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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Immunsystem

Die humane Immunantwort besteht aus zwei Reaktionen,
einer friihen Antwort, auch als angeborene Immunitat be-
zeichnet, und einer spaten Antwort, auch als adaptive Im-
munitat bekannt (Abbas et al. 2012).

1.1.1  Angeborene Immunitat

Die angeborene Immunitét bildet die erste schnelle Ant-
wort gegen infektiose Agenzien. Sie besteht aus zelluléren
und biochemischen Abwehrmechanismen, die bereits von
Geburt an vorhanden sind und phylogenetisch den &ltesten
Teil der Immunabwehr darstellen. Diese Mechanismen
laufen immer gleich ab, das heil3t bei Kontakt zu einem
Antigen verandert sich die Immunantwort nicht.

Die Hauptkomponenten sind physikalische und chemische
Barrieren, wie zum Beispiel Epitheloberflachen der Haut
und der Schleimhdute oder 16sliche Faktoren des Komple-

mentsystems. Daneben spielen verschiedene Zellen, wie
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zum Beispiel Phagozyten (Neutrophile, Monozyten, Mak-
rophagen, dendritische Zellen [DC]), natlrliche Killerzel-
len (NK-Zellen) und Mastzellen eine wichtige Rolle.
Mononukledre Phagozyten, wie Monozyten, Makropha-
gen und DC stammen alle von Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark ab, nehmen Zellschrott auf und bauen ihn
ab. Monozyten sind die mononukledren Phagozyten des
Blutes. Sie wandern aus den BlutgefaRen in verschiedene
Gewebe ein und differenzieren dort in DC oder Makropha-
gen. Wahrend der Phagozytose werden Makrophagen und
DC aktiviert und produzieren daraufhin Zytokine und
Akute-Phase-Proteine. In der Folge kommt es zur Rekru-
tierung anderer Immunzellen an den Ort der Infektion
(Stix G. 2009; Abbas et al. 2012).

1.1.2  Adaptive Immunitat

Im Gegensatz zur angeborenen, verandert sich die adap-
tive Immunitdt mit haufigerer Antigenexposition. Die
adaptive Immunitat besteht aus B- und T-Lymphozyten.
Diese kdnnen hochspezifisch auf fremde Antigene reagie-
ren, indem Antigen-spezifische Antikorper durch akti-
vierte B-Zellen (Plasmazellen) gebildet werden, sowie

2
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eine erregerspezifische Abwehrreaktion durch T-Zellen
vermittelt werden kann. Dadurch kénnen Krankheitserre-
ger, die der angeborenen Immunitat entkommen sind, eli-
miniert werden. Mit Hilfe sogenannter ,,Memory*“-Zellen,
kann sich die adaptive Immunitéat an infektiose Antigene
,erinnern®. Dies ermoglicht bei einer erneuten Infektion
mit diesem Antigen eine schnellere Immunantwort.
Antikorper befinden sich im Blut oder in Kérpersekreten.
Sie binden an Antigene auf Fremdkorpern, neutralisieren
und eliminieren diese Uber verschiedene Effektormecha-
nismen. Trifft ein naiver B-Lymphozyt auf ein fremdes
Antigen, so wird er aktiviert und differenziert daraufhin in
eine Antikorper produzierende Plasmazelle.
T-Lymphozyten erkennen mit ihrem spezifischen T-Zell-
Rezeptor Antigene, die auf Molekilen des Haupthisto-
kompatibilitaitskomplex (MHC) prasentiert werden. Es
gibt verschiedene T-Lymphozyten: CD4*-Helferzellen,
CD8"-zytotoxische T-Zellen und regulatorische T-Zellen.
CD4"-Helferzellen sezernieren Zytokine und aktivieren
dadurch Makrophagen, DC oder andere T-Zellen. Zytoto-

xische CD8*-T-Zellen sind verantwortlich fir die Zersto-
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rung von virusinfizierten Zellen und kénnen auch Tumor-
zellen zerstoren. Im Gegensatz dazu supprimieren regula-
torische T-Zellen die Aktivitdt des Immunsystems und
kdnnen aktivierte CD4"-T-Zellen, CD8*-T-Zellen, B-Zel-
len, natdrliche Killerzellen, Monozyten, Makrophagen
und DC hemmen und dadurch eine Immunantwort begren-
zen (Lowther und Hafler 2012; Abbas et al. 2012; Zhao et
al. 2006; Lim et al. 2005; Azuma et al. 2003).

1.1.3 DC als Verbindung zwischen angeborener und

adaptiver Immunitat

DC agieren als Verbindung zwischen angeborener und
adaptiver Immunitat. Sie phagozytieren fremde Antigene
oder Zellschrott und présentieren sie mit Hilfe von MHC-
Molekilen auf ihrer Oberflache. Die Phagozytose indu-
ziert die Zytokinproduktion, die Reifung und die Einwan-
derung der DC in sekundédre Lymphorgane. Im Lymph-
knoten werden die Antigene naiven T-Zellen prasentiert,
woraufhin die adaptive Immunantwort aktiviert wird
(Hargadon 2013, Abbas et al. 2012).
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1.2 Induktion der T-Helfer 1-Immunantwort
durch IL-12

Die Zytokine der Interleukin (IL)-12 Familie werden von
aktivierten dendritischen Zellen, Monozyten und Makro-
phagen produziert. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
T-Zell Differenzierung sowie bei inflammatorischen Pro-
zessen (Goriely und Goldman 2008; Gee et al. 2009).

1.2.1 Aufbau und Funktion der 1L-12 Familie

Die Familie der IL-12 Zytokine besteht aus IL-12, 1L-23,
IL-27 und IL-35. Diese Zytokine sind heterodimere Kom-
plexe, mit jeweils einer a- und einer B-Untereinheit (Go-
riely und Goldman 2008) (s. Abb.1.1). Die a-Untereinheit
p35 bzw. p19 bindet kovalent tiber Disulfidbriicken an die
B-Untereinheit p40, woraus IL-12(p35/p40) bzw. IL-
23(p19/p40) entsteht. Diese beiden Interleukine beeinflus-
sen und modifizieren stark die CD4+ T-Zell Antwort. Die
B-Untereinheit, Epstein-Barr Virus induziertes Gen 3
(EBI-3), bindet nichtkovalent die a-Untereinheit p35 oder
p28 und bildet die Zytokine I1L-35(p35/EBI-3) und IL-
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27(p28/EBI-3) (Goriely und Goldman 2008; Carra et al.
2000).

Die Rezeptoren von 1L-12p70, IL-23 sowie IL-27 gehdren
der Gruppe 1 Zytokinrezeptoren an und besitzen jeweils
eine Immunglobulin-Doméne, eine Fibronectin-Doméne
sowie eine zytoplasmatische Doméne mit Janus Kinase
(JAK)-bindender Seite. Die Rezeptoren von IL-12p70 und
IL-23 teilen sich die IL-12p70 Rezeptor R1 Kette (IL-
12R[31). Abhéngig von der Potenz des bindenden Ligand,
werden verschiedene Mitglieder der JAK-Signalubertré-
ger und Aktivator der Transkription (STAT)-Signalwege
aktiviert, sowie die Interferon y (IFNy)-Bildung induziert.
Monozyten, Makrophagen und vor allem DC werden zum
Beispiel durch die Bindung eines bakteriellen Liganden
(z.B. Lipopolysaccharid [LPS]) an den entsprechenden
Rezeptor (z.B. Toll-ahnlicher Rezeptor 4 [TLR4]) ange-
regt, 1L-12p70 zu bilden und zu sezernieren (Gee et al.
2009).
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Abbildung 1.1: Mitglieder der IL-12 Familie

IL-12, IL-23, IL-27 und IL-35 sind die Zytokine der IL-12 Familie. Sie sind
heterodimere Komplexe, mit jeweils einer a- und einer B-Untereinheit (Go-
riely und Goldman 2008). Die a-Untereinheit p35 bzw. p19 bindet kovalent
iiber Disulfidbriicken an die B-Untereinheit p40, woraus IL-12(p35/p40) bzw.
IL-23(p19/p40) entsteht. Die B-Untereinheit EBI-3 bindet die a-Untereinheit
p35 oder p28 nichtkovalent und bildet die Zytokine I1L-35(p35/EBI-3) und IL-
27(p28/EBI-3). Die Zytokine IL-12, IL-23 und IL-27 binden alle an Heterodi-
mere Rezeptoren vom Typ 1 Zytokinrezeptoren. I1L-12 und IL-23 besitzen
hierbei die gleiche Rezeptoruntereinheit IL-12RB1. Modifiziert nach (Goriely
et al. 2008).

IL-12p70 fuhrt zur Differenzierung von naiven T-Zellen
zu T-Helfer (Th) 1-Effektor Zellen, welche IFNy produ-
zieren und somit die zelluldre Immunitat vermitteln.
Gleichzeitig hemmt IL-12p70 die Differenzierung von
Th2-Zellen (Fukao et al. 2002). Auch NK-Zellen werden
durch IL-12p70 zur IFNy Produktion angeregt. IFNy wirkt
nun in Form einer positiven Regulation auf die IL-12p70
Expression, indem es Transkriptionsfaktoren, sogenannte
,Interferon Regulatory Factors®, aktiviert. Diese Tran-
skriptionsfaktoren steigern die Transkription von IL-
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12p35 und IL-12p40. In Folge dessen kann vermehrt IL-
12p70 durch humane DC und Makrophagen gebildet wer-
den (Gee et al. 2009).

IL-12p70 bewirkt indirekt tiber die IFNy Produktion der
Th1-Zellen auch eine gesteigerte zytotoxische Aktivitat
von NK und CD8+ Zellen (Fukao et al. 2002).

IL-27 spielt eine wichtige Rolle bei der Induktion von na-
iven T-Zellen zu Thl-Zellen. Das Interleukin induziert,
ebenso wie IL-12p70, die IFNy-Produktion (Gee et al.
2009). Zudem antagonisiert IL-27 die Entstehung von Ent-
ziindungen, welche durch Th17-Zellen induziert werden
(Goriely et al. 2008).

Th17-Zellen sind IL-23 abhéngige, pathogen wirkende
CD4+ Effektor Zellen, welche durch ihre Produktion von
IL-17 charakterisiert werden. Sie werden mit Autoimmun-
erkrankungen und Infektionen in Verbindung gebracht.
IL-17 ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin, wel-
ches Gewebeschéden zumindest teilweise durch die Rek-
rutierung von Neutrophilen induziert. Erst kurzlich wurde
von Gee et al. gezeigt, dass IL-35 von regulatorischen T-

Lymphozyten sezerniert wird und eine Funktion bei der
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Supprimierung von Entziindungen hat. Es ist noch unklar,
ob bioaktives IL-35 auch von DC exprimiert wird (Goriely
und Goldman 2008; Gee et al. 2009; Goriely et al. 2008).

1.2.2 Transkriptionelle Regulation von IL-12p70
und IL-23

Da vor allem die Zytokine IL-12p70 sowie IL-23 in der
folgenden Arbeit untersucht wurden, wird im Weiteren auf
diese beiden Mitglieder der 1L-12 Familie eingegangen.
Diese beiden Zytokine haben eine bedeutende Rolle bei
der Kontrolle der Thl/Th17-Zellantwort, vor allem bei
Autoimmunkrankheiten. Die Produktion und Sekretion
von IL-12p70 und IL-23 wird tber die Bindung von bei-
spielsweise bakteriellen Liganden (z.B. LPS) an einen
TLR und in der Folge Uber komplexe Signalwege reguliert
(s. Abb. 1.2, Goriely et al. 2008; Molle et al. 2013). Die
Signallibertragung erfolgt tGber Myeloid differentiation
primary-response Gen 88 (MyD88), welches an den TLR
gekoppelt ist. Die LPS-abhangige Aktivierung von DC
kann nach Bindung von LPS an TLR4 die Aktivierung der
Mitogen abhéngigen Protein Kinase (MAPK) durch extra-
zelluldres Signal aktivierte Kinase (ERK) bewirken. Uber

9
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eine MAPK (z.B.,,FOS*) kann ERK die Phosphorylierung
und Aktiverung von Transkriptionsfaktoren im Nukleus
bewirken. Durch diesen Signalweg erfolgt eine verstarkte
Expression der mRNA der 1L-23p19 Untereinheit (Mills,
Kingston H G 2011).

Uber die Bindung von LPS an TLR4 wird auch die MAPK
p38 aktiviert. In der Folge wird der Transkriptionsfaktor
cAMP-sensibles Element bindendes Protein (CREB)
phosphoryliert und dadurch aktiviert. Im Zellkern bewirkt
CREB nun eine vermehrte Transkription des IL-10 Gens
(Mills, Kingston H G 2011).

Ein weiterer dieser Signalwege verldauft (ber Nuklearer
Faktor kB (NF-kB), einem Schliisselenzym bei der Regu-
lation von Immunantworten. NF-kB ist beteiligt bei der
Kontrolle der Expression vieler Gene, welche in die Anti-
gen prasentierende Funktion von DC involviert sind, wie
beispielsweise die Expression der Gene, welche fir IL-
12p70 kodieren. Bindet ein Ligand (z.B. LPS) an einen
TLR (z.B. TLR4), kann NF-kB aktiviert werden.

10
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Abbildung 1.2: Transkriptionelle Regulation von IL-12p70 und IL-23
Die IL-12p70- und IL-23-Produktion wird durch TLR-Liganden (z.B. LPS)
induziert. In der Folge werden iiber ERK, MAPK p38, IkBa und TBK1 die
Transkriptionsfaktoren ,,FOS“, CREB, NF-«B und IRFs aktiviert. Diese wan-
dern in den Zellkern und bewirken hier die Regulation der Expression von
Genen, welche fur IL-23p19, IL-10, IL-12p40 und IL-12p35 kodieren. Zudem
erfolgt die LPS-Signaltransduktion Uber die Aktivierung von PI3K. In der
Folge wird Akt aktiviert, welches die Expression der IL-12p70 Untereinheiten
p35 und p40 und somit die IL-12p70 Synthese hemmt. (TIRAP=Toll-Inter-
leukin 1 Rezeptor (TIR) Domane-beinhaltendes Adapter Protein;
TRAM=TRIF-verwandtes Adapter Molekil). Modifiziert nach Mills, Kings-
ton H G 2011.

NF-xB ist ein Entziindung regulierendes Protein, dessen
Aktivitat durch posttranslationale Modifikation, ko-akti-

vierende sowie -hemmende Proteine reguliert wird. Im
11
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Zytoplasma liegt NF-kB an den Nuklearen Faktor des k-
leichten Polypeptidgen-Enhancers in B-Zellen, Inhibitor o
(IkBa) gebunden vor und ist in diesem Zustand inaktiv.
Erfolgt nun ein proinflammatorischer Stimulus (z.B. durch
LPS), wird IkBa phosphoryliert, ubiquitiniert und im Pro-
teasom abgebaut. Hierbei I6st sich NF-xB von IkBa, wan-
dert in den Zellkern und aktiviert die Transkription proin-
flammatorischer Zytokine und Chemokine, wie z. B. der
Untereinheit p40 des IL-12p70. Zudem kann Uber den
PI3K/Akt Signalweg die Aktivierung von NF-xB beein-
flusst werden (Yang et al. 2012a; Goriely et al. 2008, Bhat-
tacharyya et al. 2004).

Auch IFN-regulatorische Faktoren (IRFs) nehmen an der
Synthese von 1L-12p70 teil. Der TIR-Domanen-beinhal-
tendes Adapter Protein IFN-induzierend (TRIF)-abhén-
gige Signalweg induziert hierbei Gber die TANK bindende
Protease 1 (TBK1) die nukledre Translokation von IRFs.
Im Zellkern bewirken IRFs die Transkription von Genen,
die fur 1L-12p35 kodieren (Goriely et al. 2008; Mills,
Kingston H G 2011).

12
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Ein weiterer Regulationsmechanismus der Produktion und
Sekretion von IL-12p70 beeinflusst, erfolgt Uber den
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K)-Proteinkinase B
(Akt) Signalweg. Uber die Aktivierung des TLR4 (z.B.
durch LPS), wird PI3K aktiviert. Aus der Phosphorylie-
rung von Phosphoinositiden resultiert die Bildung von
Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat, welches die Se-
rin-Threonin Kinase Akt aktiviert. Akt bewirkt nun die
Hemmung der 1L-12p70 Produktion, wodurch proin-
flammatorische Prozesse, ausgehend von IL-12p70, redu-
ziert werden (Martin et al. 2003; Fukao et al. 2002).

1.2.3 Posttranskriptionelle Regulation von IL-12

Wie bereits angesprochen, ist IL-12p70 ein Heterodimer,
bestehend aus der a-Kette p35 sowie der -Kette p40. Die
IL-12p70 Produktion ist durch die transkriptionelle Kon-
trolle der p35 und p40 Untereinheiten streng reguliert
(Murphy et al. 2000).

Die Regulation der Produktion der beiden Untereinheiten
erfolgt Uber verschiedene Signalwege. Das Gen der a-Un-
tereinheit wird in den meisten Zelltypen konstitutiv auf

13
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niedrigem Niveau exprimiert, wihrend das Gen der B-Un-
tereinheit nur in den Zellen exprimiert wird, die die Fahig-
keit besitzen, das Heterodimer IL-12p70 zu produzieren.
Wahrend p35 nur in Form des Heterodimers IL-12p70 von
der Zelle abgegeben wird, kann die freie p40 Untereinheit
isoliert sezerniert werden, besitzt dabei jedoch keine bio-
logische Funktion.

Bevor IL-12p70 sezerniert wird, persistiert es intrazellular
fiir langere Zeit als unreifes Heterodimer. Carra et al. beo-
bachteten in Monozyten, dass die Sekretion von IL-12p70
ausschliefRlich durch die N-Glykosylierung der p35 Un-
tereinheit kontrolliert wird, wahrend die posttranskriptio-
nelle Modifikation von p40 keine Bedeutung zu haben
scheint. Die N-Glycosylierung der p35 Untereinheit des
Heterodimers initiiert die Sekretion des Interleukins.
Diese posttranslationale Modifikation ermdglicht es, die
unreife von der reifen Form des Interleukins zu unterschei-
den (Carra et al. 2000).
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1.3 Inhibierung der Immunantwort im Tumor

Obwohl Immunzellen potentiell dazu in der Lage sind, Tu-
morzellen zu erkennen und abzutéten, verhindern soge-
nannte ,,Immune-Escape“-Mechanismen diese Tumorab-

wehr.

1.3.1 Losliche Faktoren und Zell-assoziierte Mecha-

nismen

In vielen Féllen sezerniert der Tumor immunsupprimie-
rende Faktoren, welche Immunzellen deaktivieren. Des
Weiteren werden Erkennungsmechanismen, wie z.B. die
Expression des MHC, herunterreguliert, so dass die Im-
munzelle den Tumor nicht mehr erkennen kann (Fridman
etal. 2012).

Zudem verlieren Tumorzellen die Fahigkeit, Immunreak-
tionen ausldsende Antigene zu exprimieren. Dies resultiert
z.T. daraus, dass diese Zellen eine sehr hohe Mitoserate
und eine grofRRe genetische Instabilitat aufweisen, wodurch
Mutationen in verschiedenen Genen auftreten. Des Weite-

ren kénnen Tumoren durch vermehrte Glykokalixmole-
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kille ihre Oberflachenantigene fiir Immunzellen unzu-
géanglich machen und dadurch die Tumorabwehr verhin-
dern (Abbas et al. 2012).

Auch der veranderte Stoffwechsel der Tumorzellen beein-
flusst die Immunabwehr und verhindert gleichzeitig die
Tumorabwehr. Wie bereits 1930 von Otto Warburg be-
schrieben, wird der Stoffwechsel von Tumorzellen auf die
Durchfiihrung der Glykolyse umgestellt, selbst wenn ae-
robe Bedingungen vorliegen. Die entstehende Hypoxie im
Tumormilieu bewirkt eine Hochregulation von Genen,
welche beispielsweise fiir Glukosetransporter oder auch
die Laktat Dehydrogenase kodieren. Die Folge ist eine An-
reicherung der Glykolyse-Endprodukte Milchsaure/
Laktat, welches zu einer Senkung des pH-Werts im Tu-
mormilieu flhren. Das hohe Laktatlevel fuhrt zu einem
Wachstumsvorteil des Tumors und bewirkt beispielsweise
eine Hemmung der Proliferation zytotoxischer T-Zellen
und deren Zytokinproduktion, wodurch die Tumorabwehr
durch diese Immunzellen vermindert werden kann (Fi-
scher et al. 2007).
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Ein weiterer ,,Immune-Escape*“-Mechanismus betrifft DC,
welche wichtige Induktoren der Anti-tumor Immunant-
wort sind. DC konnen eine spezifische T-Zell Antwort ge-
gen Tumorantigene induzieren. Wird nun durch den Tu-
mor die Aktivitat dieser DC direkt oder durch seine gene-
rierten Faktoren supprimiert, so kann keine effektive Tu-
morabwehr erfolgen (Hargadon 2013).

Des Weiteren haben Tumoren verschiedene Einflisse auf
die gemeinsamen Vorlduferzellen von DC, Monozyten
und Neutrophilen, wodurch deren korrekte Differenzie-
rung und Reifung gestort sind. Die aus diesen Vorlaufer-
zellen entstehenden Immunzellen sind nicht richtig funk-
tionsfahig, kdnnen daher keine effektive Tumorabwehr
bewirken (Hargadon 2013).

Unreife Vorlauferzellen kdnnen aulRerdem direkt die Im-
munabwehr storen, indem sie vermehrt Indolamin 2,3-Di-
oxigenase (IDO) freisetzen. IDO ist das Schlusselenzym
des Tryptophan Abbaus und wird bei vielen malignen Er-
krankungen Uberexprimiert. Durch den Abbau von Tryp-
tophan im Tumormilieu, sowie durch die Ansammlung to-
xischer Metabolite, fiihrt IDO indirekt zu einer verminder-

ten Immunantwort von T-Zellen auf den Tumor, da diese
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durch die verschiedenen Einfllsse inaktiv werden (Harga-
don 2013; Soliman et al. 2010).

1.3.2 Mutationen der IDH im Tumor

Die erste Isocitrat Dehydrogenase (IDH)-Mutation, von
der berichtet wurde, wurde 2006 in einem metastasierten
Colonkarzinom entdeckt (Yen et al. 2010). Dang et al.
stellten die Hypothese auf, dass D-2-Hydroxyglutarat (D-
2-HG), ein Produkt der mutierten IDH, ein Onkometabolit
ist, der zur Entstehung von Gliomen beitragt, aber auch bei
akuter myeloischer Leukamie (AML) auftritt (Dang et al.
2009; DiNardo et al. 2013). Bereits in friihen Glioblastom-
Stadien wurden IDH-Mutationen festgestellt. Daraus geht
hervor, dass es sich um eine Mutation handelt, die in fri-
hen Tumorstadien erfolgt. Durch diese friihe Mutation
konnen in spateren Tumorstadien erfolgende Mutationen
begunstigt werden (Reitman und Yan 2010).

Patienten mit malignen Gliomen und anaplastischen Ast-
rozytomen, welche IDH-Mutationen besal3en, zeigten ver-
bessertes Uberleben im Vergleich zu Patienten mit Tumo-

ren, welchen diese Mutationen fehlten (Parsons et al.
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2008; Yang et al. 2009; Kranendijk et al. 2010). Bei Pati-
enten mit AML prognostizierte ein hohes 2-HG-Level im
Serum der Patienten, als Folge der IDH-Mutation, eine
kirzere Uberlebenszeit (DiNardo et al. 2013).

Beim Gesunden katalysiert die IDH2 im Zitratzyklus die
Umwandlung von Isocitrat zu a-Ketoglutarat, mit gleich-
zeitiger Reduktion von NADP* zu NADPH/H* (Dang et
al. 2010). Eine weitere Isoform des Enzyms, die IDH1, ist
im Zytosol lokalisiert und katalysiert hier die gleiche Re-
aktion (siehe Abb.1.3). Die beiden Enzyme besitzen au-
Rerdem die Fahigkeit, die inverse Reaktion voranzutrei-
ben, wenn der ,,umgekehrte Zitratzyklus“ durch Glutami-
nolyse aufgeflllt wird. In diesem Fall wird Glutamin in
Glutamat und letztendlich zu a-Ketoglutarat umgewan-
delt. Die IDH1/2 bewirkt hier die Umwandlung von a-Ke-
toglutarat in Isocitrat. Isocitrat wird weiter zu Zitrat ver-
stoffwechselt, welches als Baustein fur die Lipidsynthese
in schnell proliferierenden Zellen dient (Smolkova und
Jezek 2012). Dariiber hinaus kann a-Ketoglutarat in L-2-
Hydroyglutarat (L-2-HG) umgewandelt werden (Dang
2009; Dang et al. 2009).
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Abbildung 1.3: Mutation der IDH im Tumor

Im Zitratzyklus katalysiert die IDH2 die Umwandlung von Isocitrat zu a-Ke-
toglutarat, wahrend im Zytosol die gleiche Reaktion durch die IDH1 kataly-
siert wird. Ist die IDH1/2 z.B. in Gliomen mutiert, gewinnt sie die Fahigkeit,
a-Ketoglutarat in den Onkometboliten D-2-HG umzuwandeln. Tumore mit
IDH1/2-Mutationen hdufen groRe Mengen des Metaboliten D-2-HG an. Diese
Ansammlung von 2-HG in Zellen mit IDH1/2-Mutationen werden in direkten
Zusammenhang mit epigenetischen Veranderungen, durch die Inhibierung
von Zehn-elf-Translokation Methylcytosin Dioxygenase (TET)1 und JmjC-
Domaéne-beinhaltende Histondemethylase Proteine (JHDM), gebracht. (ID-
Hmut 1/2=mutierte IDH1/2; Young und Simon 2012; Dang et al. 2009).

Ist die IDH1/2 in Tumoren mutiert, erringt sie die neomor-
phe Fahigkeit, a-Ketoglutarat in den Onkometabolit D-2-
HG umzuwandeln (siehe Abbildung 1.3, Dang et al. 2009;
Ward et al. 2010). D-2-HG ist in Kulturiiberstanden von
Zellen mit mutierter IDH1/2, sowie in Patientenseren
messbar (Rakheja et al. 2011). DiNardo und Kollegen be-
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richteten, dass sich das 2-HG-Level im Serum von Patien-
ten mit mutierter IDH1 oder IDH2 nicht von Patienten mit
nicht mutierter IDH1 oder IDH2 unterscheidet, sowie er-
hohte 2-HG-Spiegel auch bei manchen Patienten mit AML
ohne IDH-Mutation festgestellt werden konnten. L-2-HG
und D-2-HG wurden auch bei Patienten mit Schilddrusen-
karzinom, welche keine IDH-Mutationen trugen, festge-
stellt (Rakheja et al. 2011; Terunuma et al. 2014).

Wang et al. fanden heraus, dass bei AML mit mutierter
IDH vermehrt gering differenzierte Zellen vorliegen. Dies
zeigte sich daran, dass die Expression des Oberflachen-
markers CD38, der vermehrt auf reifen hamatopoetischen
Zellen vorkommt, auf Zellen mit IDH Mutation vermin-
dert vorlag. Dies lasst vermuten, dass die Differenzierung
dieser Zellen durch die Mutation blockiert wird (Wang et
al. 2013). Entsprechend zeigen Arbeiten von Rohle et al.,
dass ein Inhibitor der mutierten IDH die Differenzierung
von Glioblastomzellen induziert und das Wachstum ver-
mindert (Rohle et al. 2013).

Da durch die mutierte IDH die Umwandlung von a-Keto-
glutarat in D-2-HG Kkatalysiert wird, reichert sich dieser

Metabolit in der Zelle an und fiihrt Veranderungen im
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Zellmetabolismus. Die hangt z.B. mit der von von Ohka et
al. beschriebenen Inhibition von Prolyl-Hydroxylasen zu-
sammen (Ohka et al. 2014).

Prolyl-Hydroxylasen sind verantwortlich fir den Sauer-
stoff abhangigen Abbau des Hypoxie induzierbaren Faktor
(HIF)-1a. Werden Prolyl-Hydroxylasen gehemmt, so re-
sultiert daraus die Stabilisierung von HIF-1a. Der dadurch
aktivierte HIF-1a Signalweg induziert nun die vermehrte
Aktivierung der Glykolyse, sowie die Ausldsung einer
Vielfalt von tumorassoziierten Stoffwechselwegen, wie
z.B. die Bildung von vaskularem endothelialem Wachs-
tumsfaktor (VEGF) und verschiedenen glykolytischen En-
zymen (Zhao et al. 2009; Ohka et al. 2014).

Im Gegensatz dazu stellten andere Autoren die Hypothese
auf, dass hohe Level an zelluldarem 2-HG die Hydroxylie-
rung von HIF-1a antreiben. Dies fuhrt zu einer verminder-
ten HIF-Expression und vermehrter Transformierung von
Gliomen (Young und Simon 2012).

Zudem konkurriert 2-HG mit a-Ketoglutarat und inhibiert
somit dessen Bindung an verschiedenen Histon-Deme-
thylasen, einschliel3lich JmjC-Domane-beinhaltende

Histondemethylase Proteine (JHDM). Dies flhrt zu dem
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aberranten Profil der Histonmethylierung (Young und
Simon 2012).

Ferner inhibiert 2-HG sog. TET-Enzyme, 5 -Merthylcyto-
sin Hydroxylasen, die fiir den entscheidenden Schritt der
DNA-Demethylierung zustandig sind. Aus dieser Inhibie-
rung resultiert eine DNA-Hypermethylierung.

Diese epigenetischen Dysregulationen, verursacht durch
veranderte Level von 2-HG und a-Ketoglutarat in Zellen
mit mutierter IDH1/2, kdnnten zu einer veranderten Regu-
lierung der Genexpression in Karzinomen beitragen
(Young und Simon 2012).
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2 Zielsetzung

Somatische Mutationen der IDH1 und 2 wurden in ver-
schiedenen Tumorentitdten nachgewiesen. Das mutierte
Enzym IDH1/2 erlangte die Fahigkeit, a-Ketoglutarat in
den Onkometaboliten 2-HG zu konvertieren. Bei der AML
ist bekannt, dass die Mutation der IDH1/2 positiv mit der
Tumorprogression korreliert. Im Gegensatz dazu ist fir
Glioma und sekunddre Glioblastoma beschrieben, dass die
Mutation mit einer guten Prognose korreliert. Auch beim
Mamma Karzinom konnten erhohte Level von 2-HG nach-
gewiesen werden, auch wenn keine Mutation der IDH vor-
lag. Bei dieser Tumorentitat konnte gezeigt werden, dass
die Hohe des 2-HG-Levels die Prognose negativ beein-

flusst.

Bisher wird angenommen, dass insbesondere epigeneti-
sche Veranderungen der Tumorzelle, welche aus dem
Vorhandensein des Metaboliten 2-HG resultieren, die
Prognose beeinflussen. Aufgrund der wichtigen Rolle von
Immunzellen fir die Tumorentstehung und -entwicklung,
sollte im Rahmen dieser Arbeit der Effekt von 2-HG auf
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Immunzellen untersucht werden. Hierbei sollten insbeson-
dere DC untersucht werden, da diese Antigen prasentie-
renden Zellen essentiell sind flr die Initiierung einer ef-
fektiven Anti-Tumor-Immunantwort.

Vordaten der Arbeitsgruppe zeigten, dass das Dinatrium
von 2-HG die Interleukin-12p70 Sekretion von DC inhi-
biert. In dieser Arbeit sollte diese verminderte Sekretion
bestétigt und der Mechanismus der Inhibition anhand ver-
schiedener Parameter n&her untersucht werden. Hierbei
sollte die Expression der Interleukin Untereinheiten p35
und p40 auf mMRNA Ebene, sowie die Biosynthese der Un-
tereinheiten des Interleukins unter Einfluss von 2-HG ana-
lysiert werden.

Da eine effektive Differenzierung der DC die Basis der
DC Aktivitat darstellt, sollten weitere mogliche Effekte
auf die Differenzierung und Aktivierung der DC anhand
von verschiedenen Reifungsmarkern und metabolischen

Markern untersucht werden.
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3 Material

3.1

Tabelle 3.1-1: Gerate
Gerat

Gerate und Ausstattung

Firma, Ort

AMG Microskop Evos x|

Fischer Scientific,
Deutschland

CASY Cell Counter und
Analyzer System Model TT

Roche Innovatis AG,
Deutschland

Electrophoresis device

Biometra, Deutschland

Elutriator Avanti J-20XP

Beckmann Coulter,

Deutschland

Emax precision microplate

reader

Molecular Devices,

Deutschland

FACS Calibur

BD, Deutschland

FilterMate Cell Harvester

PerkinElmer,

Deutschland

Heat Sealer 5290

Eppendorf,

Deutschland

Inkubator BBD 6220

Heraeus, Deutschland

Image Reader

BioRad, Deutschland
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Laminar Flow Air HA 2472

Heraeus, Deutschland

Multipipette Multipette plus

Eppendorf,

Deutschland

NanoDrop ND1000

PegLab, Deutschland

PCR-Thermocycler Modell

MJ-Research/Bio-

PTC-200 metra, Deutschland

pH-Meter Hanna Instruments,
Deutschland

Present SDR v4 Precision Sensing

GmBH, Deutschland

Realplex Mastercycler

epGradient S

Eppendorf,
Deutschland

SensorDish-Reader

PreSens, Deutschland

SPECTRA Fluor Plus

TECAN, Deutschland

Top Count NXT

PerkinElmer,

Deutschland

Tri-Carb Liquid

Scintillation Analyzer

PerkinElmer,

Deutschland

Vortex

Scientific Industries,
USA
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Welding machine for PCR
plates Fermant 400

Josten & Kettenbaum,

Deutschland

Well wash 4 MK 2

Thermo Electron
Corporation,
Deutschland

Western-Blot-camera

Biometra, Deutschland

Zentrifuge Avanti J-20XP;
Rotor JE 5.0

Beckmann,

Deutschland

Zentrifuge Biofuge fresco

Heraeus, Deutschland

Zentrifuge Megafuge 3,0 R

Heraeus, Deutschland

3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.2-1: Verbrauchsmaterialien

Material

Firma, Ort

Einmalkanilen

Becton Dickinson,
Deutschland

Einmalspritzen

Becton Dickinson,

Deutschland

ELISA-Plates (96 Wells), Costar, USA
high binding, flat bottom
Filterpapier 3 mm Whatman,
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Deutschland

Fotofilm HyperfilmTM ECL

Amersham,

Deutschland

Heatsealing Film

Eppendorf,

Deutschland

Immobilon-P Transfer

Membrane

Millipore,

Deutschland

Micropipettierplatte U-Bot-
tom (96 Vertiefungen)

Falcon, Deutschland

Micropipettierplatten (6, 12,
96 Vertiefungen)

Falcon, Deutschland

Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)

Costar, USA

PreSens Oxodish OD24

Precision Sensing
GmbH, Deutschland

Top Seal-A

PerkinElmer,
Deutschland

Twin Technology PCR-Plat-
ten (96 Wells)

Eppendorf,

Deutschland

Uni Filter-96, GF/C

PerkinElmer,
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Deutschland

UniFilter Platte

PerkinElmer, MD

Zellkulturflaschen

Costar, USA

Zentrifugenrohrchen

3.3 Reagenzien

Tabelle 3.3-1: Reagenzien
Reagenz

Falcon, Deutschland

Firma, Ort

1,10-Phenantroline

Sigma, Deutschland

2-Mercaptoethanol, mind.

Sigma, Deutschland

98%
30% H202 Merck, Deutschland
3H-Thymidin Hartmann Analytics,

Deutschland

70% Isopropanol

Braun, Deutschland

AB-Serum

Blutspendedienst des
Bayrischen Roten
Kreuzes,

gemeinnutzige GmbH

Ammoniumpersulfat

Merck, Deutschland
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Aprotinin

Roche, Deutschland

Bestatin

Roche, Deutschland

Bromphenol blue sodium

salt for electrophoresis

Sigma, Deutschland

Cell Proliferation Kit 11
(XTT), Electron coupling

reagent

Roche, Deutschland

Cell Proliferation Kit 11
(XTT), XTT labeling reagent

Roche, Deutschland

Chymostatin

Roche, Deutschland

Coulter Isoton Il Diluent

Beckman Coulter,
Deutschland

Dimethyl sulfoxide

Sigma, Deutschland

Dithiothreitol

Sigma, Deutschland

D-a-Hydroxyglutaric acid

disodium salt

Sigma, Deutschland

Ethylene Diamine

Tetraacetic Acid

Sigma, Deutschland

Ethylene Glycol Tetraacetic
Acid

Sigma, Deutschland
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Fetal calf serum fiir

dendritische Zellen

PAA, Deutschland

Glycerin (Glycerol)

Merck, Deutschland

Glycin

Merck, Deutschland

Granulocyte-macrophageco-

lony-stimulating factor

Peprotech,
Deutschland

Interleukin 4

Peprotech, Germany

L-Alanyl-L-Glutamin

Biochrom,

Deutschland

Leupeptin

Roche, Deutschland

L-Glutamic acid

Santa Cruz Biotechno-

logy, Deutschland

L-Glutamic acid

monosodium salt hydrate

Sigma, Deutschland

Lipopolysaccharid

Alexis Biochemicals,

Deutschland

L-Lactic Acid Sodium

Sigma, Deutschland

L-a-Hydroxyglutaric acid

disodium salt

Sigma, Deutschland

Magermilchpulver

Sucofin, Deutschland
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Microscint 20

Perkin Elmer,

Deutschland

N,N,N",N"-

Tetramethylethylendiamin

Sigma, Deutschland

N-[N-(L-3-trans-car-
boxyoxirane-2-carbonyl)-L-

leucyl]-Agmatine

Roche, Deutschland

NaF Sigma, Deutschland
NaOrthovanadate Millipore, Deutschland
NaPyrophosphat Sigma, Deutschland
Nicotinamide Sigma, Deutschland
Nonidet P40 Roche, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

GIBCO, Deutschland

Pepstatin A

Roche, Deutschland

Phosphate buffered saline

Sigma, Deutschland

Polyethylene Glycol

Sorbitan Monolaurate

Sigma, Deutschland

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1);

Roth, Deutschland

33



Material

30% Acrylamidstamm-
Losung mit 0,8% Bisac-
rylamid im Verhéltnis 37,5:1

RPMI 1640 Biotech GmbH,
Deutschland

Trishydroxymethyl- usb Corporation, USA
Aminomethan

a- Ketoglutaric acid Sigma, Deutschland
disodium salt

a- Ketoglutaric acid sodium | Sigma, Deutschland

salt

B-Glyzerophosphat Sigma, Deutschland
Disodium

g-Amino-n-Capronsaure Sigma, Deutschland

Na,-D-2-Hydroxyglutarat, Na,-L-2-Hydroxyglutarat, Na-a-Keto-
glutarat, Naz-o-Ketoglutarat, Glutamin und Glutamat wurden in
Stock-Ldsungen von 100 mM geldst. Milchsdure wurde als Stocklo-
sung in RPMI 1640 in einer Konzentration von 2 M geldst.
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3.4 Kits
Tabelle 3.4-1: Kits

Kits

Firma, Ort

Cytofix/Cytoperm Plus, Fix-
ation/ Permeabilization Kit
with BD GolgiStop

BD, Deutschland

Dc Protein Assay
(Reagent A, Bund S)

BioRad, Deutschland

dNTPs

NEB, Deutschland

Complete Mini Protease
Inhibitor Cocktail Tablets

Roche, Deutschland

DuoSet ELISA IL-6, TNF,
IL-10, IL-12, MCP-1

R&D Systems,
Deutschland

ECL-Detection-Kit

Amersham,

Deutschland

Kaleidoscope Pre-stained

Precisision Plus Standard

BioRad, Deutschland

M-MLV Reverse
Transcriptase RNase H

Minus, Point Mutant

Promega, Deutschland

QuantiFast SYBR-Green

Qiagen, Deutschland
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Random-Decamer-Primer Ambion, Deutschland
ReBlot Plus Mild Millipore, Deutschland
RIPA-Puffer Sigma, Deutschland
RNeasy Mini-Kit Qiagen, Deutschland

3.5  Antikorper

3.5.1 Antikorper fur FACS
Far den Nachweis von intrazelluléren Zytokinen wurden
folgende direkt mit Fluorochromen konjugierte monoklo-

nale Antikorper verwendet:

Tabelle 3.5-1: Antikdrper fir FACS

Spezifitat Iso- | Klon Spe- | Kon- Menge/ | Firma,

typ zies | jugat | Test Ort

IL-12/IL- | 1gGzn | 169503 | Maus| FITC | 0,25pg | R&D
23 p40 pro Test | Systems,
Deutsch-

land

IL-12/IL- | 1gG:1 | 27537 | Maus| APC | 5ug R&D
35 p35 proTest | Systems,
Deutsch-

land
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IL-23 1gG2n | 218213 | Maus | PE 0,03 g | eBio-
EBI-3 pro Test | sience,
USA
IL-23 p19 19Gab | 727753 | Maus | PE 0,05 pg R&D
pro Test | Systems,
Deutsch-
land

Fur die Kontrollfarbungen wurden folgende Fluoreszenz-

konjugierte Isotyp-Antikdrper verwendet:

Tabelle 3.5-2: Isotypen fur FACS

Isotyp | Klon Spe- Kon- Menge/Test Firma, Ort
zies jugat
1gG1 11711 Maus | APC 10 pl pro 106 | R&D
Zellen Systems,
Deutschland
19G2b 133303 | Maus | FITC 5 ul pro Test R&D
Systems,
Deutschland
1gGan 133303 | Maus | PE 10 pl pro 106 | R&D
Zellen Systems,
Deutschland
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3.5.2 Antikorper fur Western Blot
Fir den Proteinnachweis wurden folgende monoklonale

Antikorper gegen humane Proteine verwendet:

Tabelle 3.5-3: Antikdrper fiir Western Blot
Spezifitat | Klon Spezies Kon- | Einge- | Firma,

jugat | setzte Ort
Ver-
dan-

nung

Anti-IDO | 700838 | Maus Alexa | 1:500 R&D

Fluor Systems,
488 Deutsch-
land

Anti-Ac- | A2066 | Kanin- HRP | 1:2000 | Sigma,
tin chen Deutsch-

land

Anti-Akt | poly- Kanin- HRP | 1:1000 | Cell
klonal chen Signaling
Techno-
logy,
Deutsch-

land
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Anti-IL- | 169503 | Maus FITC | 1:500 R&D
12/IL-23 Systems,
p40 Deutsch-
land
Anti-IL- 27537 Maus APC | 1:500 R&D
12/IL-35 Systems,
p35 Deutsch-
land
Anti-lIgG | P-0447 | Ziege HRP | 1:2500 | Dako,
Maus Deutsch-
land
Anti-lgG | P-0448 | Ziege HRP | 1:2500 | Dako,
Rabbit Deutsch-
land
Anti- L35A5 | Maus HRP | 1:1000 | Cell
IxBa Signaling
Techno-
logy,
Deutsch-
land
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Anti-P38 | mono- | Kanin- HRP | 1:1000 | Cell
MAPK klonal | chen Signaling
(Thr180/ Techno-
Tyr182) logy,
Deutsch-
land
Anti- poly- Kanin- HRP | 1:1000 | Cell
Phospho- | klonal chen Signaling
Akt Techno-
(Ser473) logy,
Deutsch-
land
Anti- mono- | Kanin- HRP | 1:2000 | Cell
Phospho- | klonal chen Signaling
p38 Techno-
MAPK logy,
(Thr180/ Deutsch-
Tyr182) land
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3.6  Oligonukleotide und RNA-Standards
Bereits etablierte, mittels HPLC aufgereinigte Oligonuk-
leotide fur die quantitative Polymerasekettenreaktion in
Echtzeit (RT-gPCR) wurden von der Firma Eurofins
MWG Operon (Deutschland) bezogen.

Tabelle 3.6-1: Oligonukleotide
Gen Sequenz: 5> 3

Human IL-12A | Sense GAAGATGTACCGG
Antisense | TGGAGTTCAAGAC
GCTCATCACTCTA
TCAATAGTCACTG
CcC

Human IL-12B | Sense ACCAGCAGCTTCT
Antisense | TCATCAGGGACAC
GCAGAATGTCAGG
GAGAAGTAGGA

Human IL-23A | Sense CCCAAGGACTCAG
Antisense | GGACAACAGAGT
AGGGAGGCATGA
AGCTGG
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18S rRNA

Sense ACCGATTGGATGG

Antisense | TTTAGTGAGCCTA
CGGAAACTTGTTA
CGAC

Tabelle 3.6-2: RNA-Standards

Gen Standard
IL-12A und B: DC+Interferon +LPS (cDNA)
IL-23A: Monozyten +4 h LPS (cDNA)
18S rRNA:; Mel IM (cDNA)
3.7  Software
Tabelle 3.7-1: Software
Software Firma, Ort

CellQuestPro

BD, Deutschland

FlowlJo

TREE STAR Data Analysis
Software, USA

GraphPad Prism 6

GraphPad Software, USA

Image Lab

BioRad, Deutschland

Mastercycler ep

realplex

Eppendorf, Deutschland
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SensorDish-Reader-

Software

PreSens, Deutschland

SOFTmax

Molecular Devices,
Deutschland
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4  Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden
Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle Zellen nach
dem Ernten oder zum Waschen fiir sieben Minuten bei 4°

C mit 1300 rpm zentrifugiert.

4.1.1 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Zellzahlen wurden mit Hilfe eines ,,CASY Cell Counter*
gemessen. Ein Volumen von 10 pl Zellsuspension wurde
in 10 ml Casy-ton Losung gegeben. Die Zellzahl wurde
durch das Gerit als Mittelwert von drei unabhdngigen
Messungen bestimmt. Zusétzlich zur Zellzahl, ermittelte

das Gerit den Zelldurchmesser sowie das Zellvolumen.

4.1.2 Isolation humaner Monozyten

Monozyten wurden freundlicherweise von Monika Wehr-
stein aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Marina Kreutz,
Universitatsklinikum Regensburg, isoliert und zur Verfi-
gung gestellt. Mittels Leukapherese wurden hierfiir von
gesunden, freiwilligen Spendern Blutzellen gewonnen.
Die mononukleédren Zellen wurden mit Hilfe von Dichte-

gradienten-Zentrifugation ber Ficoll/Hypaque, von den
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restlichen Leukozyten isoliert und zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde der Uberstand verworfen, die Zellen in Phos-
phat-gepufferter Salzlésung (PBS) resuspendiert und er-
neut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde dreimal
durchgefuhrt (Johnson, Mei, Cohn 1977).

Nun erfolgte die Isolierung der Monozyten Uber Gegen-
stromelutriation, wie von Andreesen et al. beschrieben
(Andreesen et al. 1990).

Um die Reinheit der erhaltenen Zellpopulation zu bestim-
men, wurde mittels Durchfusszytometrie die Expression
der Antigene CD14 (Monozytenmarker), CD3 (T-Zell-
marker) und CD20 (B-Zellmarker) auf der Zelloberflache
bestimmt. Es konnte eine durchschnittliche Monozyten-
reinheit von mindestens 85 % festgestellt werden.

Nach Ubernachtinkubation (1 x 10° Monozyten/2 ml
RPMI 1640, 2 % humanes AB-Serum), wurde der Stimu-
lierungsgrad der Zellen, durch die Bestimmung der Inter-
leukin (IL)-6 Konzentration in den Kulturiiberstdnden,
kontrolliert. Hierdurch wurde sichergestellt, dass unstimu-

lierte Monozyten verwendet wurden.
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4.1.3 Generierung von DC

Zur Generierung von unreifen DC, wurden Monozyten in
einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/1,5 ml RPMI 1640
in Zellkulturflaschen ausgesat und, soweit nicht anders er-
wéhnt, fur sieben Tage bei 37° C, 5 % CO2 und 95 % re-
lativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde mit
10 % fetalem Kalberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 50
U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin versehen und
fur alle Versuche verwendet. Zudem wurden 225 U/ml
Granulozyten/Makrophagen stimulierender Faktor und re-
kombinantes humanes IL-4 (144 U/ml) hinzugegeben (In-
aba et al. 2009).

Nach sieben Tagen wurden die schwimmenden Zellen
durch Abpipettieren geerntet und in einer Konzentration
von 2 x 10° Zellen pro Well in einer 6-Well-Platte in je-
weils 3,2 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin,
50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin ausgesat.
Die Aktivierung der DC erfolgte durch Zugabe von Lipo-
polysaccharid (LPS), wahrend eine Negativkontrolle un-
stimuliert blieb. In einige der Proben wurden die Metabo-
liten Nay-D-2-Hydroxyglutarat (Na,-D-2-HG), Nap-L-2-
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Hydroxyglutarat (Naz-L-2-HG), Na-o-Ketoglutarat, Glu-
tamin, Glutamat oder auch Milchsédure, hinzugefgt.

4.1.4 Gewinnung von DC und deren Uberstande

Entsprechend des jeweiligen Versuchs, wurden die DC in-
klusive Kulturmedium nach vier, 16 oder 24 Stunden in
ein 250 ml-ReaktionsgefaR tberfiihrt und zentrifugiert.
Ein Volumen von 1,5 ml der Kulturiiberstande wurde vor-
sichtig abpippetiert, in 2 ml R6hrchen gesammelt und bei
-20° C gelagert. Der restliche Uberstand wurde verworfen.
Zur Bestimmung der Zytokinkonzentration in den Uber-
stdnden (Tumornekrosefaktor [TNF], IL-6, IL-10, IL-
12p70 und Monozyten Chemotaktisches Protein 1 [MCP-
1]) wurden industriell hergestellte Enzymgekoppelte Im-
munabsoptionstest (ELISA) Kits, dem Herstellerprotokoll
entsprechend, verwendet.

Die DC wurden in ca. 5 ml RPMI 1640 mit 10 % fetalem
Kélberserum, 2 mM Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 50
pg/ml Streptomycin resuspendiert und anschlieRend ge-
zahlt. Die fiur die jeweiligen Versuche benétigte Zellan-

zahl konnte somit berechnet und eingesetzt werden.
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415 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Kryokonservierung von Monozyten, wurden diese in
einer Dichte von 50 x 108/500 pl in eiskaltem RPMI 1640
mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 50
pg/ml Streptomycin aufgenommen. Von dieser Suspen-
sion wurden in jedes Kryoréhrchen jeweils 500 pl pipet-
tiert. Es wurden 500 pl Einfriermedium aus 20 % Dime-
thyl Sulfoxid und 80 % FCS hinzugeftigt und sofort sorg-
faltig mit der Zellsuspension vermischt. Flr ein stufenwei-
ses Einfrieren der Zellen (1° C/min), wurden die Kryo-
rohrchen in einem mit Isopropanol gefullten Einfriergefald
zunéchst fir zwei Stunden bei -20° C gelagert. Im An-
schluss wurden die Réhrchen in -80° C Gberfuhrt. Die dau-
erhafte Aufbewahrung der Zellen erfolgte in flissigem
Stickstoff.

Zum Auftauen der Zellen, wurden diese aus flussigem
Stickstoff auf Raumtemperatur gebracht. Nach dem Auf-
tauen der Suspension, wurden die Zellen sofort in RPMI
1640 mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 50 U/ml Penicillin
und 50 pg/ml Streptomycin tberfihrt, zentrifugiert und in
frischem RPMI 1640 mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 50

U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin resuspendiert.
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Im Anschluss wurden die Zellen gezahlt und die benétig-
ten Zellvolumina in Kulturflaschen zu Generierung von

DC ausgesét.
4.2  Immunologische Methoden

421 Gemischte Lymphozyten Reaktion

Zur Bestimmung der Stimulationsaktivitéat unterschiedlich
vorbehandelter DC, wurden diese als Stimulatorzellen in
einer gemischten Lymphozyten Reaktion (MLR) mit allo-
genen naiven T-Lymphozyten als Responderzellen zusam-
men gebracht. Zur Quantifizierung der Proliferation der T-
Lymphozyten, wurde die Radioaktivitat von inkorporier-
tem radioaktiv markiertem [*H]-Thymidin bestimmt, wel-
ches von proliferierenden Zellen in die DNA eingebaut
wird.

Fir diese Kokultur wurde RPMI 1640, versetzt mit 50
U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin und 5 % huma-
nem AB-Serum, verwendet.

Monozyten wurden entsprechend Protokoll gewonnen
(siehe 4.1.2) und DC entsprechend Protokoll (siehe 4.1.3)

generiert. Die Zellen wurden an Tag finf in der Zellkul-
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turflasche mit 10 ng/ml LPS stimuliert, wéhrend eine Kon-
trolle unstimuliert blieb. Am siebten Tag wurden die DC
abpipettiert, in ein 50 ml Réhrchen uberfuhrt, gezahlt und
in verschiedenen Konzentrationen (von 1000 bis 10000
Zellen pro Kavitat), in die Vertiefungen von 96-Well-
Rundbodenplatten pipettiert. Die DC wurden mit alloge-
nen T-Lymphozyten, in konstanter Konzentration von
100.000 Zellen pro Kavitét, unter sterilen Bedingungen
kokultiviert. Gleichzeitig wurden die Metaboliten Nax-D-
oder Naz-L-2-HG (beide 10 mM) zugegeben, wahrend
eine Kontrolle unbehandelt blieb. Um die Zellen dicht zu
packen und deren optimale Interaktion zu garantieren,
wurde die Platte zentrifugiert und anschlieBend funf Tage
bei 37° C, 5 % CO. und 95 % Luftfeuchtigkeit in einem
Inkubator kultiviert. Dabei hatten die Stimulator-Zellen
Gelegenheit, die Responder-Zellen zur Proliferation anzu-
regen. Als Kontrollen dienten isoliert angesetzte DC bzw.
allogene T-Lymphozyten. Nach funf Tagen wurden zur
Quantifizierung der Proliferation der Responderzellen, 0,5
mCi [*H]-Thymidin pro Kavitat hinzugegeben.
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Zur quantitativen Messung der Responder-Proliferation,
wurden nach weiteren 16 Stunden Inkubation, die Kom-
plexe mit einem Wallac-Erntegerét (Filter Mate Cell Har-
vester) auf 96-Well-Uni Filter-Platten (bertragen, mit 50
pl Szintillisationslésung Microscint 20 berschichtet und
mit TopSeal-A-Folien verschlossen. Die Messung des
[H]-Einbaus erfolgte mittels Top Count NXT Plattenzah-
ler und wurde in ,,Zdhler pro Minute* (cpm, counts per
minute) wiedergegeben. Jeder hierbei angegebene Mess-
wert entsprach dem Mittelwert von jeweils vier Vertiefun-
gen +/- Standardfehler (SEM).

Arbeitsschritte, die den Umgang mit radioaktiven Sub-
stanzen einschlossen, wurden freundlicherweise von Alice
Peuker und Monika Wehrstein aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Marina Kreutz, Universitatsklinikum Regens-

burg durchgefihrt.

4.2.2 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie kénnen zellgebundene Flu-
oreszenz-markierte Antikorper detektiert und somit Infor-
mationen Uber den Phénotyp der Zelle gewonnen werden.
Einzelne Zellen passieren hierbei innerhalb eines Flussig-

kleitsstroms einen fokussierten Laserstrahl. Sowohl die
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Fluoreszenz der durch den Laserstrahl angeregten Farb-
stoffe, als auch die Lichtstreuung durch die einzelnen Zel-
len werden hierbei detektiert. Die jeweilige Richtung des
Streulichts ermdglicht Riickschliisse tber die Grole (Vor-
waérts-Streulicht) und die Granularitat (Seitwarts-Streu-
licht) der einzelnen Zellen. Das verwendete Messgeréat
(FACS Calibur) verfiigte uber zwei Laser. Damit war die
Messung von insgesamt sechs Parametern pro Zelle mog-
lich. Es wurden die Farbstoffkonjugate Fluorothioisocya-
nat (FITC), Allophycocyanin (APC) und Phycoerythrin
(PE) bei der Farbung der Zellen verwendet.

Zur Farbung intrazelluldrer Proteine, wurden 10 x 10° Mo-
nozyten in einem Volumen von 10 ml RPMI 1640 mit 10
% FCS, wie in 4.1.3 beschrieben, in kleinen Zellkulturfla-
schen kultiviert und DC generiert. An Tag sieben wurden
die DC in den Flaschen mit 10 ng/ml LPS stimuliert und
Metaboliten (Naz-D-2-HG, Na-a-Ketoglutarat, Naz-o-Ke-
toglutarat, alle 10 mM), gemeinsam mit Monensin (6,7
pl/10 ml), einer Substanz die den Transport von Proteinen
im Golgi, und somit deren Sekretion blockiert (Brodie
1981), fiir 16 Stunden hinzugeftigt.
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Nach 16 Stunden wurden die Zellen durch Abpipettieren
geerntet, inklusive Uberstand in ein 50 ml Reaktionsréhr-
chen Uberflhrt, gezéhlt und zentrifugiert. Nun wurde der
Kulturiiberstand verworfen, die Zellen in 1 ml Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS) resuspendiert, in ein Rohr-
chen tberfuhrt und erneut zentrifugiert (1600 rpm, 4 min,
4° C). Dieser Waschschritt mit PBS wurde zweimal durch-
gefiihrt. Im Anschluss wurde die PBS mit einer gelben
Spitze entfernt und die DC mit 1 ml/107 Zellen 4 %-igem
Paraformaldehyd (pH 7,0) fur 20 min bei Raumtemperatur
fixiert. Danach folgten erneut zwei Waschschritte mit
PBS. Im Anschluss wurden die Zellen tiber Nacht bei 4° C
gelagert.

Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen erneut zent-
rifugiert (1600 rpm, 4 min, 4° C), die PBS verworfen, die
Zellen in ca. 2 ml Waschpuffer (aus Cytofix/Cytoperm
Plus Kit) aufgenommen und auf Rohrchen verteilt. Nach
erneutem Zentrifugieren (1600 rpm, 4 min, 4° C), wurde
der Waschpuffer abgeschiittet und die jeweiligen Antikor-
per dem verbliebenen Zellpellet zugefligt. Entsprechend

der Vorgabe der Antikorperhersteller, wurden die Zellen
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ohne Licht fir 30 Minuten bei Raumtemperatur bzw. bei
4° C inkubiert.

Im Anschluss wurden ca. 2 ml Waschpuffer (aus Cyto-
fix/Cytoperm Plus Kit) in die R6éhrchen zugegeben, ein
weiterer Zentrifugationsschritt (1600 rpm, 4 min, 4° C)
durchgefiinrt und der Uberstand verworfen. Dieser
Waschschritt wurde anschlielend nochmals mit Wasch-
puffer (aus Cytofix/Cytoperm Plus Kit) durchgefihrt.
Letztendlich wurden die Zellen in 400 ul 1 %-igem Paraf-
ormaldehyd aufgenommen und mittels FACS Calibur die
intrazellulare Expression verschiedener Proteine gemes-
sen.

Die Analyse erfolgte anschlieBend mittels FlowJo Soft-

walre.

4.2.3 Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest
(ELISA)

Zur Bestimmung der Zytokinkonzentration in den Uber-

standen (Tumornekrosefaktor [TNF], IL-6, IL-10, IL-

12p70 und MCP-1) wurden industriell hergestellte En-

zymgekoppelte Immunabsoptionstest (ELISA) Kits ver-

wendet. Die Kulturtiberstande wurden hierfir, wie in 4.1.4

beschrieben, gewonnen.
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Bei dieser Methode bindet das zu analysierende Antigen
an den sogenannten Coating-Antikérper. Dieser
,,Coating“-Antikorper ist an die feste Oberflache einer
Mikrotiterplatte gebunden. An das gebundene Antigen
bindet anschlieBend der Detektionsantiktrper, der mit ei-
nem Marker (hier ein Enzym) gekoppelt ist. Dieser Marker
lasst bei der Umsetzung eines zugegebenen Substrats ei-
nen Farbstoff entstehen. Uber die Starke der Fluoreszenz
konnen Rickschlusse auf die Konzentration des gesuchten
Antigens gezogen werden (Freudig und Sauermost 2004).
Die Analyse der einzelnen Zytokine erfolgte mittels ,,Duo-
Set ELISA*, entsprechend dem Herstellerprotokoll. Die
Messungen wurden mit einem ,,Emax precision

microplate reader* durchgefiihrt.
4.3  Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Herstellung von Zelllysaten mit RIPA-
Puffer

Fir die Herstellung von Zelllysaten mit Hilfe von RIPA-

Puffer, wurden Monozyten entsprechend Protokoll ge-
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wonnen (siehe 4.1.2), DC nach Protokoll (siehe 4.1.3) ge-
neriert und in 6-Well-Platten kultiviert. Gleichzeitig er-
folgte die Aktivierung der Zellen mit 100 ng/ml LPS, wah-
rend eine Negativkontrolle unstimuliert blieb. Zudem wur-
den die DC mit jeweils einem der Metaboliten Na,-D-2-
HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat, Glutamat
(alle 10 mM) oder Milchséure (15 mM) behandelt.

Nach 24 Stunden wurde mit der Lysatherstellung begon-
nen. Hierfur wurde ein gebrauchsfertiger Lysepuffer
(RIPA-Puffer), dem zuvor eine Tablette von Complete
Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets zugesetzt wurde,
verwendet (Gesamtvolumen 10 ml). Der Lysepuffer
wurde bei -20° C aufbewahrt und erst kurz vor der Anwen-
dung aufgetaut.

Die Zellsuspensionen aus den Kavitaten der 6-Well-Plat-
ten wurden in 50 ml Réhrchen Gberflhrt. AnschlieRend
wurden die Zellen zentrifugiert (1300 rpm, 7 min, 4° C)
und zweimal im Rohrchen mit PBS gewaschen (siehe
4.2.2). Parallel wurden die einzelnen Vertiefungen der 6-
Well-Platten zweimal mit PBS gespdilt, um einige adha-
rente Zellen zu l6sen. Nach dem zweiten Waschschritt

wurde die PBS aus den Vertiefungen zur Zellsuspension
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hinzugegeben und die vereinigten Zellen in ein 1,2 ml
Rohrchen Uberfuhrt und gezahlt, erneut zentrifugiert und
der Uberstand verworfen.

AnschlieBend wurden in jede Vertiefung 50 pl RIPA-Puf-
fer-Gemisch gegeben, die restlichen verbliebenen Zellen
mit einem Zellschaber abgeschabt und das Lysat aus den
Vertiefungen in die 1,2 ml Rohrchen mit den gewaschenen
Zellen tberfuhrt. Nun wurden die Proben eine Minute ge-
schittelt und im Anschluss fir finf Minuten bei -20° C
inkubiert. Daraufhin wurden die Proben wieder aufgetaut,
erneut flr eine Minute geschittelt und in flussigem Stick-
stoff schockgefroren, um sie nun fir mindestens 24 Stun-
den bei -80° C aufbewahrt.

4.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde ermittelt,
um spater bei der Gelelektrophorese gleiche Proteinmen-
gen auftragen zu konnen. Dies erfolgte mit Hilfe des Bio-
Rad Dc Protein Assay, dessen Prinzip auf die Methode
nach Lowry zurlckzufihren ist (Lowry et al. 1951). Bei

der sogenannten Biuret-Reaktion bildet sich zwischen
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Cu?*-lonen und den Peptidbindungen der Proteine in alka-
lischer Losung ein blau-violetter Komplex. Im néchsten
Schritt kommt es zur Reduktion der Cu?*- zu Cu*-lonen,
welche nun das gelbliche Folin-Ciocalteu-Reagenz (Mi-
schung aus Molybdén- und Wolfram-Heteropolysauren)
zu Molybdan- und Wolframblau reduzieren. Die entste-
hende blaue Farbung kann bei verschiedenen Wellenl&n-
gen gemessen werden. Die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben mit einer Probenverdinnung von 1:5.
Als Standard diente Rinderserum-Albumin, dessen Mess-
obergrenze bei 1,5 mg/ml festgelegt wurde.

4.3.3 Herstellung von Zelllysaten mit Hilfe von
Phosphatase-Inhibitoren

Fur die Herstellung von Zelllysaten mit Hilfe von Phos-
phatase-Inhibitoren, wurden Monozyten entsprechend
Protokoll gewonnen (siehe 4.1.2), DC nach Protokoll
(siene 4.1.3) generiert und in 6-Well-Platten kultiviert.
Hierbei erfolgte die Aktivierung der Zellen mit 100 ng/ml
LPS, wéhrend eine Negativkontrolle unstimuliert blieb.
Zudem wurden die DC mit jeweils einem der Metaboliten
Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat,
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Glutamat (alle 10 mM) oder Milchsaure (15 mM) behan-
delt. Nach einer oder 24 Stunden wurde mit der Lysather-
stellung begonnen. Dazu wurde zunéchst ein zytoplasma-
tischer Extraktionspuffer (CEB-Puffer) hergestellt, der
Uber Monate bei 4° C gelagert werden kann. Des Weiteren
wurden ein ,,Pre-Equilibration*“-Puffer, sowie ein Lyse-
Puffer frisch zubereitet.

Diese Art der Lysatherstellung ermdglicht, mit Hilfe der
Phosphatase-Inhibitoren, den Erhalt der Phosphorylierung
der verschiedenen Proteine. In der Folge kdnnen die Pro-
teine im phosphorylierten, sowie im nicht-phosphorylier-

ten Zustand mittels Western Blot nachgewiesen werden.

Herstellung der erforderlichen Puffer:

Tabelle 4.3-1: CEB-Puffer

Substanz Pufferkonzentration
Ethylendiaminessigsaure 1mM
KCL 60 mM

Trishydroxymethyl-Aminome- | 1 M
than, pH 7,9

In destilliertem H>O

59



Methoden

Tabelle 4.3-2: ,,Pre-Equilibration“-Puffer

Substanz Stock-L06- Pufferkon-
sung zentration

Aprotinin 2 mg/ml 2 ug/ml

Dithiothreitol 100 mM 1mM

Ethylendiaminessig- | 500 mM 1,5mM

saure, pH 8,0

Ethylenbis 200 mM 1 mM

(oxyethylennitrilo)-

tetraessigsaure

Leupeptin 1 mg/ml 2 ug/ml
NaF 1M 50 mM
NaOrthovanadat 200 mM 1 mM

NaPyrophosphat 250 mM 25 mM
Pepstatin A 1 mg/ml 2 ug/ml
R-Glyzerophosphat | 1 M 50 mM

in CEB-Puffer
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Tabelle 4.3-3: Lyse-Puffer

Substanz Stock-L6- Pufferkon-
sung zentration

1,10-Phenantrolin 0,1 mg/mi 1mM

Bestatin 5 mg/mi 10 pg/ml

Chymostatin 20 mg/ml 100 pg/ml

N[N-(L-3-trans-Car- | 3 mg/ml 3 pg/ml

boxyoxirane-2-Car-

bonyl)-L-Leucyl-

Agmatin

Nonidet P40 10 % 0,4 %

in Pre-Equilibration-Puffer

Die Zellen wurden nach der Inkubationsdauer aus den 6-

Well-Platten abpipettiert, in 15 ml Réhrchen lberfihrt, ge-
zahlt und zentrifugiert (3500 rpm, 4 min, 4° C). Der Uber-
stand wurde abpipettiert, fir ELISA in 1,5 ml Réhrchen

aliquotiert und bei -20° C aufbewahrt.

Wenige, in den 6-Well-Platten verbliebene adharente DC,

wurden mit PBS gespult, und die PBS in das 15 ml Rohr-

chen Uberfihrt. Die Zellen in den 15 ml Réhrchen wurden

in der PBS resuspendiert, abzentrifugiert (3500 rpm,
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4 min, 4° C) und der Uberstand verworfen. Dieser Wasch-
schritt wurde zweimal durchgefihrt und die Zellen hierbei
in ein 1,5 ml Réhrchen tberfihrt.

Die Wasch-PBS wurde nun mit einer Pipette vollstandig
entfernt. In jede Vertiefung der 6-Well-Platten, sowie in
jedes Rohrchen, wurden 500 pl ,,Pre-Equilibration*-Puffer
gegeben. Die Behandlung der Zellen mit ,,Pre-Equilibra-
tion“-Puffer, der hauptséchlich Protease- und Phosphatas-
einhibitoren enthielt, diente der Vorbereitung der Zellen
auf die nachfolgende Lyse mit dem Lyse-Puffer. Anschlie-
Rend wurden die Platten vier Minuten auf Eis inkubiert.
Nun wurde der Puffer von den Vertiefungen in die Réhr-
chen uberfiihrt. Die R6hrchen wurden erneut abzentrifu-
giert (3500 rpm, 4 min, 4° C) und der Uberstand abpipet-
tiert und verworfen.

Im Anschluss wurden in jede Vertiefung 50 pl Lyse Puffer
pro 10 x 108 Zellen pipettiert. Mit einem Zellschaber wur-
den die verbliebenen adhérenten Zellen in den Kavitaten
der Platten abgekratzt, der Puffer mit den lysierten Zellen
aus den Kavitaten in die 1,5 ml Réhrchen tberfiihrt und
diese fur zehn Minuten auf Eis inkubiert.

Danach wurden jeder Probe 60 pl 2 x Sodium Dodecyl
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Sulfat (SDS)-Probenpuffer (s. 4.3-4) hinzugefugt und mit
einer Pipettenspitze gut durchmischt. Die R6hrchen wur-
den fur zehn min bei 95° C unter Schitteln gekocht und
der Probeninhalt auf jeweils drei 1,5 ml Réhrchen aufge-
teilt. Die Aufbewahrung erfolgte bei -80° C.

Eine Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben
war bei dieser Methode nicht mdglich, da SDS den Nach-
weis stort (s.4.3.4).

434 Vorbereitung und Auftragen der Proben

Nach Herstellung der Lysate, sowie der Proteinbestim-
mung wurden die Proben fur die Gelelektrophorese vorbe-
reitet. Die Proteinproben (mit RIPA-Puffer gewonnen)
wurden aufgetaut und abzentrifugiert (3500 rpm, 4 min).
20 pg Protein wurden entnommen und mit PBS auf 20 pl
aufgefillt. Mit zweifach konzentriertem SDS-Probenpuf-
fer (s.u.) wurden die Proben 1 + 1 verdiinnt (Proteinkon-
zentration nun 0,5 pg/pl) und fir zehn Minuten bei 95° C
unter Schitteln gekocht. AnschlieRend wurden die Proben
kurz abzentrifugiert und bis zur Verwendung auf Eis ge-
stellt.
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Proben, die mit Hilfe von Phosphatase-Inhibitoren herge-
stellt wurden, wurden ohne Verdiinnen zehn Minuten bei
95° C gekocht, anschlielend kurz abzentrifugiert und di-

rekt aufgetragen.

Tabelle 4.3-4: Herstellung von zweifach konzentriertem SDS-
Probenpuffer

SDS 29
Bromphenolblau 10 mg
Glycerin 10 ml

Trishydroxymethyl-Aminomethan-Puffer | 5 ml
(1,07 M; pH 6,8)

2-Mercaptoethanol 5mil

In 50 ml destilliertem H,O

Glycerin besitzt eine hohe Dichte wodurch das Gemisch
aus Probe und Probenpuffer bei Auftragen in die Gel-
taschen besser absinkt und dort verbleibt. Die Zugabe von
Bromphenolblau ermdglicht das bessere Beobachten des
Laufverhaltens der Proben wahrend der Gelelektophorese.
Gleichzeitig werden die Disulfidbriicken der Proteine,

welche einzelne Polypeptidketten miteinander verbinden,
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durch das 2-Mercaptoethanol reduziert. Durch die Bin-
dung des SDS an die Proteine, wird deren Eigenladung
uberlagert. Zudem stof3en sich die stark negativ geladenen
SDS-Molekiile gegenseitig ab, wodurch ihre Anlagerung
an Proteine deren Faltung I6st. Durch diese VVorgange geht
der Einfluss von Struktur und Eigenladung der Proteine
auf die Gelelektrophorese verloren und es kann eine Auf-
trennung erfolgen, die nur von der GroRe und damit der
Masse der Proteine abhédngt (Freudig und Sauermost
2004).

435 Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von denaturierten
Proteinen mit einem diskontinuierlichen Gelsystem. Diese
von Laemmli 1970 entwickelte Methode, bewirkt die
Wanderung der Proteine vom Minus- zum Pluspol, des aus
Acrylamid und Bisacrylamid bestehenden Gelnetzes. Das
Gelnetz ist diskontinuierlich, da es sich aus einer Sammel-
gel- und einer Trenngelschicht zusammensetzt, welche

sich in ihrer Salz- und Acrylamid-Konzentration unter-
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scheiden. Durch diesen Versuchsaufbau werden die Prote-
ine im Bereich des Sammelgels so gestapelt, dass sie
gleichzeitig in das Trenngel eintreten konnen (Laemmli
1970).

In dieser Arbeit wurden Trenngele mit einer Acrylamid-
konzentration von 12 % und Sammelgele mit einer Ac-
rylamidkonzentration von 5 % eingesetzt. Das SDS-Gel
wurde am Tag vor der Gelelektrophorese gegossen, um ein
vollstandiges Auspolymerisieren zu garantieren. Entspre-
chend der Tabelle 4.3.-7 wurde die Stammldsung des
Trenngels vorbereitet und sofort verwendet. Durch Zu-
gabe der Ammonium-Persulfat (APS)-Losung als Poly-
merisationsinitiator und N,N,N",N"-Tetramethylethylen-
diamin 0,775 g/ml (TEMED) als Polymerisationskatalysa-
tor wurde die Polymerisation gestartet.

Das Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten, die Uber
Gummidichtungen abgedichtet wurden, gegossen und an-
schlieBend mit Isopropanol tberschichtet. Zur Auspoly-
merisierung wurde es ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurde das Sammelgel entspre-
chend Tabelle 4.3-8 gemischt, das Isopropanol entfernt

und stattdessen das Sammelgel luftblasenfrei zwischen die
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zwei Glasplatten eingeftllt. In das Sammelgel wurde ein
Kamm gedrickt, welcher zur Aussparung von Probenta-
schen in dem Gel flhrte. Nach der Auspolymerisierung
wurde das Gel in feuchte Tlcher gewickelt und tiber Nacht
bei 4° C aufbewahrt.

Am ndchsten Tag wurde das SDS-Gel in eine Elektropho-
resekammer montiert und mit 1 x Laemmlipuffer (1:5 in
destilliertem H>O, Endvolumen 500 ml) geftllt und Gber-
schichtet. Der Kamm wurde vorsichtig aus dem Sammel-
gel entfernt und die im Gel befindlichen Probentaschen
vorsichtig mit einer Spritze mit Laemmlipuffer gespiilt. In
einen Kamm mit zehn oder elf Taschen wurden jeweils 10
Mg (10 pg/10 pl bei Nuklearen Faktor des k-leichten Po-
lypeptidgen-Enhancers in B-Zellen, Inhibitor a [NFkB])
oder 2,5 ug (2,5 pg/5 pl bei Indolamin 2,3-Dioxygenase
[IDQ]) der vorbereiteten Proben (s. 4.3.4) aufgetragen.
Von den Proben, die mit Hilfe von Phosphatase-Inhibito-
ren hergestellt wurden, wurden jeweils 15 pl in eine Ta-
sche pipettiert. Eine Tasche wurde mit 5 pl Kaleidoscope
Prestained Precision Plus Standard, als Molekularge-

wichtsstandard, beladen.
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Tabelle 4.3-5: Erforderliche Lésungen fur die SDS-Gelelektro-

phorese
Sammelgel- | 0,5 M Trishydroxy- | in destilliertem
puffer methyl-Aminome- H20 (500 ml)
than, pH 8,8
Trenngel- 1,5 M Trishydroxy- | in destilliertem
puffer methyl-Aminome- H20 (500 ml)
than, pH 8,8
SDS (10 %) | 10 % SDS in destilliertem
H20 (100 ml)
APS (10 %) | 10 % APS in destilliertem
H20 (1 ml),

vor jeder An-
wendung frisch

herstellen

Tabelle 4.3-6: Herstellung des finffach konzentrierten Laemmli-

puffer
Trishydroxymethyl-Aminomethan | 40 mM
Glycin 0,95 M
2x SDS 0,5 %

In destilliertem H2O 16sen
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Tabelle 4.3-7: Herstellung der SDS-Gel-Stammlésungen

Zugegebene Lo-

Trenngel-

Sammelgel-

sung Stammldsung | Stammldsung (5
(12 %) %)

Sammelgelpuffer | - 25 ml

Trenngelpuffer | 25 ml -

SDS (10 %) 1ml 1mil

Rotiphorese Gel | 40 ml 16,65 mi

30

Mit destilliertem H>O auf jeweils 100 ml Endvolumen

auffillen

Tabelle 4.3-8: Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gel

Zugegebene Lo-

Trenngel, 12 %

Sammelgel, 5

sung %
Sammelgel- - 6 ml
Stammldsung

Trenngel- 5ml -
Stammldsung

TEMED 5ul 6 pl
APS (10 %) 40 pl 30 ul
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Uber dem Gel wurde fiir ca. 20 Minuten eine Spannung
von 80 Volt angelegt, bis die Proben in das Sammelgel
hineingelaufen waren. Nun erh6hte man die Spannung auf
100 Volt und lie die Banden durch das Sammelgel hin-
durchwandern. Bei Erreichen des Trenngels wurde die
Spannung fur ca.100 Minuten auf 120 Volt erhoht. Er-
reichte die Lauffront den unteren Rand des Gels, wurde

die Gelelektrophorese beendet.

4.3.6 Western Blot

Nach dem Auftrennen der Proteine mit SDS-PAGE, wur-
den die Proteine aus dem SDS-Gel mit Hilfe eines semit-
rockenen Systems elektrophoretisch auf eine Immobilon-
P Transfer Membran transferiert (Towbin et al. 1979).
Dadurch konnten bestimmte Proteine immunologisch
nachgewiesen werden.

Hierflr wurden zundchst drei Puffer zubereitet:

Tabelle 4.3-9: Herstellung des Anoden-Puffer A
Trishydroxymethyl-Aminomethan  (pH | 36,3 g

10,4)
Methanol 200 ml

mit destilliertem H2O auf 1 | Endvolumen auffiillen
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Tabelle 4.3-10: Herstellung des Anoden-Puffer B
Trishydroxymethyl-Aminomethan (pH 3,03¢g

10,4)
Methanol 200 ml

mit destilliertem H>O auf 1 | Endvolumen auffillen

Tabelle 4.3-11: Herstellung des Kathoden-Puffer C
g-Amino-n-Capronsaure (pH 7,6) 524

Methanol 200 mli

mit destilliertem H2O auf 1 | Endvolumen auffiillen

Die Immobilon-P Transfer Membran wurde in etwa auf
die GroRe des SDS-Gels zugeschnitten und in Isopropa-
nol fir zwei Minuten getrankt. AnschlieRend wurde sie in
Anoden-Puffer B dquilibriert. Zudem wurden Whatman 3
mm Filterpapiere auf GrolRe des SDS-Gels zugeschnitten
und jeweils drei davon in einem der Puffer getrankt. Die
drei in Anoden-Puffer A getrénkten Filterpapiere wurden
luftblasenfrei auf eine Halbtrockenzelle (Anode) gelegt.
Darliber wurden biindig die drei in Anoden-Puffer B ge-
trankten Filterpapiere (ebenfalls luftblasenfrei) plaziert.
Das SDS-Gel wurde aus der Elektrophoresekammer ent-
nommen und vorsichtig in Anoden-Puffer B gelegt. Nun
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wurde die angefeuchtete Membran auf die Filterpapiere
gelegt und das SDS-Gel luftblasenfrei darauf gebettet.
Die drei in Kathoden-Puffer C befindlichen Filterpapiere
wurden auf dem SDS-Gel luftblasenfrei plaziert und die
Halbtrockenzelle mit dem oberen Teil, der Kathode, ver-
schlossen. Der Blot erfolgte flr eine Stunde bei 11 V.
Die angelegte Spannung bewirkte eine Wanderung der
Protein-SDS-Komplexe in Richtung Anode, welche hier-

bei in der Membran héngen blieben.

4.3.7 Immunodedektion

Die anschliefende Immunodedektion zur Visualisierung
des Blots, fand nach dem Prinzip der Chemilumineszenz
statt, welche spezifische Antikdrper und ein ,,enhanced

chemiluminescence (ECL)-Detection Kit beinhaltet.

Bendtigte Puffer:

Tabelle 4.3-12: Herstellung von zehnfach konzentriertem Tris-
hydroxymethyl-Aminomethan gepufferte Salzlésung (TBS)-Puf-
fer

Trishydroxymethyl-Aminomethan | 45,8 ¢
Natriumchlorid 175,5¢

Salzséure pH 7,4 einstellen

Mit destilliertem H2O auf 2 | Endvolumen auffillen
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Tabelle 4.3-13: Herstellung von Waschpuffer
10-facher TBS-Puffer 100 ml

Polyethylen Glycol Sorbitan 1ml
Monolaurate (TWEEN 20)

mit destilliertem H>O auf 1 | Endvolumen auffillen

Tabelle 4.3-14: Herstellung von ECL-L&sung
Trishydroxymethyl-Aminomethan | 20 ml

(1M, pH 8,5)

p-Coumarin-Saure 13,14 g
Luminol 100 mg
Dimethyl Sulfoxid 2 mi

mit destilliertem H>O auf 200 ml Endvolumen auffillen

Die geblottete PVDF-Membran wurde zweimal fur zehn
Minuten in ca. 10 ml Waschpuffer unter Schiitteln gewa-
schen. Daraufhin wurde der Waschpuffer abgegossen und
die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur in 5 %-Ma-
germilchlésung (5 g Magermilchpulver in 100 ml Wasch-
puffer, filtriert) geschuttelt. Die Membran wurde Uber
Nacht bei 4° C in einer dem Primar-Antikorper entspre-
chend verdinnten Lésung (s. 3.5.2) in 5 %-Magermilchlo-
sung inkubiert.
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Am nachsten Tag wurde der Uberschissige Antikorper,
der nicht gebunden hatte, in drei Waschschritten mit
Waschpuffer (jeweils zehn Minuten Inkubationszeit bei
Raumtemperatur), entfernt. Daraufhin wurde die Memb-
ran eine Stunde bei Raumtemperatur mit Meerrettich-Per-
oxidase (HRP)-gekoppeltem sekundarem Antikorper (ein-
gesetzte Verdunnung s. 3.5.2), der die Fc-Region des Pri-
mar-Antikorpers erkennt, in 5 %-Magermilchlésung ge-
schittelt.

Es folgten erneut drei Waschschritte (jeweils 10 min) und
anschlieBend zwei Minuten Inkubation mit einer Substrat-
lI6sung aus 5 ml ECL-L&sung, versetzt mit 1,5 pl 30 %-
igem H20.. Die Position der aneinander gekoppelten An-
tikorper konnte mit Hilfe dieser ECL-Farbung ermittelt
werden.

Die Membran wurde nun in eine Fotokassette gelegt und
fixiert. In einer Dunkelkammer wurde ein autoradiogra-
phischer Film auf die Membran in die Kassette gelegt und
abhéngig von der Signalstérke des jeweiligen Antikorpers
unterschiedlich lang belichtet (1 s bis 20 min). Nach Ent-
wicklung des autoradiographischen Films, wurde dieser

erneut auf die Membran gelegt und der geblottete Standard
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nachgezeichnet. Nach 16sen der Membran aus der Kassette
und erneutem Waschschritt, erfolgte die Behandlung mit
Reblot Plus Mild (entsprechend Herstellerangaben), um
den gebundenen Antikdrper von der Membran zu l6sen
und dadurch den Nachweis eines anderen Antikorpers zu
ermoglichen. Zur Feststellung, wie viel Protein in den ein-
zelnen Proben vorhanden war, wurden alle Membranen
mit Anti-Aktin-Antikdrper als Kontrollen behandelt und

mit Hilfe eines autoradiographischen Films entwickelt.

4.3.8 Auswertung

Die entwickelten Filme wurden mittels Image Reader und
der Software Image Lab eingelesen und digitalisiert. An-
schlieBend erfolgte die zweifache Auswertung der Daten
mit den Funktionen ,,Volume* und ,,Line and Bands* der

Image Lab Software.

4.4  Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Methoden und Arbeiten wur-
den mit RNase-/DNase-freien Filterspitzen und
RNase/DNase-freiem H.O (PCR-Wasser) durchgefiihrt.
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44.1 Isolation von RNA aus DC

Fur die Durchfuhrung einer Genexpressionsanalyse,
musste zunadchst die RNA der Zellen gewonnen werden.
Nach Gewinnung von Monozyten (siehe 4.1.2) und Gene-
rierung von DC (siehe 4.1.3), wurden diese in 6-Well-Plat-
ten kultiviert. Die Aktivierung der DC erfolgte mit 100
ng/ml LPS, wahrend eine Negativkontrolle unstimuliert
blieb. Einige der Proben wurden mit jeweils einem der
Metaboliten Na,-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-
Ketoglutarat, Glutamat (alle 10 mM) und Milchséure (15
mM) behandelt (siehe 4.1.3). Nach vier Stunden Inkuba-
tion, wurden die Zellen durch Abpipettieren geerntet, in-
klusive Uberstand in ein 50 ml Reaktionsréhrchen iber-
fuhrt, gez&hlt und mit 1300 rpm fir sieben Minuten zent-
rifugiert. Nun wurde der Kulturiberstand abgenommen
und aliquotiert, sowie die Zellen in PBS resuspendiert.
Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand ver-
worfen und dieser Waschvorgang mit PBS wiederholt.
AnschlieRend wurden die wenigen verbliebenen Zellen in
den Vertiefungen der Platte mit 350 pul RLT-Puffer (aus
dem RNeasy Mini-Kit) versetzt und mit einem Zellschaber

lysiert. Der Puffer mit den lysierten Zellen wurde nun aus
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der Vertiefung in das 50 ml Réhrchen mit dem Zellpellet
iiberfiihrt. Nach Zugabe von 2 % [B-Mercaptoethanol,
wurde das Zellpellet mehrmals durch eine Spritze mit gel-
ber Kantle (20 G) gezogen und die Zellen somit lysiert.
Die Isolierung der RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini-
Kit, den Herstellerangaben entsprechend. Die Konzentra-
tion und Reinheit der isolierten RNA wurde photometrisch
mit Hilfe des Spektralphotometers NanoDrop ND1000 be-
stimmt.

Die isolierte RNA wurde entweder sofort in komplemen-
tdre DNA (cDNA) umgeschrieben oder bis zur reversen
Transkription bei -80° C gelagert.

4.4.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der PCR werden spezifische DNA-Fragmente in vitro
amplifiziert. Um den zu amplifizierenden Bereich der
DNA zu flankieren, werden eine DNA-Vorlage, eine hit-
zestabile DNA-Polymerase, sowie ein sequenzspezifi-
scher Oligonukleotid-Primer bendtigt (Mullis et al. 1986).
In dieser Arbeit wurde eine spezielle Form der PCR ange-
wendet, die quantitative Polymerasekettenreaktion in
Echtzeit (RT-qPCR), welche die Quantifizierung der Ex-

pressionsstarke von Genen ermdglicht. Hierflr musste die
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gewonnene RNA zuné&chst durch reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben werden (siehe 4.3.2.1), da eine
RNA-Amplifikation durch die eingesetzten DNA-Poly-

merasen nicht maéglich ist.

4421 Reverse Transkription

Die Transkription der isolierten RNA in cDNA, erfolgte
unter Verwendung des Promega Kit, mit Hilfe der rever-
sen Transkriptase aus einem murinen Leukdmie Virus
(Stamm Moloney; M-MLV), Deka-Nukleotid-Primern
mit zufalliger Sequenz (Random-Decamer-Primer) und 2-
Desoxy-Ribonukleosid-5"-Triphosphaten (dNTPs). Je-
weils 500 ng einer isolierten RNA-Probe wurden zur Bil-
dung von cDNA verwendet. Die Reaktion wurde in dick-
wandigen Reaktionsgefalen angesetzt und in einer PCR-

Thermocycler inkubiert.
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Tabelle 4.4.1: Ablauf der reversen Transkription
Denaturierungsschritt:

Isolierte RNA (500 ng) 0,5ug
Random-Decamer-Primer 1l
dNTPs (je 10 uM) 1l
PCR-Wasser 12,5 pul

5 min Inkubation bei 65° C, auf Eis stellen, abzentrifu-

gieren.

Inkubationsschritt:

M-MLV-Puffer (5x) 4 ul

2 min Inkubation bei 42° C.

Reverse Transkription:

M-MLYV Reverse Transkriptase | 1 pl

50 min Inkubation bei 42° C
Inaktivierung der M-MLV:

15 min Inkubation bei 70° C

Gesamtvolumen der
Reaktion: 20ul
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4422 Quantitative Polymerasekettenreaktion
(RT-gPCR)

Nach der Transkription der zu untersuchenden RNA in
CDNA (siehe 4.3.2.1), erfolgte die Amplifikation der DNA
mit Hilfe der RT-gPCR. Bei dieser Methode wird ein
Farbstoff verwendet (z.B.”SYBR-Green”), welcher sich in
doppelstrangige DNA einlagert und in dieser gebundenen
Form fluoresziert. Nach jedem PCR-Zyklus wird vom
PCR-Gerét (Realplex Mastercycler epGradient S) die Flu-
oreszenzmenge registriert und bestimmt. Die Fluoreszenz-
menge ist zur Menge der amplifizierten DNA proportio-
nal. In der frihen und zugleich exponentiellen Phase der
PCR, erfolgt die Quantifizierung der PCR-Produkte. Hier-
bei wurde ein sogenannter “cycle threshold” (ct)-Wert fur
jede gemessene Probe vom PCR-Gerat bestimmt. Dieser
ct-Wert beschreibt den PCR-Zyklus, in dem die Fluores-
zenz in einer Probe erstmals den Wert der Hintergrundflu-
oreszenz Ubersteigt. Durch Amplifikation von cDNA aus
Positivkontrollen und den daraus ermittelten ct-Werten,
wurde fiir jedes untersuchte Gen eine Standardgerade er-
stellt. Mit Hilfe dieser Standardgeraden konnte dem ct-
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Wert einer Probe, die relative cDNA-Menge zugeordnet

werden.

44221 Reaktionsansatz der RT-gPCR

Die quantitative RT-qPCR wurde mit Hilfe des QuanFast
SYBR-Green-Kit durchgefuhrt.

In PCR-Platten mit 96 Vertiefungen in einem Volumen
von 10 pl wurden die Reaktionen angesetzt. Die verwen-
dete cODNA wurde 1:10 in PCR-Wasser verdinnt.

Der Reaktionsansatz enthielt je Vertiefung:
Tabelle 4.4.1: Reaktionsansatz einer RT-qPCR

Quantifast SYBR-Green-Mi- 5,0 ul
schung

Sense-Primer (10 uM) 0,5 ul
Antisense-Primer (10 uM) 0,5 ul
PCR-H20 3,0 ul
cDNA-Probe 1pl

Jede Probe wurde in Triplikaten aufgetragen und gemes-
sen.
Die PCR-Platte wurde vorsichtig mit einem Heatsealing-

Film Gberzogen und mit einem ,,Heat Sealer versiegelt.

81



Methoden

Kurz vor dem Beginn des PCR-Verfahrens, wurde die

Platte zentrifugiert und heruntergekihlt. Die RT-qPCR er-

folgte mit Hilfe des Realplex Mastercycler epGradient S

nach dem folgenden Programm:

Tabelle 4.4.1: RT-gPCR-Programm

Reaktionspa-

PCR-Schritt:
rameter:
Initiales Aufschmelzen 95° C, 5 min
Aufschmelzen, Hybri-
. 95°C, 8s
disierung 45 Zyklen
Elongation 60° C, 20s
95°C,15s
65°C, 155
Schmelzkurve
65-95° C,
10 min

Zur Quantifizierung und Effizienzkontrolle der Reaktion,

wurde eine Standardkurve angelegt. Hierfir wurde bei je-

der RT-gPCR-Messung, neben den zu analysierenden Pro-

ben, eine Verdinnungsreihe angelegt (unverdinnt, 1:10,
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1:50, 1:100, 1:500, 1:1000), welche eine fur das zu unter-
suchende Gen positive Probe enthielt.

Die Realplex-Software berechnete die relative cDNA-
Menge in den einzelnen Proben, indem sie die Steigung
der Standardgeraden sowie den Schnittpunkt der Stan-
dardgeraden mit dem y-Achsenabschnitt ermittelte.
Anhand des Verlaufs der jeweiligen Schmelzkurve wurde
die spezifische Amplifikation des gewiinschten PCR-Pro-
duktes kontrolliert. Die erhaltenen Daten wurden auf die
jeweilige Menge von 18S rRNA in den Proben, welche
ebenfalls durch RT-gPCR ermittelt wurden, normalisiert.

4.5 Bestimmung des Sauerstoffgehalts in Kul-

turen von DC

Die Bestimmung des Sauerstoffgehalts in Kulturen huma-
ner DC, erfolgte mit Hilfe des nicht-invasiven Sensor-
Dish-Reader-Systems. Hierbei werden spezielle 24-Well-
Mikrotiterplatten (PreSens Oxodish OD24 Platten) ben6-
tigt. Diese besitzen in den Vertiefungen einen fluoreszie-
renden Farbstoff, der als Sauerstoffsensor fungiert. Wah-

rend der Messung stehen die speziellen Mikrotiterplatten
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auf einer Messeinheit (SensorDish Reader) in einem Brut-
schrank. Der fluoreszierende Farbstoff in den Vertiefun-
gen der Platte reagiert nun auf die verschiedenen Sauer-
stoffkonzentrationen in der Kultur und wird von der Mes-
seinheit mittels Leuchtdiode angeregt. Anschlieend re-
gistriert die Photodiode der Messeinheit das emittierte
Licht des Farbstoffs. Das gewonnene Signal wird Uber ei-
nen angeschlossenen Computer in die SensorDish-Reader-
Software importiert und in mg/l Sauerstoff umgerechnet.
Fir diese Methode wurden Monozyten entsprechend Pro-
tokoll gewonnen (siehe 4.1.2) und DC entsprechend Pro-
tokoll generiert (siehe 4.1.3). Nach sieben Tagen wurden
die Zellen abpipettiert, gezahlt und in einer Konzentration
von 1 x 10° DC/Vertiefung in einer PreSens Oxodish
OD24 Platte ausgesat. Zugleich erfolgte die Stimulation
der Zellen mit 100 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS), sowie
die Behandlung mit den Metaboliten D-2-Hydroxyglutarat
(10 mM) oder Rotenon (0,5 pM).

Fur die Messung der Sauerstoffkonzentration in den Uber-
stdnden der Zellen, wurde die PreSens Oxodish OD24
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Platte bei 5 % CO> inkubiert. Die Aufzeichnung des Sauer-
stoffgehalts in den ZellUberstdnden der einzelnen Vertie-
fungen, erfolgte tUber 24 Stunden (Messung alle 30 s).

4.6  Messung der mitochondrialen Aktivitat in
DC

Zur Analyse der Aktivitat mitochondrialer Enzyme in DC,
wurde die 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-
2H-Tetrazolium-5-Carboxanilid (XTT)-Methode verwen-
det. Hierbei wird XTT auf der ZellauRenseite von metabo-
lisch aktiven Zellen zu einem Formazan-Farbstoff redu-
ziert. Dieser orange-gelbe Farbstoff wird photometrisch
erfasst, wobei die Absorption durch den Farbstoff zur Zell-
zahl proportional ist. Es wird davon ausgegangen, dass die
erfasste Reduzierung des XTT dem NADH/H*-Status der
Zellen entspricht, der hauptséchlich aus dem Zitratzyklus
der Mitochondrien herrtihrt (Berridge et al. 2005; Scudiero
et al. 1988).
Monozyten wurden entsprechend Protokoll gewonnen
(siehe 4.1.2) und DC wurden entsprechend Protokoll ge-
neriert (s. 4.1.3). Nach sieben Tagen wurden die Zellen ab-
pipettiert und gezéhlt. Die Zellen wurden in einer 96-Well-
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Platte in einer Konzentration von 100000 DC/1 ml/Vertie-
fung ausgesat und mit 10 ng/ml LPS stimuliert. Des Wei-
teren wurden die Metaboliten Na,-D-2-HG (10 mM) oder
Nikotinamid (1 mM und 10 mM), ein Inhibitor von Sirtui-
nen (NAD" abhéangige Protein Deacetylasen, Jang et al.
2012), hinzugegeben. Zusatzlich wurden 50 pl der XTT-
Losung (4 ml XTT labeling reagent + 60 ul Electron coup-
ling reagent) pro Vertiefung hinzugegeben. Nun wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten (5 min, 30 min, 1 h,2h,3h, 4
h) die Veranderung der Mediumfarbe der Vertiefungen
photometrisch mit Hilfe des SPECTRA Fluor Plus gemes-
sen. Bei der Analyse wurde der Nullwert (Farbe des Me-
diums ohne Zellen, ohne Metabolit und ohne XTT-L6-

sung) von der gemessenen Fluoreszenz abgezogen.

4.7  Statistische Auswertung

Der Messwerte der Versuche wurden gemittelt, sowie die
Standardabweichung berechnet. Signifikanzen zwischen
verschiedenen Versuchsanséatzen wurden mit Hilfe der
Software GraphPad Prism 6 unter VVerwendung des two-
tailed Mann-Whitney U Test ermittelt.
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5 Ergebnisse

Vordaten zeigten, dass das Di-Natriumsalz von 2-Hydro-
xyglutarat (2-HG) die Interleukin (IL)-12p70 Sekretion
von dendritischen Zellen (DC) konzentrationsabhangig
vermindert. Ein signifikanter Effekt ergab sich bei einer
Konzentration von 10 mM. Aufbauend auf diesen Daten,
wurde in den folgenden Experimenten Naz-2-Hydro-
xyglutarat (Naz-2-HG) in einer Konzentration von 10 mM
eingesetzt.

Als Kontrollmetaboliten wurden Glutamin und Glutamat
verwendet, da sie enge Strukturverwandte des Metaboliten
Naz-2-HG sind. Zudem wurde das Dinatrium Salz von o-
Ketoglutarat (Naz-o-Ketoglutarat) verwendet, da dieses
Salz den gleichen pH-Wert sowie die gleichen chemischen
Eigenschaften besitzt wie Na,-2-HG. Das Mononatrium
Salz von a-Ketoglutarat (Na-o-Ketoglutarat) wurde eben-
falls eingesetzt, um zu Uberprufen, ob das Mononatrium
Salz eine Auswirkung im Vergleich zu den Dinatrium Sal-
zen hat. Milchsdure, ein bekannter immunsupprimierender

Metabolit, wurde als Kontrolle eingesetzt.
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Da nur primare Zellkulturen verwendet wurden, traten er-
wartungsgemanl groRe Abweichungen zwischen den ein-
zelnen Spendern auf. Hierdurch ergaben sich zum Teil
sehr grofle Standardabweichungen. Daher wurde in den
dargestellten Auswertungen (soweit nicht anders ver-
merkt) die Lipopolysaccharid (LPS)-Kontrolle auf 100 %
gesetzt und die Daten darauf bezogen.

5.1 Einfluss von Naz-2-HG auf die Zytokinsek-

retion von DC

511 Einfluss von Naz-2-HG auf die IL-12p70-
Sekretion
Um den Effekt von Na.-2-HG auf die Zytokinproduktion
von DC zu analysieren, wurden Monozyten entsprechend
Protokoll gewonnen, DC generiert und in 6-Well Platten
in einer Dichte von 2 x 10° DC/3,2 ml/Vertiefung kulti-
viert (siehe 4.1.2 und 4.1.3). Die Aktivierung der Zellen
erfolgte durch die Zugabe von 100 ng/ml LPS, wahrend
eine Negativkontrolle unstimuliert blieb. Die DC wurden
mit Nap-D-2-Hydroxyglutarat (Nax-D-2-HG), Nap-L-2-
Hydroxyglutarat (Naz-L-2-HG), Glutamin, Na-a-Keto-
glutarat, Glutamat (alle 10 mM) oder Milchséure (15 mM)
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behandelt. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37° C, wurde
der Zytokingehalt im Uberstand mittels Enzymgekoppel-
tem Immunabsorptionstest (ELISA) bestimmt (siehe
4.2.3).

Wie erwartet stimulierte LPS die 1L-12p70 Produktion in
DC. Naz-D- sowie auch Na-L-2-HG hemmten diese Sti-
mulation signifikant. Ebenfalls eine signifikante Hem-
mung zeigte sich bei dem Kontrollmetaboliten Milch-
saure, wobei Naz-D- und Naz-L-2-HG einen stéarkeren Ef-

fekt hatten.
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Abbildung 5.1: Einfluss von Naz-D-2-HG und Naz-L-2-HG auf die IL-
12p70 Sekretion von DC

Aus humanen Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe
4.1.2 und 4.1.3). Die DC wurden mit 100 ng/ml LPS aktiviert. Gleichzeitig
wurde Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat, Glutamat
(alle 10 mM) oder Milchsaure (15 mM) hinzugegeben. Uberstande wurden
nach 24 h gesammelt und darin die 1L-12p70 Konzentration mit Hilfe eines
ELISA gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- SEM von vier unab-
hé&ngigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels two-tailed
Mann-Whitney U Test. *= signifikant gegentiiber der LPS-Kontrolle; iDC=
nicht aktivierte DC.

5.1.2 Einfluss von Naz-2-HG auf die Sekretion
von IL-10, TNF und MCP-1
Zum Vergleich wurden die Zytokine IL-10, IL-6, Tumor-

nekrosefaktor (TNF) und Monozyten Chemotaktisches
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Protein 1 (MCP-1) in den gewonnenen Uberstanden be-

stimmt.

Die Sekretion dieser untersuchten Zytokine wurde durch
LPS stark induziert. Na;-D-2-HG und Nay-L-2-HG fihr-
ten zu einer signifikant verstarkten Sekretion von IL-10
gegeniiber der LPS-Kontrolle. Auch die Kontrollmetabo-
liten Glutamin und Na-a-Ketoglutarat steigerten die I1L-10
Sekretion signifikant. Dies deutet an, dass dieser Effekt
nicht spezifisch fur Naz-D-2-HG und Nap-L-2-HG ist. Zu-
dem reduzierte Naz-D-2-HG die Sekretion von TNF signi-
fikant gegenuber der LPS-Kontrolle. Na,-L-2-HG sowie
die Kontrollmetaboliten Glutamin, Na-a-Ketoglutarat und
Glutamat hatten keinen Einfluss auf die Expression von
TNF. Die Sekretion von IL-6 und MCP-1 wurde von Nao-
D-2-HG und Naz-L-2-HG, sowie den Kontrollmetaboliten
Glutamin, Na-o-Ketoglutarat und Glutamat nicht beein-
flusst. Milchsdure fiihrte bei allen vier Zytokinen zu einer
signifikant reduzierten Sekretion.
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Abbildung 5.2: Einfluss von Naz-D-2-HG und Naz-L-2-HG auf die Zyto-
kinsekretion von DC

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2 und
4.1.3). Die DC wurden mit 100 ng/ml LPS aktiviert. Gleichzeitig wurde Nao-
D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat, Glutamat (alle 10 mM)
oder Milchsaure (15 mM) hinzugegeben. Uberstinde wurden nach 24 h ge-
sammelt und darin die Konzentration von IL-10, IL-6, TNF und MCP-1 mit-
tels ELISA gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- SEM von vier un-
abhéngigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels two-tailed
Mann-Whitney U Test. *= signifikant gegeniiber der LPS-Kontrolle; iDC=
nicht aktivierte DC.
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5.2 Einfluss von Naz-2-HG auf die IL-12p70
und IL-23 mRNA

Da sich durch die Verminderung der IL-12p70 Sekretion
in DC ein spezifischer Effekt durch Naz-2-HG ergab,
sollte die relative 1L-12p70 mRNA-Menge unter Einfluss
von Naz-2-HG, mit Hilfe einer quantitativen Polymerase-
kettenreaktion (RT-gPCR) bestimmt werden.

5.2.1 Einfluss von Naz-2-HG auf die mRNA-EXx-
pression der IL-12p70 Untereinheiten p35
und p40

Hierfir wurden aus Monozyten entsprechend Protokoll

DC generiert und in 6-Well Platten in einer Dichte von 2

x 10% DC/3,2 ml/Vertiefung kultiviert (siehe 4.1.2 und

4.1.3). Die Aktivierung erfolgte durch die Zugabe von 100

ng/ml LPS, wahrend eine Negativkontrolle unstimuliert

bieb. Die DC wurden mit Na>-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glu-
tamin, Na-a-Ketoglutarat, Glutamat (alle 10 mM) oder

Milchséure (15 mM) behandelt. Nach vier Stunden Inku-

bation (37° C) wurde mittels RT-qPCR entsprechend Pro-

tokoll (siehe 4.4.2) die Genexpression der Untereinheiten

des IL-12p70 (p35 und p40) analysiert (siehe Abb. 5.3).
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Das Gen IL-12A kodiert fir die Proteinuntereinheit p35,
wéhrend das Gen IL-12B fur die Untereinheit p40 kodiert
(Goriely et al. 2008).

Es zeigte sich, dass nahezu keine Expression der Unterein-
heiten in inaktiven DC vorliegt. Nach Stimulation der DC
mit LPS, ergab sich eine starke Expression der Unterein-
heiten. Nach Behandlung der aktivierten DC mit Na-2-
HG, verminderte sich die Expression beider Untereinhei-
ten, eine starkere Reduktion der Expression ergab sich bei
der Untereinheit IL-12B. Auch die Kontrollmetaboliten
Na-a-Ketoglutarat und Glutamin fiihrten zu einer vermin-
derten Expression der beiden Gene, die starkste Reduktion
bewirkte Milchsdure. Bei der Behandlung mit dem Kon-
trollmetaboliten Glutamat kann aufgrund einer sehr gro-
Ren Standardabweichung keine Tendenz beschrieben wer-

den.
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Abbildung 5.3: RT-qPCR Analyse der IL-12A und IL-12B mRNA-EXx-
pression

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2
und 4.1.3). Die DC wurden mit 100 ng/ml LPS aktiviert. Gleichzeitig wurde
Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat, Glutamat (alle 10
mM) oder Milchséure (15 mM) hinzugegeben. Nach vier Stunden Inkuba-
tion wurden Zelllysate hergestellt und daraus RNA isoliert. Nach erfolgter
reverser Transkription wurden die Proben mittels RT-gPCR (3.5) analysiert.
Die Daten zeigen die Genexpression der IL-12p70 Untereinheiten IL-12A
und IL-12B in Bezug auf die 18S RNA in DC. Die Daten zeigen den Mittel-
wert +/- SEM von jeweils drei unabhangigen Experimenten. Die statistische
Analyse erfolgte mit Hilfe des two-tailed Mann-Whitney U Test. iDC= nicht
aktivierte DC.

522 Einfluss von Naz-2-HG auf die mRNA-EXx-
pression der 1L-23 Untereinheit p19

Zudem sollte die Expression eines weiteren Mitglieds der

IL-12p70-Familie, des IL-23, auf mRNA-Ebene unter-

sucht werden. IL-23 setzt sich aus den Untereinheiten p40,

kodiert durch das Gen IL-12B, und p19, kodiert durch das
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Gen IL-23A, zusammen (Goriely et al. 2008). Da die Un-
tereinheit p40 auch eine Untereinheit des 1L-12p70 dar-
stellt, wird dessen Analyse nicht erneut beschrieben (siehe
5.2.1).

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC gene-
riert (siehe 4.1.2 und 4.1.3) und nach sieben Tagen in 6-
Well-Platten in einer Konzentration von 2 x 10° DC/3,2
ml/Vertiefung ausgesat. Gleichzeitig wurden die DC mit
100 ng/ml LPS aktiviert, wahrend eine Negativkontrolle
unstimuliert blieb. Zudem erfolgte die Behandlung der DC
mit Nax-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-o-Keto-
glutarat, Glutamat (alle 10 mM) oder Milchséure (15
mM). Nach vier Stunden Inkubation (37°C) wurde mittels
RT-gPCR entsprechend Protokoll (siehe 4.4.2) die Genex-
pression der Untereinheit p19 des IL-23 analysiert.

Bei der Analyse der mRNA mittels RT-gPCR zeigte sich,
dass auch das Gen IL-23A bei inaktiven DC kaum expri-
miert wurde, die Expression jedoch bei mit LPS aktivier-
ten DC stark anstieg. Wie in Abb. 5.4 zu sehen ist, hatte
keiner der Metaboliten einen signifikanten Effekt auf die
Expression des Gens. Naz-2-HG flhrte zu einer tendenzi-

ellen Reduktion der Expression des Gens IL-23A, wobei
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das L-Enantiomer einen stérkeren Effekt ausubte. Die
Kontrollmetaboliten Glutamin und Na-o-Ketoglutarat re-
duzierten die Expression ebenfalls, wobei Na-o-Keto-
glutarat den starksten aller Effekte auf das Gen austibte.
Glutamat und Milchsdure fiihrten tendenziell zu einer er-
hohten Expression des Gens, jedoch zeigte sich hierbei

eine grofe Abweichung der Einzelwerte.
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Abbildung 5.4: RT-gPCR Analyse der I1L-23A mRNA-Expression

Aus Monozyten entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2 und 4.1.3).
Die DC wurden mit 100 ng/ml LPS aktiviert. Gleichzeitig wurde Naz-D-2-
HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat, Glutamat (alle 10 mM) oder
Milchséure (15 mM) hinzugegeben. Nach vier Stunden Inkubation wurden
Zelllysate hergestellt und daraus RNA isoliert. Nach erfolgter reverser Tran-
skription wurden die Proben mittels RT-gPCR (3.5) analysiert. Die Daten zei-
gen die Genexpression von IL-23A der mRNA in Bezug auf die 18S RNA in
DC. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- SEM von jeweils drei unabhéngigen
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des two-tailed
Mann-Whitney U Test. iDC= nicht aktivierte DC.
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5.3  Analyse der Biosynthese der 1L-12p70 Un-

tereinheiten

Zur Analyse, inwieweit die Expression der mRNA IL-
12p70-Untereinheiten mit deren Proteinsynthese in DC,
bei Behandlung mit Naz-2-HG Ubereinstimmt, wurde
eine intrazellulare Bestimmung der I1L-12 Proteine mit-
tels Durchflusszytometrie durchgefihrt. Zudem wurde
zur Kontrolle der Antikorper ein Western Blot der Un-

tereinheiten durchgefihrt.

5.3.1 Einfluss von Naz-2-HG auf die Biosynthese
der 1L-12p70-Untereinheiten
Fur die Durchflusszytometrie wurden Monozyten entspre-
chend Protokoll gewonnen und daraus DC generiert (siehe
4.1.2 und 4.1.3). Nach sieben Tagen Inkubation wurden
die Zellen in der Zellkulturflasche mit 1 mg/ml Monensin
behandelt. Monensin blockiert im Golgi Apparat den
Transport der gebildeten Proteine (Brodie 1981), wodurch
die gebildeten Proteine nicht mehr aus der Zelle herausge-
schleust werden kdnnen und sich im Zytoplasma der Zelle
ansammeln. Zusétzlich wurden die DC mit 10 ng/ml LPS
stimuliert und Naz-D-2-HG (10 mM) zugegeben, wéhrend
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jeweils eine Negativkontrolle unbehandelt blieb. Nach 16
Stunden Inkubation wurden die behandelten DC nach Pro-
tokoll (siehe 4.2.2) intrazellulér gefarbt.
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Abbildung 5.5: Analyse der Synthese der Proteinuntereinheiten

IL12p35 und p40 in DC

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC gewonnen (siehe 4.1.2
und 4.1.3) und nach sieben Tagen Inkubation fir 16 Stunden mit 1 mg/ml
Monensin inkubiert (linkes Diagramm). Zusétzlich wurden DC mit 10 ng/ml
LPS aktiviert (Diagramm Mitte) und 10 mM Naz-D-2-HG zugegeben (rechtes
Diagramm). Nach der Inkubation wurden die Zellen wie in 3.8 beschrieben
fixiert und mit Anti-p35 (APC) und Anti-p40 (FITC) Antikorper markiert. Die
Analyse erfolgte mittels FlowJo Software (n=1). iDC= nicht aktivierte DC.

Die Analyse der Versuchsergebnisse zeigte, dass die Pro-
teinuntereinheit p35, kodiert durch das Gen IL-12A, be-
reits ,,konstitutiv in nicht stimulierten DC vorlag, wéh-
rend die p40 Untereinheit, kodiert durch das Gen IL-12B,
in diesen Zellen nicht nachweisbar war. Nach der Aktivie-
rung mit LPS, konnten 17,3 % doppelt positive (p35 +
p40) Zellen detektiert werden. Die gleichzeitige Zugabe
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von Naz-D-2-HG reduzierte die Zahl der doppelt positiven
Zellen auf 9,29 %.

5.3.2 Uberprifung der monoklonalen p35 und
p40 Antikorper
Zur Uberpriifung, ob die monoklonalen p35 und p40
Antikorper auch im Western Blot anwendbar sind, wurden
sie mit dieser Methode getestet.
Hierzu wurden aus Monozyten entsprechend Protokoll
gewonnen DC generiert (siehe 4.1.2 und 4.1.3) und in 6-
Well Platten in einer Konzentration von 2 x 10® DC/3,2
ml/Vertiefung ausgesat. Die Aktivierung der Zellen
erfolgte mit 100 ng/ml LPS. Gleichzeitig erfolgte die
Behandlung mit Monensin (1 mg/ml) und den Metaboliten
Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG oder Na-a-Ketoglutarat in
einer Konzentration von 10 mM. Jeweils eine
Negativkontrolle blieb unstimuliert. Nach 16 Stunden
wurden aus den Zellen Zelllysate mit Hilfe von RIPA-Puf-
fer hergestellt (siehe 4.3.1) und ein Western Blot
durchgefihrt (siehe 4.3.5 und 4.3.6). Als Kontrolle wurde
die B-Aktin Menge der Proben bestimmt.
Die Abbildung 5.6 zeigt, dass in nicht aktivierten DC nur

wenig p35 nachgewiesen werden konnte. Bei Aktivierung
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der DC mit LPS stieg die Menge an p35 in den Zellen stark
an, bei Behandlung der DC mit zusétzlich Naz-2-HG (vor
allem bei Einsatz des D-Enantiomers) stieg die
Proteinmenge noch starker an. Durch gleichzeitige Zugabe
von Monensin, wurde der Anstieg gehemmt. Bei der
Inkubation der Zellen mit Naz-o-Ketoglutarat wurde nur
die Probe mit Monensin aufgetragen. Hier war ein Anstieg
der Proteinmenge entsprechend der Behandlung mit Nay-
L-2-HG und Monensin zu sehen. Trotz zum Teil
widerspruchlicher Ergebnisse in der Durchflusszytometrie
und im Western Blot, deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass die verminderte 1L-12p70 Menge im Uberstand von
mit Nax-2-HG behandelten DC, wohl nicht auf eine
Hemmung der Biosynthese der IL-12p35 Einheit

zuriickzufiihren sind.

Die p40-Proteinunterheit konnte im Western Blot nicht
bestimmt werden, da dies mit dem FACS-Antikorper nicht
moglich war und kein weiterer, gut funktionierender

Antikorper zur Verfligung stand.
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Abbildung 5.6: Bestimmung der p35-Proteinuntereinheit in DC

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2 und
4.1.3). Die DC wurden teilweise mit 100 ng/ml LPS aktiviert. Gleichzeitig
erfolgte teilweise die Behandlung mit Monensin (1 mg/ml), Naz-D-2-HG,
Naz-L-2-HG oder Naz-a-Ketoglutarat (10 mM). Nach 16 Stunden Inkubation,
wurden Zellysate entsprechend 3.4.1 hergestellt. Die Lysate wurden mittels
Western Blot analysiert. f-Aktin wurde als Kontrolle der Proteinbeladung
verwendet. Die densitometrische Berechnung dreier unabhéngiger Experi-
mente erfolgte mittels Image Lab Program. iDC= nicht aktivierte DC.

5.4  Wirkung von Na,-2-HG auf die Antigen-

prasentation von DC

Da DC wichtige antigenprasentierende Zellen des Immun-
systems sind (Abbas et al. 2012), sollte mit Hilfe einer Ko-
kultur mit T-Lymphozyten, der Einfluss von Naz-2-HG
auf diese Fahigkeit der Zellen, untersucht werden.
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Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC gene-
riert (siehe 4.1.2 und 4.1.3). Nach funf Tagen wurde die
Aktivierung der Zellen durch Zugabe von 10 ng/ml LPS
induziert. Am siebten Tag wurde eine gemischte Lympho-
zyten Reaktion (MLR) angesetzt (siehe 4.2.1). Verschie-
dene Konzentrationen DC wurden mit jeweils 100000 T-
Zellen kokultiviert. Hierbei wurden die Metaboliten Nao-
D-2-HG oder Na-L-2-HG in einer Konzentration von 10
mM hinzugeflgt, wahrend eine Negativkontrolle unbe-
handelt blieb. Die Proliferation der T-Zellen wurde mittels
Zugabe von [3H]-Thymidin bestimmt. Dies ist problemlos
maoglich, da DC nicht proliferieren und somit kein [3H]-
Thymidin einbauen.

In Anwesenheit von Naz-D-2-HG zeigte sich erst bei 5000
DC/Well eine leichte Reduktion des [®H]-Thymidin-Ein-
baus. Bei Behandlung mit Naz-L-2-HG war der Einbau des
radioaktiven Markers in die DNA deutlich vermindert. Al-
lerdings sind diese Unterschiede nicht statistisch signifi-
kant und sollten in weiteren Experimenten bestétigt wer-

den.
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Abbildung 5.7: Effekt von Naz-2-HG auf die T-Zellproliferation in einer
MLR

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2 und
4.1.3) und am flinften Tag mit 10 ng/ml LPS stimuliert. Entsprechend 3.6
wurde eine MLR angelegt und die Metaboliten Naz-D-2-HG oder Naz-L-2-
HG (beide 10 mM) hinzugegeben. Nach fiinf Tagen Inkubation wurden die
Zellen zwei Tage mit [3H]-Thymidin inkubiert und dessen Einbau in die DNA
der T-Lymphozyten gemessen. Die Graphik zeigt ein exemplarisches Experi-
ment mit jeweils dreifachen Werten. Aufgetragen ist die eingebaute Radioak-
tivitat in Abhangigkeit der zugegebenen Anzahl DC pro Well (cpm= Zahler
pro Minute).

5.5 Einfluss von Naz-2-HG auf die IDO-Ex-

pression von DC

Elmaagacli et al. konnten zeigen, dass auch das Enzym In-
dolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), welches L-Tryptophan
zu N-Formyl-L-Kynurenin oxidiert und eine wichtige
Rolle in bestimmten Zellen des Immunsystem spielt, nach
Stimulation mit LPS in DC hochreguliert wird (EI-

maagacli et al. 2014). Zudem zeigten Hargadon et.al, dass
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bei vielen Tumorerkrankungen eine Uberexpression von
IDO vorliegt, woraus ein erhéhter Tryptophanabbau resul-
tiert. Daraus entstehende toxische Substanzen flhrten zu
einem Wachstumsvorteil von verschiedenen malignen Tu-
morerkrankungen. Es sollte deshalb analysiert werden, ob
Naz-2-HG einen Effekt auf die Expression von IDO austibt
und Uber diesen Weg die Tumorabwehr beeinflusst
(Hargadon 2013).

Monozyten wurden gewonnen und DC entsprechend Pro-
tokoll (siehe 4.1.2 und 4.1.3) generiert. Nach sieben Tagen
wurden die DC in 6-Well Platten, in einer Konzentration
von 2 x 10%3,2 ml/Vertiefung, ausgesit. Die Aktivierung
der Zellen erfolgte mit 100 ng/ml LPS. Gleichzeitig wur-
den die Metaboliten Naz-D-2-HG, Nay-L-2-HG, Gluta-
min, Na-a-Ketoglutarat, Glutamat (alle 10 mM) oder
Milchsdure (15 mM) zugegeben, wahrend eine Negativ-
kontrolle unstimuliert blieb. Nach 24 Stunden Inkubation,
wurden aus diesen Zellen RIPA-Zelllysate entsprechend
Protokoll (siehe 4.3.2) hergestellt und ein Western Blot
(siehe 4.5.5 und 4.3.6) durchgefihrt.
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Wie Abb. 5.8 zeigt, konnte die Stimulation von IDO in DC
mit LPS bestatigt werden. Die eingesetzten Metaboliten
hatten jedoch keinen Einfluss auf diese Stimulation.
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Abbildung 5.8: IDO Synthese in DC

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2
und 4.1.3). Die DC wurden mit 100 ng/ml LPS aktiviert. Gleichzeitig
erfolgte die Behandlung mit Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ke-
toglutarat, Glutamat (alle 10 mM) oder Milchséure (15 mM). Nach 24 Stun-
den Inkubation wurden Zelllysate entsprechend 3.4.1 hergestellt. Die Lysate
wurden mittels Western Blot analysiert. Die Daten zeigen ein exemplari-
sches Experiment (n=1). Es zeigte sich kein Einfluss der Metaboliten auf die
Proteinmenge von IDO. B-Aktin wurde als Kontrolle der Proteinbeladung
verwendet. Die densitometrische Berechnung erfolgte mittels Image Lab
Program. iDC= nicht aktivierte DC.
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5.6  Einfluss von Na;-2-HG auf die Laktatpro-
duktion in DC

Es ist bekannt, dass die Aktivierung von Immunzellen mit
LPS deren Glukose-Metabolismus steigert. Gleichzeitig
nimmt hierbei die Bildung von Laktat im Rahmen der Gly-
kolyse zu (Jantsch et al. 2008; Gottfried et al. 2013). Es
sollte analysiert werden, ob Na>-2-HG einen Einfluss auf
diese Aktivierung hat, indem die Laktatproduktion LPS-
aktivierter DC unter Einfluss von Na-2-HG und Kontroll-
metaboliten gemessen wurde.

Monozyten wurden gewonnen und DC entsprechend Pro-
tokoll generiert (siehe 4.1.2 und 4.1.3). Nach sieben Tagen
wurden die Zellen in 6-Well Platten in einer Konzentration
von 2 x 108 DC/3,2 ml/Vertiefung ausgesit. Die Aktivie-
rung der DC erfolgte in der Platte mit 100 ng/ml LPS, wah-
rend eine Negativkontrolle unstimuliert blieb. Gleichzeitig
wurden die Metaboliten Na,-D-2-HG), Naz-L-2-HG, Glu-
tamin, Na-a-Ketoglutarat oder Glutamat (alle 10 mM) hin-
zugegeben. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand der
Zellen geerntet und die darin befindliche Laktatkonzentra-

tion gemessen.
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Abbildung 5.9: Effekt von Naz-2-HG auf die Laktatproduktion in DC
DC wurden entsprechend Protokoll generiert (siehe 4.1.2 und 4.1.3). Die DC
wurden mit 100 ng/ml LPS aktiviert. Gleichzeitig erfolgte die Behandlung
mit Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat oder Glutamat
(alle 10 mM). Nach 24 Stunden Inkubation erfolgte die Laktatmessung in
den Kulturiiberstdnden im Zentrallabor des Universitatsklinikums Regens-
burg. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- SEM (n=4). Die statistische Ana-
lyse erfolgte mit Hilfe des two-tailed Mann-Whitney U Test. *= signifikant
gegeniiber der LPS-Kontrolle; iDC= nicht aktivierte DC.

Es zeigte sich (siehe Abb. 5.9), dass bei aktivierten DC die
Laktatmenge im Uberstand, im Vergleich zu nicht akti-
vierten DC, stark anstieg. Die Metaboliten Na,-D-2-HG,
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Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat und Glutamat
fihrten zwar zu einer leichten Verminderung der Laktat-

konzentration im Uberstand, jedoch ohne Signifikanz.

5.7 Einfluss von Diclofenac auf die Laktatpro-

duktion und Zytokinsekretion in DC

Wie bereits beschrieben, steigert die Aktivierung von Im-
munzellen mit LPS deren Glukose-Metabolismus und ver-
mindert gleichzeitig die mitochondriale Atmung der Zel-
len. In der Folge steigt die Produktion von Laktat stark an.
Das nichtsteroidale Antirheumatikum (NSAID) Dicl-
ofenac fungiert als Hemmer der Laktatsekretion in Tumor-
zellen. (Jantsch et al. 2008; Gottfried et al. 2013). Da Nay-
2-HG ebenfalls einen leicht hemmenden Einfluss auf die
Laktatsekretion hatte, sollte nun untersucht werden, inwie-
weit Diclofenac einen Einfluss auf die Laktatproduktion
aktivierter DC hat. Zudem sollte analysiert werden, inwie-
weit die Behandlung mit Diclofenac die Zytokinproduk-

tion von DC ahnlich wie Nax-2-HG beeinflusst.
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5.7.1 Einfluss von Diclofenac auf die Laktatpro-
duktion

Aus Monozyten wurden DC entsprechend Protokoll gene-
riert (siehe 4.1.2 und 4.1.3) und nach sieben Tagen in 6-
Well-Platten in einer Konzentration von 2 x 10° DC/3,2
ml/Vertiefung ausgesat. Gleichzeitig wurden die Zellen
mit 100 ng/ml LPS aktiviert und der Metabolit Diclofenac
in drei verschiedenen Konzentrationen (0,05 mM; 0,1
mM; 0,2 mM) hinzugegeben. Eine Negativkontrolle blieb
unbehandelt. Nach 24 Stunden wurden die Uberstande der
Zellen, wie in 4.1.4 beschrieben, gewonnen und die

Laktatkonzentration gemessen.

Wie bereits in 5.9 gezeigt, produzierten nicht aktivierte
DC signifikant geringere Mengen Laktat, als mit LPS-ak-
tivierte DC. Bei Behandlung der Zellen mit Diclofenac,
zeigte sich mit steigender Diclofenac Konzentration, zu-
nehmend verminderte Laktatwerte im Kulturiberstand
(siehe Abb. 5.10). Gegeniber der LPS-Kontrolle fiel die
Reduktion der Laktatproduktion bei Behandlung mit Dic-
lofenac, unabhdngig von der eingesetzten Konzentration,

signifikant aus.
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Abbildung 5.10: Einfluss von Diclofenac auf die Laktatproduktion von
DC

Monozyten wurden gewonnen, DC wurden entsprechend Protokoll generiert
(siehe 4.1.2 und 4.1.3). Die DC wurden mit 100 ng/ml LPS aktiviert.
Gleichzeitig wurde Diclofenac in drei verschiedenen Konzentrationen (0,05
mM; 0,1 mM; 0,2 mM) zugegeben. Nach 24 Stunden Inkubation erfolgte die
Laktatmessung in den Kulturiiberstdénden im Zentrallabor des Universitétskli-
nikums Regensburg. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- SEM von drei un-
abhéngigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des
two-tailed Mann-Whitney U Test. *= signifikant gegeniiber der LPS-Kon-

trolle; iDC= nicht aktivierte DC.
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5.7.2 Einfluss von Diclofenac auf die Zytokinsek-
retion

Wie bereits zuvor gezeigt, war die 1L-12p70 Konzentra-
tion im Uberstand von LPS-aktivierten DC signifikant ho-
her, als im Uberstand von nicht aktivierten DC (siehe
5.1.1). Zudem zeigte sich, dass die Behandlung der akti-
vierten Zellen mit Nax-2-HG eine signifikant verminderte
Produktion des Zytokins bewirkte (siehe Abb. 5.1). Es
stellte sich daher die Frage, ob DC das Zytokin 1L-12p70
abhéngig von der Glykolyse und der Laktatproduktion se-
zernieren.

Da Diclofenac zu einer signifikant verminderten Laktat-
produktion in DC fihrte (siehe Abb. 5.10), wurde nun ana-
lysiert, ob es zu einer Reduktion der IL-12p70 Produktion
in DC unter Behandlung mit Diclofenac kommt.

Monozyten wurden gewonnen, DC wurden entsprechend
Protokoll generiert (siehe 4.1.2 und 4.1.3) und nach sieben
Tagen in 6-Well-Platten in einer Konzentration von 2 X
10% DC/3,2 ml/Vertiefung kultiviert. Zeitgleich erfolgte
die Aktivierung der Zellen mit 100 ng/ml LPS sowie die

Behandlung mit Diclofenac in den Konzentrationen 0,05
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mM, 0,1 mM und 0,2 mM. Eine Negativkontrolle blieb
unbehandelt. Nach 24 Stunden Inkubation wurde der
Uberstand, wie in 4.1.4 beschrieben, gewonnen und die In-
terleukin (IL)-12p70-Konzentration mittels Immungekop-
peltem Immunabsorptionstest (ELISA) darin gemessen.
Diclofenac bewirkte eine konzentrationsabhangige Hem-
mung der IL-12p70 Sekretion LPS-aktivierter DC, die
sehr viel starker ausfiel, als die Hemmung der Laktatpro-
duktion. Dies dhnelt dem Effekt von Na.-2-HG auf die IL-
12p70 und Laktatproduktion, wenngleich Diclofenac eine
starkere Wirkung hat. Die unterschiedliche Inhibition der
Laktat- und IL-12p70-Sekretion bei der Behandlung mit
den jeweiligen Substanzen, lasst annehmen, dass die IL-
12p70-Sekretion in DC wohl unabhéngig von der Glyko-
lyse und der Laktatproduktion stattfindet.

Im Vergleich zur 1L-12p70-Sekretion, wurden noch die
Zytokinkonzentrationen von TNF, IL-10 und MCP-1 im
Uberstand der DC bestimmt.

Die Messung der TNF-Konzentration mittels ELISA in
den Kulturliberstanden dieser Versuche zeigte, dass von
nicht aktivierten DC kein TNF gebildet wird. Bei Aktivie-
rung der DC mit 100 ng/ml LPS, kam es zu einem starken
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Anstieg der TNF-Menge im Uberstand. Durch die Be-
handlung der aktivierten DC mit Diclofenac, reduzierte
sich die Sekretion von TNF mit steigender Diclofenac-
Konzentration.

Auch die Bildung von IL-10 und MCP-1 wurde durch die
LPS-Aktivierung der DC signifikant gesteigert. Durch die
Behandlung der Zellen mit Diclofenac reduzierte sich die
Menge an sezerniertem Interleukin ebenfalls konzentrati-
onsabhangig. Bei den Diclofenac Konzentrationen 0,1
mM und 0,2 mM war Hemmung der IL-10 Sekretion sig-
nifikant reduziert, verglichen mit den nur LPS stimulierten
DC. Die MCP-1 Sekretion wurde bei der Diclofenac Kon-
zentration von 0,2 mM signifikant reduziert.

Insgesamt fiel die Hemmung der IL-12p70 Sekretion
durch Diclofenac sehr viel starker aus, als bei den Zytoki-
nen TNF, IL-10 und MCP-1. Des Weiteren zeigte sich eine
starkere Reduktion der Sekretion von TNF im Vergleich
zu IL-10 und MCP-1. Die Effekte sind somit nur teilweise
mit den Effekten von Naz-2-HG zu vergleichen. Zwar re-
duzieren beide Substanzen stark die IL-12 Sekretion, aber
Diclofenac hat zusétzlich auch signifikante Effekte auf die
Sekretion von IL-10 und MCP-1.
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Abbildung 5.11: Einfluss von Diclofenac auf die Zytokinsekretion von
DC

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2 und
4.1.3). Die DC wurden mit 100 ng/ml LPS aktiviert, wéhrend eine Negativ-
kontrolle unstimuliert blieb. Gleichzeitig wurde Diclofenac in drei verschie-
denen Konzentrationen (0,05 mM; 0,1 mM; 0,2 mM) hinzugegeben. Nach 24
Stunden wurden die Konzentrationen der Zytokine 1L-12p70, IL-10, TNF und
MCP-1 in den Kulturiiberstdnden mittels ELISA gemessen. Die Daten zeigen
den Mittelwert +/- SEM (n=3). Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des
two-tailed Mann-Whitney U Test. iDC= nicht aktivierte DC.
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5.8  Wirkung von Metaboliten auf die Atmung
von DC

5.8.1 Analyse des Sauerstoffverbrauchs unter
Einfluss von Naz2-D-2-HG und Rotenon

Da sich zeigte, dass 2-Hydroxyglutarat in einer Konzent-
ration von 10 mM die Produktion von I1L-12p70 in DC sig-
nifikant vermindert (siehe Abb. 5.1) und auch die Laktat-
produktion durch den Metaboliten reduziert wurde (siehe
Abb. 5.9), sollte nun analysiert werden, ob Nax-2-HG ei-
nen Einfluss auf die Atmung von DC hat. Rotenon, ein In-
hibitor der Ubichinon Oxidoreduktase des ersten Komple-
xes der Atmungskette (Azevedo-Martins et al. 2014),
wurde als Positivkontrolle eingesetzt.

Der Sauerstoffverbrauch der Zellen wurde iber 24 Stun-
den mittels SensorDish-Reader-Systems ermittelt. Mo-
nozyten wurden gewonnen und DC nach Protokoll gene-
riert (siehe 4.1.2 und 4.1.3). Die Zellen wurden, wie in 4.5,
beschrieben, nach sieben Tagen in einer Konzentration
von 1 x 10°% DC/Vertiefung in einer PreSens Oxodish
0OD24 Platte ausgesat. Zugleich erfolgte die Stimulation
der Zellen mit 100 ng/ml LPS, sowie die Behandlung mit
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den Metaboliten D-2-Hydroxyglutarat (10 mM) oder Ro-
tenon (0,5 uM). Die DC wurden fur 24 Stunden bei 37° C
inkubiert und gleichzeitig der Sauerstoffgehalt in den Zell-
Uberstdnden mittels eines SensorDish Reader (alle 30 s)
gemessen. Daraus konnte auf den Sauerstoffverbrauch der
Zellen zuruickgeschlossen werden.

In Abbildung 5.12 ist zu sehen, dass der Sauerstoffver-
brauch von LPS-aktivierten DC in den ersten zwei Stun-
den vermindert war. Anschliel3en steigerte sich der Sauer-
stoffverbrauch der aktivierten DC und die Sauerstoffkon-
zentration der Kultur pendelte sich im Bereich von 4 mg/I
ein. Im Vergleich dazu war nach einem verminderten Sau-
erstoffverbrauch in den ersten zwei Stunden, der Ver-
brauch der nicht aktivierten DC sehr viel hoher und die
Sauerstoffkonzentration lag im weiteren Messzeitraum bei
ca. 2,5 mg/l. Verglichen mit den LPS aktivierten DC,
zeigte sich mit Na-D-2-HG in den ersten zwei Stunden
ein etwas verstarkter Sauerstoffverbrauch, der bis ca.
zwoOIf Stunden anhielt (Maximum des Verbrauchs bei
sechs Stunden und ca. 3 mg/l), sich aber im weiteren Zeit-

verlauf der Kurve der LPS-aktivierten DC anglich. Ro-
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tenon blockierte den Sauerstoffverbrauch der DC wie er-
wartet, von Beginn an komplett und in diesen Kulturen
waren Sauerstoffkonzentrationen von ca. 5,7 mg/l mess-

bar.

iDC
—m— +LPS

+LPS +Rotenon

Sauerstoffkonz. [mg/l]
IS

—=— +LPS +Na,-D-2-HG

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zeit [h]

Abbildung 5.12: Sauerstoffverbrauch humaner DC nach Behandlung
mit Naz-2-HG

Monozyten wurden gewonnen, DC wurden entsprechend Protokoll generiert
(siehe 4.1.2 und 4.1.3) und wie in 4.5 beschrieben, in einer PreSens Oxodish
OD24 Platte, kultiviert. Hierbei wurden die Zellen mit 100 ng/ml LPS stimu-
liert und mit Naz2-D-2-HG (10 mM) oder Rotenon (0,5 pM) behandelt. Im An-
schluss wurde 24 Stunden bei 37° C inkubiert und dabei der Sauerstoffgehalt
im Medium der Wells gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert des Sauer-
stoffgehalts von jeweils drei Wells in Abhéngigkeit von der Zeit (n=1). iDC=
nicht aktivierte DC.
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5.8.2 Analyse der mitochondrialen Aktivitat
unter Einfluss von Naz-D-2-HG und
Nikotinamid

Da sich ein direkter Einfluss von Nay-D-2-HG auf den

Sauerstoffverbrauch der DC nach LPS-Stimulation zeigte

(s. 5.8.1), sollte die mitochondriale Aktivitat der Zellen

naher untersucht werden.

Mit Hilfe der 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophe-

nyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilid ~ (XTT)-Methode,

sollte die Enzymaktivitdt der Mitochondrien von DC unter

Einfluss von Naz-D-2-HG ermittelt werden. Als Kontrolle

wurde Nikotinamid eingesetzt. Nikotinamid ist ein

Inhibitor von Sirtuinen (NAD*-abhangige Deacetylasen),

welche insbesondere mit der Regulation des Zellmetabo-

lismus in Verbindung gebracht werden (Jang et al. 2012).

Es ist beschrieben, dass mitochondriale Sirtuine die Funk-

tion der Mitochondrien beeinflussen und regulieren. Eine

Hemmung der Sirtuine durch Nikotinamid kann daher zu

einer gestorten Funktion der Mitochondrien und folglich

zu einer verminderten Zellatmung fihren (Shih und Don-

mez 2013).
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Monozyten wurden gewonnen und DC wurden
entsprechend Protokoll generiert (siehe 4.1.2 und 4.1.3).
Nach sieben Tagen wurden die DC in einer 96-Well-Platte
in einer Konzentration von 100000 DC/1 ml/Vertiefung
ausgesat. Gleichzeitig wurden die Zellen mit 10 ng/ml
LPS aktiviert, Na>-D-2-HG (10 mM) oder Nikotinamid (1
mM oder 10 mM) behandelt. Zudem wurden 50 pl der
XTT-Losung/Vertiefung zugegeben. Eine
Negativkontrolle blieb unbehandelt. Zu verschiedenen
Zeitpunkten (5 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h,5h, 6 h)
wurde die Verdnderung der Mediumfarbe der Vertiefun-
gen photometrisch gemessen.

Wie in Abbildung 5.13 zu erkennen ist, stieg die
Floureszenz kontinuierlich mit der Inkubationzeit an. Die
Zugabe von LPS und Naz-D-2-HG hatte, im Gegensatz zu
den Ergebnissen der PreSens-Methode, keinen Einflus auf
diesen Anstieg. Auch Nikotinamid bewirkte, entgegen der
Erwartungen, keine Verénderung der mitochondrialen
Aktivitét der DC.
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Abbildung 5.13: XTT-Messung von DC

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2 und
4.1.3). Nach sieben Tagen wurden die Zellen entsprechend 3.9
ausgesat.Gleichzeitig erfolgte die Aktivierung der Zellen mit 100 ng/ml LPS.
Die Zellen wurden mit Naz-D-2-HG (10 mM) oder Nikotinamid (1 und 10
mM) behandelt. Zudem wurden 50 pl der XTT-Lésung/Vertiefung
zugegeben. Eine Negativkontrolle blieb unbehandelt. Aufgetragen ist die ge-
messene Fluoreszenz des XTT nach 0,08 h,0,5h,1h,2h,3h,4h,5hund6
h  (n=2). (XTT=2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetra-
zolium-5-Carboxanilid). iDC= nicht aktivierte DC.

5.9 Expression von IkBa in DC

In den bisherigen Versuchen konnte kein eindeutiger Zu-
sammenhang zwischen der Regulation des Metabolismus
durch Naz-2-HG und der Regulation der IL-12 Sekretion
festgestellt werden.

Die Signaltransduktion nach Bindung des Liganden LPS
an einen Rezeptor von DC, spielt eine wichtige Rolle fur

die Aktivierung der Zellen. Daher wurde nun analysiert,
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inwieweit Na,-2-HG einen Einfluss auf die LPS-Signal-
transduktion hat. Der Transkriptionsfaktor Nuklearer
Faktor kB (NF-kxB) ist hierbei ein Schlusselprotein fir
die Regulation inflammatorischer Prozesse. Er wird im
Zytoplasma von IkBa in seiner inaktiven Form gehalten
und wirkt dadurch indirekt antiinflammatorisch (Weich-
hart und Sdemann 2008). Nach Aktivierung von Immun-
zellen, beispielsweise durch LPS, 16st sich IkBa. von NF-
kB und wird im Proteasom der Zelle degradiert. Gleich-
zeitig wandert NF-xB in den Zellkern und bewirkt dort
die Transkription proinflammatorischer Botenstoffe
(Yang et al. 2012a, Rescigno et al. 1998).

Um zu untersuchen, ob 2-Hydroxyglutarat einen Einfluss
auf diesen Weg der LPS-Signaltrans-duktion hat, wurde
ein Western Blot zur Quantifizieruung des frei in der
Zelle vorliegenden IkBa durchgefiihrt, um anschlieend
Rickschlisse auf die frei in der Zelle vorliegende Menge

von NF-xB ziehen zu kdnnen.

Monozyten wurden, wie in 4.1.2 beschrieben, gewonnen.
Dendritische Zellen (DC) wurden entsprechend Protokoll
(siehe 4.1.3) generiert und in 6-Well Platten in einer
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Dichte von 2 x 10° DC/3,2 ml/Vertiefung ausgesit.
Gleichzeitig wurden die Zellen mit 100 ng/ml LPS akti-
viert und mit Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG oder Naz-a-Keto-
glutarat (alle 10 mM) behandelt. Nach einer Stunde Inku-
bation, wurden die Zellen abpipettiert und Zelllysate mit
RIPA-Puffer hergestellt (siehe 4.3.1). AnschlieRend
wurde ein Western Blot mit den Proben durchgefiihrt. Als
Primarantikorper wurde Anti-lkBo Antiserum verwendet.
Zur Kontrolle der Proteinbeladung, wurde die Menge von
B-Aktin in den Proben bestimmt. Der Kontrollmetabolit
Naz-o-Ketoglutarat wurde verwendet, da das Di-
Natriumsalz eine groBe strukturelle Ahnlichkeit zu dem
Dicarboxylat Na-2-HG besitzt und, im Gegensatz zu Na-
a-Ketoglutarat, den gleichen pH-Wert wie Nax-2-HG in
Kultur aufweist.

In Abbildung 5.14 zeigte sich im Blot, nach Stimulation
der Zellen mit LPS, eine verminderte Menge von IkBa in
der Bande. Bei der Behandlung der Zellen mit Na,-D-2-
HG, zeigte sich im Vergleich zur LPS-Kontrolle eine ver-
ringerte Menge IkBa, Naz-L-2-HG hatte jedoch keinen zu-
sitzlichen Effekt auf die Menge IxkBo im Vergleich zur

124



Ergebnisse

LPS-Kontrolle. Auch der Kontrollmetabolit Naz-a-Keto-

glutarat beeinflusste die Degradation von IkBa nicht.

X
o 'i\; \00"\0
xé{bq/ xé'b o)lg,
g

Abbildung 5.14: Konzentration von IkBa in DC

Monozyten wurden gewonnen, DC wurden entsprechend Protokoll generiert
(siehe 4.1.2 und 4.1.3). Die Aktivierung der DC erfolgte fiir eine Stunde mit
100 ng/ml LPS. Gleichzeitig wurden Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG und Naz-a-
Ketoglutarat (alle 10 mM) zugegeben. Zelllysate wurden entsprechend 3.4.1
hergestellt. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels Western Blot. Die Daten
zeigen die Konzentration von IkBa in DC eines exemplarischen Experiments.
B-Aktin wurde als Kontrolle der Proteinbeladung verwendet. iDC= nicht ak-
tivierte DC.

In weiteren unabhdngigen Experimenten der Arbeits-
gruppe, wurde diese Beobachtung nur unter Einsatz des
Metaboliten Na,-D-2-HG im Vergleich zur LPS-Kontrolle
bestatigt (siehe Abb. 5.15).
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Abbildung 5.15: Konzentration von IkBa in DC, Vergleich Nay-D-2-HG
zur LPS-Kontrolle

Monozyten wurden gewonnen, DC wurden entsprechend Protokoll generiert
(siehe 4.1.2 und 4.1.3). Die Aktivierung der DC erfolgte fiir eine Stunde mit
100 ng/ml LPS. Gleichzeitig wurde Naz-D-2-HG in einer Konzentration von
10 mM zugegeben. Zelllysate wurden entsprechend 3.4.1 hergestellt. Die
Analyse der Lysate erfolgte mittels Western Blot. Die Daten zeigen die Kon-
zentration von IkBa in DC dreier unabhéngiger Experimente. B-Aktin wurde
als Kontrolle der Proteinbeladung verwendet. iDC= nicht aktivierte DC.

5.10 Einfluss von Naz-2-HG auf die Expression
der Proteinkinasen Akt und p38 in DC

Ein weiterer Weg der LPS-Signaltransduktion bewirkt die
Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K).
Diese bewirkt die Umwandlung von Phosphatidylinositol-
4,5-Biphosphat in Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphos-
phat, welches an die Serin-Threonin Proteinkinase B (Akt)
bindet. Uber die Phosphorylierung von Akt wird in der

Folge die Genexpression von IL-12p70 gehemmt (Martin
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et al. 2003). Des Weiteren bewirkt die Aktivierung huma-
ner Immunzellen durch LPS, die Aktivierung der Mitogen
aktivierten Protein Kinase (MAPK) p38, welche die Im-
munantwort zusatzlich steigert (Zhang und Kaplan 2000).
Es sollte nun untersucht werden, ob Nax-2-HG uber diese
Wege Einfluss auf die LPS-Signaltransduktion in DC hat.

Hierfir wurden Monozyten gewonnen und DC entspre-
chend Protokoll (siehe 4.1.2 und 4.1.3) generiert. Die Zel-
len wurden in 6-Well-Platten in einer Konzentration von 2
x 10° DC/3,2 mi/Vertiefung kultiviert. Gleichzeitig wur-
den die Zellen mit 100 ng/ml LPS aktiviert und die Meta-
boliten Na,-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Keto-
glutarat, Glutamat (alle 10 mM) oder Milchsaure (15 mM)
zugegeben, wéhrend eine Negativkontrolle unbehandelt
blieb. Nach 24 Stunden Inkubation, wurden aus den Zellen
Zelllysate mit Phosphatase-Inhibitoren entsprechend Pro-
tokoll (siehe 4.3.3) hergestellt. Phosphatase-Inhibitoren
verhindern die Degradation von Proteinen bei der Herstel-
lung von Lysaten und erhalten sie in ihrer phosphorylier-

ten Form. Die phosphorylierten Proteine lassen sich an-
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schlieend mit bestimmten Antikdérpern spezifisch detek-
tieren und es kann der spezifische Einfluss von Naz-2-HG
auf die verschiedenen Proteinformen festgestellt werden.
Mit den Lysaten wurde ein Western Blot durchgefihrt.
Zur Analyse wurden bei den Proben zunéchst die Anti-
Phosphoryliertes Akt (pAkt) und Anti-Phosphoryliertes
Protein 38 (pp38) Antiseren und anschlielend die Anti-
Akt und Anti-Protein 38 (p38) MAPK-Antiseren verwen-
det. Erstere erkennen spezifisch nur die phosporylierte
Form des jeweiligen Proteins. Zur Normierung wurde an-
schlieRend die B-Aktin Menge in den einzelnen Proben be-
stimmt.

Sowohl bei pAkt, als auch bei Akt, konnten keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Proben
gemessen werden. Tendenziell nahm die Menge an pAkt
durch die Stimulierung mit LPS zu, wahrend die Menge
der Kinase Akt eher abnahm, jedoch lag eine sehr grofe
Standardabweichung vor (siehe Abb. 5.16).
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Abbildung 5.16: Synthese von pAkt und Akt in DC

Monozyten wurden gewonnen, DC wurden entsprechend Protokoll generiert
(siehe 4.1.2 und 4.1.3). Die Aktivierung der DC erfolgte mit 100 ng/ml LPS.
Gleichzeitig wurden Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketogluta-
rat, Glutamat (alle 10 mM) oder Milchsdure (15 mM) zugegeben. Zelllysate
wurden nach 24 Stunden entsprechend 3.4.2 hergestellt. Die Analyse der Ly-
sate erfolgte mittels Western Blot mit Anti-Phospho-Akt (oben) und anschlie-
Rend mit Anti-Akt Antiserum (unten). Zur Kontrolle der Proteinbeladung
wurde zusétzlich B-Aktin bestimmt. Die densitometrische Berechnung dreier
unabhéngiger Experimente erfolgte mittels Image Lab Program. iDC= nicht

aktivierte DC.
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Abbildung 5.17: Synthese von pp38 und p38 in DC

Aus Monozyten wurden entsprechend Protokoll DC generiert (siehe 4.1.2 und
4.1.3). Die Aktivierung der DC erfolgte mit 100 ng/ml LPS. Gleichzeitig wur-
den Naz-D-2-HG, Naz-L-2-HG, Glutamin, Na-a-Ketoglutarat, Glutamat (alle
10 mM) oder Milchséure (15 mM) zugegeben. Zelllysate wurden entspre-
chend 3.4.2 hergestellt. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels Western Blot
mit Anti-Phospho-p38 (oben) und anschlieBend mit Anti-p38 Antiserum (un-
ten). Zur Kontrolle der Proteinbeladung wurde zusitzlich p-Aktin bestimmt.
Die densitometrische Berechnung dreier unabhéngiger Experimente erfolgte
mittels Image Lab Program. iDC= nicht aktivierte DC.

Auch bei der MAPK p38 konnten, weder bei der phospho-
rylierten, noch bei der nicht phosphorylierten Form des
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Proteins signifikante Unterschiede zwischen den verschie-
denen Proben gemessen werden. Tendenziell nahm die
Menge der nicht phosphorylierten Form durch die Stimu-
lierung mit LPS ab (siehe Abb. 5.17).
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6 Diskussion

Es wurde gezeigt, dass Mutationen der Isocitrat Dehydro-
genase die Prognose von Patienten mit Glioblastom und
akuter myeloischer Leukdmie (AML) beeinflussen (Par-
sons et al. 2008; Reitman und Yan 2010). Das mutierte
Enzym erlangt die neuartige Fahigkeit, a-Ketoglutarat in
den Onkometabolit D-2-Hydroxyglutarat (D-2-HG) um-
zuwandeln (Dang et al. 2009; Gross et al. 2010; Ward et
al. 2010). In Vorarbeiten wurde der Effekt von 2-Hydro-
xyglutarat (2-HG) auf verschiedene Immunzellen unter-
sucht. Hierbei zeigte sich, dass Naz-2-Hydroxyglutarat
(Naz-2-HG) die Interleukin (IL)-12p70-Produktion von
Lipopolysaccharid (LPS)-aktivierten dendritischen Zellen
(DC) inhibiert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte
der Einfluss von Naz-2-Hydroxyglutarat (Naz-2-HG) auf
DC néher untersucht und mégliche, zugrunde liegende
Mechanismen analysiert werden. Neben der Zytokinsek-
retion (IL-12p70 im Vergleich zu Tumornekrosefaktor
[TNF], IL-6, IL-10 und IL-23), sollte die transkriptionelle
Regulation der Untereinheiten von IL-12p70 untersucht
werden. AulRerdem sollten relevante intrazellulére Signal-
wege der IL-12p70 Produktion analysiert werden.
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6.1 Effekt von Naz-2-HG auf die Sekretion von
IL-12p70 und weitere Zytokine

Es ist bekannt, dass DC, Monozyten und Makrophagen
Teil des Mikromilieus von Tumoren sind. Die Immunzel-
len sind hierbei in die anti-Tumorantwort involviert (Gott-
fried et al. 2006), kdénnen jedoch auch immunsuppressiv
wirken, indem sie zum Beispiel regulatorische T-Lympho-
zyten veranlassen, die Aktivierung von Lymphozyten zu
hemmen (Fecci et al. 2006; Gustafson et al. 2010).

DC bilden zudem die wichtigste VVerbindung zwischen an-
geborener und erworbener Immunitét, indem sie fremde
Antigene oder Zellschrott phagozytieren und diese Peptide
auf ihrer Oberflache prasentieren. Durch die Phagozytose
werden die DC aktiviert und wandern in sekundére Lym-
phorgane. Dort prasentieren sie die phagozytierten Anti-
gene T-Lymphozyten. Die naiven T-Lymphozyten werden
dadurch aktiviert und polarisiert. Zusatzlich sezernieren
aktivierte DC pro- und antiinflammatorische Zytokine,
was ihnen die F&higkeit gibt, die Qualitat und das Ausmal
der Immunantwort zu regulieren (Abbas et al. 2012;
Rescigno et al. 1998, Bhattacharyya et al. 2004, Liu et al.

1998). Besonders die Menge an sezerniertem Interleukin
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IL-12p70 durch DC, bestimmt die Art der darauffolgenden
Reaktion von T-Lymphozyten (Fukao et al. 2002; Liu et
al. 1998). Auch natirliche Killerzellen (NK-Zellen) wer-
den durch 1L-12p70 aktiviert, beginnen IFNy zu produzie-
ren und haben in der Folge einen proinflammatorischen
Effekt auf die Immunantwort (Gee et al. 2009). Aufgrund
der Bedeutung von IL-12p70 fur die Regulation der Im-
munantwort nach Eindringen eines beispielsweise bakteri-
ellen Antigens in den Organismus, wurde die 1L-12p70
Sekretion von DC unter Einfluss von Naz-2-HG und Kon-
trollmetaboliten untersucht.

Die Messung der 1L-12p70 Konzentration im Uberstand
von mit LPS aktivierten DC zeigte, dass die Produktion
dieses Zytokins bei einer Konzentration von 10 mM Na-
D- und Nay-L-2-Hydroxyglutarat (Na2-D- und Nap-L-2-
HG) signifikant gehemmt wird. Dies unterstiitzt die An-
nahme von Dang et al., dass 2-HG als Onkometabolit
agiert und zur Immunsuppression beitragt sowie die Anti-
tumorantwort, welche u.a. durch 1L-12p70 induziert wird,
inhibiert (Dang et al. 2009). Da beschrieben ist, dass 2-HG
im Brustkrebs bis zu einer Konzentration von 20 mM

(Terunuma et al. 2014) und in Gliomgewebe bis zu 4 mM
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akkumuliert (Navis et al. 2013), handelt es sich bei den
eingesetzten Nay-2-HG Konzentrationen um physiolo-
gisch relevante Konzentrationen.

Als Kotrollmetaboliten wurden Glutamin, Na-a-Keto-
glutarat und Glutamat eingesetzt, da sie Strukturverwandte
des Nay-2-HG sind und ebenfalls im Rahmen des Zitro-
nenséurezyklus gebildet werden (Mullen et al. 2012). Eine
weitere Kontrolle war Milchséure, welche als Immunsup-
pressor bekannt ist (Gottfried et al. 2006). VVon diesen
Kontrollmetaboliten zeigten nur Na-o-Ketoglutarat und
Milchsdure ebenfalls einen inhibierenden Effekt, der je-
doch signifikant unterschiedlich zum Effekt von Nay-2-
HG war. Zudem wurde der Einfluss von Na,-D- und Nay-
L-2-HG auf die Sekretion anderer Zytokine, wie IL-10,
TNF, IL-6 und Monozyten Chemotaktisches Protein 1
(MCP-1) in LPS-aktivierten DC untersucht. Es zeigte sich
eine nicht signifikant erhéhte Produktion von 1L-10 und
eine leicht reduzierte Bildung von TNF, IL-6 und MCP-1,
die allerdings nicht signifikant unterschiedlich zur LPS-
Kontrolle waren. Die Kontrollmetaboliten Glutamin, Na-

a-Ketoglutarat und Glutamat zeigten hier keinen Effekt.
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Nur durch die Milchsaure wurde die Produktion der Zyto-
kine signifikant vermindert, wie bereits von Gottfried et
al. beschrieben (Gottfried et al. 2006).

6.2 Transkriptionelle Regulation von IL-12p70
und I1L-23

Basierend auf den oben genannten Resultaten, wurde die
transkriptionelle Regulation der Genexpression von IL-12
sowie IL-23, einem weiteren Mitglied der IL-12-Familie,
untersucht. Wéhrend IL-12p70 die T-Helfer (Th)1-Zel-
lantwort induziert und indirekt Gber eine gesteigerte Inter-
feron y (IFNy) Produktion die Differenzierung von Th17-
Zellen hemmt, stabilisiert 1L-23 die Aktivitdt von Th17-
Zellen (Goriely et al. 2008; Goriely und Goldman 2008).

IL-12p70 besteht aus den Untereinheiten p35 und p40, die
von den Genen IL-12A und IL-12B kodiert werden. I1L-23
ist ein Dimer der Untereinheiten p40 (kodiert von 1L-12B)
und p19 (kodiert von IL-23A). Die Regulation der Produk-
tion und Sekretion dieser beiden Zytokine erfolgt tiber die
Bindung eines Antigens, zum Beispiel LPS, an einen Toll-
ahnlichen Rezeptor (TLR) und darauf folgende komplexe

Signalwege, welche die Transkription der kodierenden
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Gene fir diese Zytokine, induzieren (Goriely et al. 2008;
Molle et al. 2013).

Bei der Analyse der Regulation der Genexpression dieser
Untereinheiten, zeigte sich sowohl bei Inkubation der
LPS-aktivierten DC mit Nay-D-2-HG, als auch mit Nap-L-
2-HG eine verminderte Expression von IL-12A, IL-12B
und IL-23A. Der Kontrollmetabolit Na-a-Ketoglutarat
fiihrte ebenfalls zu einer verminderten Expression von IL-
12A, IL-12B und IL-23A. Die Genexpression der mMRNA
von IL-12A und B korrelierte nicht mit der Proteinexpres-
sion des IL-12p70 im Zellkulturuberstand. Hier ergab sich
ein signifikant starkerer Effekt von Naz-2-HG gegenlber
dem Kontrollmetaboliten Na-a-Ketoglutarat. Dies deutet
daraufhin, dass der Einfluss von Nay-2-HG auf die IL-
12p70 Produktion bzw. Sekretion in DC, neben der tran-
skriptionellen Regulation, Uber weitere Mechanismen er-

folgt.
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6.3  Analyse der IL-12p70 Untereinheiten mit-
tels Durchflusszytometrie

Um die Proteinexpression der IL-12p70-Untereinheiten
(p35, p40) in der Zelle néher zu untersuchen, wurden mit-
tels intrazellularer Farbung die Untereinheiten in reifen
und unreifen DC mittels Durchflusszytometrie detektiert.
Hierbei wurde der Transport der Zytokine im Golgi mit
Monensin blockiert (Brodie 1981). Dadurch wird die Sek-
retion der produzierten Proteine aus der Zelle verhindert

und sie lassen sich intrazellular nachweisen.

In der Durchflusszytometrie zeigte sich, dass die Unterein-
heit p35 bereits in nicht aktivierten DC konstitutiv vorlag.
Bereits von Devergne et al. sowie von Carra et al. wurde
gezeigt, dass das Gen der p35 Untereinheit konstitutiv von
den meisten Zelltypen auf niedrigem Niveau exprimiert
wird. Zudem ist beschrieben, dass die p40 Expression in
DC induzierbar ist und auch nur von den Zellen exprimiert
werden kann, welche die F&higkeit besitzen, das Heterodi-
mer IL-12p70 zu bilden. Murphy et al. zeigten, dass die
IL-12p70 Produktion vor allem durch die transkriptionelle
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Kontrolle der p35 Untereinheit, sowie deren posttranslati-
onalen Modifikation, v.a. der N-Glykosylierung, gesteuert
wird. Im Gegensatz dazu kann p40 von aktivierten DC
auch isoliert als Monomer sezerniert werden und liegt in
dieser Form ohne bekannte Funktion vor (Murphy et al.
2000; Devergne et al. 1997; Carra et al. 2000).

Nach der Reifung der Zellen mit LPS, konnten p35/p40
doppelt-positive Zellen detektiert werden. Der Anteil der
doppelt-positiven DC reduzierte sich bei Zugabe von Nay-
D-2-HG deutlich. Die verminderte Anzahl doppelt-positi-
ver Zellen, sowie die leichte Reduktion der Untereinheit
p40 nach Zugabe von Nay-D-2-HG lésst vermuten, dass
durch Naz-D-2-HG die Produktion von p40 in aktivierten
DC reduziert wird. Daraus konnte eine verminderte Syn-
these von IL-12p70 resultieren, da die p40 Untereinheit fir
die Bildung des Dimers fehit.

Bei der Uberpriifung der Antikorper mittels Western Blot,
zeigte die densitometrische Auswertung von p35 bei der
Behandlung mit Monensin jeweils geringere Proteinmen-

gen, als bei den Behandlungen ohne Monensin. Zudem
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stieg die p35 Menge bei Zugabe von Na-2-HG im Ver-
gleich zur LPS-Kontrolle leicht an, was kontrar zu den Er-
gebnissen der Durchflusszytometrie ist. Die Diskrepanz
der Ergebnisse in der Durchflusszytometrie und im Wes-
tern Blot ist letztendlich nur Gber eine unspezifische Bin-
dung des Antikorpers erkléarbar, welcher laut Hersteller
nur fir die Durchflusszytometrie, aber nicht fur Western
Blot ausgetestet war. Es wurde versucht, den Antikorper
auch im Western Blot einzusetzen, was jedoch nicht mog-
lich war. Diese Daten mussen daher mit einem weiteren

Antikorper fur Western Blot bestatigt werden.

6.4 Einfluss von Na,-2-HG auf die Antigenpra-
sentation
DC sind wichtige antigenprasentierende Zellen, die sich
physiologisch vor allem in der Haut oder im Darm befin-
den. Nach Aktivierung (z.B. mit LPS), wandern sie in
nachstgelegene Lymphknoten. Hier prasentieren sie nai-
ven T-Lymphozyten das jeweilige Antigen und initiieren
dadurch die Differenzierung von Thl- und Th2-Zellen.
Uber die Bildung von IL-12p70 werden NK-Zellen sowie
CD8+ T-Zellen induziert, IFNy und andere Zytokine zu
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produzieren. Diese Zytokine tragen zur Aktivierung von
Makrophagen bei. In der Folge kommt es zu vermehrter
Bildung von IL-12p70, zu erhéhter Zytotoxizitat von NK
und CD8+ T-Zellen, sowie zur erneuten Induktion von
Th1-Zellen und deren IFNy Produktion (Gee et al. 2009;
Rescigno et al. 1998; Liu et al. 1998).

Mit Hilfe einer gemischten Lymphozyten Reaktion
(MLR) wurde untersucht, inwieweit es in Gegenwart von
Naz-2-HG zur Stimulation und Proliferation allogener T-
Lymphozyten kommt. Erste Ergebnisse zeigen eine leicht
verminderte Stimulation von T-Lymphozyten unter Nao-
2-HG. Ob es sich hierbei um einen direkten Effekt von
Na-2-HG auf die DC handelt, was bedeuten wiirde, dass
die DC unter Naz-2-HG in ihrer Funktion, Antigene zu
prasentieren und T-Lymphozyten zu aktivieren, einge-
schrankt sind, oder um einen Effekt von Naz-2-HG auf die
T-Lymphozyten und deren Funktionalitat handelt, muss in
weiteren Experimenten mit verschiedenen Kulturbedin-

gungen geklart werden.
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6.5 Stoffwechsel und Atmung unter Nax-2-HG
Eine Aktivierung von Immunzellen, beispielsweise durch
LPS, fiihrt zu einer Umstellung des Stoffwechsels der Zel-
len. Bei verschiedenen Zellen wurde gezeigt, dass diese
Aktivierung die Glykolyse der Zellen hochreguliert und
dadurch z.T. die Atmung vermindert ist. Durch die ver-
mehrte Glykolyse fallt bei dieser Stoffwechselumstellung
auch vermehrt Pyruvat an, welches weiter in Laktat umge-
wandelt wird. Des Weiteren akkumuliert Laktat auch bei
inflammatorischen Prozessen, beispielsweise in Wunden
oder Tumoren. Hierdurch wird die lokale Abwehrfunktion
sowie der Stoffwechsel von Immunzellen beeinflusst. Es
wurde beschrieben, dass Laktat inhibierende Effekte auf
die Glykolyse humaner, LPS-aktivierter Monozyten hat.
Im Tumormilieu anfallende hohe Laktatlevel kénnen dem
Tumor einen Wachstumsvorteil verschaffen, indem die
Tumorabwehr durch eine Hemmung der Proliferation zy-
totoxischer T-Zellen und deren Zytokinproduktion ver-
mindert wird (Fischer et al. 2007; Dietl et al. 2010; Peter
et al. 2015).

Um die Umstellung LPS-aktivierter Immunzellen auf ver-
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mehrte Glykolyse zu bestatigen und gleichzeitig den Ein-
fluss von Naz-2-HG auf die Laktatproduktion LPS-akti-
vierter DC zu untersuchen, wurde die Laktatkonzentration

im Uberstand behandelter DC gemessen.

Die Messung der Laktatkonzentration im Uberstand
zeigte, wie bereits von Peter et al. in Monozyten beschrie-
ben, einen starken Anstieg der Laktatproduktion in LPS-
aktivierten, im Vergleich zu unreifen DC. Nach Behand-
lung mit Na2-2-HG und den Kontrollmetaboliten Gluta-
min, Na-a-Ketoglutarat und Glutamat, ergab sich tenden-
ziell eine Reduktion der Laktatkonzentration, jedoch ohne
signifikanten Unterschied zur LPS-Kontrolle.

Da gezeigt wurde, dass die Aktivierung von Immunzellen
mit LPS, neben der Hochregulierung der Glykolyse, z.T.
die Atmung der Zellen hemmt (Dietl et al. 2010), wurde
des Weiteren analysiert, inwieweit die Atmung von DC
durch Naz-2-HG im Vergleich zu Kontrollmetaboliten be-
einflusst wird. Zur Analyse des Sauerstoffverbrauchs tber
24 Stunden, wurde die PreSens Methode verwendet.

Die Messung der Sauerstoffkonzentration zeigte, das un-

reife DC den starksten Sauerstoffverbrauch aufwiesen. Bei
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Stimulation der Zellen mit LPS nahm die Glykolyse (wie
bereits gezeigt, s.0.) zu und als Konsequenz daraus der
Sauerstoffverbrauch wie erwartet zundchst ab. Im An-
schluss pendelte sich der Sauerstoffverbrauch im Bereich
des Ausgangswertes ein.

Auch die Reifung der Zellen mit LPS und die gleichzeitige
Behandlung mit Na,-D-2-HG ergab zundchst eine kurze
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs der DC. Im Laufe der
Zeit stieg der Konsum jedoch zunehmend, sogar tber den
Ausgangswert, so dass die Sauerstoffkonzentration im
Uberstand der Zellen vermindert war. Hierbei fiel der Ef-
fekt von Naz-D-2-HG im Vergleich zur LPS Kontrolle zu-
néchst starker aus, jedoch pendelten sich beide Werte mit
der Zeit wieder im Bereich des Ausgangswertes ein.
Gleichzeitig wurde die Behandlung LPS-aktivierter DC
mit Rotenon durchgefiihrt. Azevedo-Martins et al. zeigten,
dass Rotenon ein starker Inhibitor der Ubichinon Oxidore-
duktase des ersten Komplexes der Atmungskette ist, d.h.
bei Behandlung der DC mit dieser Substanz wird die
Funktion der Mitochondrien blockiert und die zellulare

Atmung ist nicht mehr moglich (Azevedo-Martins et al.

144



Diskussion

2014). Rotenon diente daher in diesem Versuch als Posi-
tivkontrolle, die den Sauerstoffverbrauch der Zellen
hemmt. Diese Behandlung flihrte wie erwartet sofort zu

einem stark verminderten Sauerstoffverbrauch der DC.

Insgesamt konnte also ein Effekt auf den Sauerstoffver-
brauch bei Behandlung mit Naz-D-2-HG im Vergleich zur
LPS Kontrolle festgestellt werden. Diese Verstarkung der
Atmung durch Naz-D-2-HG, die sich nach einer initialen
Verminderung des Sauerstoffverbrauchs zeigte und in ho-
herem Mal3e ausfiel als bei der LPS-Kontrolle, scheint je-
doch nur ein temporérer Effekt zu sein, der in weiteren
Versuchen genauer untersucht werden sollte.

Die Aktivitat der mitochondrialen Enzyme von DC wurde
des Weiteren mittels 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sul-
fophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilid ~ (XTT)-Me-
thode untersucht. Als Kontrollsubstanz wurde bei diesen
Versuchen Nikotinamid, ein Inhibitor von Sirtuinen
(NAD"-abhédngige Deacetylasen), verwendet. Mitochond-
riale Sirtuine regulieren unter anderem die Funktion von

Mitochondrien. Eine Hemmung der Sirtuine durch Niko-
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tinamid kann daher zu einer gestorten Funktion der Mito-
chondrien und folglich zu einer verminderten Zellatmung
fihren (Shih und Donmez 2013).

Bei den Untersuchungen mittels PreSens-Methode,
begann sich nach ca. zwei Stunden ein Effekt
abzuzeichnen, welcher bei ca. sechs Stunden seinen
Hohepunkt erreichte. Demnach erwartete man bei der
XTT-Methode einen dhnlichen Effekt bzw. eine
Korrelation der Versuchsergebnisse. Die Analyse der mi-
tochondrialen Atmung der DC mittels der XTT-Methode,
ergab keinen Effekt von Nay-2-HG auf die mitochondriale
Aktivitat. Auch die Stimulation der Zellen mit LPS veran-

derte die Atmung wider Erwarten nicht.

6.6  Wirkung von Diclofenac auf den Zellmeta-
bolismus

Um den Metabolismus LPS-aktivierter humaner DC wei-

ter zu untersuchen, sollte mit Diclofenac, neben Rotenon

und Nikotinamid, eine weitere Substanz eingesetzt wer-

den, die den Stoffwechsel beeinflusst. Gottfried et al. fan-

den heraus, dass der Metabolit Diclofenac in Tumorzellen

zu einer reduzierten Laktatsekretion fiihrte. Gleichzeitig
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kam es zu einer intrazellularen Anreicherung von Laktat.
Hieraus schlossen Gottfried et al., dass Diclofenac einen
direkt hemmenden Einfluss auf die Ausschleusung von
Laktat aus den Zellen hat (Gottfried et al. 2013). Bei der
Behandlung der DC mit Diclofenac, sollte untersucht wer-
den, ob sich die Beobachtungen von Gottfried et al. fir DC
bestatigen lassen und ob der Metabolit eine Wirkung auf
die Zytokinsekretion der DC hat. Gleichzeitig sollte ana-
lysiert werden, ob die Wirkung von Diclofenac auf den
Metabolismus der Immunzellen analog zum Einfluss von
Naz-2-HG erfolgt, oder ob sich hierbei Unterschiede zei-

gen.

Bei der Analyse der Laktatsekretion LPS-aktivierter DC
nach Behandlung mit den Diclofenac Konzentrationen
0,05 mM, 0,1 mM und 0,2 mM, zeigten sich verminderte
Laktatkonzentrationen im Uberstand der Zellen. Entspre-
chend der verwendeten Konzentration, sank die Laktatsek-
retion mit zunehmender Diclofenac Menge im Vergleich
zur LPS-Kontrolle. Dies scheint die Beobachtungen von
Gottfried et al. fir DC zu bestatigen.
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Die LPS-aktivierten DC wurden im Vergleich mit Nay-2-
HG behandelt und die Laktatkonzentration im Uberstand
der Zellen gemessen. Der Metabolit Naz-2-HG reduzierte
die Laktatproduktion in LPS-aktivierten DC im Gegensatz
zu Diclofenac nicht signifikant. Beide Substanzen hatten
jedoch einen stark inhibierenden Einfluss auf die IL-12
Sekretion. Die Beeinflussung der Laktatsekretion und da-
mit der Glykolyse scheinen somit nicht ursachlich fiir den
Effekt von Naz-2-HG auf die IL-12 Sekretion zu sein.

Dietl et al. konnten zeigen, dass Laktat die Zytokinsekre-
tion humaner Immunzellen vermindert. Gleichzeitig zeig-
ten Dietl et al., dass ein Zusammenhang zwischen der int-
razelluldren Laktatkonzentration und der Glykolyseaktivi-
tat der Zellen besteht und in der Folge die Zytokinsekre-
tion von der Glykolyse abhangig sein muss (Dietl et al.
2010). Auch Fischer et al. zeigten, dass durch intrazellulér
angereichertes Laktat, Metabolismus und Funktion von
Immunzellen, also auch deren Zytokinproduktion, gestort
werden (Fischer et al. 2007).
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Es sollte nun analysiert werden, ob auch Diclofenac, wel-
ches zu einer intrazelluldren Laktatanreicherung fiihrt, die
Zytokinproduktion der DC reduziert.

Bei der Messung der 1L-12p70 Konzentration im Uber-
stand der LPS-aktivierten und mit Diclofenac behandelten
DC zeigte sich ein starker inhibitorischer Effekt des Meta-
boliten auf die Zytokinsekretion der Zellen. Unabhéangig
von der eingesetzten Diclofenac Konzentration, ergab sich
eine signifikante, fast maximale Hemmung der 1L-12p70
Sekretion. Die Messung der Zytokine TNF, IL-10 und
MCP-1 im Uberstand der mit Diclofenac behandelten Zel-
len, zeigte ebenfalls eine Reduktion der Zytokinsekretion.
Hierbei kam es mit steigender Diclofenac Konzentration
zu einer zunehmend geringeren Zytokinsekretion.

Die verminderte Sekretion von 1L-12p70 von, mit Dicl-
ofenac behandelten, LPS-aktivierten DC, bestatigen die
Beobachtungen von Dietl et al., dass eine Hemmung der
Glykolyse und intrazellulare Laktatanreicherung die Zyto-
kinsekretion von Immunzellen hemmt (Dietl et al. 2010).
Zudem kann die Aussage von Chirasni et al., dass erhohte
Laktatlevel signifikant die F&higkeit muriner DC IL-
12p70 zu produzieren hemmt, fir humane DC bestatigt
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werden (Chirasani et al. 2013). Insgesamt zeigen diese Da-
ten, dass Diclofenac und Nay-2-HG zwar beide die IL-12
Sekretion hemmen, jedoch lber verschiedene Mechanis-
men. Wéhrend bei Diclofenac wahrscheinlich die sehr
starke Hemmung der Glykolyse und Laktatsekretion zu ei-
ner Inhibition der Zytokinantwort fuhrt, scheint bei Na-2-

HG die Hemmung der Glykolyse keine Rolle zu spielen.

6.7 Untersuchung der LPS-Signaltransduktion
unter Naz-2-HG
DC haben die spezifische Aufgabe, korperfremde Anti-
gene zu binden und auf ihrer Oberflache zu prasentieren,
um dadurch die zellulare Immunitét zu induzieren (Liu et
al. 1998). Die Folge ist eine Entziindung im betroffenen
Gewebe durch die Rekrutierung von u.a. NK-Zellen und
zytotoxischen T-Lymphozyten (Gee et al. 2009). Die Ak-
tivierung von DC und deren Zytokinproduktion durch den
bakteriellen Liganden LPS spielt hierbei eine wichtige
Rolle. LPS bindet zundchst an einen TLR, wie beispiels-
weise TLR4 und kann dadurch verschiedene Signalwege
in Gang setzen. (Bhattacharyya et al. 2004). Erfolgt nach
der Bindung von LPS an TLR4 die Signallibertragung
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uber das Myeloid differentiation primary-response Gen 88
(MyD88), so kann auf unterschiedlichen Wegen die Regu-
lation der Expression von Genen, die fir IL-23p19, I1L-10,
IL-12p70 und IL-12p35 kodieren, beeinflusst werden
(Molle et al. 2013; Goriely et al. 2008).

Einer der Wege der LPS Signaltransduktion verlauft tber
den Nuklearen Faktor kB (NF-«B). Im Zytoplasma liegt
NF-kB gebunden an IxkBa vor. In diesem Zustand ist NF-
kB inaktiv. Bindet nun LPS an TLR4, so 16st sich IxBa
von NF-xB und wird im Proteasom abgebaut. NF-«B je-
doch wandert in den Zellkern und aktiviert die Transkrip-
tion von 1L-12p40, einer Untereinheit des Dimers IL-
12p70 (Bhattacharyya et al. 2004; Goriely et al. 2008;
Rescigno et al. 1998).

Da gezeigt werden konnte, dass Na,-2-HG die Sekretion
von IL-12p70 in LPS-aktivierten DC signifikant hemmt,
sollte nun untersucht werden, ob dieser Effekt Uber die
Hemmung des NF-«xB Signalweges erfolgt. Hierfur wurde
das regulatorisch wirkende IkBa in Zelllysaten von DC

mittels Western Blot analysiert.

151



Diskussion

Im Blot eines beispielhaften Experiments, zeigte sich eine
Verminderung der Bande nach Stimulation der Zellen mit
LPS, im Vergleich zu nicht aktivierten DC. Dies entspricht
der Aussage von Rescigno et al., beziiglich der Degradie-
rung von IkBa nach LPS-Stimulation (Rescigno et al.
1998). Die Behandlung der LPS-aktivierten Zellen mit
Na,-D-2-HG zeigte eine zusatzliche Verminderung der
IkBa-Menge in den Zellen, die Behandlung der DC mit
Naz-L-2-HG zeigte keinen zusatzlichen Effekt. Auch der
Kontrollmetabolit  Na,-a-Ketoglutarat bewirkte keine
Veranderung der Proteinmenge in LPS-aktivierten DC.
Naz-a-Ketoglutarat wurde in diesem Fall anstelle von Na-
a-Ketoglutarat eingesetzt, da Naz-a-Ketoglutarat den glei-
chen pH-Wert wie Na-2-HG in der Kultur besal}. Bei vor-
herigen Behandlungen mit Na-a-Ketoglutarat wurde ein
niedrigerer pH gemessen.

Um den beobachteten Effekt von Nap-D-2-HG auf die
IkBa-Menge in LPS-aktivierten DC zu bestétigen, wurden
von der Arbeitsgruppe weitere unabhangige Experimente
durchgefuhrt. Die Metaboliten Na,-L-2-HG und Naz-o-
Ketoglutarat wurden bei diesen Versuchen nicht einge-
setzt. Der Effekt von Nay-D-2-HG auf die IkBa-Menge in
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LPS-aktivierten DC, konnte hierbei erneut gezeigt wer-
den.

Es resultiert, dass Aktivierung der DC mit LPS zu der er-
warteten Degradation und somit Verminderung von IxBa
fihrt. Der Metabolit Nay-D-2-HG zeigte eine zusatzliche
Verminderung der IkBa-Menge im Vergleich zur LPS-
Kontrolle, was in weiteren Experimenten bestatigt werden
konnte. Die Behandlung der LPS-aktivierten DC mit Nay-
L-2-HG oder Naz-o-Ketoglutarat, beeinflussten den Tran-
skriptionsfaktor NF-xB iiber die regulatorische Einheit
IxBa nicht. Daraus ergibt sich, dass die Reduktion der IL-
12p70 Expression in LPS-aktivierten DC nach Behand-
lung mit Na,-D-2-HG, u.a. Uber diesen Signalweg erfol-
gen muss, das Enantiomer Naz-L-2-HG jedoch keinen
Einfluss auf diesen Signalweg hat. Der Effekt von Nay-L-
2-HG auf die IL-12p70 Expression in LPS-aktivierten DC,

muss daher tber einen anderen Signalweg erfolgen.

Eine weitere Moglichkeit der LPS-Signaltransduktion
flhrt nach Bindung von LPS an TLR4 zu einer Weiterlei-
tung des Signals tuber den Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K)-Akt Signalweg. Die Aktivierung von PI3K durch
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die Bindung von LPS an TLR4 bewirkt tber die Phospho-
rylierung von Phosphoinositiden die Bildung von Phos-
phatidylinositol-3,4,5-Phosphat. In der Folge wird die Se-
rin-Threonin Kinase Akt durch Phosphorylierung akti-
viert, wandert in den Zellkern und fuhrt dort zu einer Hem-
mung der 1L-12p70 Produktion (Martin et al. 2003; Fukao
et al. 2002).

Im Allgemeinen dient IL-12p70 der Protektion des Kor-
pers gegen die Invasion schéadlicher Fremdkdrper, indem
es aktivierend auf die angeborene und adaptive Immunitat
wirkt. Wird das Zytokin ibermafRig von Immunzellen se-
zerniert, so kommt es zu einer UberschieRenden, den eige-
nen Organismus tangierenden, Immunantwort. Der PI3K-
Akt Signalweg bewirkt eine Hemmung der 1L-12p70 Sek-
retion und erlaubt die Regulation der induzierten Immun-
antwort. Gleichzeitig wird die Bildung von IL-10 indu-
ziert, welches zusatzlich die 1L-12p70 Produktion hemmt
und den Korper vor einer Autoimmunreaktion schitzt
(Martin et al. 2003; Fukao et al. 2002).

Um zu untersuchen, inwieweit Na,-2-HG einen Einfluss
auf diesen Signalweg hat, wurden Western Blots mit Zell-

lysaten von DC durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit LPS

154



Diskussion

aktiviert und mit Nap-D- oder Nap-L-2-HG behandelt.
Hierbei wurde phosphorylierte Proteinkinase B (pAkt) so-
wie nicht phosphorylierteProteinkinase B (Akt) detektiert.
Bei der Analyse des phosphorylierten Proteins ergab sich
kein Effekt, weder von Na,-D- noch von Nay-L-2-HG. Das
nicht phosphorylierte Protein lag bei Behandlung mit Na,-
2-HG vermindert vor, jedoch nicht signifikant gegentber
der LPS-Kontrolle. Die Kontrollmetaboliten Glutamin,
Na-a-Ketoglutarat, Glutamat sowie Milchsaure zeigten
keine Wirkung auf die Expression von pAkt und Akt.

Es konnte gezeigt werden, dass Nay-2-HG die IL-12p70
Sekretion in LPS-aktivierten DC reduziert (siehe 5.1.1)
und scheinbar einen Einfluss auf die IL-12p40 Expression
hat (siehe 5.3.1). Im Western blot ergab sich kein Einfluss
von Naz-2-HG auf den PI3K-Akt Signalweg, woraus ge-
schlossen werden kann, dass Naz-2-HG Uber andere Sig-

nalwege in die IL-12p70 Regulation eingreifen muss.
Die Weiterleitung des Signals der LPS-Bindung an TLR4

kann auch zur Aktivierung der Mitogen abhangigen Pro-
tein Kinase (MAPK) p38 fiihren. Die aktivierte Kinase
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p38 phosphoryliert den Transkriptionsfaktor cAMP-sen-
sibles Element bindendes Protein (CREB). Das phospho-
rylierte CREB wandert in den Zellkern und flhrt dort zu
einer vermehrten Transkription der Gene, die fiir IL-10 ko-
dieren. Aus der induzierte IL-10 Sekretion resultiert, wie
bereits beschrieben, eine Hemmung der 1L-12p70 Produk-
tion (Martin et al. 2003; Mills, Kingston H G 2011).

Es konnte gezeigt werden, dass Naz-2-HG die Sekretion
von IL-12p70 signifikant hemmt (siehe 5.1.1). Wirde
Naz-2-HG (ber den p38-CREB Signalweg der LPS-Sig-
naltransduktion wirken, so musste durch Nax-2-HG dieser
Signalweg verstarkt werden, um Uber eine vermehrte IL-
10 Sekretion die Bildung von IL-12p70 zu hemmen.

Der Einfluss von Na>-2-HG auf die Regulation der MAPK
p38 in DC wurde ebenfalls mittels Western Blot unter-
sucht. Auch hier wurde die Konzentration der aktivierten
phosphorylierten Kinase im Vergleich zur nicht phospho-
rylierten Form analysiert.

Die densitometrische Auswertung zeigte, dass weder Nay-
D- noch Naz-L-2-HG eine Wirkung auf die Konzentration
von phosphoryliertem p38 (pp38) hat. Auch die Kontroll-
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metaboliten Glutamin, Glutamat und Milchséure verén-
derten die Quantitat des Proteins im Vergleich zur LPS-
Kontrolle nicht. Na-a-Ketoglutarat fiihrte zu einer leichten
Reduktion von pp38, jedoch ohne signifikanten Unter-
schied zur LPS-Kontrolle.

Bei der Analyse des nicht phosphorylierten Proteins, hat-
ten die Kontrollmetaboliten Glutamin, Na-a-Ketoglutarat,
Glutamat und Milchséure keinen Effekt auf die MAPK
p38. Die Behandlung mit Na,-D-2-HG ergab eine mini-
male Steigerung der p38-Proteinkonzentration gegenuber
der LPS-Kontrolle, jedoch ohne Signifikanz.

Aus diesen Ergebnissen resultiert, dass Na,-2-HG die
LPS-Signaltransduktion tUber den p38-CREB Signalweg
nicht signifikant beeinflusst. Die leichte Erhohung der
Quantitat des nicht phosphorylierten p38 durch Nay-D-2-
HG, flhrt in der Folge zu einer verminderten Aktivitat des
p38-CREB Signalwegs, wodurch folglich die Transkrip-
tion von IL-10 vermindert induziert wird. Da durch eine
verminderte Transkription von IL-10, die IL-12p70 Sekre-
tion weniger durch IL-10 gehemmt wird, wirde daraus
eine erhohte Sekretion von IL-12p70 resultieren (Martin
et al. 2003).
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Da mittels ELISA im Uberstand von mit Naz-2-HG behan-
delten DC gezeigt werden konnte, dass Na,-2-HG die Sek-
retion von 1L-12p70 signifikant hemmt, widerspricht die-
ses Ergebnis den Untersuchungen des p38-CREB Signal-
weges im Western Blot. Daher kann angenommen werden,
dass die Hemmung der IL-12p70 Sekretion und somit die
Wirkung von Naz-2-HG nicht tber diesen Weg der LPS-

Signaltransduktion wirkt.

Weitere Wege der LPS-Signaltransduktion verlaufen tber
den extrazelluldres Signal aktivierte Kinase (ERK) Signal-
weg oder auch den TANK bindende Kinase (TBK)1-Inter-
feron-regulto-rische Faktoren (IRFs) Signalweg.

Die MAPK ERK wird durch die Bindung von LPS an
TLR4 und eine Weiterleitung des Signals tiber MyD88 ak-
tiviert. Uber beispielsweise die MAPK ,,FOS* kann ERK
die Transkription der Gene, die fur die 1L-23 Untereinheit
p19 kodieren, steuern.

Auch TBK1 wird durch die Bindung von LPS an TLR4
aktiviert. Die Weiterleitung der LPS-Bindung erfolgt hier

uber das IFNB-induzierende TIR-Doménen-beinhaltende
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Adapter Protein (TRIF), welches TBK1 aktiviert. Das ak-
tivierte TBK1 bewirkt nun eine Translokation von IRFs in
den Nukleus. Hier kann durch IRFs die Transkription von
Genen, die fir I1L-12p35 kodieren, induziert werden
(Mills, Kingston H G 2011; Goriely et al. 2008).

Diese Signalwege wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht und sollten in weiteren Experimenten analy-

siert werden.
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7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Nay-2-HG
spezifisch die 1L-12p70 Produktion von LPS-aktivierten
DC beeinflusst, jedoch keine Veranderung der Produktion
anderer Zytokine bewirkt. Es zeigte sich zwar eine leichte
Erhdhung der IL-10 Konzentration sowie eine leichte Re-
duktion der TNF Konzentration im Uberstand der Zellen,
diese Veranderungen waren jedoch nicht signifikant.
Neben der Sekretion von IL-12p70 im ZellUberstand,
wurde die Genexpression der IL-12p70 Untereinheiten
p35 und p40 durch Nay-2-HG reduziert, jedoch ohne Sig-
nifikanz. Die Untersuchung der Genexpression der Un-
tereinheit p19 des IL-23 zeigte ebenfalls keinen spezifi-
schen Effekt von Nay-2-HG. Auf Proteinebene fiihrte Nay-
2-HG zu einer Reduktion des IL-12p70-Dimers sowie zur
Verminderung der p40 Untereinheit. Zur Verifizierung
dieses Ergebnisses sollten noch weitere Versuche durch-
gefiihrt werden.

In der MLR schien sich ein leichter Effekt vor allem durch
das L-Enantiomer von Naz-2-HG im Vergleich zur LPS-

Kontrolle vorzuliegen, da jedoch bisher nur ein Versuch
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durchgefuhrt wurde, missen weitere Versuche diese Ten-
denz bestatigen.

Bei der Untersuchung des Stoffwechsels der DC, wurden
das Enzym Indolamin 2,3-Dioxigenase (IDO), die At-
mung und die Laktatproduktion der Zellen unter Einfluss
von Naz-2-HG analysiert.

Die Untersuchung von IDO sowie der Laktatproduktion
zeigten keinen Effekt von Na,-2-HG auf diese Stoffwech-
selwege.

Die Untersuchung der Atmung der Zellen ergab eine
leichte Verstarkung der Atmung nach ca. drei Stunden,
dieser Effekt war aber transient und sollte in weiteren Ver-
suchen genauer untersucht werden.

Um den Mechanismus der Beeinflussung des Zellmetabo-
lismus durch Na,-2-HG genauer zu untersuchen, wurden
erste Analysen von LPS-Signaltranduktionswegen durch-
gefiihrt.

Weder die Degradation von IxBa, noch dessen Phospho-
rylierung wurden hierbei durch Naz-2-HG beeinflusst.
Auch bei der Untersuchung der MAPK Akt und p38 und
deren Phosphorylierung konnte kein Effekt von Naz-2-HG
festgestellt werden.
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Da in dieser Arbeit der spezifische Effekt von Naz-2-HG
auf die IL-12p70 Produktion in DC bestatigt werden
konnte, bei den weiteren Untersuchungen sich jedoch nur
bei der Zellatmung ein signifikanter Effekt durch den
Metaboliten ergab, sollte in weiteren Experimenten der
maogliche Zusammenhang zwischen beiden Effekten ana-

lysiert werden.
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