durch uns erstmals nachgewiesertkiktion des slL-6R-Shedding durch
das inflammatorische Apolipoprotein SAA stellt sictie Frage, Uber welchen
Mechanismus diese Induktion vermittelt wird und wwvoder funktionelle Unterschied zu
den Pentraxinen besteht. Einen mdglichen AnsatZpbigten hierbei die mit der APP-
Funktion assoziierten unterschiedlichen Aktiviersimgchanismen. Wahrend beim CRP
die Clearance von Immunkomplexen durch unspezédsimdung von Phosphorylcholin
initiiert wird, jedoch ein spezifischer Rezeptosloer nicht nachgewiesen werden konnte,
interagiert SAA auf der Zelloberflache von Makrogba mit FPRL-1 [115]. Uber diesen
Rezeptor vermittelt auch FMLP die Chemotaxis vonnamuklearen Phagozyten. Die
Interaktion des entsprechenden Liganden mit FPRii#t zu einer Aktivierung der
Proteinkinase C. Die zentrale Funktion der Protege C im Hinblick auf das Shedding
von sIL-6R wurde bereits nachgewiesen [58]. In eififéheren Arbeit konnte bereits
demonstriert werden, dal3 FMLP zur Induktion des-&R-Shedding befahigt ist [116].
Interessanterweise wird dieses FMLP-vermittelte dgimg durch

Metalloproteaseinhibitoren wie z. B. TAPI gehenjirit6]

Das durch uns gezeigte SAA-vermittelte sIL-6R-Shegldinterlag in Gegenwart von TAPI
ebenfalls einer quantitativen Inhibition. Diese wjitative Hemmung |43t darauf schlie3en,

dal’ es sich um ein Resultat

1. von Ektodomanen-Shedding und

2. eines funktionell Protease-abhangigen Mechanisrandédit.

Im Hinblick auf den Mechanismus des sIL-6R-Sheddirsy der Einflu von
Metalloproteasen bereits mehrfach demonstriertlamr So konnten P. Vollmer et. al. [56]
eine deutliche Induktion der sIL-6R-Freisetzungatiuhumane Monozyten in Gegenwart
von bakteriellen Metalloproteasen demonstrierere Pelldichte war dabei mit 1,5 x 10
Zellen der in unserer Arbeit gewahlten vergleichb&dlerdings wurden in den
Zelliberstanden mit max. 1200 pg/ml signifikant &&Mengen von sIL-6R detektiert. In
Gegenwart von TAPI wurde dieses exogen induziehed8ing komplett gehemmt, was
darauf schlieRen |aRt, dafld die bakteriellen Pretedge Aktivitat der endogenen Sheddase

imitieren kénnen. Jedoch war TAPI dieser Untersuaghmit 300 uM deutlich héher
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konzentriert, als in unserer Arbeit mit 10 puM. UencEinfluss von Metalloproteasen unter
physiologischen Bedingungen zu simulieren, untdrsrc Mullberg et. al. [54] neben mit
humanisiertem IL-6R transfizierten COS-7- und THE€llen auch humane Monozyten.
Sie konnten ebenfalls eine signifikante HemmungRMA-induzierten slL-6R-Freisetzung
durch TAPI zeigen, wohingegen andere Metallopr@iedsbitoren keinen Effekt hatten.
TAPI scheint somit ein spezifischer Inhibitor eirmmdogenen Metalloprotease zu sein.
Eine Identifizierung des physiologischen Aktivataigeser endogenen Sheddase steht
jedoch noch aus. Im Gegensatz zu unseren Resuttat@mer signifikanten Hemmung der
SAA-induzierten slL-6R-Freisetzung in Gegenwart VBAPI konnte bei neutrophilen
Granulozyten unter Stimulation mit CRP nur einetiple Inhibition durch TAPI
beobachtet werden [77]. Interessanterweise ist 8AA/ergleich zum CRP zur Induktion
der Expression von Matrixmetalloproteasen befaligi8] [119]. Diese Fahigkeit zur
Induktion von Matrixmetalloproteasen scheint dabéidem spezifischen Rezeptor FRPL-

1 assoziiert zu sein.

Im Konspekt dieser Ergebnisse scheint daher dierdktion von SAA mit dem
spezifischen Rezeptor FRPL-1 eine wesentliche \&seizung des SAA-induzierten IL-
6R-Shedding darzustellen. Um den spekulativen @hbara dieser Feststellung
wissenschaftlich zu untermauern, sind allerdingsites@hrende Untersuchungen

erforderlich.

5. 1. 5. Abhangigkeit des sIL-6R-Shedding vom Zellp

Im Hinblick auf ein mdgliches APP-vermitteltes SHedy waren bisher lediglich
neutrophile Granulozyten [77] [78], jedoch nicht Mayten bzw. Makrophagen untersucht
worden. Wir konnten erstmals eine SAA-vermittelteluktion des sIL-6R-Shedding bei
humanen Makrophagen zeigen, wohingegen wir beifignehzierten Monozyten keine
derartige Induktion beobachten konnten. Neben d@uHltion des sIL-6R-Shedding unter
SAA-Stimulation setzten aber sowohl Monozyten,alsh Makrophagen spontan geringe
Mengen von sIL-6R frei. Diese spontane Freisetzuwngde bei beiden Zelltypen in
Gegenwart von TAPI nahezu komplett gehemmt, was eanén Protease-abhangiges
Shedding hinweist. Im Gegensatz zur bekannten [zgerj70] [71] wurde jedoch das bei
uns ebenfalls nachweisbare spontane Shedding v&ekektin nicht durch TAPI gehemmt.
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Dies galt gleichermalRen fir Monozyten, wie auch Makrophagen. Interessanterweise
setzten Monozyten zudem spontan signifikant mdb68 (MW 243 +/- 32 pg/ml) frei, als
Makrophagen (MW 117 +/- 18 pg/ml) derselben Spenddtine solche Zell-Typ-
Abhangigkeit konnten wir jedoch fur das Shedding gb-Selektin nicht beobachten (MW
Monozyten: 23 +/- 1,06 ng/ml, MW Makrophagen: 22- €,87 ng/ml). Vor dem
Hintergrund, dal3 es im Rahmen der Differenzieruog Monozyten zu Makrophagen zu
einer deutlichen Zunahme der Expression von IL-6&8nit [120], geben unsere
Ergebnisse einen ersten Hinweis darauf, daf} das -\%AAittelte Shedding eine
Makrophagen-spezifische regulatorische Interaktait dem IL-6-Rezeptor darstellen

kdnnte.

5. 2. Mogliche pathophysiologische Implikationen

Differenzierte Makrophagen spielen insbesonderedeeichronischen Inflammation eine
zentrale Rolle. Wir konnten mit dem erstmaligen INeeis einer differentiellen Induktion
des slIL-6R-Shedding durch das lipid-artige Akut$thaProtein SAA bei humanen
Monozyten-abgeleiteten Makrophagen einen Hinweisdigé Existenz einer reziproken
Regulation von APP mit dem IL-6-System erbringen.Holgenden soll daher am Beispiel
typisch chronisch-inflammatorischer Krankheitshild@ie sie die Rheumatoide Arthritis
(RA) und die Atherosklerose reprasentieren, diempaelle pathogenetische Bedeutung der
SAA-vermittelten reziproken Akivierung des IL-6-8gms erlautert werden.

5. 2. 1. Lokale SAA-Uberexpression in der Rheumatden Arthritis

Mehrere Untersuchungen haben Dbereits nachgewieds®, Synoviozyten von RA-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden gignif mehr SAA exprimieren [121]
[122]. Immunhistochemisch zeigte sich dabei einamiiche Assoziation der SAA-
Uberexpression zur lokalen Makrophagen-Akkumulation synovialen Gewebe. Diese
nachbarschaftliche Beziehung |43t sich mdoglicheswveiauf die chemotaktischen
Eigenschaften von SAA zurickfihren [114] [115]. iGtheeitig korreliert die sIL-6R-
Konzentration im arthritisch-entzindlich verandertéGewebe mit dem Mafll an

leukozytarem Influx [123], ohne dald bisher die etfjehe zellulare Quelle fur sIL-6R
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identifiziert werden konnte. Hier stellt die in desrliegenden Arbeit nachgewiesene SAA-
vermittelte Induktion des sIL-6R-Shedding bei Mgkragen ein spekulatives funktionelles
Bindeglied dar. Durch Transsignalling erméglichi-6R die Aktivierung und Proliferation
von synovialen Fibroblasten [34] als ersten Schiit Zerstorung von Gelenkstrukturen.
Diese zentrale pathogenetische Rolle von Transkilgga wird zumindest im
experimentellen Modell durch die Hemmung der Kramtdaktivitat in Gegenwart von
sgpl30 bestatigt [33]. Interessanter Weise findech sin Korrelation mit der
Krankheitsaktivitat im Serum von an RA erkrankteti®nten vermehrt Autoantikorper
gegen sgpl30, das bei diesen Patienten in dem@Aaen Aminosauresequenz verandert
ist und somit als spezifisches Autoantigen fungigtR4]. Dieses verdnderte aber
funktionale sgp130 wird verstarkt durch RA-Synoyien nach Stimulation mit IL-6/sIL-
6R exprimiert. Die zirkulierenden Autoantikdrperutralisieren jedoch die inhibitorische
Aktivitat im Hinblick auf Transsignalling [124], véaeinen Verlust der Autoregulation des
Entzindungsgeschehens bedeuten konnte. Aus diegekulaiven Pathomechanismus
ergibt sich die demnach mit der Substitution vonkfionellem sgp130 ein neuer, bisher

noch nicht untersuchter therapeutischer Ansatz.

5. 2. 2. Atherosklerose als chronische Entziindung

Im Rahmen der mittlerweile anerkannten Modellvdhsig der Atherosklerose als
chronischer Entzindung stellen bereits mafiig eenS8btumkonzentrationen von CRP und
SAA neben den klassischen Risikofaktoren eigengg@ndorognostisch unginstige
Faktoren fur die koronare Herzerkrankung als Haapifestation der Atherosklerose dar
[125]. SAA unterscheidet sich in einem wesentlichaunkt von anderen Akut-Phase-
Proteinen, wie etwa den Pentraxinen: Als entztihdBcApoliprotein ersetzt es wahrend der
Akut-Phase Reaktion Apo Al im HDL-Partikel und vierdet damit Inflammation und
Lipidmetabolismus. Regelhaftes HDL ist ein prote&ti Faktor bei der Atherogenese.
Durch den Verlust dieses protektiven Effekts istASAiit der Atherosklerose kausal
assoziiert [126]. Der initiale Schritt zur Entstelgueines atherosklerotischen Plaques ist
die Ablagerung von oxidiertem LDL bzw. enzymatistdgradiertem LDL (E-LDL) in der
GefalRintima mit konsekutiver endothelialer Dysfumkt Das dysfunktionale Endothel
exprimiert ein verandertes Muster von Adhasionskiden sowie Chemokinen, was zu

einer verstarkten Migration von Monozyten und T-Ipmozyten in das betroffene Areal
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fuhrt [127]. Unter dem Einfluss von inkorporiertdfa DL erfahren die Makrophagen eine
aberrante Differenzierung zu Schaumzellen [128]defn sezernieren sie verstarkt
chemotaktische Faktoren, die eine weitere unkdrgrt# Invasion von Monozyten férdern
[129]. Gleichzeitig kommt es auch zu einer Aktivieg und Proliferation der benachbarten
glatten Muskelzellen [128]. Diese exprimieren ingéewart von E-LDL verstarkt gp130
sowie IL-6 und werden damit fur Transsignalling curden IL-6/sIL-6R-Komplex
responsiv [47] [129]. Immunhistochemisch konnte gblwm Mausmodell [130] als auch
in humanen Biopsaten [131] eine SAA-Akkumulation atherosklerotischen L&sionen
gezeigt werden. Mdglicher Weise stellt somit digale Generierung von sIL-6R durch
SAA-induziertes Shedding einen pathogenetischen toFakim Wandel der
atherosklerotischen Lasion von der reinen Lipidaklalation hin zur chronischen

Inflammation dar.

Abschlie3end laf3t sich festhalten, dald das SAAa@lsidentifizierter endogener Aktivator
des IL-6R-Shedding einen moglichen klinisch reléganTeilaspekt in der Pathogenese
chronisch entzundlich-proliferativer Krankheitsleitd darstellt, und es deshalb einer
weiteren Aufklarung seiner Funktion und Einbindungnflammatorische Signalkaskaden
wie das IL-6-System bedarf, um in Zukunft spezHlisctherapeutische Instrumente

entwickelnzu kdnnen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

IL-6 ist der Hauptinduktor sowohl der hepatischdésm auch der extrahepatischen Akut-
Phase Proteine (APP). Im Hinblick auf die IL-6-véteite Regulation der Akut-Phase
Reaktion ist allerdings die mdgliche reziproke taktion von Akut-Phase Proteinen mit
der IL-6-Signalkaskade als zentraler Aspekt bismecht untersucht worden. Ein
entscheidender Unterschied des IL-6 im Vergleich anderen Zytokinen ist die
agonistische Aktivitat l6slicher IL-6-RezeptorenL(&R), wodurch dem IL-6-Signal eine
potenziell systemische Responsivitat eroffnet witoth Mechanismus der Generierung von
sIL-6R ist das Shedding, d. h. die proteolytischespgaltung der Rezeptor-Ektodoméane von
der Zelloberfache. Vor diesem Hintergrund wurdelén vorliegenden Arbeit erstmals eine
systematischén vitro-Analyse an humanen Monozyten und Makrophagen zachWNeis
eines APP-induzierten Shedding des sIL-6R durchgefl

Hierbei zeigte sich erstaunlicher Weise eine sigaifte Induktion des sIL-6R-Shedding
durch das inflammatorische Apolipoprotein SAA, wadegen die Pentraxine CRP und
PTX3 keinen derartigen Effekt hatten. Die SAA-veteite Induktion erfolgte in der fur die
akute Inflammation reprasentativen Konzentratiom V80 pg/ml. Im Gegensatz zu
differenzierten Makrophagen waren Monozyten niabih wler Induktion betroffen. Neben
dieser Zellspezifitdt wurde auf3erdem der NachweisreRezeptorspezifitéat erbracht, da
durch SAA selektiv das Shedding des sIL-6R induzigurde. Weder das ubiquitar
exprimierte gpl30, noch das Leukozytenadh&siondwbld-Selektin zeigten sich
diesbeziiglich SAA-responsiv. Zudem deutet die §igmte Hemmung des SAA-
induzierten Shedding von slL-6R in Gegenwart desalMgprotease-Inhibitors TAPI auf

einen funktionell Protease-abhéngigen Mechanisntus h

Angesichts dieser Resultate stellt das SAA alsindentifizierter endogener Aktivator des
IL-6R-Shedding einen moglichen Klinisch relevanté&spekt in der Pathogenese
entziindlicher Prozesse dar. Es bedarf daher eieigeren Aufklarung seiner Funktion und
Einbindung in inflammatorische Signalkaskaden wes dL-6-Systems, um zukinftig
spezifische therapeutische Instrumente entwickelkénnen.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

in alphabetischer Reihenfolge

ACE:
ADAM:
Apo Al:
APP:
APRF:
AS:

BOX1/2:
BSA:
BSG:

cat:
Cal:
CD126:
CLC:
CNTF:
Clq:
CRP:
CT-1:

DMEM:
DMSO:
DNA:

DS-sIL-6R:

ELISA:
ER:
ERM:
FMLP:

Irrtumswabhrscheinlichkeit

Angiotensin Converting Enzyme

Proteasen aus der Familie “Aibisgrin and Metalloprotease Domain”
Apolipoprotein Al

Akut-Phase Protein(e)

Acute Phase Response Factor §TAT3)

Aminosauren

Sequenzelelemente der zytopédsthen gpl130-Doméne
Bovine Serum Albumin

Blut-Senkungs-Geschwindigkei

2-fach positiv geladenes Kiatatlon
Calmodulin
Cluster of Differentiation 126
Cardiotrophin-like Cytokirigyn. NNT1, BSF3)
Ciliaric Neurotrophic Factor
Komplementkomponente 1q
C-reaktives Protein (syhXR)
Cardiotrophin 1

Dulbecco’s modified eagles mexdliu
Dimehylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

Diffential Splicing soluble Inteukin 6 Receptor

Enzyme-linked immuno-sorbessay
Endoplasmatisches Retikulum
Ezrin, Radixin, Moesin

N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phglalanin
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FPRL-1:

Gp80:

Gp130:

HDL:

lg:
IL-1:
IL-1p:
IL-2:
IL-4:
IL-6:
IL-6R:
IL-6RE:
IL-8:
IL-11:
IL-27:

I TFy:

JAK:

Kdis:

LIF:

LIF-R:
LPS:

M-CSF:
MRNA:
MW:

Formyl peptide receptor-likésyn. Lipoxin A4-Rezeptor)

Glykoprotein 80 (syn. IL-6R)
Glykoprotein 130

High Density Lipoprotein

Immungobulin

Interleukin 1

Interleukinfil

Interleukin 2

Interleukin 4

Interleukin-6
membranstandiger Interleu&iRezeptor (syn. gp80, CD126)
Interleukin-6 Response Eleimen
Interleukin 8

Interleukin 11

Interleukin 27

Interferomn

Janus Kinase

Dissoziationskonstante

Leukemia Inhibitory Factor
Leukemia Inhibitory Factoeé&eptor

Lipopolysaccharid

Konzentrationsangabe Mofar” (entspricht 1 mol/l)
Macrophage-Colony Stimulatiragtor
Boten (messenger)-Ribonukleursa

Mittelwert

75



ng:

ng:
NNTL1:

OSM:

P:

PBS:

PC:
PC-sIL-6R:
PDGF:

Pg:

PMA:
PTX1:
PTX3:
P-Tyr:

RA:

SAA:

SAP:
SIL-6R:

sL-Selektin:

STAT:

TACE:
TGH3:
TMD:
TNFa:

UE:

Mikrogramm (= P0Gramm)

Stichprobenumfang
Nanogramm (=1Gramm)

Novel Neurotrophin 1

Oncostatin M

Phosphatrest

Phosphat buffered saline

Phosphorylcholin
Proteolytic Cleavage solubleshteukin 6 Receptor
Platelet-derived Growth Facto

Pikogramm (="¥bGramm)
Phorbol-Myristat-Azetat

Pentraxin-1 (syn. CRP)

Pentraxin-3

phosphorylierter Tyrosylrest

Pearson scher Korrelakoeffizient

Rheumatoide Arthritis

Serum-Amyloid A
Serum Ayloid-P Component

l6slicher (soluble) Interkin-6 Rezeptor
|6sliches L-Selektin

Signal Transducers and Adiora of Transcription

TNE Converting Enzyme (syn. ADAM-17)
Transforming Growth Facfor
Transmembrandoméne

Tumor Necrosis Factor

Untereinheiten
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