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Einleitung 1

1 Einleitung

Jedes Wirbeltier grenzt sich mit seiner Haut von der Aufienwelt ab. Seine Haut bildet die erste
Barriere gegen physikalische, chemische oder pathogene Einflisse aus seiner Umwelt. Daruber
hinaus stellt es Uber die Haut Kontakt mit seiner Umgebung her, sie ist Trager vieler
Sinnesrezeptoren. Wird diese Barriere von fremden Substanzen oder Organismen
durchbrochen, so tritt im gesunden Wirbeltier das Immunsystem in Aktion, um das eindringende
Agens zu prifen und gegebenenfalls zu bekdmpfen. Haut und Immunsystem bilden so einen
engen Verbund zum Schutz gegen das ,Nicht-Selbst".

Beim Immunsystem unterscheidet man zwischen der — wahrscheinlich stammesgeschichtlich
alteren — angeborenen und der jingeren erworbenen Immunitat. Bestandteil der angeborenen
Immunantwort sind beispielsweise die von ELIE METCHNIKOFF gefundenen und als
Makrophagen bezeichneten phagozytischen Zellen, die zahlreiche verschiedene Pathogene
sofort angreifen, ohne diesen vorher schon einmal begegnet sein zu missen. EDWARD JENNER
entdeckte 1796 den Schutz von Menschen gegen Pocken durch Impfung mit Kuhpocken- oder
Vaccinia-Viren. Auch wenn der dabei zugrunde liegende Mechanismus erst sehr viel spater
aufgeklart werden konnte, nutzte JENNER bereits eine wichtige Eigenschaft des erworbenen
(adaptiven) Teils des menschlichen Immunsystems. Die Impfung veranlal3te den Organismus,
Antikérper auszubilden, welche spezifisch flr die eingebrachten Viren waren und einen
dauerhaften Schutz gegen die den Kuhpocken ahnlichen humanen Pockenviren vermittelten.
Gebildet werden Antikérper von Lymphozyten, einer Gruppe weilRer Blutzellen (Leukozyten).
Die Lymphozyten entstehen im Knochenmark, in dem ein Teil von ihnen auch reift. Diese
Gruppe von Immunzellen nennt man B-Lymphozyten (,bone marrow”). Die Ubrigen
Lymphozyten wandern zur Reifung in den Thymus und werden daher als T-Lymphozyten
bezeichnet. Im Anschluf® an ihre Reifung zirkulieren beide Zellgruppen zwischen Blut und
peripheren lymphatischen Geweben. B-Lymphozyten differenzieren nach Kontakt mit einem
Antigen zu antikorpersezernierenden Plasmazellen. T-Lymphozyten entwickeln sich zu T-
Effektorzellen mit einer Reihe unterschiedlicher Funktionen'. Ebenfalls im Knochenmark
befinden sich gemeinsame, sogenannte myeloide Vorlauferzellen fir alle weiteren zellularen
Bestandteile des Immunsystems. Aus ihnen gehen Granulozyten, Mastzellen und Monozyten
hervor, aus letzteren entwickeln sich Makrophagen und dendritische Zellen'.

Entsprechend ihrer gemeinsamen Aufgabe — einem Schutz des Organismus vor dem ,Nicht-
Selbst“ — stehen die Zellen des Immunsystems und der Haut in enger Interaktion miteinander.
Diese Interaktion findet einerseits Uber direkte Zellkontakte sowie andererseits Uber
biochemische Substanzen, die Zytokine und lipidartigen Mediatoren, statt. Ist in dieser
Interaktion das Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorisch wirkenden Komponenten
gestort, kann es zu einer Reihe von Erkrankungen kommen. Die Aufklarung der dabei
wirkenden Mechanismen bildet nicht nur eine Vorraussetzung flir eine Entwicklung wirksamer
Therapien, sondern vermittelt auch ein verbessertes Verstandnis Uber die Funktionsweise des
gesunden Systems.



Einleitung 2

Eine solche Erkrankung mit gestértem regulatorischen Gleichgewicht und einer Beteiligung von
Komponenten des Immunsystems ist die Psoriasis.

Psoriasis vulgaris kommt ausschlieBlich beim Menschen vor und tritt weltweit mit einer
Haufigkeit von 0,1 bis 3% der gesamten Bevolkerung auf. Psoriasis ist in allen Ethnien
vertreten, am starksten jedoch unter der weillen Bevdlkerung Nordeuropas und Skandinaviens.
Fir ca. 20% aller Betroffenen bedeutet die Erkrankung eine signifikante Verschlechterung ihrer
Lebensqualitat’>. Kennzeichnend fiir Psoriasis sind charakteristische, schuppende Herde der
auleren Haut, daher stammt die Bezeichnung ,Schuppenflechte®. Diese Herde sind Folge einer
bis zu 10-fach erhdhten Teilungsrate der Keratinozyten in der Epidermis, verbunden mit ihrer
unvollstandigen Differenzierung zu Hornzellen®. Im betroffenen Gewebe zeigt sich eine
Erweiterung des dermalen GefaRgeflechts durch GefaRneubildung® sowie ein verstarktes
Auftreten von Entziindungszellen in Dermis und Epidermis® (vgl. Abbildung 1 aus GERAS®).

Die Ursachen der Erkrankung sind noch immer teilweise ungeklart, als sicher gilt aber eine
genetische Beteiligung. Die starkste bekannte genetische Assoziation mit Psoriasis vulgaris
liegt in der Region PSORS1 auf Chromosom 6p21.3. Patienten mit dem HLA-Typ HLA-Cw*6
haben ein 10fach erhdhtes Erkrankungsrisiko’. Eine weitere Assoziation besteht mit dem Allel
CDSN*5%. CDSN kodiert fiir das Protein Korneodesmosin, von dem angenommen wird, dal} es
eine Schliisselrolle bei der Kohésion von Korneozyten spielt®.

Eine Reihe unterschiedlicher Zellen des Immunsystems kann in der Haut psoriatischer Plaques
nachgewiesen werden. Bestandteil dieses entzindlichen Infiltrats sind neutrophile
Granulozyten'™ in der Epidermis sowie als erste Immunzellen in neu entstehenden Plaques
tiberhaupt Monozyten'', die in der Dermis gefunden wurden'?. Makrophagen fanden sich in der
Dermis um die BlutgefaRe herum'®, eine Untergruppe auch entlang der Basallamina™'. Aus
Monozyten des peripheren Blutes hervorgegangene dendritische Zellen' konnten in der oberen
Dermis sowie in der Epidermis in unmittelbarer Nahe von T-Lymphozyten gefunden werden'®.
T-Lymphozyten wurden hauptsichlich im Bereich der Basallamina und der BlutgefaRe™
nachgewiesen und bilden den dominierenden Anteil von Immunzellen im Infiltrat’®. Der
Ubergang von Leukozyten aus dem Blutstrom in entziindetes Gewebe erfolgt (ber
Zelloberflachenmolekiile auf den Endothelzellen der BlutgefaRe (P- und E-Selectine) und auf
den Immunzellen (Integrine und Immunoglobulin-dhnliche Adhasionsmolekiile)'’. Bei der
Orientierung der Immunzellen im Gewebe spielen geléste Polypeptide, z. B. Chemokine, und
lipidartige Mediatoren eine entscheidende Rolle. Deren Gradienten leiten Leukozyten an ihren
Wirkungsort. Chemokine sind aber auch auslésende Faktoren fir den Ubergang der

Immunzellen aus dem Blut in die Gewebe'®"°.



Einleitung 3

Abbildung 1: Schematische Darstellung zum Vergleich der Haut eines gesunden Menschen (A) mit der
eines Patienten mit Psoriasis (B)

A: Dargestellt sind (von unten nach oben) die Dermis (Unterhaut) mit den Blutgefal3en, die Basallamina
(gelb-griin) sowie die Epidermis, bestehend aus den basalen Keratinozyten, der Stachelzellschicht mit
LANGERHANS-Zellen, dem Stratum granulosum sowie der Hornschicht. B: Die Haut in einer psoriatischen
Lasion zeigt charakteristische Veranderungen: Die peripheren Blutgefale der oberen Dermis sind
gegenuber denen gesunder Haut verdickt und verlangert. Die Retezapfen sind lang ausgezogen und die
Epidermis zeigt abschnittweise eine fehlerhafte Verhornung (Parakeratose) mit Verlust des Stratum
granulosum. Die basalen Keratinozyten sind hypertroph, bilden mehrere Zellagen und zeigen eine ca.
10fach erhohte Proliferationsrate. Infolgedessen bildet sich an der Oberflache der Epidermis eine Schicht
von Schuppen aus lockerer, nicht koharenter Hornmasse, z. T. mit Zellkernresten. Dargestellt ist
aullerdem die Ansammlung von Leukozyten in der gesamten Epidermis bis hinein in die Hornschicht.

Zahlreiche Hinweise deuten bei Psoriasis vulgaris auf eine primar immunologische Erkrankung
mit T-Lymphozyten als Mediatoren hin?®?'. So gehdren T-Zellen zu den ersten Leukozyten, die
in sich neu bildende Plaques infiltrieren?. Der Mechanismus, der zu einer Migration von T-
Zellen in die erkrankte Haut und damit zu einem Fortschreiten der Erkrankung flhrt, ist bisher
nicht genligend geklart. Insbesondere die fir das Infiltrieren der T-Zellen und ihre Migration zum
psoriatischen Plaque verantwortlichen Chemotaxine sind bisher nicht bekannt.

Eine Reihe von chemotaktisch wirksamen Substanzen fir T-Lymphozyten wurde bereits
beschrieben (z. B. CCL20 (LARC)®? und CXCL11 (I-TAC)?*). Dennoch ist bisher nicht klar,
welche chemotaktisch wirksame Substanz fir das T-Zell-Infiltrat in psoriatischen Plaques
entscheidend ist.
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Aufgrund dieser bestehenden Unklarheit wurde folgende Fragestellung formuliert:

Befindet sich in Psoriasis-Hautschuppen eine ausreichende Menge einer chemotaktisch
wirksamen, proteinartigen Substanz, um das Einwandern von T-Lymphozyten in psoriatische
Plaques erklaren zu kénnen?

Zur Beantwortung dieser Frage wurden Extrakte aus Hautschuppen von Psoriasispatienten
hergestellt und in verschiedenen Schritten mit Hilfe der Hochdurchsatz-Flissigchromatographie
(HPLC) aufgetrennt. Die daraus resultierenden Fraktionen wurden in einem biologischen
Assaysystem auf ihre chemotaktische Wirksamkeit fir Lymphozyten getestet. Als Testzellen
dienten die Zellinie HuT78 sowie Lymphozyten des peripheren Blutes. Daruber hinaus wurden
aus mononuklearen Zellen des peripheren Blutes angereicherte Th1-Lymphozyten in den
Chemotaxisexperimenten eingesetzt. Das Testsystem unter Verwendung einer BOYDEN-
Multikammer wurde im Rahmen dieser Arbeit optimiert, weil die der Literatur entnommenen
Parameter fiir diese Art von Tests (z. B. PLEASS & CAMP®) mit Lymphozyten nicht zu der
erforderlichen Trennscharfe und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fuhrten.

Neben den Psoriasis-Hautschuppen wurde weiteres biologisches Material auf seinen Gehalt an
Lymphozyten-chemotaktischen Proteinen hin untersucht. Als Gegenprobe zu den
Hautschuppen aus erkranktem Gewebe diente Fersenkallus nicht an Psoriasis erkrankter
Personen. Uberstande aus Zellkulturen von Keratinozyten und Fibroblasten wurden getestet, da
diese Zellen den wesentlichen Bestandteil der — gesunden wie erkrankten — Haut ausmachen.
Zellkulturiberstande von aus Monozyten differenzierten dendritischen Zellen wurden
untersucht, weil diese Zellen einen wichtigen Bestandteil des entzindlichen Infiltrats
psoriatischer Plaques darstellen. Als Beispiel fiir ein hornzellfreies Epithel dienten Uberstande
aus Zellkulturen der Bronchialepithel-Zellinie A549.

Die Chemotaxismessungen wurden erganzt durch die Tests zur Immunoreaktivitat flr eine
Reihe bereits bekannter Lymphozytenchemokine in HPLC-Fraktionen der Psoriasis-
Hautschuppenextrakte.

Die durchgefuihrten Experimente lieRen sich in drei Abschnitte gliedern, eine Testoptimierung,
die chemotaktischen Messungen sowie die Untersuchungen zur Immunoreaktivitat. Diese
dreiteilige Struktur wurde auch in der Numerierung der Kapitel aufgenommen. Aus diesem
Grund wird in Methoden- und Ergebnisteil sowie in der Diskussion jeweils mit der
Testoptimierung begonnen (Kapitel 2.1, 3.1 und 4.1). Dann folgen die Chemotaxisexperimente
(Kapitel 2.2, 3.2 und 4.2) und im jeweils dritten Segment die immunochemischen Messungen
(Kapitel 2.3., 3.3 und 4.3).

Um den Leseflul in Abschnitten mit vielen Literaturzitaten nicht zu unterbrechen, wurden
Indexnummern fir die Zitate verwendet. Aus diesem Grund sind zwei Literaturverzeichnisse
enthalten, eines nach Indexnummern sortiert (Abschnitt 7), das zweite in der alphabetischen
Reihenfolge der Autorennamen (Abschnitt 8).

Diese Arbeit ist nach alter Rechtschreibung abgefalt. Der Autor sieht sich dabei an den
Volksentscheid Schleswig-Holsteins vom 27. September 1998 gebunden.
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2 Material und Methoden

Kapitel 2.1 beinhaltet eine Darstellung der Untersuchungsmethode zur Messung der
Lymphozytenchemotaxis und bildet die Bandbreite aller getesteten Parameter fir deren
Optimierung ab. Die Herstellung des untersuchten biologischen Materials sowie dessen
Auftrennung in der HPLC werden in Kapitel 2.2 gezeigt. Eine immunochemische
Untersuchungsmethode flir den Nachweis bereits bekannter Chemokine in Material aus
Psoriasis-Hautschuppen wird in Kapitel 2.3 dargestellt.

2.1 Optimierung eines Verfahrens zum Nachweis von
Lymphozytenchemokinen in biologischem Probenmaterial

Das biologische Verfahren zur Bestimmung der chemotaktischen Aktivitat von Lymphozyten in
Abhangigkeit von biologischem Probenmaterial wurde nach einer Modifikation der von
MROWIETZ & JURGENS?® beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die chemotaktische Wanderung
von Lymphozyten fand in einer Mikrochemotaxiskammer statt, in der zeitgleich 48 Einzelproben
auf ihre Chemotaxis stimulierenden Eigenschaften getestet werden konnten. Fir Monozyten
war die Methode bereits gut etabliert®.
eindeutige und reproduzierbare Ergebnisse liefern konnte, muflten im ersten Teil dieses

Damit dieses Testsystem auch mit Lymphozyten

Projektes eine Vielzahl von Parametern verandert und optimiert werden.

Die in dieser Arbeit verwendete 48-Loch-Mikrochemotaxiskammer (Costar / Whatman, USA,
Abbildung 2) bestand aus zwei Acrylglas-Kompartimenten. Im unteren befanden sich die
Proben, in das obere wurden die Testzellen gegeben. Beide Teile waren durch eine
Filtermembran voneinander getrennt. Eine Silikonmatte dichtete das System zu den Seiten hin
ab.

o —_— [r———
' [IT]
1T & [T] :
|

e D
et O eh e O aa 8 2 e e

i } } J Silikondichtung

Filtermembran

v

—— unteres Kompartiment

Abbildung 2: 48-Loch-Mikrochemotaxis-Kammer von Costar / Whatman
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Als Testzellen in der Chemotaxis wurden die T-Zellinie HuT78, periphere Blutlymphozyten
(PBL) und aus mononukledren Zellen des peripheren Blutes angereicherte Th1-Zellen
verwendet.

Das zu testende biologische Probenmaterial wurde aus Zellkulturiberstadnden sowie Extrakten
von Hautschuppen und Fersenkallus gewonnen und in verschiedenen Schritten mittels der
Hochdurchsatz-Flissigkeitschromatographie (HPLC) aufgetrennt.

Diejenigen Proben, die aus einer Umkehrphasen-HPLC-Auftrennung mit Hilfe einer Nucleosil-
C8-Séaule stammten, wurden in 20 pl groRen Fraktionen gefriergetrocknet. Nach dem Trocknen
erfolgte die Zugabe von je 60 pyl RPMI1640 mit 10% FCS (v/v). Stammten die Proben aus
nachfolgenden HPLC-Trennungen (MonoS und andere), wurden je 1-2 yl daraus mit je 58-59 pl
RPMI-FCS aufgeflllt. In die Vertiefungen des Kammerbodens wurden je 25-28 pul der zu
testenden Fraktionen eingefillt, so dafy immer zwei Vertiefungen identisch befullt waren.

Auf den beflillten Kammerboden wurde ein Filter aus Polycarbonat (PVP-frei, 5 bzw. 8 um
Porendurchmesser, Nuclepore, Bodenheim) aufgelegt und darauf eine Uber den Vertiefungen
der Kammer gelochte Silikondichtung. Der Kammerdeckel wurde aufgesetzt und in seine
Locher je 50 ul der Zellsuspension eingefillt.

Der Filter trennte die Zellen im oberen Teil der Chemotaxiskammer von den zu testenden
Fraktionen im unteren Teil. Im Falle chemotaktisch stimulierter Migration wanderten die Zellen
vom oberen Kompartiment durch die Poren des Filters in den unteren Teil der Kammer und
hefteten sich an der Unterseite des Filters an. Diese Adharenz wurde durch Beschichtung der
Filterunterseite mit humanem Kollagen Typ IV (Sigma-Aldrich, Schnelldorf) oder humanem
EDTA-Plasma (8 mM EDTA) aus Blutspenden ermoglicht.

Nach Ablauf einer Inkubation zwischen 20 min und 4'/, h Dauer bei 37 °C folgte die Entnahme
des Filters aus der Kammer. Die auf der Filteroberseite verbliebenen Zellen wurden durch
3maliges Spllen in PBS und Abstreifen an einer Gummilippe entfernt. Eine Behandlung des
Filters zur Fixierung und Farbung der Zellen an der Filterunterseite folgte. Zur semiquantitativen
Bestimmung der chemotaktischen Aktivitdt wurde die Farbung jedes Feldes mit Positiv- und
Negativkontrolle verglichen.

2.1.1 Isolierung und Kultur von Lymphozyten fir die
Chemotaxisuntersuchungen

Das Kulturmedium fur alle getesteten Lymphozyten-Populationen (HuT78, PBL, Th1) sowie fur
Monozyten, dendritische Zellen und primare Fibroblasten bestand, sofern nicht anders
beschrieben, aus

RPMI1640 (+ 25 mM HEPES, BioConcept, Umkirch) mit

10% (v/v) FCS (BioConcept),

100 IU/ml Penizillin-Streptomycin (Gibco BRL / Life Technologies, Karlsruhe) und

2 mM L-Glutamin (BioWhittaker, Taufkirchen).

Kulturmedium dieser Zusammensetzung wird im folgenden RPMI-FCS genannt.
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Die Bedingungen zur Stimulation und Anreicherung der verschiedenen Testzellpopulationen
wahrend der Kultur sind in Tabelle 1 zusammengefalit.

HuT78 periphere Blutlymphozyten | Lymphozyten in der
Th1-Anreicherung

unstimuliert 18h Kultur unstimuliert 2-3 Tage PHA, IL-12,

2 Tage PHA 2 Tage unstimuliert anti-human IL-4,

2 Tage PHA, 5 Tage IL-2 2-3 Tage IL-2 dann 3-6 Tage IL-2

2 Tage PHA, 7 Tage IL-2 2 Tage PHA

3 Tage PHA, 5 Tage IL-2 Kulturflasche 3-24 h
OKT3-beschichtet,
3 Tage Kultur

Tabelle 1: Getestete Kulturbedingungen der in den Chemotaxismessungen verwandten Zellen

Die Tabelle zeigt die Bedingungen, unter denen die Zellen fiir chemotaktische Untersuchungen
kultiviert wurden. Die HuT78-Zellen stammten stets aus exponentiell wachsenden Kulturen, die
PBL und die Lymphozyten in der Th1-Anreicherung aus der Interphase einer Ficoll-
Zentrifugation von Vollblut oder ,Buffy Coat‘. Die PBL waren durch nachfolgende Elutriation
aus PBMC isoliert worden.

Die eingesetzten Konzentrationen fir PHA lagen bei 0,5 - 2,0 pg/ml und fir IL-2 bei 100-400
U/ml. Rekombinant-humanes IL-12 wurde mit einer Konzentration von 2 ng/ml, Antikérper
gegen humanes IL-4 mit einer Konzentration von 0,2 ug/ml zu den Zellkulturen gegeben.

2.1.1.1 HuT78

Die Zellinie HuT78 (humanes, kutanes T-Zell-Lymphom?’) wurde von der ECACC iiber
BioConcept erworben. Die Lagerung der Zellen erfolgte in DMSO-Medium (10% (v/v) DMSO,
40% (viv) FCS, 50% (v/iv) RPMI1640), gekuhlt in flissigem Stickstoff bei
-195,8 °C. Die Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C schnell aufgetaut (<1 min) und sofort in
das 30-fache Volumen RPMI1640 mit 20% (v/v) FCS gegeben. Es folgte eine Zentrifugation
(Minifuge RF, Haereus, Hanau) bei 4 °C und 260 x g.

Das Sediment wurde in RPMI1640 mit 20% (v/v) FCS resuspendiert. Ein kleiner Anteil der
Zellen wurde mit Trypanblau (0,4% w/v, Sigma, Taufkirchen) angefarbt und in der NEUBAUER-
Kammer gezahlt. Die Vitalitdt entsprach dem Quotienten der Anzahl nicht blau gefarbter Zellen
zu der Anzanhl aller Zellen. Die vitalen Zellen wurden gezahlt und mit Dichten zwischen 3 x 105
und 2,5 x 106 Zellen/ml in RPMI-FCS aufgenommen. lhre Inkubation erfolgte bei 37°C und
5%iger CO,-Atmosphare. Nach Erreichen einer Dichte zwischen 9 x 105 und 1 x 107 Zellen/ml
wurden sie zentrifugiert (260 x g) und erneut in frischem Medium und neuen Kulturflaschen
kultiviert oder mit einer Dichte von 10°-10" Zellen/ml (5 x 10" bis 5 x 10° Zellen pro Loch) fiir die
Chemotaxismessungen eingesetzt.



Material und Methoden 8

2.1.1.2 Periphere Blutlymphozyten

Als Quellen der in den Untersuchungen dieser Arbeit verwendeten nativen Zellen dienten
einerseits Vollblut von Patienten der Hautklinik des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein,
Campus Kiel, andererseits sogenannte ,Buffy Coats” aus der Klinik fir Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel.

Bei den lIsolierungen aus Vollblut wurden je 240 ml peripheres Blut mit ca. 8 mM EDTA
(, Titriplex I, Merck, Darmstadt) bei 600 x g uber Ficoll (,Separating Solution®, Biochrom,
Berlin) zentrifugiert. Die Interphase mit den peripheren Blut-mononuklearen Zellen (PBMC)
wurde abgenommen, mit PBS + 0,1% (w/v) BSA (PAA Laboratories, Osterreich) aufgefullt und
bei 260 x g zentrifugiert.

Die ,Buffy Coats® (,Compoflex, Eumer-Compascuum, Niederlande) enthielten
polymorphonukleare Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten aus je 450 ml Blut in einem
Volumen von 50 ml Plasma. Je ein ,Buffy Coat* wurde mit PBS auf 100 ml aufgefullt und im
weiteren wie fir Vollblut beschrieben behandelt.

Aus den PBMC wurden entweder mittels MACS isolierte T-Lymphozyten oder mit Hilfe der
Gegenstrom-Zentrifugationselutriation gereinigte periphere Blutlymphozyten gewonnen. Die
Zusammensetzung der resultierenden Zellpopulationen wurde stichprobenartig in der
DurchfluBzytometrie analysiert.

2.1.1.2.1 Isolierung von T-Lymphozyten im MACS-System

Im MACS-System wurden Zellen tber Antikérper mit paramagnetischen Partikeln, sogenannten
.MicroBeads", verbunden und dann in einer Saule, die in einem starken Magneten positioniert
war, selektiv zurlickgehalten. Zellen, die keine Antigene zu den entsprechenden Antikdrpern auf
ihrer Oberflache trugen, wurden durch die Saule hindurchgesplilt.

Fir die Isolierung mit Hilfe des MACS-Systems wurden Zellen aus 240 ml Vollblut oder die
Halfte der Zellen aus einem ,Buffy Coat* verwendet. Die aus der Interphase der Ficoll-
Zentrifugation stammenden PBMC wurden zweimal in PBS gewaschen. Nach grindlichem
AbgieBen des Uberstandes erfolgte die Lyse der verbliebenen Erythrozyten durch
Resuspension der Zellen in Ammoniumchloridiésung (160 mM in destilliertem Wasser, pH 7).
Nach 7 min wurde die Suspension bei 260 x g zentrifugiert und der Uberstand abgegossen.
Waren noch Erythrozyten Ubrig — erkennbar an der Rotfarbung des Sediments — wurde die Lyse
wiederholt. Die verbliebenen PBMC wurden in RPMI-FCS resuspendiert, zentrifugiert und in
MACS-Puffer (PBS + 2 mM EDTA + 5% (v/v) humanes A/B-Serum, Abteilung fur
Transfusionsmedizin, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) resuspendiert. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte im Multikanal-Analysator (Coulter Counter ZM und Coulter
Channelyzer 256). 108 Zellen wurden abgenommen und mit MACS-Puffer auf ein Volumen von
800 ul aufgefullt.

Die Isolierung der T-Lymphozyten aus jeweils 108 PBMC im MACS erfolgte mit Hilfe des ,Pan-
T-Cell Isolation Kit* (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) und einer VS*-Separationssaule
(Miltenyi Biotec) entsprechend der Anleitung. Mit Hilfe dieses ,Kits“ wurden B-Lymphozyten,
Monozyten, NK-Zellen, dendritische Zellen, erythrozytare Vorstufen, Thrombozyten und
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basophile Granulozyten in der Saule zurlickgehalten. Nach Inkubation der PBMC mit dem
»Hapten-Antikérper-Cocktail“, einem Gemisch verschiedener Antikérper gegen CD11b (CD:
.cluster of differentiation“, Oberflachenprotein), CD16, CD19, CD36 und CD56, wurden die
Antikorper-gebundenen Zellen mit ,Anti-Hapten MicroBeads® (sekundarer Antikdrper an
.MicroBeads" gekoppelt) an die Magnetpartikel gebunden und so in der Saule zurlickgehalten.
Durch diese negative Selektion kam eine Suspension mit allen T-Lymphozyten bis auf die
wenigen CD56-positiven aus der Saule heraus.

Die so gewonnenen T-Zellen wurden zentrifugiert und im Multikanal-Analysator (Coulter)
gezahlt. Aus 108 PBMC konnten ca. 5-6 x 107 T-Lymphozyten isoliert werden.

2.1.1.2.2 Gegenstrom-Zentrifugationselutriation

Im MACS-System konnten je Saule nur maximal 108 Zellen gereinigt werden. Zur Verbesserung
der Ausbeute wurden die PBL spater statt dessen durch Gegenstrom-Zentrifugationselutriation
gewonnen (Methode modifiziert nach ZHENG et al.?®). Hierbei erfolgte eine Trennung der PBMC
nach Grofle und Dichte. Das Elutriationssystem bestand aus einer Zentrifuge (J2-21M/E,
Beckmann, USA), in der sich ein Elutriationsrotor (JE-6B, Beckmann) befand. Im Rotor befand
sich eine Kammer mit Zu- und Abflu3. Die Zentrifuge mit dem Elutriationsrotor wurde auf 4 °C
gekdhlt und bei 600 U/min Kammer und Schldauche des Systems durch Spllen mit PBS von
Luftblasen befreit. Wahrend der Elutriation wurde mit PBS + 0,1% (w/v) BSA gespuilt. Bei 3000
U/min liefen die zuvor in 50ml PBS + 0,1% (w/v) BSA resuspendierten Zellen Gber den Zuflul in
die Kammer ein. Ein Gleichgewicht zwischen Zentrifugalkraft und Gegenstrom hielt die Zellen
zunachst in der Kammer. Die DurchfluRgeschwindigkeit von anfangs 10 ml/min wurde
allmahlich erhoht. Je kleiner die Zellen waren, desto eher wurden sie herausgespult. Zur
Kontrolle, welche Zellen herausspllten, wurden stichprobenartig je 10 Tropfen am Abflu}
aufgefangen und im Multikanal-Analysator gezahlt. Ab ca. 17 ml/min waren die Erythrozyten
fast vollstdndig herausgespult. Die bei weiterer Steigerung der DurchfluBgeschwindigkeit
herausgespulten Lymphozyten wurden gesammelt. Ab ca. 22 ml/min kamen die ersten
Monozyten aus der Kammer. Diese wurden in einem zweiten Sammelgefal} flr die Gewinnung
dendritischer Zellen (siehe Kapitel 2.2.3.4) aufgefangen.

Da die aus der Elutriation gewonnenen Zellen flir mindestens 2 Tage kultiviert werden sollten,
mulBte die Auftrennung unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden. Dazu wurden vor der
Elutriation alle Schlauche und der Rotor mit H,O.-Lésung (6% v/v, Merck) gespult und
mindestens 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf erfolgte die 1stiindige Inkubation mit dem
Antimykotikum Amphotericin B (,Fungizone® 5 ug/ml in PBS, BioConcept). Spater wurden auch
zur Zellkultur 2,5 pg/ml Amphotericin B gegeben.

Die Lymphozyten wurden bei 260 x g zentrifugiert. Die Lyse der verbliebenen Erythrozyten
erfolgte wie bei der MACS-Isolierung beschrieben mit Hilfe von Ammoniumchloridlésung.
Danach wurde die Suspension bei 260 x g zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und die
Zellen in RPMI-FCS resuspendiert. Die Zellen wurden nochmals zentrifugiert, in RPMI-FCS
resuspendiert und ein Aliquot im Multikanal-Analysator gezahlt.
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2.1.1.2.3 DurchfluBzytometrie: Quantitative Analyse der verschiedenen Zellpopulationen

Die Anteile an Monozyten, B-Lymphozyten, T-Helfer- und zytotoxischen T-Lymphozyten an den
aus der Elutriation gewonnenen Zellen wurden in einigen Fallen per DurchfluRzytometrie
ermittelt. Dabei wurde die Expression von CD3 (T-Lymphozyten), CD4 (T-Helfer-Zellen), CD8
(zytotoxische T-Zellen) sowie CD14 (Monozyten) gemessen.

Je 10° Zellen wurden in 100 pul PBS in DurchfluRzytometer-Réhrchen (5 ml, Sarstedt)
resuspendiert. Der jeweilige Antikorper (gegen CD3, 4, 8 oder 14) wurde in der vom Hersteller
empfohlenen Menge zugegeben. In einem zweiten Ansatz erfolgte die Zugabe des zum
Antikérper passenden Isotyps (Tabelle 2). Die Zellen wurden fir 30 min bei Raumtemperatur
und Dunkelheit inkubiert. Sie wurden mit PBS aufgeflllt und zentrifugiert. Nach Resuspendieren
in 300 ul PBS erfolgte die Messung im DurchflulRzytometer (Coulter Epics XL). Der Nullwert (<
2% der Zellen positiv) wurde dabei mit Hilfe der Zellen, die mit dem Isotyp inkubiert worden
waren, eingestellt. Die Steuerung des Gerates und die Darstellung der Messungen erfolgte mit
der Software Coulter System I, Version 3.0 auf einem Pentium-PC.

Oberflachen-Antigen Markierung | zugehdriger Isotyp Hersteller
CD3 FITC lgG1 Coulter Clone
CD4 FITC lgG1 Coulter Immunotech
CD8 FITC IgG1 Coulter Immunotech
CD14 FITC lgG2b Coulter Clone
CD3 PE lgG1 Coulter Immunotech

Tabelle 2: Antikorper fir die DurchfluBzytometer-Analysen

Dargestellt ist eine Ubersicht (iber die in den DurchfluRzytometer-Analysen der
Lymphozytenkulturen verwendeten Antikorper.

2.1.1.2.4 Kultur der peripheren Blutlymphozyten

Die Lymphozyten wurden entweder fir 2-3 Tage mit IL-2 (100-200 U/ml, ,Proleukin®,
rekombinant aus Escherichia coli K12, Chiron, USA) oder fir 2 Tage mit PHA (0,5 - 2,0 ug/ml,
Nurex Biotec, Grof3britannien) bei 37 °C und 5%iger CO,-Atmosphare inkubiert.

In einigen Fallen wurden die PBL mit anti-CD3-Antikérpern (OKT3) stimuliert. Dazu war zuvor
eine 6-Loch-Platte (6 x 9,6 cmz, Polystyrol, Nunc, Danemark) fir 3-24 h mit 10 ml sterilem OKT3
(Orthoclone Muromonab CD3, Janssen-Cilag, Neuss; 10 ug/ml in Natriumkarbonat-Puffer pH 8)
bei 37 °C beschichtet worden®. Die Kulturplatte wurde 3mal mit sterilem PBS ausgespiilt. 3,2
bis 6,3 x 107 Lymphozyten je Platte wurden in RPMI-FCS mit einer Dichte von 1,79 bis 2,84 x
106 Zellen/ml in die Vertiefungen (je 3,0 - 4,5 ml) der Platte gefillt und fir 2 Tage bei 37 °C und
5%iger CO,-Atmosphare inkubiert.
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2.1.1.3 Th1-Lymphozyten

Neben den beschriebenen Verfahren zur Isolierung von PBL bzw. T-Lymphozyten wurden Th1-
Lymphozyten in den chemotaktischen Tests verwandt. lhre Gewinnung erfolgte mittels
Adharenz und anschlielRender Anreicherung.

Th1-angereicherte Lymphozyten wurden aus je 240 ml Vollblut oder ,Buffy Coats“ gewonnen
(modifiziert nach BONECCHI et al.*).
Bedingungen. Dazu wurde das Blut wie oben beschrieben Uber Ficoll zentrifugiert. Die

Die gesamte Praparation verlief unter sterilen

Interphase  wurde in PBS gewaschen und die verbliebenen Erythrozyten mit
Ammoniumchloridlésung lysiert. Es erfolgte eine Verminderung des Anteils an Monozyten durch
Anheftung am Kulturflaschenboden. Dazu wurden die Zellen in einem Volumen von 200-400
pl/cm2 Bodenflache in RPMI-FCS fur 2 h bei 37 °C und 5%iger CO,-Atmosphare inkubiert. Die
Lymphozyten, die grundsatzlich nicht anhefteten, wurden durch leichtes Schwenken vom Boden
aufgewirbelt und zusammen mit dem Medium in eine neue Kulturflasche Uberfihrt. Nach
Zentrifugation erfolgte eine Inkubation der Zellen mit einer Ausgangsdichte von ca. 6 x 10°
Lymphozyten/ml fir insgesamt 3 Tage in RPMI-FCS mit PHA (1 pg/ml), IL-12 (rekombinant-
humanes P70, 2 ng/ml, PharMingen, USA) und Antikdrpern gegen IL-4 (gereinigt, gegen
humanes IL-4, 0,2 pg/ml, PharMingen). Am zweiten Tag wurde ein Mediumwechsel
vorgenommen. Nach drei Tagen wurden die Zellen zentrifugiert (260 x g) und fir weitere drei
bis sechs Tage mit einer Ausgangsdichte zwischen 1,5 - 2,0 x 106 Lymphozyten/ml in RPMI-
FCS mit 100 U/ml IL-2 inkubiert.

2.1.1.3.1 Nachweis einer Th1-Anreicherung

Um zu kontrollieren, ob noch chemotaktisch aktive Monozyten in der Kultur waren, wurde bei
den Chemotaxismessungen mit Th1-angereicherten Lymphozyten fMLP (10_8 M, Sigma) als
zusatzliche Negativkontrolle eingesetzt. Der Gehalt an Monozyten, ungeachtet ihrer
chemotaktischen Aktivitat, wurde mit Hilfe von DurchflulRzytometer-Untersuchungen zur
Expression von CD14 Uberpruft.

Zur Kontrolle, ob und in welchem Malf3e die oben beschriebenen Kulturbedingungen tatsachlich
zu einer Th1-Lymphozyten-Anreicherung gefuhrt hatten, wurden DurchflulRzytometer-
Untersuchungen zur Expression von CD4 sowie zur IFN-y-Sekretion durchgefihrt.

2.1.1.3.2 Verfahren zur Bestimmung der IFN-y-Sekretion

Th1-angereicherte Lymphozyten mit einer Dichte von 10" Zellen/ml in RPMI1640 + 10% (V/V)
A/B-Serum (Serum eines Patienten der Blutgruppe A/B, Abteilung fir Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel) wurden in zwei Aliquots aufgeteilt, von
denen eines mit anti-CD3-Antikdrpern stimuliert wurde (siehe Kapitel 2.1.1.2.4) und das andere
ohne Stimulation blieb. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5%iger CO,-Atmosphare fur 3 h
inkubiert. OKT-3 stimulierte die Th1-Zellen zur Sekretion von IFN-y. Die ohne OKT-3 inkubierten
Zellen wurden bei der Messung der IFN-y-Sekretion im DurchfluBzytometer zur Einstellung der
Empfindlichkeit des Gerates verwendet, analog zur Funktion der Isotyp-markierten Zellen bei
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den DurchfluRzytometer-Messungen von CD3, CD4, CD8 und CD14 (vgl. Kapitel 2.1.1.2.3 und
BONECCHI et al.*°).

Nach der Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert (260 x g) und in der NEUBAUER-Kammer
gezahlt. Zur Bestimmung der IFN-y-Sekretion wurde ein ,IFN-y Catch Reagent® (Miltenyi
Biotech) an die Oberflache der Zellen gebunden. Sezernierten die Zellen IFN-y, band dieses an
das ,Catch Reagent” und konnte dann mit einem PE-markierten Antikérper (,IFN-y Detection
Antibody*, Miltenyi Biotech) im Durchflufizytometer semiquantitativ gemessen werden.

Die Markierung von je 106 Zellen mit ,IFN-y Catch Reagent” und anschliefend dem ,IFN-y
Detection Antibody“ erfolgte entsprechend der Anleitung des ,IFN-y Secretion Assay Detection
Kit".

2.1.2 Vorbehandlung der Chemotaxisfilter

Fir die Chemotaxisexperimente wurden Polyvinylpyrrolidon- (PVP-) freie Polykarbonat-Filter
der Grofe 8,2 x 3,0 cm mit den PorengréRen 5 und 8 um von Nuclepore verwendet. Diese
besalRen eine rauhe und eine glatte Seite, deren Orientierungen in der Chemotaxiskammer
variiert wurden.

In  einigen Fallen wurden unbeschichtete Filter verwendet. Vor den meisten
Chemotaxismessungen erfolgte die 1- bis 3-stliindige Beschichtung der Filter entweder mit
Maus-Kollagen Typ IV (5 ug/ml in PBS, GibcoBRL) oder mit humanem Blutplasma (aus EDTA-
Vollblut) bzw. humanem Kollagen Typ IV (10 ng/ml in destilliertem Wasser + 0,025% (v/v)
Eisessig, Sigma). Diese Beschichtungen wurden auf der glatten und bzw. oder auf der rauhen
Seite des Filters vorgenommen und zum oberen oder zum unteren Kompartiment der
Chemotaxiskammer hin orientiert.

In einigen Fallen erfolgte eine Vorbehandlung unbeschichteter Filter der Porengré3e 5 ym mit 1
M NaOH in 50% (v/v) Ethanol fir 30 min, um anionische Ladungen auf der Oberflache
anzureichern. Diese Filter wurden anschliefend zweimal in destilliertem Wasser gewaschen
und dann fir 10 min in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7) getaucht.

2.1.3 Untersuchte Chemokine

Verschiedene bereits als Lymphozyten-Chemokine bekannte Substanzen wurden auf ihre
chemotaktischen Eigenschaften fir die verschiedenen Zellpopulationen getestet. Alle
aufgefiihrten Chemokine waren rekombinant-human. C5a stammte von Sigma, CCL19, CCL5,
CXCL120a, CXCL12B und CXCL8 wurden von der Firma BioConcept erworben, CCL2 von
Amimed (Schweiz) und CCL17 von PeproTech (GroR3britannien).

2.1.4 Durchfuhrung der chemotaktisch stimulierten Migration

Die Zahlung und Vitalitatsbestimmung der in den Chemotaxismessungen eingesetzten Zellen
erfolgte mit Hilfe einer NEUBAUER-Kammer unter dem Mikroskop nach Farbung eines Aliquots
der Zellsuspension mit Trypanblau. Verschiedene Zelldichten wurden in der Chemotaxis
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eingesetzt. Bei PBL variierten diese zwischen 106 und 1,6 x 107 und bei HUT78 zwischen 106
und 107 vitaler Zellen/ml. Bei Th1-Lymphozyten betrug die Dichte stets 8 x 106 Zellen/ml.

Die Chemotaxiskammern wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5%iger CO,- und gesattigter
Wasserdampf-Atmosphare flir 1 bis 4 h inkubiert.

Chemokinese bezeichnet die erhdhte Motilitat von Zellen aufgrund eines chemischen Reizes.
Als Chemotaxis wird diese Bewegung dann bezeichnet, wenn sie eine bevorzugte Richtung auf
den Reiz hin oder vom Reiz weg hat. Um sicher zu stellen, dal3 in den vorliegenden
Experimenten Chemotaxis und keine Chemokinese gemessen wurde, erfolgte eine so genannte
Schachbrett-Analyse®'. Dabei wurde CCL19 10° M sowohl in das untere als auch gemeinsam
mit den Testzellen in das obere Kompartiment der Kammer eingesetzt. Die Menge der unter
diesen Bedingungen gewanderten Zellen wurde wie unten beschrieben ermittelt und mit der
,hormalen® Positivkontrolle — CCL19 10'8 M nur im unteren Kompartiment — verglichen.

2.1.5 Fixierung und Farbung der gewanderten Zellen

Nach vorsichtigem Offnen der Chemotaxiskammern wurden auf der Filteroberseite verbliebene
Zellen durch 3maliges Auflegen der Filter auf PBS und Abstreifen an einer Gummilippe entfernt.
Zur Fixierung der Zellen an den Filtern wurden diese entweder senkrecht hangend in Methanol
(Merck) getaucht oder zur Vermeidung von Scherkraften mit ihrer Unterseite vorsichtig auf eine
Methanoloberflache aufgelegt und untergetaucht. Spater erfolgte die Fixierung statt mit
Methanol mit der Fixierlosung des Diff-Quik-Farbesets (Dade Behring, Schweiz). Die
Fixierdauer variierte zwischen 10 sek und 2 min. In einigen Fallen wurde der Versuch
unternommen, die Zellen durch 20-30-minttige Trocknung an der Raumluft zu fixieren.

Zur Farbung wurden die Filter erst fir 1-10 Minuten in Hamatoxillin (Accustain, Sigma)
getaucht, dann kurz in destilliertem Wasser gespult und schliellich in HCI-Ethanol (1% (v/v)
rauchende HCL in 96% Ethanol) fur wenige Sekunden entfarbt, bis die Hintergrundfarbung
gerade verschwand. Zur Gegenfarbung wurden die Filter fur 1 min in eine Blaulésung (80 mM
MgSO, + 24 mM NaHCO; in destilliertem Wasser) getaucht und schlieRlich in destilliertem
Wasser gesplilt und getrocknet. Diese Farbereihe wurde spater durch Lésung | und Il des Diff-
Quik-Farbesets (je 3 min) und nachfolgendes zweimaliges Spulen in destilliertem Wasser
ersetzt.

2.2 Herstellung von Extrakten und Uberstinden sowie deren
chromatographische Auftrennung

2.2.1 Herstellung der Psoriasis-Hautschuppenextrakte

Das Schuppenmaterial wurde freundlicherweise von der Abteilung fir Dermatologie der
Fachklinik Bad Bentheim zur Verfigung gestellt. Fir alle Praparationen bis auf eine (B) standen
Hautschuppengemische verschiedener Psoriasis-Patienten zur Verfigung. Die Schuppen
wurden von Fremdmaterial (Haaren etc.) gereinigt. Quellen des Schuppenmaterials erfolgte in
der 5-fachen Menge (w/v) einer Lésung von 20 mM Zitrat, 60 mM Ammoniumformiat und 10%
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Ethanol in destilliertem Wasser. Dieses Gemisch wurde mit Ameisensaure auf pH 3 eingestellt
und Uber Nacht bei -20 °C eingefroren.

Nach Auftauen der Schuppen am nachsten Tag erfolgte die mechanische Zerkleinerung mit
Hilfe eines Scherkraftdesintegrators (Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel, Staufen) fiir 1", - 2 h
bei 12000 U/min im Eisbad. Das so entstandene Gemisch wurde mit 4900 x g fir 30 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert (Heraeus Minifuge RF). Nach Abnehmen des Uberstandes und
Resuspension des Sedimentes im doppelten Volumen 96%igen Ethanols erfolgte eine weitere
Zentrifugation fiir 30 min bei 4900 x g und Raumtemperatur. Der zweite Uberstand wurde zu
dem der ersten Zentrifugation gegeben und beides nochmals bei 4900 x g und Raumtemperatur
fir 10 min zentrifugiert. Die Fettschicht wurde von der Oberflache abgesaugt und der Uberstand
4-6mal in neue Gefale Uberfihrt und wie zuvor fir je 10 min zentrifugiert, so daf® schlie8lich
eine klare Lésung entstand.

Mit Hilfe von Ultrafiltrationsrihrzellen erfolgte die Vorbereitung dieser Lésung fir die HPLC
(Kapitel 2.2.4).

2.2.2 Herstellung eines Psoriasis-Hautschuppen- oder Kallusextraktes mit
vorheriger Lipidextraktion

Zur Steigerung der Ausbeute bei der Extraktion von Proteinen aus Psoriasis-Hautschuppen
oder Kallus wurden in zwei Fallen zuvor die Lipide entfernt. Das Kallusgewebe stammte von
Patienten der Hautklinik des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel.

Das Schuppen- oder Kallusmaterial wurde zur dreifachen Menge (w/v) Zitratpuffer (100 mM
Zitrat in 1 | destilliertem Wasser + 100 mM NaOH, pH 4) gegeben und tber Nacht bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert. Die Zerkleinerung des Gemischs erfolgte am nachsten Tag im Eisbad mit
Hilfe eines Ultra-Turrax fiir 1'/,-2 h bei 12000 U/min. Nach Verdopplung des Volumens durch
Zugabe von Ethylacetat wurde die Mischung in einem groRen Gefal kraftig geschittelt und bei
Raumtemperatur mit 850 x g fur 5 min zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R).

Es entstand eine Auftrennung in 4 Phasen: Zuunterst befand sich ein Schuppen- bzw.
Kallussediment, darliber die walrige Phase mit dem Hauptanteil an Protein. Schuppen- bzw.
Kallusfragmente bildeten die nachste Schicht und obenauf befand sich das Ethylacetat, das den
grofdten Teil der Lipide enthielt. Das Ethylacetat wurde abgegossen, die restlichen Phasen
verrihrt und zusammengegeben.

Mit der gleichen Menge Ethylacetat wurde eine erneute Extraktion der verbliebenen Lipide
durchgefiihrt, wie oben beschrieben. Die walrige Phase wurde gesammelt und bei -20 °C
aufbewahrt. Die beiden Schuppen- bzw. Kallusphasen wurden mit dem 4-fachen Volumen an
96%igem Ethanol gemischt und Uber Nacht bei -20 °C gelagert.

Am nachsten Tag erfolgte die Zentrifugation des Ethanol-Schuppen- bzw.
-Kallusgemischs fiir jeweils 10 min bei 4900 x g 4-6mal, so daR ein klarer Uberstand entstand.
Er wurde mit der vom Vortag stammenden walrigen Phase zusammengegeben und im
Rotationsverdampfer (Laborata 4000 Digital, Heidolph, Kelheim) vom restlichen Ethylacetat
befreit. Die Vorbereitung des Extraktes fir die HPLC-Auftrennung erfolgte mit Hilfe von
Ultrafiltrationsrihrzellen.
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2.2.3 Kultur der Zellen fiir die Herstellung der Uberstinde

Neben den oben beschriebenen Extrakten wurden Uberstande verschiedener Zellkulturen auf
ihren Gehalt an Lymphozyten-chemotaktischen Substanzen hin untersucht.

2.2.3.1 Zellkultur primarer Keratinozyten

Die Isolierung primarer Keratinozyten erfolgte aus Vorhauten zirkumzensierter Knaben. Die
Vorhaute stammten aus der Klinik ,Waldwiese® in Kiel. Die Vorhaut wurde mit der epidermalen
Seite nach unten gelegt und mit Hilfe von Schere und Pinzette lockeres Bindegewebe und Fett
von ihr entfernt. Nach Zerschneiden der Vorhaut in kleine Streifen erfolgte 2-maliges Waschen
in PBS und die Behandlung mit Trypsin (0,125% (w/v) in PBS, 12-24 h bei 4 °C). In
Keratinozyten-Kulturmedium (KGM, BioConcept) wurde die Epidermis mit Hilfe einer Pinzette
abgezogen, in neues Medium Uberflhrt und durch haufiges Abspulen wurden die Keratinozyten
abgeldst. Nach Zentrifugation der Zellen und erneuter Aufnahme in KGM erfolgte die
Kultivierung bei 37 °C und 5%iger CO,-Atmosphare. Zur Stimulation der Keratinozyten wurden
10 ug/ml Latexextrakt oder 10 pg/ml Milbenextrakt (beides von Allergopharma, Reinbek) fir 48
h zur Kultur gegeben. Die Vorbereitung der daraus gewonnenen Uberstéande fir die HPLC
erfolgte in einer Ultrafiltrationsrihrzelle.

2.2.3.2 Zellkultur der Keratinozyten-Zellinie HaCaT

Die zuvor in fliissigem Stickstoff eingefrorenen HaCaT-Zellen®* wurden in DMEM mit 10% FCS,
100 I1U/ml Penicillin-Streptomycin und 2 mM L-Glutamin kultiviert. Nach Anwachsen zu
semikonfluenter Dichte wurden sie fir 48 h mit 30 ng/ml Tumornekrosefaktor a (TNFa)
inkubiert. Nach Zentrifugation (Heraeus Minifuge RF, 260 x g) erfolgte die Vorbereitung der
Kulturiberstande fur die HPLC mit Hilfe von Ultrafiltrationsrihrzellen.

2.2.3.3 Zellkultur primarer Fibroblasten

Zur Isolierung der primaren Fibroblasten dienten Haut-Stanzen von Patienten der Hautklinik des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel. Die Stanzen wurden mit ihrer
epidermalen Seite nach unten in eine Petrischale gelegt und das Fettgewebe entfernt. Kleine
Stickchen der Haut wurden mit ihrer dermalen Seite am Boden einer zuvor mit RPMI-FCS
befullten Zellkulturflasche angedrickt. Es folgte die Inkubation der aufrecht stehenden Flasche
Uber Nacht bei 37 °C, bei der die Haut, ohne mit Kulturmedium in Berlhrung zu kommen, am
Boden anheftete. Dann wurde die Flasche waagerecht flr weitere 7-14 Tage bei 37 °C
inkubiert, wahrend die Hautstiickchen von dem Medium bedeckt waren. Wahrend dieses
Zeitraumes wuchsen primare Fibroblasten aus den Hautstlickchen heraus. Diese wurden mit
Trypsin (5 min, 0,05% (w/v) in PBS, Biochrom) vom Boden geldst, zentrifugiert, in Medium
resuspendiert und in einer neuen Kulturflasche inkubiert, bis sie konfluent (den Boden dicht
bedeckend) gewachsen waren. Nach 7 solcher Passagen wurden die semikonfluenten (den
Boden lickenhaft bedeckenden) Fibroblasten im Stadium exponentiellen Wachstums griindlich
mit PBS gesplilt, in DMEM (mit 5,6 mM Glukose, BioConcept) mit 30 ng/ml TNFo. (PeproTech)
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aufgenommen und flr weitere 48 h inkubiert. Das aus dieser letzten Inkubation stammende
Medium wurde nach der Zentrifugation in Ultrafiltrationsrihrzellen fir die HPLC vorbereitet. In
zwei Fallen wurde auf eine Stimulation mit TNF-a verzichtet und Uberstédnde aus der
exponentiell wachsenden Kultur verwendet (Praparationen H und |, siehe Tabelle 3).

2.2.3.4 Zellkultur dendritischer Zellen

Die Gewinnung dendritischer Zellen erfolgte durch Differenzierung von Monozyten mit 100 U/ml
GM-CSF (rekombinant-human, PeproTech) und 10 ng/ml IL-4 in RPMI-FCS fur 5-7 Tage. Dazu
wurden 240 ml Vollblut Uber Ficoll zentrifugiert und aus der resultierenden Interphase analog
zur Lymphozyten-Isolierung im Elutriator (Kapitel 2.1.1.2.2) die Monozyten isoliert. Diese
Monozyten wurden in RPMI1640 (mit Penicillin-Streptomycin und Glutamin) mit GM-CSF / IL-4
und entweder 10% (v/v) FCS oder 1,5% (v/v) autologem Plasma inkubiert. Die Gewinnung der
Uberstande erfolgte entweder nach 3-4 oder nach 5-7 Tagen durch Zentrifugation.

2.2.3.5 Zellkultur der Bronchialepithel-Zellinie A549

Die Kultivierung der zuvor eingefrorenen A549-Zellen (humanes Lungenkarzinom®?) erfolgte in
DMEM fir 72 h mit 30 ng/ml TNFo und 10 ng/ml IL-4 (BioConcept). Nach Zentrifugation wurden
die Uberstande der Zellkulturen in Ultrafiltrationsriihrzellen fiir die HPLC vorbereitet.

2.2.4 Aufarbeitung der Extrakte und Uberstande mit Hilfe von
Ultrafiltrationsrihrzellen

Die Reduktion der Volumina von Extrakten aus Psoriasis-Hautschuppen, Kallusgewebe oder
Zellkulturuberstéanden erfolgte mit Hilfe von Ultrafiltrationsrihrzellen (Modell 8200 und 8400,
Amicon / Millipore, USA). Auch ein Laufmittelwechsel zwischen zwei HPLC-Schritten wurde auf
diese Weise vorgenommen. Die Flissigkeiten wurden dabei mit Hilfe von unter Druck (~5 bar)
stehendem Stickstoff durch einen Filter (YM-3 Ultrafiltration Membranes, Diaflo) geprel}t, der fir
Molekile groRer 3 kDa undurchlassig war. In einem geringeren Restvolumen blieb ein
Konzentrat dieser Substanzen zurlick, welches — nach Zentrifugation zur Abtrennung
unldéslicher Bestandteile — in der HPLC aufgetrennt wurde.

Eine Ubersicht aller untersuchten Proben ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Prapa- | Bezeichnung Kulturbedingungen
ration
A Psoriasisschuppen | ohne Lipidextraktion
B Psoriasisschuppen Il ohne Lipidextraktion, nur 1 Patient
C Psoriasisschuppen Il ohne Lipidextraktion
D Psoriasisschuppen IV mit Lipidextraktion
E Kallus mit Lipidextraktion
F priméare Fibroblasten 48 h TNFo, ohne FCS, 7. Passage
G Fibroblasten vom Psoriatiker | 48 h TNF«, ohne FCS
H Fibroblasten vom Psoriatiker Il unstimuliert, 10% FCS
[ Fibroblasten eines unstimuliert, 10% FCS
Neurodermitis-Patienten
J primare Keratinozyten | Latexextrakt 48 h, ohne FCS
K primére Keratinozyten Il Milbenextrakt 48 h, ohne FCS
L Keratinozyten (HaCaT) TNFwx 48 h, ohne FCS
M Bronchialepithelzellen (A549) TNFo/IL-4,72 h
N dendritische Zellen | 3-4 Tage, 1,5% autolog. Plasma
@] dendritische Zellen 5-7 Tage, FCS + humanes Plasma
P dendritische Zellen 1l 5-7 Tage, 10% FCS

Tabelle 3: Ubersicht aller untersuchten Uberstande und Extrakte

Die Extrakte und Uberstande sind zur eindeutigen Identifizierung in den folgenden
Abschnitten dieser Arbeit mit Grof3buchstaben von A bis P bezeichnet.

2.2.5 Chromatographische Auftrennung der Extrakte und Uberstinde

Fir die Auftrennung der Psoriasis-Schuppenextrakte und Zellkultur-Uberstéande mit Hilfe von
Hochleistungs-Flissigchromatographie (HPLC) wurden zwei verschiedene HPLC-Anlagen und
eine Reihe unterschiedlicher Saulen verwendet. Eine Ubersicht darliber ist in Tabelle 4
dargestellt.

HPLC-Anlage 1 bestand aus einer Pumpe P4000 (Spectra Physics, Hamburg), einem
Photometer Spectroflow 773 (Kratos, Hamburg) und einem Integrator PU4810 (Philips,
GrolRbritannien).

Far Chromatographien im MikromafRstab (Mikropore-HPLC) wurde das SMART-System der
Firma Pharmacia (Freiburg) verwendet. Die eingesetzten Losungsmittel, Chemikalien und das
Wasser waren HPLC-rein.

Nach jeder HPLC-Reinigung (auf3er nach einer Heparin-Sepharose-HPLC) wurden Aliquots der
daraus hervorgegangenen Fraktionen hinsichtlich ihrer Lymphozyten-chemotaktischen Aktivitat
untersucht. Von Fraktionen, in denen chemotaktische Aktivitat fir Lymphozyten gemessen
werden konnte, sowie von ihren benachbarten Fraktionen wurden SDS-PAGEn angefertigt
(Kapitel 2.3.2).
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Saule Anlage Puffer / Laufmittel Durch-
flulbrate
A B [ml/min]
Heparin, 1 0,01 M Tris, 0,01 M Laufmittel A 1,0
HiTrap, 5 ml Zitronensaure, pH 7,4 + 2 M NaCl
Cs8, 1 0,1% TFA in HO 0,1% TFA in 3,0
SP 250/10 Acetonitril
MonoS, 2 0,02 M NH,*HCOO-, Laufmittel A 0,1
PC 1.6/5 25% Acetonitril, pH 4 + 1 M NaCl
C4, 1 0,1% TFA in HO 0,1% TFA In 05
Butyl, 5 um Acetonitril
TSK G2000SW 1 0,1% TFA in H,O - 1,0
7,5 x 600
C2/C18, uRPC 2 0,1% TFA in HO 0,1% TFA in 0,1
SC 2.1/10 Acetonitril, 20% H>O

Tabelle 4: HPLC-Anlagen, -Saulen und -Puffer bzw. -Laufmittel

HPLC-Anlagen: 1: Pumpe Spectra Physics System P4000,
Photometer Kratos Spectroflow 773, Integrator Philips PU4810
2: SMART Pharmacia LKB

2.2.5.1 Heparin-Sepharose-HPLC

Die erste Reinigung der Extrakte bzw. Uberstande wurde immer mit Hilfe einer Heparin-
Sepharose-HPLC-Saule (5 ml ,HiTrap“, Amersham Pharmacia Biotech, Schweden) an HPLC-
Anlage 1 durchgeflihrt. Laufmittel A enthielt 0,01 M Tris (Merck) und 0,01 M Zitrat bei einem pH-
Wert von 7,4. Laufmittel B bestand aus Laufmittel A mit 2 M NaCl. An der Pumpe wurde eine
DurchfluBrate von 1 ml/min gewahlt und im Photometer die Absorption bei einer Wellenlange
von 280 nm gemessen. Die Aquilibrierung der Saule erfolgte mit Laufmittel A. Dann wurde das
Extrakt bzw. der Uberstand aufgetragen und mit dem Sammeln der nicht Heparin-bindenden
Fraktion begonnen. Nachdem die Absorption im Photometer wieder den Ausgangswert vor
Probenauftrag erreicht hatte, wurde ohne Gradient auf 100% Laufmittel B gewechselt. Nun
erfolgte das Sammeln des Heparin-bindenden Anteils der Probe.

2.2.5.2 Praparative C8-Umkehrphasen-HPLC

In einer Ultrafiltrationsriihrzelle wurde die Heparin-bindende Fraktion im Volumen reduziert und
mehrfach mit dem Laufmittel A, 0,1% (v/v) TFA (Merck) in Wasser, aufgefullt. Durch
Sichtprifung (Farbung, Viskositat) wurde ermittelt, welches Volumen dieser Fraktion Gber die
Nucleosil C8-Saule (SP 250/10 Nucleosil C8 mit Vorsaule Nucleosil 300-7 C18, Macherey-
Nagel, Diren) auf HPLC-Anlage 1 getrennt werden sollte. Laufmittel B waren 0,1% (v/v) TFA in
Acetonitril (J. T. Baker, Holland), die Durchflufrate betrug 3 ml/min. An der Pumpe wurde
folgender Gradientenverlauf von Laufmittel A zu B programmiert: 5 min konstant 10% B,
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linearer Anstieg auf 60% B innerhalb von 25 min und auf 100% B in einer Minute. Bis zum Ende
der Elution nach weiteren 10 min wurden konstant 100% B programmiert. Die Messung der
Absorption im Photometer erfolgte bei 215 nm.

Die Saule wurde in 90% Laufmittel A und 10% B &aquilibriert und der programmierte
Gradientenverlauf gestartet. Die eluierten Substanzen wurden wahrend des Laufes manuell
ihren Absorptionsgipfeln entsprechend getrennt gesammelt.

Bei der C8-Umkehrphasen-Chromatographie wurden die aufgetragenen Polypeptide mit
ansteigender Hydrophobizitat eluiert. ,Praparativ hiell in diesem Fall, dal die Saule mit einer
groRe Menge hydrophober Substanzen beladen werden konnte, so daf eine flr die Messungen
chemotaktischer Aktivitdt und weitere Reinigungsschritte ausreichende Menge an Polypeptiden
zur Verfigung stand.

2.2.5.3 Mikropore Kationenaustausch-HPLC

Fraktionen mit Lymphozyten-chemotaktischer Aktivitat aus der C8-Umkehrphasen-HPLC
wurden Uber eine MonoS-Kationenaustausch-Saule (PC 1.6/5, Pharmacia) in der SMART-
Anlage getrennt. Laufmittel A fir die MonoS-HPLC-Saule bestand aus 20 mM
Ammoniumformiat in Wasser, pH 4, mit 25% (v/v) Acetonitril. Laufmittel B enthielt zusatzlich 1
M NaCl. Die DurchfluBrate betrug 100 pl/min. Folgender Gradientenverlauf wurde
programmiert: In den ersten 3 Minuten konstant 0% B, dann innerhalb von 20 min ein linearer
Anstieg auf 100% B. Bis zum Ende der Elution nach 25 min wurden 100% B beibehalten.
Entsprechend der Absorption bei 280 nm im Chromatogramm wurden die Fraktionen eingeteilt
und mit Hilfe eines Fraktionssammlers in 0,5 ml-Reaktionsgefalten (Eppendorf) aufgefangen.

In der Kationenaustausch-Chromatographie wurden die Polypeptide mit ansteigender positiver
Ladung eluiert.

2.2.5.4 C4-Umkehrphasen-HPLC

Im Anschluf® an die Trennung mit Kationenaustausch-HPLC folgte in den meisten Fallen die
Umkehrphasen-HPLC Uber eine C4-Saule (,Wide-Pore* Butyl, 5 micron, J. T. Baker, HPLC-
Anlage 1). Laufmittel waren 0,1% (v/v) TFA in Wasser (A) bzw. in Acetonitrii (B). Die
DurchfluBrate betrug 0,5 ml/min und die Messung der Absorption im Photometer fand bei einer
Wellenlange von 215 nm statt. An der Pumpe wurde folgender Gradientenverlauf von Laufmittel
A zu B programmiert: In den ersten 10 min ein linearer Anstieg von 10 auf 40% B, dann in 20
min auf 70% B und in weiteren 10 min auf 100% B.

Die Sdule wurde mit 10% Laufmittel B aquilibriert. Die Fraktionen wurden von Hand
entsprechend des Absorptionsverlaufes getrennt in 5 ml-Réhrchen gesammelt.

In zwei Fallen wurde nach der Kationenaustausch-HPLC eine Gelfiltrations-HPLC durchgeflhrt.
Bei der C4-Umkehrphasen-HPLC erfolgte eine Auftrennung nach Hydrophobizitat, jedoch durch
die andere Zusammensetzung der festen Phase mit im Vergleich zur C8-Saule veranderter
Spezifitat.
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2.2.5.5 Gelfiltrations-HPLC

Fir die Reinigung mit Hilfe einer Gelfiltrations-Saule TSK G2000SW (7,5 x 600 mm, LKB,
Schweden) war nur ein Laufmittel notwendig, in diesem Fall 0,1% (v/v) TFA in Wasser. Die
Durchflulrate wurde zu Beginn in Schritten von 0,2 ml/min auf 1 ml/min gesteigert. Die
Messung der Absorption im Photometer erfolgte bei 215 nm Wellenlange.

Nachdem die Saule mit 1 ml/min fir mindestens 45 min gespdilt worden war, wurde die Probe in
einem kleinen Volumen (~100 ul, Volumenreduktion zuvor in der Vakuum-Zentrifuge VR-1, Heto
Lab Equipment, Danemark) aufgetragen. Die Fraktionen zu je 1 ml wurden automatisch mit
Hilfe eines Fraktionssammlers (Cygnet Isco, USA) aufgefangen.

Die Gelfiltrationschromatographie, bei der nur ein Laufmittel verwendet wurde, trennte
Polypeptide ihrer GroRe und der Anzahl ihrer Ladungen nach auf**. Ahnlich wie in der SDS-
PAGE bendtigten hier langere Aminosaureketten mehr Zeit, um durch das Gel in der Saule
hindurch zu gelangen. Bei gleichem Molekulargewicht wurden diejenigen Molekule friher
eluiert, die einen héheren Anteil basischer Aminosauren enthielten.

2.2.5.6 Mikropore C2/C18-Umkehrphasen-HPLC

In einem Fall wurde nach der Gelfiltrations-HPLC eine Umkehrphasen-HPLC mit einer C2/C18-
Saule (URPC C2/C18 SC 2.1/10, Amersham Pharmacia Biotech) an der SMART-Anlage
durchgefuhrt. Laufmittel waren 0,1% (v/v) TFA in Wasser (A) und in Acetonitril mit 20% (v/v)
Wasser (B). Die Durchflurate betrug 100 pl/min. Folgender Gradientenverlauf von Laufmittel A
zu B wurde programmiert: Ein linearer Anstieg von 0 auf 25% B in den ersten 10 min, in 30 min
auf 70% B und in weiteren 10 min auf 100% B (Ende der Elution). Entsprechend der Absorption
bei 280 nm im Chromatogramm wurden die Fraktionen eingeteilt und mit Hilfe eines
Fraktionssammlers in 0,5 ml-Reaktionsgefaf3en aufgefangen.

Die C2/C18-Umkehrphasen-HPLC trennte nach hydrophoben Eigenschaften der Polypeptide,
wiederum mit gegeniber C8- und C4-Umkehrphasen-HPLC veranderter Spezifitat.
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2.3 Immunoreaktivitat von Psoriasis-Schuppenextrakten auf
Antikorper gegen bekannte Lymphozyten-Chemokine

In Psoriasis-Schuppenextrakten wurde mit Hilfe entsprechender Antikérper nach bereits
bekannten Chemokinen fir Lymphozyten gesucht.

2.3.1 Enzymgebundener Immunoassay (ELISA)

Die Bestimmung der Immunoreaktivitdt von Psoriasis-Schuppenextrakten auf verschiedene
Antikorper erfolgte mit HPLC-gereinigten Fraktionen der Extrakte in Festphasen-ELISAs. Die
Proben wurden dabei an eine Mikrotiter-Platte (96-well ImmunoSorb, Nunc), die Festphase,
gebunden, indem Aliquots der Proben zu je 100 pl Beschichtungspuffer (50 mM
Natriumkarbonat-Puffer, pH 10,6) in die Vertiefungen der Platte gegeben und ber Nacht bei 4
°C inkubiert wurden. Als Positivkontrolle diente das jeweils gesuchte rekombinant-humane
Antigen, als Negativkontrolle wurde PBS verwendet.

Am folgenden Tag wurden die Vertiefungen 1mal mit PBS / Tween20 (Polyethylen-Sorbitan-
Monolaurat 0,05% v/v, Sigma) gesplilt, je Vertiefung 200 pl PBS / BSA (1% w/v) eingeflllt und
bei Raumtemperatur fir 1 h auf einem Schdttler inkubiert. Nach 2maligem Waschen mit PBS /
Tween20 wurde der primare Antikorper jeweils in einer vom Hersteller empfohlenen
Verdlnnung (siehe Tabelle 5) mit PBS in die Vertiefungen gefillt und fir 1 h bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert. Danach folgte das 3malige Spllen der Platte mit
PBS / Tween20.

Je 100 pl eines sekundaren, Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Antikorpers
(Jackson ImmunoResearch / Dianova, Hamburg) wurde in einer Verdinnung von 1:5000 in
PBS zugegeben und fir 45 min bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert.

Danach erfolgte 4maliges Spllen mit PBS / Tween20. 10 mg OPD (Sigma) wurden in 20 ml
OPD-Substratlésung (17 mM Zitronensaure, 33 mM di-Natriumhydrogenphosphat, pH 5,2)
aufgeldst, 20 ul H,O, zugegeben und pro Vertiefung 100 pl dieser Losung eingeflillt. Nachdem
die Positivkontrolle eine deutlich sichtbare Farbung hatte und bevor die Negativkontrolle farbig
wurde, erfolgte das Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 100 ul H,SO, (6% v/v in
destilliertem Wasser) pro Vertiefung. Die Extinktion wurde photometrisch bei 492 nm gegen
eine Referenzwellenlange von 620 nm bestimmt (Mikrotiterplatten-Photometer SLT 210,
Kontron, Crailsheim).

Positive Fraktionen wurden in der HPLC weiter aufgereinigt oder im ,Western Blot* analysiert.
Zur Kontrolle der Spezifitat der primaren Antikorper wurden diese in einem Experiment durch
Kaninchen-Normalserum (1:10 und 1:50 in PBS) ersetzt.
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spezifisches Antigen eingesetzte Verdiinnung
primére AntikOrper gegen
CCL19 1. 8000
CCL2 1. 4000
CXCL12a 1. 8000
CXcL12p 1. 200
CCL17 1. 8000
CXCL11 1: 2000
CXCL9 1: 32000
CCL20 1: 8000
CCL18 1: 16000
CCL21 1: 16000
CCL25 1. 2000
CX5CL1 1: 4000
XCL1 1. 1000
sekunddrer Antikérper
Ziege anti-Kaninchen IgG 1. 5000

Tabelle 5: Antikorper fur ELISA, ,Western Blots® und , Dot Blots*

Alle o. a. Antikérper waren polyklonal. Sie wurden wie angegeben verdiinnt.
Die Antigene zu den primaren Antikdrpern waren rekombinant-human. Die
primaren Antikérper stammten von PeproTech, der sekundare von Jackson
ImmunoResearch.

2.3.2 Charakterisierung von Polypeptiden in der SDS-PAGE

Einige der zuvor in einem ELISA getesteten HPLC-Fraktionen wurden nachfolgend hinsichtlich
der GroRe der in ihnen enthaltenen Proteine und Polypeptide analysiert. Zur Auftrennung von
Proteinen und Polypeptiden in der SDS-PAGE wurden, je nach erforderlicher Auflésung, zwei
unterschiedliche Systeme verwendet. Fur kleine Gele (ca. 4,3 x 5,0 cm) wurde das PHAST-
System (Pharmacia), fir grof3e (ca. 9,5 x 7,0 cm) mit entsprechend héherer Auflésung das
BioRad-System (Mini Protean Il und Power Pac 3000, BioRad, USA) nach SCHAGGER & v.
Jacow?® eingesetzt.

2.3.2.1 PHAST-System

In den meisten Fallen wurden die Polypeptide der Lymphozyten-chemotaktisch aktiven HPLC-
Fraktionen mit Hilfe von SDS-PAGE unter Verwendung eines PHAST-Systems und ,High
Density“-Gelen (Amersham Pharmacia Biotech) dargestellt. Dazu wurden je 20 pl Probe mit 1 pl
Probenpuffer (Blue G, Ansatz nach Vorschrift des Herstellers, Serva, Heidelberg)
gefriergetrocknet und dann in 1 pyl Wasser resuspendiert. Stammten die Proben aus einer
Mikropore-HPLC, wurden je 1-2 ul der Probe mit 1 ul Probenpuffer vermischt und direkt
aufgetragen. Als GréRRenstandart wurde MW SDS 17S von Sigma verwendet.
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Die in den fertigen Gelen aufgetrennten Polypeptide wurden entweder im ,Western Blot* auf
ihre Immunoreaktivitat hin untersucht oder durch eine Silberfarbung nach HEUKESHOVEN &
DERNICK*® angefarbt.

2.3.2.2 BioRad-System fur SDS-PAGE

War eine héhere Auflésung zur Unterscheidung der Polypeptid-Banden erforderlich, wurden
SDS-PAGENn mit Gelen der GréRe 9,5 x 7,0 cm, 46% Acrylamid und 8 M Harnstoff unter
Verwendung des BioRad-Systems angefertigt.

Je 10-30ul der Proben (Mikropore-HPLC-Fraktionen: 1-3ul) wurden mit 10ul Probenpuffer
(siehe Kapitel 2.3.2.1) im Wasserbad eingekocht und in 10 yl Wasser aufgenommen. Als
GréRenstandart wurde auch hier MW SDS 17S verwendet.

Die in den fertigen Gelen aufgetrennten Polypeptide wurden durch eine Silberfarbung nach
HEUKESHOVEN & DERNICK>® entsprechend der Vorschrift des Herstellers der Farbereagenzien
(Sigma) angefarbt.

2.3.3 ,,Western Blot“

Die optimale Konzentration der im ,Western Blot“ (modifiziert nach TOWBIN et a/l.*’) mit PHAST-
Gelen verwendeten Antikérper wurde zuvor mit Hilfe von ,Dot Blots® (Kapitel 2.3.4) ermittelt.

Im Prinzip sind zwischen Antikbrpern und einigen Proteinen nicht-Antigen-spezifische
Bindungen mdglich. Daher wurden jeweils zwei identisch mit Proben belegte ,Western Blots"
angefertigt. Einer wurde wie im folgenden beschrieben mit primarem und sekundarem
Antikérper inkubiert, der andere zur Kontrolle der Spezifitdt des sekundaren Antikérpers mit
TBS anstelle des primaren Antikérpers. Trat hier eine Farbung auf, so wurde der sekundare
Antikorper in geringerer Konzentration eingesetzt, um nicht-Antigen-spezifische Proteinbindung
zu vermeiden.

Das PHAST-Gel wurde nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proben in der SDS-
PAGE mit Transfer-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Gilycin in destilliertem Wasser mit 20% (v/v)
Methanol, pH 8,3) fir 5 min bei Raumtemperatur aquilibriert. Der Transfer der Polypeptide auf
eine Nitrozellulose-Membran (Pure Nitrocellulose, BioRad) erfolgte im PHAST-System
entsprechend der Vorschrift des Gerateherstellers (Pharmacia).

Nach dem Transfer wurde die Membran 2mal in TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl in destilliertem
Wasser, pH 7,5) gespult und danach fur 1 h in 1%iger Blockierldsung (Chemiluminescence
Detection Kit, Boehringer Mannheim, 1:10 in TBS) bei Raumtemperatur inkubiert. Der priméare
Antikdrper wurde in der zuvor im ,Dot Blot“ als optimal ermittelten Verdinnung in 0,5%ige
Blockierlésung gegeben und die Membran damit Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach erfolgte
das Waschen der Membran 2mal in TBST (TBS + 0,1% (v/v) Tween20) und 2mal in 0,5%iger
Blockierlésung fur je 10 min. Der sekundare Antikérper (Peroxidase-gekoppeltes Ziege-anti-
Kaninchen-IgG, Jackson ImmunoResearch) wurde mit der zuvor im ,Dot Blot® als optimal
ermittelten Verdinnung in 0,5%ige Blockierldsung gegeben und die Membran damit fir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert.
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Die Farbung der Membran mit Luminol (Chemiluminescence Detection Kit, Boehringer
Mannheim) erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die Lichtabgabe des Luminols wurde auf
Filmmaterial (Hyperfilm-ECL, Amersham Pharmacia Biotech) dargestellt.

2.3.4 ,Dot Blots“ von Psoriasis-Schuppenextrakten

Als Antigen wurden Proben aus einer C8-Umkehrphasen-HPLC von Psoriasis-Schuppenextrakt
getestet. Es wurden Antikérper gegen CCL19, CCL2, CXCL12a, CXCL12p, CCL17, CXCL11,
CXCL9, CCL20, CCL18, CCL21, CCL25, CX5;CL1 sowie XCL1 verwendet. Die eingesetzten
Verdinnungen dieser Antikdrper sind in Tabelle 5 zusammengefalit.

Nitrozellulose-Membranen (Pure Nitrocellulose, BioRad oder ImmobilonP, Millipore, USA)
wurden im Format 7,5 x 10,0 cm ausgeschnitten und auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte gepreft,
um flr den Probenauftrag Abdricke in gleichmafigen Abstanden zu erhalten. Sie wurden kurz
in Methanol getaucht, 2mal in destilliertem Wasser und 2mal in TBS gewaschen. Dann erfolgte
das Auftragen der Proben (je 1 ul) und Kontrollen (je 1-6 ul). Als Kontrolle fiir ein positives
Ergebnis wurden ca. 50 ng des zum Antikdrper spezifischen Antigens (rekombinant-human,
Tabelle 5) gewahlt. Als Kontrollen flr negative Ergebnisse bzw. nicht-Antigen-spezifische
Bindung wurden RPMI-FCS, 50% (v/v) Acetonitril in destilliertem Wasser sowie verschiedene
andere rekombinante Chemokine aufgetragen. Das Eintrocknen der Proben und Kontrollen auf
dem Filter erfolgte flr 15 min bei Raumtemperatur. Eine Blockierung, die Antikbrpermarkierung
und die Chemilumineszenz-Farbung erfolgten, wie fir den ,Western Blot“ beschrieben.
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3 Ergebnisse

Eine Darstellung von den mit der beschriebenen Methodik erzielten Ergebnissen erfolgt in drei
Abschnitten: In Kapitel 3.1 werden die getesteten Parameter fir den Chemotaxisassay
dargestellt und eine Ubersicht der optimalen Testbedingungen gegeben. Kapitel 3.2 zeigt die
Ergebnisse aus den chemotaktischen Messungen der verwendeten Extrakte und Uberstande.
Die Chromatogramme einer Sequenz von aufeinander folgenden HPLC-Trennungen werden
graphisch wiedergegeben. Kapitel 3.3 beinhaltet die Ergebnisse aus den Messungen von
Immunoreaktivitdt in Extrakten von Psoriasis-Hautschuppen. Eine Sequenz aufeinander
folgender HPLC-Chromatogramme wird zusammen mit der Immunoreaktivitat in den einzelnen
Fraktionen dargestellt. Mit Hilfe von SDS-PAGE und ,Western-Blot“ werden Befunde aus den
Immunfarbungen geklart. Es folgen Darstellungen der Ergebnisse aus ,Dot Blot“-Analysen von
Psoriasis-Hautschuppenextrakten.

3.1 Optimierung der verschiedenen Parameter zur Messung
chemotaktisch stimulierter Migration von Lymphozyten

Die im ersten Teil dieser Arbeit durchgefihrten Experimente dienten der Verbesserung von
Trennscharfe und Reproduzierbarkeit der chemotaktischen Messungen mit Lymphozyten. Dazu
wurden die folgenden Parameter variiert: Isolierung, Kultur und Stimulation der Testzellen
(Kapitel 3.1.1), Art der Filtermembranen und ihre Vorbehandlung (Kapitel 3.1.2),
Positivkontrollen (Kapitel 3.1.3), Dichte der eingesetzten Zellen, Auswahl des Mediums, in
welchem die chemotaktisch stimulierte Migration stattfand, Inkubationsdauer (Kapitel 3.1.4)
sowie die Fixierung der gewanderten Zellen am Filter und deren Farbung (Kapitel 3.1.5).

Am Beginn standen Untersuchungen mit der T-Zellinie HuT78 (Kapitel 3.1.1.1), da hier
Spender-unabhangig konstante Bedingungen in der Expression von Oberflachenrezeptoren und
chemotaktischer Aktivitat der Zellen zu erwarten waren. Spater wurden aus Blutspenden von je
240 (Vollblut) oder 450 ml (,Buffy Coat®) periphere Blutlymphozyten isoliert (Kapitel 3.1.1.2) und
entweder sofort auf ihre chemotaktische Aktivitat getestet oder zuvor fir 1-3 Tage kultiviert. Aus
weiteren Blutspenden wurden periphere Blut-mononukleare Zellen (PBMC) isoliert und daraus
durch spezielle Kulturbedingungen Th1-Lymphozyten angereichert (Kapitel 3.1.1.3), die
ebenfalls fir Chemotaxisexperimente verwendet wurden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 573 Chemotaxisfilter mit je 48 Feldern flr die Optimierung des
Testsystems und die Analyse der HPLC-Fraktionen ausgewertet. Eine vollstandige Abbildung
aller Filter im Rahmen dieser Dissertation erscheint nicht sinnvoll. Im folgenden wird daher eine
Zusammenfassung der optimierten Chemotaxisparameter gegeben, die lediglich beispielhaft mit
der Darstellung von Einzeldaten untermauert wird.

Eine Ubersicht der optimierten Parameter fiir die Chemotaxisexperimente ist in Tabelle 7 am
Ende dieses Kapitels dargestellt.
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3.1.1 Isolierung, Kultur und Stimulation der Zellen

Als Kulturmedium wurde fur alle drei Zellpopulationen RPMI1640 mit 10% FCS, 100 1U/ml
Penicillin-Streptomycin und 2 mM L-Glutamin verwendet (als RPMI-FCS bezeichnet). Der
Zusatz von 25 mM HEPES zum RPMI-FCS verzdgerte ein Ansteigen des pH-Wertes in den flr
die Zellen unglinstigen basischen Bereich (> pH 8,0).

3.1.1.1 Die T-Zellinie HuUT78

Die Kultur von HuT78-Zellen mit Phytohaemagglutinin A (PHA) und bzw. oder IL-2 flhrte zu
keiner sichtbaren Verbesserung der chemotaktischen Aktivitat. Bei Anwesenheit von PHA im
Medium sank auferdem die Vitalitdt der Zellen (2 Tage Kultur; PHA 0,5 pg/ml: 83% vital; 1
pg/ml: 78% vital; 2 ug/ml: 76% vital). Optimale chemotaktische Ergebnisse wurden mit
unstimulierten HuT78-Zellen aus exponentiell wachsenden Kulturen erreicht.

Die Zelldichte in der Kultur sollte laut ,European Collection of Cell Cultures®, von denen die
Zellen stammten, zwischen 3 und 9 x 105 Zellen pro ml Kulturmedium liegen. Dichten bis 2 x 106
Zellen pro ml waren jedoch ohne Beeintrachtigung der chemotaktischen Aktivitat mdglich. Bei
héheren Zelldichten war die Zufuhr von frischem Medium alle 1-2 Tage notwendig.

3.1.1.2 Periphere Blutlymphozyten

Frisch isolierte periphere Blutlymphozyten (PBL), welche direkt nach der Reinigung unstimuliert
fur die Chemotaxis eingesetzt wurden, zeigten keine chemotaktische Aktivitdt mit den
getesteten Chemokinen (genannt in Kapitel 3.1.3). Daher mufdten die isolierten PBL fir einige
Tage kultiviert werden. Eine sterile Durchfihrung der Reinigung von PBL aus Vollblut oder
,Buffy Coats“ durch Elutriation bereitete zunachst Schwierigkeiten. Die Zellen waren nach
einigen Tagen in Kultur haufig mit Pilzhyphen kontaminiert.

Kontaminationsfreie Zellen wurden daher zunachst mit Hilfe des ,Pan-T-Cell Isolation Kits* Gber
das MACS-System (Kapitel 2.1.1.2.1) gewonnen. Pro Saule konnten so aber nur Lymphozyten
aus maximal 108 PBMC gereinigt werden. Durch eine Behandlung des Elutriatorsystems mit 6%
H.O, und Amphotericin B gelang es schliel3lich doch, eine Elutriation ohne Pilzkontamination zu
etablieren, so dal® nach 3 Tagen in Kultur bis zu 5 x 108 Lymphozyten pro ,Buffy Coat* flr die
chemotaktischen Untersuchungen zur Verfligung standen.

In der 2-3-tdgigen Kultur wurden die PBL entweder mit IL-2 oder mit PHA stimuliert. Beides
brachte Zellen mit vergleichbar geringer chemotaktischer Aktivitat hervor. Die Vitalitat der PBL
nach Kultur mit PHA war mit der nach IL-2-Kultur vergleichbar. PHA hatte also unter den
getesteten Bedingungen auf PBL, anders als auf Zellen der Linie HuT78, keine toxische
Wirkung. Durch 2-tdgige Kultivierung mit einem am Boden der Kulturflasche heftenden
Antikérper gegen den T-Zellrezeptor (CD3), OKT3 genannt, konnten die PBL zu deutlich
hoherer chemotaktischer Aktivitat stimuliert werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Vergleich chemotaktisch stimulierter Migration von PBL zwischen IL-2- und
OKT3-kultivierten Zellen

A zeigt den gefarbten Filter einer Chemotaxis mit peripheren Blutlymphozyten, die fir 2
Tage mit IL-2 (100 U/ml) stimuliert wurden, B einen Chemotaxisfilter nach 2-tagiger
Stimulation der PBL mit OKT3. Jeweils links wurde Kulturmedium (RPMI-FCS) als
Negativkontrolle eingesetzt, rechts CCL19 10° M, die Positivkontrolle fir die
chemotaktischen Untersuchungen dieser Arbeit. Zu sehen ist eine deutlich bessere
Unterscheidbarkeit zwischen CCL19 und Mediumkontrolle bei den OKT3-stimulierten PBL
gegenuber den mit IL-2 stimulierten, wobei Abbildung 3 A dunkler dargestellt ist, um die
schwache Farbung des Filters Gberhaupt erkennbar zu machen.

3.1.1.3 Th1-Lymphozyten

Die Anreicherung von Th1-Zellen aus peripheren Blut-mononuklearen Zellen (PBMC) erfolgte in
drei Stufen (modifiziert nach BONECCHI et al.*°):

1. Die Kultur der PBMC in RPMI-FCS ohne weitere Zusatze fur 1-3 h in einem Gefal® mit
grolRer Bodenflache bei 37 °C bewirkte das Anheften eines groRen Teils der enthaltenen
Monozyten. Vorsichtiges Uberfiihren der nicht anheftenden Zellen in ein neues GefaR fiihrte zu
einer Reduktion der Monozyten auf ca. 10% aller Zellen.

2. Die nachfolgende Kultur fur 2-3 Tage fuhrte zur Th1-Anreicherung. IL-12 im Medium
bewirkte dabei eine Differenzierung naiver T-Zellen zu Th1-Lymphozyten. Ein Antikbrper gegen
IL-4 verminderte die Menge an frei im Medium verfigbarem IL-4 (gebildet von CD4 - und
einigen CD8+-T-ZeIIen), welches sonst eine Differenzierung zu Th2-Lymphozyten geférdert
hatte. Das PHA hatte eine proliferationsférdernde und generell aktivierende Wirkung auf die
Lymphozyten.

3. Die Kultivierung mit IL-2 fur weitere 3-6 Tage bewirkte eine Fortsetzung der Proliferation
und Aktivierung aller vorhandenen T-Lymphozyten.

DurchfluBzytometer-Analysen zur Expression von CD14 sowie zur Sekretion von IFN-y
bewiesen den Erfolg einer Th1-Anreicherung auf einen Anteil von ca. 60-65% der Zellen in
Kultur. In allen Fallen war am Ende der Kultivierung keine CD14-Expression der Zellen im
DurchfluBzytometer mefRbar (Abbildung 4). Mit n-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP),
einem Chemotaxin fur Monozyten, nicht aber fur T-Zellen, war bei einer Konzentration von 10_8
M keine chemotaktische Aktivitdt der Zellen feststellbar (Abbildung 5). Die beschriebenen
Kulturbedingungen flhrten folglich zu einer vollstandigen Entfernung der zu Beginn enthaltenen
Monozyten aus der Zellkultur.
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Abbildung 4: Analysen Th1-angereicherter PBMC im DurchfluBzytometer

A zeigt die durchfluRzytometrische Messung von PBMC nach Markierung mit FITC-gekoppeltem
anti-CD14 (Linie Uber der grauen Flache). Die zugehdrige Isotypenkontrolle (IgG2b) ist als Linie
Uber der weillen Flache dargestellt. CD14-Antigen ist nicht nachweisbar. B zeigt die Messung nach
Behandlung der Zellen mit ,IFN-y-catch-Reagent” und nachfolgender Markierung mit FITC-
gekoppeltem Antikorper gegen IFN-y. Die Linie {iber der grauen Flache gibt die Markierung OKT3-
stimulierter Zellen wieder, die andere Linie die der nicht OKT3-stimulierten PBMC (anstelle einer
Isotypenkontrolle, siehe Kapitel 2.1.1.3.2). Zu erkennen ist ein deutliches IFN-y-Signal bei ca. 65%
der OKT3-stimulierten Zellen.

Abbildung 5: Chemotaktische Aktivitat von Th1-Lymphozyten fir fMLP

Die Abbildung zeigt den Filter einer Th1-Lymphozytenchemotaxis nach Kultur der Zellen fir 5
Tage (3 Tage PHA, IL-12, anti-IL-4; 2 Tage IL-2). Links wurde fMLP 10°M eingesetzt, in der Mitte
RPMI-FCS und rechts CCL19 10° M. fMLP ruft keine im Vergleich zur Negativkontrolle erhdhte
chemotaktische Aktivitat hervor.
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3.1.2 Chemotaxisfilter und ihre Auswertung

Zellen der Linie HuT78 haben ungefahr den doppelten Durchmesser (ca. 15-20 pm) im
Vergleich zu Blut-Lymphozyten (8-10 um). Dennoch ergaben Filter mit nur 5 ym Porengréf3e in
beiden Fallen gute Chemotaxisresultate. Um ein Anheften der Zellen an der Unterseite der
Filter zu beglnstigen, wurden die Filter vor der Chemotaxismessung beschichtet. Die besten
Chemotaxisresultate wurden erreicht, wenn die Filter auf ihrer glatten Seite beschichtet und
damit zum unteren Kompartiment der Kammer hin orientiert waren. Zur Beschichtung wurden
die Filter fur 2 h auf die Oberflache von 10 ml humanem Plasma in einer Petrischale aufgelegt.
Eine weitere Verbesserung der Chemotaxisergebnisse konnte durch Beschichtung der Filter mit
humanem Kollagen Typ IV (50 ng in 5 ml destilliertem Wasser) flir 2 h erzielt werden.
Filterbeschichtungen mit Maus-Kollagen Typ IV erwiesen sich flir die Chemotaxisexperimente
als ungeeignet. Eine Beschichtung der rauhen Seite des Filters, die Orientierung der
Beschichtung nach oben oder beidseitiges Beschichten verschlechterte die chemotaktisch
stimulierte Migration der Testzellen z. T. erheblich. Die Verwendung von Filtern mit 8 ym
Porendurchmesser lieferte unspezifische, d. h. falsch positive Resultate in der Chemotaxis.
Eine Erhdhung anionischer Ladungen auf der Filteroberflache durch Vorbehandlung mit 1 M
NaOH in 50% Ethanol fir 30 min, die zu einer besseren Anheftung von Chemokinen an den
Filter fGhren sollte, brachte keine Verbesserung der Chemotaxisresultate.

Bei vorangegangenen Arbeiten zur Chemotaxis von Monozyten wurden die Chemotaxisfilter
densitometrisch gemessen, um das Mal der chemotaktischen Aktivitat in den einzelnen Proben
zu quantifizieren®®. In den Untersuchungen zu dieser Arbeit stellte sich heraus, daR
Lymphozyten nach der chemotaktischen Migration erheblich schwacher an den Filtern
anhafteten, als dies bei Monozyten der Fall war. Aufgrund von Scherkraften beim Abheben der
Filter von den Kammerunterteilen und beim Fixieren und Farben entschied hier die
Handhabung der Filter mit Gber das Mal der Filterfarbung auf den einzelnen Feldern. Aus
diesem Grund wurde die Auswertung der Filter in den Tests zur Lymphozytenchemotaxis durch
visuelle Begutachtung durchgefiihrt. Hierbei war der Vergleich mit den Positiv- und
Negativkontrollen entscheidend, die stets an mehreren verschiedenen Positionen der
Chemotaxiskammern eingefillt wurden. Die zu testenden HPLC-Fraktionen wurden jeweils an
zwei untereinander liegenden Positionen aufgetragen. War die Filterfarbung an beiden
Positionen einer HPLC-Fraktion genauso schwach gefarbt wie an denen der Negativkontrollen,
so wurde diese Fraktionen als nicht positiv bezeichnet. Die starksten im Rahmen dieser Arbeit
beobachteten Farbungen wurde mit der Positivkontrolle, 10® M CCL19 (ELC) erreicht. Daher
wurden Proben, bei denen mit der Positivkontrolle vergleichbare Filterfarbungen auftraten, als
stark positiv bewertet. Lag die Farbeintensitat zwischen der von Positiv- und Negativkontrollen,
so lautete der Befund positiv. Widersprachen die beiden Felder derselben Probe einander im
Farbeergebnis, war also ein Feld mit positiv, das andere mit nicht positiv bewertet, so wurde die
Probe als nicht reproduzierbar positiv eingestuft.



Ergebnisse 30

3.1.3 Chemotaktische Aktivitat fur bereits bekannte Chemokine

Neben den chemotaktischen Tests der HPLC-gereinigten Fraktionen von verschiedenen
Extrakten und Uberstanden wurden eine Reihe von bereits bekannten Chemokinen in ihrer
chemotaktischen Wirksamkeit auf HuT78-Zellen sowie auf periphere und Th1-angereicherte
Blutlymphozyten  getestet, auch um eine (geeignete Positivkontrolle flir die
Chemotaxisexperimente zu finden.

Alle drei untersuchten Zellpopulationen zeigten fir CCL19 in einer Konzentration von 10_8 M die
groRte chemotaktische Aktivitat. Es wurde daher als Positivkontrolle eingesetzt. Eine Aktivitat
fur CCL19 war auch noch bei 10_9 M eindeutig melibar. In noch geringeren Konzentrationen
konnte keine Chemotaxis fir CCL19 gemessen werden.

HuT78-Zellen zeigten auch fur CCL17 bei 10'8 M eine hohe und bei 10_9 M eine noch melbare
Aktivitdt. Chemotaktische Aktivitdt bei niedrigeren CCL17-Konzentrationen konnte nicht
gemessen werden. Bei PBL und Th1-Lymphozyten konnte unter den getesteten Bedingungen
keine chemotaktische Aktivitat fur CCL17 festgestellt werden.

PBL zeigten fur CXCL12a in den Konzentrationen 10'8 M hohe und 10_9 M geringe
chemotaktische Aktivitat. Mit Th1-Lymphozyten konnte flir CXCL12a nur bei einer
Konzentration von 10'8 M Chemotaxis gemessen werden.

Th1-Lymphozyten zeigten fur CXCL12f mittlere chemotaktische Aktivitat bei 10° M und in
einem Fall geringe bei 10° M.

Bei keiner der drei Zellpopulationen konnten chemotaktische Aktivitaten fur C5a, CCL2, CCL5
und CXCLS8, jeweils getestet in den Konzentrationen 10'7 bis 10'14 M, gemessen werden
(Abbildung 6 und Tabelle 6).

Zellen HuT78-Zellen PBL (OKT3-stimuliert) Th1-Lymphozyten

Chemokin(M) | K  10° 10 K 10° 10° K 10° 10°

ccL19 2 : . >
CXCL 124 n.g.

CXCL12p n. g. n.g.

cCL17 ' @ &

Abbildung 6: Chemotaktische Aktivitdt der drei untersuchten Zellpopulationen fiir einige
Chemokine

Die Abbildung zeigt Chemotaxisfiter von HuT78-Zellen, OKT3-stimulierten peripheren
Blutlymphozyten und Th1-Zellen, auf denen chemotaktische Aktivitat fir einige Chemokine zu
erkennen war.

K: Negativkontrolle mit RPMI-FCS; &: keine chemotaktische Aktivitat meR3bar; n. g.: nicht getestet
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Zellen HuT78-Zellen PBL (OKT3-stimuliert) Th1-Lymphozyten
Chemokin positiv negativ positiv ‘ negativ positiv negativ
Cba % 107 -10™ n. g. n. g.
CCL19 10%.10° [10"%10" |10°-10° 10" [ 10®%10° 107°
CCL2 % 107 107" % 10°-10™" o 10°-107°
CCL5 % 107 .10 & 10°-10"° n. g.
CCL17 10%-10° |10"%-107° o 10810 % 10810
CXCL120. n. g. 10°-10° 107° 10° | 10°-107°
CXCL12p n. g. n. g. 10° | 10°-107°

7 a4 8 411 8 .10
CXCL8 o 107 -10 % 10°-10 o 1010

Tabelle 6: Ubersicht chemotaktischer Aktivitat der drei untersuchten Zellpopulationen fiir alle
getesteten Chemokine

In der Tabelle sind die in den Chemotaxisexperimenten getesteten Konzentrationen der Chemokine
in mol/l (M) angegeben. Alle Chemokine sind rekombinant-human. Als positiv wurde eine
chemotaktische Aktivitdt eingestuft, wenn auf mindestens einem Filter beide Felder mit einem
Chemokin in der angegebenen Konzentration starker gefarbt waren als die Negativkontrolle
(Medium) des selben Filters.

@ : keine chemotaktische Aktivitat mefRbar; n. g.: nicht gemessen

3.1.4 Die chemotaktisch stimulierte Migration

Bei allen drei getesteten Zellpopulationen (HuT78, PBL und Th1-Lymphozyten) erwies sich eine
Zellzahl von 8 x 106 Zellen pro ml als optimal fir die Chemotaxisuntersuchungen. Der gréfte
Unterschied zwischen zufalliger und stimulierter Migration, also die maximale Spezifitat der
Chemotaxisexperimente, wurde nach einer Inkubation der Kammern von 90 min Dauer bei 37
°C erreicht. Klrzere Inkubationszeiten ergaben insgesamt zu schwache Farbungen der Filter,
langere in vielen Fallen eine zunehmende Farbung der Negativkontrolle (RPMI-FCS).

In einer Schachbrettanalyse®' wurde Chemokin in die obere und die untere Kammer gegeben.
Mit Hilfe dieser Analyse sollte geklart werden, ob die Zellen Chemokinese, d. h. stimulierte, aber
ungerichtete Migration, oder Chemotaxis, also die stimulierte Migration entlang eines
Gradienten, zeigten. Sie ergab, dall keine der in dieser Arbeit untersuchten Zellpopulationen
eine erkennbare, d. h. von der Mediumkontrolle unterscheidbare, Chemokinese mit CCL19 10'8
M zeigten.

3.1.5 Fixierung und Farbung der Zellen an der Filtermembran

Die Farbeergebnisse bei Verwendung der Farbereihe Hamatoxillin/HCI-Ethanol/Blaulésung
unterschieden sich nicht von denen des Diff-Quik-Farbesets. Essentiell fir ein Gelingen der
Experimente war hingegen die ausgesprochen vorsichtige Handhabung der Filter, vor allem
beim Offnen der Chemotaxiskammern, beim Abheben der Filter vom unteren Kammerteil sowie
beim Auflegen der Filter auf die Oberflache der Fixierldsung. Scherkrafte an der Filterunterseite
muften unbedingt vermieden werden, da die nur sehr schwach haftenden gewanderten Zellen
sonst abgeschwemmt wurden. Das kurze Trocknen der Filter an der Luft (ca. 10 min) vor
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Fixierung und Farbung fiihrte zu besonders guten Ergebnissen. Eine Fixierung der Zellen fiir 30
Sekunden mit Methanol oder der methanolhaltigen Fixierldésung des ,Farbesets nach dem
Trocknen genugte.

3.1.6 Die optimierten Parameter

Nach Optimierung ergaben sich Unterschiede zwischen den Chemotaxisparametern der drei
Zellpopulationen fir die Kultivierung und Stimulation der Zellen. Die Parameter der eigentlichen
Chemotaxis waren nach ihrer Optimierung sowohl fir HuT78-Zellen als auch fir periphere
Blutlymphozyten und Th1-Lymphozyten identisch. Eine Zusammenfassung aller optimierten
Parameter aus den vorangegangenen Kapiteln ist in Tabelle 7 dargestellt.

Parameter optimierte Bedingtng

Kultivierung / HuT78 unstimuliert, aus exponentiell wachsender
Stimulation Kultur
PBL 3 d Kultur, 6-24 h OKT3-beschichteter
Kulturflaschenboden (10 pg/ml, 10 ml)
Th1-Zellen 2 d Kultur in PHA (1 pg/ml),
IL-12 (rek.-human, 2 ng/ml) und
anti-human IL-4 (0,2 pg/ml), dann
3 d Kultur in IL-2 (100 U/ml)

Zellzahl pro Loch (in 50 i) 4x10°

Inkubationsdauer 90 min

Filter: Porengréfie, Beschichtung 5 pym, auf der Unterseite mit humanem
Kollagen Typ IV fir 2 h

Positivkontrolle ccL19 10°M

Fixierung / Farbung Diff-Quik-Farbeset, Fixierung 30 sek in

Methanol, Farbelésung | und Il je 3 min
Chemotaxismedium RPMI-FCS

Tabelle 7: Zusammenfassung der optimierten Parameter fur die Chemotaxis der drei
Testzellpopulationen in der 48-Loch-Kammer (modifiziert nach BOYDEN38)

Alle Parameter aufer Kultivierung / Stimulation waren nach Optimierung fir alle drei
Zellpopulationen einheitlich.

3.2 HPLC-Auftrennung von Extrakten und Uberstinden und ihre
chemotaktische Aktivitat

Nach Optimierung des Chemotaxisbioassays mit hoher Sensitivitat und sehr guter
Reproduzierbarkeit wurden die Uberstande und Extrakte auf Lymphozyten-chemotaktische
Substanzen hin untersucht. Im Einzelnen wurden vier Praparationen von Psoriasis-
Hautschuppen und eine aus Fersenkallus angefertigt. Darliber hinaus wurden Uberstande von
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zwei primaren Keratinozytenkulturen, der Keratinozyten-Zellinie HaCaT, vier verschiedenen
Kulturen primarer Fibroblasten, drei Kulturen dendritischer Zellen sowie der Bronchialepithel-
Zellinie A549 untersucht (siehe Tabelle 3). Die in dieser Arbeit verwendeten Kombinationen von
HPLC-Saulen (z. B. Heparin-Sepharose Hi Trap, SP 250/10 Nucleosil C8, Mikropore MonoS PC
1.6/5, C4 ,Wide-Pore® Butyl 5 micron, TSK G2000SW 7,5 x 600 mm, Mikropore yRPC C2/C18
SC 2.1/10) hatte sich zur Isolierung von Chemokinen bereits bewahrt (siehe SCHRODER™).
Dennoch wurden in keinem der hier untersuchten biologischen Materialien Peptide mit
Lymphozyten-chemotaktischer Aktivitdt in fir die weitere Analyse ausreichender Menge
gefunden.

Die Abbildung 7 A-D zeigt eine exemplarische HPLC-Auftrennung, in der eine anfangs gut
erkennbare chemotaktische Aktivitat fir HuT78-Zellen aus Uberstanden dendritischer Zellen
wahrend der HPLC-Reinigung schwacher wurde und schliellich nicht mehr meRbar war. Eine
solche Reduktion der in den Fraktionen enthaltenen Menge eines gesuchten Proteins wahrend
der Aufreinigung in der HPLC ist unvermeidbar. SCHRODER®® zeigte eine Abnahme der Menge
von enthaltenem IL-8 wahrend der Reinigung Uber finf verschiedene Saulen auf 2,3 % des im
Ausgangsmaterial enthaltenen IL-8.
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Abbildung 7 A - D: Aufeinander folgende HPLC-Trennungen von Uberstédnden dendritischer Zellen
und (B - D) HuT78-Chemotaxismessungen dieser HPLC-Fraktionen

A Heparin-Sepharose-HPLC
100
2.5
g
o
3 2.0
g % B
1.5 -
-0
1.0 -
0.5 1
0.0 1 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 _
min

Abbildung 7 A zeigt den Verlauf der optischen Dichte einer Auftrennung von Praparation P aus
Ubersténden dendritischer Zellen tiber eine Heparin-S&ule bei 280 nm Wellenléange.

Die gestrichelte Linie gibt den Konzentrationsverlauf von Laufmittel B (2 M NaCl) in Prozent wieder.
Die graue Flache unter dem zweiten Kurvenmaximum bezeichnet den Bereich der Heparin-bindenden
Fraktion.
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B C8-Umkehrphasen-HPLC 100
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Abbildung 7 B zeigt die C8-Umkehrphasen-HPLC des Heparin-bindenden Teils aus 6 A sowie
darunter die Chemotaxisergebnisse der daraus hervorgegangenen HPLC-Fraktionen 6 bis 27 mit

HuT78-Zellen.

Als Positivkontrolle in der Chemotaxismessung wurde CCL19 10° M eingesetzt, als Negativkontrolle
RPMI-FCS. Die gestrichelte Linie in der Graphik gibt den Konzentrationsverlauf von Laufmittel B
wahrend der HPLC-Auftrennung wieder (10-100%). Der grau markierte Bereich unter der Kurve
bezeichnet die Fraktionen 13 und 14, die chemotaktische Aktivitat fir HuT78-Zellen enthalten.



Ergebnisse 36

C Kationenaustausch-HPLC (MonoS)
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Abbildung 7 C zeigt eine Kationenaustausch-HPLC der Fraktion 14 aus 6 B mit einer MonoS-Séaule
sowie darunter die Chemotaxisresultate der daraus hervorgegangenen HPLC-Fraktionen 3 bis 22 mit
HuT78-Zellen.

Als Positivkontrolle wurde CCL19 10° M eingesetzt, als Negativkontrolle RPMI-FCS. Die gestrichelte
Linie in der Graphik gibt den Konzentrationsverlauf von Laufmittel B wahrend der HPLC-Auftrennung
wieder. Der grau markierte Bereich unter der Kurve bezeichnet die Fraktionen 18 und 19, die fiur
HuT78-Zellen mittlere bzw. sehr schwache chemotaktische Aktivitat enthalten.
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D C4-Umkehrphasen-HPLC
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Abbildung 7 D zeigt eine C4-Umkehrphasen-HPLC der Fraktionen 18 und 19 aus 6 C sowie darunter
die Chemotaxisergebnisse der daraus hervorgegangenen HPLC-Fraktionen 1 bis 34 mit HuT78-Zellen.

Als Positivkontrolle wurde CCL19 10° M eingesetzt, als Negativkontrolle RPMI-FCS. Die gestrichelte
Linie in der Graphik gibt den Konzentrationsverlauf von Laufmittel B wahrend der HPLC-Trennung
wieder (10-100%). Keine der Fraktionen enthielt melRbare chemotaktische Aktivitat mit HuT78-Zellen.

3.2.1 Psoriasis-Hautschuppenextrakte

In Extrakten der Hautschuppen von Psoriasis-Patienten konnten anfanglich schwache und zum
Teil nicht reproduzierbare chemotaktische Aktivitaten fir HuT78-Zellen gefunden werden. Bei
den nachfolgenden Reinigungsschritten in der HPLC sanken die gefundenen Aktivitaten unter
die Nachweisgrenze. Mit IL-2-stimulierten PBL konnte keine reproduzierbare chemotaktische
Aktivitat gemessen werden. Auch mit OKT3-stimulieten PBL und Th1-angereicherten
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Lymphozyten wurde keine chemotaktische Aktivitat in Psoriasis-Extrakten festgestellt (Tabelle
8).

3.2.2 Kallus-Hornextrakt

Aus Kallus-Gewebe, welches aus Hornmaterial von Fersen bestand, wurde ein Extrakt
hergestellt. HuT78-Zellen zeigten geringe, nicht reproduzierbare chemotaktische Aktivitat fur
Fraktionen dieses Kallus-Extraktes, die bei weiterer HPLC-Reinigung nicht mehr mefRbar war.
OKT3-stimulierte PBL zeigten keine chemotaktische Aktivitat fir Kallus-Extrakt (Tabelle 9).

3.2.3 Uberstinde von priméren, humanen Keratinozyten und der Zellinie
HaCaT

HuT78-Zellen zeigten gegeniiber Fraktionen von Uberstdnden der Keratinozyten-Zellinie
HaCaT nach Trennung in der C8-Umkehrphasen-HPLC zum Teil hohe chemotaktische Aktivitat,
die nach weiteren Reinigungsschritten unter die Nachweisgrenze sank. Mit Uberstanden
primarer, humaner Keratinozyten zeigten sie keine chemotaktisch stimulierte Migration. IL-2-
stimulierte PBL zeigten keine, OKT3-stimulierte PBL nicht reproduzierbare Aktivitat fir
Uberstande von HaCaT-Zellen und primaren Keratinozyten (Tabelle 10).

3.2.4 Uberstinde primérer, humaner Fibroblasten

HuT78-Zellen und IL-2-stimulierte PBL zeigten anfangs geringe chemotaktische Aktivitaten fir
einige Fraktionen von Uberstéanden primarer, humaner Fibroblasten, die nach weiterer HPLC-
Auftrennung nicht mehr nachweisbar waren. OKT3-stimulierte PBL zeigten keine
reproduzierbare chemotaktische Aktivitdt mit Fibroblasten-Kulturiiberstanden (Tabelle 11).

3.2.5 Uberstande dendritischer Zellen

Auf Fraktionen von Uberstanden dendritischer Zellen reagierten HuT78-Zellen zum Teil
chemotaktisch sehr aktiv und IL-2- bzw. PHA-stimulierte PBL leicht und zum Teil nicht
reproduzierbar. In allen Fallen sank die chemotaktische Aktivitdt unter die Nachweisgrenze,
bevor eine einzelne Substanz mit Hilfe von HPLC isoliert werden konnte. OKT3-stimulierte PBL
zeigten keine reproduzierbare chemotaktisch stimulierte Migration mit Uberstanden
dendritischer Zellen (Tabelle 12 und Abbildung 7 A-D).

3.2.6 Uberstiande der Bronchialepithel-Zellinie A549

HuT78-Zellen zeigten geringe chemotaktische Aktivitat mit Fraktionen von Uberstanden der
Bronchialepithel-Zellinie A549, die nach der folgenden HPLC-Reinigung nicht mehr mef3bar
war. IL-2-stimulierte PBL zeigten nicht reproduzierbare, OKT3-stimulierte PBL keine Aktivitat mit
diesen Uberstanden (Tabelle 13).

Ubersichten aller HPLC-Fraktionen mit gegebenenfalls darin enthaltenen chemotaktischen
Aktivitaten sind in Tabelle 8 bis Tabelle 13 nach Herkunft der Praparationen sortiert dargestellt.
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Testzellen Praparation | Lauf | Saule |Positive Lauf | Saule |Positive
Fraktion Fraktion
HuT78 A 01 RP8 7(+)
8+ 20 MaonoS %)
B 04 RP8 12(+)
14+ 21 MonoS &
18(+)
C 05 RP8 %)
D 07 RP8 ]
PBL, IL-2 A 02 RP8 17(+)
29(+)
36(+)
03 RP8 4(+)
C 05 RP8 1]
PBL, OKT3 A 01 RP8 %) 20 | MonoS %]
B 04 RP8 & 21 MonoS 1]
C 05 RP8 %)
D 07 RP8 ]
Th1-Zellen A 01 RP8 1]
B 04 RP8 %]
C 05 RP8 1]
06 RP8 %)
D 07 RP8 %)

Tabelle 8: Chemotaktische Aktivitat
Schuppenextrakten

in HPLC-gereinigten Fraktionen von Psoriasis-

A, B und C bezeichnen Praparationen von Psoriasis-Schuppen ohne, D mit vorheriger
Lipidextraktion. B stammt aus Hautschuppen nur eines Patienten, die anderen sind Gemische
von Schuppen mehrerer Patienten.
@ keine positive Fraktion; (+) nicht reproduzierbar positiv; + positiv

Testzellen Praparation Lauf Saule | Positive
Fraktion
HuT78 E 08 RP8 5(+)
6(+)
™)
PBL, OKT3 E 08 RP8 1]

Tabelle 9: Chemotaktische Aktivitdt in HPLC-gereinigten Fraktionen
von Kallusextrakt

@ keine positive Fraktion; (+) nicht reproduzierbar positiv
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Testzellen Praparation | Lauf | Saule |Positive Lauf | Saule |Positive Lauf | Saule |Positive
Fraktion Fraktion Fraktion
HuT78 J 13 RPS 1)
K 14 RPS ]
L 15 RP8 10(+)
11++ 23 | MonoS 15(+)
12(+)
13+ 24 | MonoS 14(+)
15(+)
14++ 25 | MonoS 11+ 36 RP4 1]
12(+)
PBL, IL-2 L 15 RP8 &
PBL, OKT3 K 14 RP8 3(+)
4(+)
5(+)
L 15 RP8 24 | Mono$S &
25 | MonoS 36 RP4 1)
15(+)

Tabelle 10: Chemotaktische Aktivitat in HPLC-gereinigten Fraktionen von Uberstanden der Keratinozyten-Zellinie HaCaT und
von primaren, humanen Keratinozyten

J:  Préaparation aus Uberstéanden primérer, humaner Keratinozyten, die fiir 48 h mit Latexextrakt stimuliert wurden
K: Préparation aus Uberstanden primarer, humaner Keratinozyten, fiir 48 h mit Milbenextrakt stimuliert

L: Préaparation aus Uberstanden der Zellinie HaCaT, die fiir 48 h mit TNFa. stimuliert wurden

@ keine positive Fraktion; (+) nicht reproduzierbar positiv; + positiv; ++ stark positiv
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Testzellen Praparation | Lauf | Saule |Positive Fraktion | Lauf | Saule |Positive Fraktion
HuT78 F 09 RP8 5+
6+ 22 | Mono$S 1]
7+
8(+)
9(+)
G 10 RP8 1]
H 11 RP8 2(+)
I 12 RP8 1]
PBL, IL-2 F 09 RP8 5+
6+ 22 MonoS %]
7+
13(+)
PBL, OKT3 F 09 RP8 1] 22 | MonoS 12(+)
13(+)
G 10 RP8 1]
H 11 RP8 &
I 12 RP8 1]

Tabelle 11: Chemotaktische Aktivitat in HPLC-gereinigten Uberstanden primarer, humaner Fibroblasten

F: Praparation der Uberstéande primarer, humaner Fibroblasten, nach der 7. Passage fiir 48 h mit TNFo. stimuliert
G: Praparation von Uberstéanden der Fibroblasten eines Psoriasis-Patienten nach TNFa-Stimulation der Zellen in

Kultur fir 48 h

H: Préaparation von Uberstanden der unstimulierten Fibroblasten eines Psoriasis-Patienten

I:  Préaparation von Uberstanden der unstimulierten Fibroblasten eines Neurodermitis-Patienten
Die mit geschweiften Klammern versehenen Fraktionen wurden vor
zusammengegeben.

@ keine positive Fraktion; (+) nicht reproduzierbar positiv; + positiv

der

jeweils nachsten Trennung
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Tabelle 12: Chemotaktische Aktivitat in HPLC-gereinigten Uberstanden dendritischer Zellen (Fortsetzung auf der folgenden Seite)

Test- Praparation | Lauf | Saule | Positive Lauf | Saule | Positive Lauf | Saule | Positive Lauf | Saule |Positive
zellen Fraktion Fraktion Fraktion Fraktion
HuT78 N 17 | RP8 11(+)
12(+)
13++ 27 |MonoS| 18(+)
19++ Geratefehler
20++ 37 RP4 27(+)
21+ 28(+)
22+ 29(+)
14++ 28 |MonoS| 10(+)
11(+)
15+ 29 | MonoS 7(+)
8(+)
26++ 30 |MonoS 1]
27++:r
o 18 | RP8 13+ 31 |MonoS| 11++ 38 RP4 10(+)
12(+)
14+ 32 |MonoS| 13(+)
14++ 39 RP4 11(+)
15++ 40 RP4 /]
P 19 | RP8 12++ 33 |MonoS| 19(+)
20++ Geratefehler
13++ 34 |MonoS| 15(+)
17(+)
14++ 35 |MonoS 41 RP4 8(+)

18++ T
19+

AS)
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Fortsetzung von Tabelle 12

Test- Praparation | Lauf | Saule | Positive Lauf | Saule | Positive Lauf | Saule | Positive Lauf | Saule |Positive
zellen Fraktion Fraktion Fraktion Fraktion
PBL, N 17 | RP8 13+ 27 | MonoS 7]
IL-2 26+ 30 |MonoS| 2+ 42 | TSK2t | 20(+)
oder 27+ jr 3+ 21(+)
PHA 4+ 28(+) 43 | C2/18 1]
P 19 | RP8 12+ 33 |MonoS 7]
PBL, N 17 | RP8 27 |MonoS 7]
OKT3 16(+)
30 |MonoS 42 | TSK2t 43 | C2/18 %]
O 18 | RP8 %)
P 19 | RP8 1] 33 |MonoS %)
34 |MonoS 1]
35 |MonoS 141 RP4 &

N: Préparation von Uberstanden dendritischer Zellen nach Kultur in RPMI mit 1,5% autologem Plasma fiir 3-4 Tage

O: Praparation von Uberstanden dendritischer Zellen nach Kultur mit FCS und Plasma fiir 5-7 Tage

P: Praparation von Uberstanden dendritischer Zellen nach Kultur mit 10% FCS fir 5-7 Tage

Die Chromatogramme der grau unterlegten HPLC-Laufe (HuT78; Praparation P, Laufe 19, 35 und 41) sind in Abbildung 7 gezeigt. Die mit
geschweiften Klammern versehenen Fraktionen wurden vor der jeweils nachsten Trennung zusammengegeben. Die beiden mit ,Geratefehler”
bezeichneten Fraktionen waren beim nachfolgenden HPLC-Reinigungsschritt durch einen Fehler an der Pumpe verloren gegangen.

@ keine positive Fraktion; (+) nicht reproduzierbar positiv; + positiv; ++ stark positiv
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Test- Praparation | Lauf | Saule |Positive Lauf | Saule |Positive
zellen Fraktion Fraktion
HuT78 M 16 RP8 22(+)
25+ 26 | MonoS &
PBL, M 16 RP8 16(+)
IL-2

PBL, M 16 RP8 &

OKT3

Tabelle 13: Chemotaktische Aktivitit in  HPLC-gereinigten Uberstanden der
Bronchialepithel-Zellinie A549

@ keine positive Fraktion; (+) nicht reproduzierbar positiv; + positiv

3.3 Immunoreaktivitat fir Lymphozyten-chemotaktische Chemokine
in HPLC-Fraktionen von Psoriasis-Schuppenextrakten

Die Immunoreaktivitdt in HPLC-gereinigten Fraktionen von Psoriasis-Schuppenextrakten mit
Antikérpern gegen verschiedene bereits bekannte Chemokine wurde in Festphasen-ELISA und
~Dot Blot“-Analysen gemessen.

3.3.1 Immunoreaktivitat von Psoriasis-Schuppenextrakt fiir anti-CCL19-
Antikorper im Festphasen-ELISA

In einigen Fraktionen einer C8-Umkehrphasen-HPLC des Heparin-bindenden Anteils von
Psoriasis-Schuppenextrakt wurde Immunoreaktivitdt mit einem polyklonalen Kaninchen-
Antikérper gegen das Chemokin CCL19 festgestellt (Abbildung 8). Die schwacheren Aktivitaten
in den Fraktionen 2 bis 4 und 19 konnten nach weiteren HPLC-Reinigungsschritten im ELISA
nicht mehr gemessen werden. Die beiden Fraktionen mit der héchsten Aktivitat (Nr. 8 und 9)
wurden vereinigt und in einer Kationenaustausch-HPLC Uber eine MonoS-Saule getrennt. Hier
trat eine noch starkere Immunoreaktivitdt mit anti-CCL19 auf (Abbildung 9). Die Fraktion mit
dem starksten Signal (Nr. 19) wurde in einer C2/C18-Umkehrphasen-HPLC gereinigt. Hier trat
Aktivitat fur anti-CCL19 in den Fraktionen 16 bis 19 mit zwei Maxima bei den Fraktionen 16 und
18 auf (Abbildung 10 A und B).

Eine SDS-PAGE der Fraktionen 14 bis 21 im Vergleich mit rekombinant-humanem CCL19
zeigte eine Bande im Bereich von ca. 27 kDa in den Fraktionen 15 bis 19 mit der groRten
Intensitat in Fraktion 18. CCL19 zeigte eine Bande im Bereich des 8,6 kDa-GroRenstandards,
was recht genau der erwarteten Gréf3e von CCL19, 8,8 kDa, entsprach (Abbildung 11).

Ein ,Western Blot* der Fraktionen 15 bis 20 und 90 ng rekombinant-humanem CCL19 zeigte
eine deutliche Farbung fir das rekombinante Peptid, aber keine fir die HPLC-Fraktionen
(Abbildung 12). Aufgrund dieser Daten wurde bei dem ELISA aus Abbildung 10 B von einer
nicht Antigen-spezifischen Bindung des anti-CCL19-Antikérpers an eine in der SDS-PAGE bei
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27 kDa liegende Substanz ausgegangen. Um diese Vermutung zu stitzen, wurde mit den
Fraktionen 14-21 des letzen HPLC-Schrittes, der C2/C18-Umkehrphasen-Trennung, ein
Festphasen-ELISA mit Kaninchen-Normalserum an Stelle des anti-CCL19-Antikorpers
durchgefuihrt. Auch hier konnte eine Immunoreaktivitat gemessen werden, die im Muster mit
Maxima bei Fraktion 16 und 18 dem ELISA mit Kaninchen-anti-CCL19 entsprach (Abbildung 10
C, vgl. mit B).



Ergebnisse 46

A C8-Umkehrphasen-HPLC
100
E 20
wn
S
=) B
3 60
1.5 -
- 26
1.0 - 0
0.5 -
0.0 T T T T
B 0 5 10 15 20 min
15
£
o
© 1.0
=)
@)
|
E 0.5
(9]
y I
=)
O 00 J_ J.J.J.J..l.l.\.l._l_l. A ANEE N = | | Nl | | m | | N
1 5 10 15 20 25 30 35
Fraktion

Abbildung 8: C8-Umkehrphasen-HPLC des Heparin-bindenden Teils von Psoriasis-Schuppenextrakt
und anti-CCL19-Festphasen-ELISA der daraus hervorgegangenen Fraktionen.

A zeigt den Verlauf der optischen Dichte einer C8-Umkehrphasen-HPLC von Psoriasis-
Schuppenextrakt bei 215 nm (Lauf 05 aus Praparation C, ohne Lipidextraktion). Die gestrichelte Linie
gibt den Konzentrationsverlauf von Laufmittel B (im abgebildeten Bereich von 26 bis 100%) wieder. In
B ist ein Festphasen-ELISA der aus Lauf 05 hervorgegangenen HPLC-Fraktionen mit Antikdrpern
gegen rekombinant-humanes CCL19 dargestellt. Die grauen Flachen unter der Kurve in A zeigen den
Bereich von im ELISA positiven Fraktionen.
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Abbildung 9: Kationenaustausch-HPLC der Fraktionen 8 und 9 aus Lauf 05 und anti-CCL19-
Festphasen-ELISA der entstandenen Fraktionen.

A zeigt den Verlauf der optischen Dichte einer Kationenaustausch-HPLC der Fraktionen 8 und 9 einer
vorausgegangenen C8-Umkehrphasen-HPLC (Abbildung 8) bei 280 nm. Die gestrichelte Linie gibt den
Konzentrationsverlauf von Laufmittel B wieder. In B ist ein Festphasen-ELISA der aus der o. a.
Kationenaustausch-HPLC hervorgegangenen HPLC-Fraktionen mit Antikbrpern gegen CCL19
dargestellt. Die graue Flache unter der Kurve in A zeigt den Bereich der im ELISA am starksten

positiven Fraktion.
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Abbildung 10 (vorherige Seite): C2/C18-Umkehrphasen-HPLC von Fraktion 19 aus der
vorausgegangenen Kationenaustausch-HPLC und anti-CCL19-Festphasen-ELISA der entstandenen
Fraktionen sowie Kaninchen-Normalserum-Festphasen-ELISA der Fraktionen 14 bis 21 aus diesem
Lauf.

A zeigt den Verlauf der optischen Dichte einer C2/C18-Umkehrphasen-HPLC von Fraktion 19 der
vorausgegangenen Kationenaustausch-HPLC (Abbildung 9) bei 280 nm. Die gestrichelte Linie gibt
den Konzentrationsverlauf von Laufmittel B wieder. In B ist ein Festphasen-ELISA der aus dieser
Trennung hervorgegangenen HPLC-Fraktionen mit Antikdrpern gegen CCL19 dargestellt. Die graue
Flache unter der Kurve in A zeigt den Bereich der im ELISA positiven Fraktionen. C zeigt die
Ergebnisse eines Festphasen-ELISA der Fraktionen 14 bis 21 aus dieser Trennung mit Kaninchen-
Normalserum anstelle eines primaren Antikdrpers. Es ergibt sich ein ahnlicher Aktivitatsverlauf wie in
dem ELISA mit CCL19-spezifischem Kaninchen-Antikorper (B).

S

14 15 16 17 o O

Abbildung 11: SDS-PAGE der Fraktionen 14 bis 21 der o. a. C2/C18-HPLC (Chromato-
gramm Abbildung 10) im Vergleich mit rekombinant-humanem CCL19.

In Bahn 5 wurden 500 ng eines s17-GroéRenstandards aufgetragen. Die GréRe der Banden ist
rechts in Kilodalton angegeben. In Bahn 6 wurden 400 ng rekombinant-humanes CCL19
aufgetragen. Die prominente Bande lag bei ca. 8,6 kDa (CCL19: 8,8 kDa). In den Fraktionen
15 bis 19, von denen je 5 ul aufgetragen wurden, war jeweils eine Bande bei ca. 27 kDa zu
sehen, am starksten in Fraktion 18. Im Grofienbereich des rekombinanten CCL19 zeigte
keine der Fraktionen eine Farbung.
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B ——rek. CCL19

Abbildung 12: Chemilumineszenz des ,Western Blots“ einer PHAST-SDS-PAGE der
Fraktionen 15 bis 20 der 0. a. C2/C18-HPLC mit Antikdrpern gegen CCL19.

In Bahn 5 war blau vorgefarbter ,Low range“-Grofienstandard aufgetragen worden, der
keine Chemilumineszenz zeigte. In Bahn 4 waren 90 ng rekombinant-humanes CCL19
aufgetragen worden. Der Vergleich mit dem GréRenstandard auf dem Original-,Blot*
zeigte, dal} die Bande in Bahn 4 auf einer Hohe von ca. 9 kDa lag (CCL19: 8,8 kDa).
Von den Fraktionen wurden je 1 pl aufgetragen. In keiner der Fraktionen 15 bis 20 war
Chemilumineszenz sichtbar.

3.3.2 Immunoreaktivitat von Psoriasis-Schuppenextrakt fiir Antikorper
gegen verschiedene Chemokine in der ,,Dot Blot“-Analyse

,Dot Blot“-Analysen einer C8-Umkehrphasen-HPLC-Trennung von Psoriasis-Schuppenextrakt
wurden mit polyklonalen Kaninchen-Antikérpern gegen CCL19, CCL2, CXCL12a, CXCL128,
CCL17, CXCL11, CXCL9 (HuMig), CCL20, CCL18 (MIP-4), CCL21 (SLC), CCL25 (TECK),
CXsCL1 (Fractalkin) und XCL1 (Lymphotactin) durchgefiihrt. Bei Verwendung der ,Pure
Nitrocellulose“-Membran von BioRad konnten flr Antikérper gegen CCL2, CXCL120, CXCL12f3
und CCL17 positive Fraktionen gefunden werden. Die Farbungen waren jedoch meist sehr
schwach, schlecht reproduzierbar und insbesondere die Positivkontrollen mit dem jeweiligen
rekombinanten Peptid waren nicht eindeutig positiv. Mit Antikdrpern gegen CX;CL1 wurde in
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keiner Fraktion Immunoreaktivitat gefunden. Den starksten Unterschied in den Farbungen von
Positiv- und Negativkontrolle mit dieser Membran zeigte ein ,Dot Blot* mit Antikbrpern gegen
CCL17 (Abbildung 13). Eine Zusammenfassung der ,Dot Blot“-Ergebnisse mit dieser Membran
ist in Tabelle 14 dargestellit.

Fur eine sehr viel bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde spater die ImmobilonP-
Membran von Millipore verwandt. Hier wurden deutliche Aktivitaten fir die Positivkontrollen mit
den rekombinant-humanen Chemokinen CCL2, CXCL12a, CXCL11, CXCL9, CCL20, CCL18,
CCL21, CCL25, CX3CL1 und XCL1 (jeweils ca. 50 ng) gemessen. In keiner Fraktion der C8-
Umkehrphasen-HPLC von Psoriasis-Schuppenextrakt (Lauf 06) wurde mit dieser Membran
Aktivitat gemessen. Als Beispiel flr die Ergebnisse mit dieser Membran ist ein ,Dot Blot* mit
Antikdrpern gegen CXCL12a. in Abbildung 14 dargestellt. Die rekombinanten Peptide CCL19,
CXCL12B und CCL17 zeigten mit dieser Membran keine im ,Dot Blot* meRRbaren Aktivitaten
(Tabelle 15).

11 129113, 14 =115 -0 1 GReR iR 18 19 20

21 22, 123 24 25 @0 2/ (28 29 |30

31 K+ K-

11 12 13 __Sde™ 158 16l 18 19 |20

21 2122 .23 . 24 25 "S2CESSWEes 28 29 (30

31 K+ K-

Abbildung 13: ,Dot Blot“-Analyse aller Fraktionen einer C8-Umkehrphasen-HPLC
des Heparin-bindenden Teils von Psoriasis-Schuppenextrakt mit polyklonalen
Antikoérpern gegen CCL17 und einer BioRad-,Pure Nitrocellulose“-Membran.

K+ ist die Positivkontrolle mit 50 ng rekombinant-humanem CCL17.

K- ist die Negativkontrolle mit 6 yl RPMI-FCS. Die HPLC-Fraktionen (je 1 ul
unverdinnt aus Lauf 06, Praparation C) sind mit Zahlen von 1 bis 31 bezeichnet.
Alle Fraktionen sowie die Kontrollen wurden an je zwei Positionen aufgetragen.
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Abbildung 14: ,Dot Blot“-Analyse von Fraktionen einer C8-Umkehrphasen-HPLC des
Heparin-bindenden Teils von Psoriasis-Schuppenextrakt mit polyklonalen Antikérpern
gegen CXCL120 und einer ImmobilonP-Membran.

K+ ist die Positivkontrolle mit 50 ng rekombinant-humanem CXCL12¢.
K- ist die Negativkontrolle mit 6 yl RPMI-FCS. Die HPLC-Fraktionen (je 1 ul
unverdinnt aus Lauf 06, Praparation C) sind mit Zahlen von 1 bis 31 bezeichnet.
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Antikorper 112 3|4 |5 |6| 7|89 |10|11|12/13 14|15/ 16|17 |18 |19|20|21|22|23|24|25 26 27 28|29|30|31| K*
CCL2 + | + + |+ |+ | (P
CXCL12« + |+ |+ |+ + -
CXCL12p + |+ -
CCL17 + |+ |+ |+ + (+)
CXsCL1 -

Tabelle 14: Ubersicht (iber alle ,Dot Blot‘-Ergebnisse mit der ,Pure Nitrocellulose“-Membran von BioRad:

Die Fraktionen 1-31 stammten aus einer C8-Umkehrphasen-HPLC des Heparin-bindenden Anteils von Psoriasis-Hautschuppenextrakt (Lauf 06). Als Positivkontrolle (K")
wurden 50 ng des jeweils dem Antikdrper entsprechenden Chemokins aufgetragen. Die ,Pure Nitrocellulose*-Membran von BioRad brachte unklare, nicht reproduzierbare
Ergebnisse.

- nicht positiv; (+) nicht reproduzierbar positiv; + positiv; ++ stark positiv

Tabelle 15: Ubersicht Uber | AntikGrper K+
alle ,Dot Blot“-Ergebnisse

mit der ImmobilonP- e -
Membran von Millipore: CCL2 ++

Bei Verwendung dieser |CXCL12a +t
Membran  wurden gute |CXCL123 -
Ergebnisse mit deutlicher CCL17
Immunoreaktivitdt fur die

untersuchten rekombinanten CXCL11 +
Chemokine (auRer CCL19, |CXCL9 ++
CXCL12pB und CCL17) CCL20 ++
erzielt (K'). Mit dieser
Membran zeigte keine der CCL18 +
HPLC-Fraktionen fir die |CCL21 +
getesteten Antikorper | ~cL25 ++
Immunoreaktivitat.

CXsCL1 ++

- nicht positiv; + positiv;
++ stark positiv XCL1 ++
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4 Diskussion

Im folgenden wird dargestellt, warum dieser methodische Ansatz gewahlt wurde (Kapitel 4.1).
Die Aussagekraft und Bedeutung der gewonnenen Ergebnisse aus chemotaktischen (Kapitel
4.2) und immunochemischen Experimenten (Kapitel 4.3) wird diskutiert und mit der Literatur
abgeglichen. Ein Ausblick in Kapitel 4.4 stellt dar, welche Art von Untersuchungen nach
Auffassung des Autors sinnvoll waren, um die Erkenntnisse dieser Arbeit weiter zu vertiefen.

4.1 Optimierung der Methodik

4.1.1 Messung der chemotaktischen Aktivitat von Leukozyten

Die Fahigkeit zur chemotaktischen Migration ist eine Eigenschaft vieler Leukozyten und
insbesondere auch der mononuklearen Entziindungszellen.

Allgemein bezeichnet Chemotaxis ,die durch einen Gradienten einer diffusionsfahigen Substanz
gelenkte Bewegung einer Zelle“’. In der vorliegenden Arbeit ist mit Chemotaxis die stimulierte
Migration von Leukozyten in Richtung einer héheren Lockstoff- (Chemotaxin-) Konzentration
gemeint. Hiervon abzugrenzen ist die ebenfalls stimulierte, aber ungerichtete Zellwanderung,
die Chemokinese. Die Bewegung von Zellen ohne aufieren Stimulus wird als zufallige Migration
bezeichnet*'.

Damit Zellen sich bewegen koénnen, bendtigen sie ein intaktes Mikrotubulus- und
Mikrofilamentsystem®. Fiir ihre chemotaktische Aktivitat ist auRerdem notwendig, daR die
Zellen das Chemotaxin und seinen Konzentrationsgradienten erkennen.

In einem komplexen Immunsystem wie dem des Menschen spielt die Fahigkeit der Immunzellen
zur chemotaktischen Migration eine sehr wichtige Rolle, z. B. fir die Rekrutierung von
Entziindungszellen an den Ort immunologischer Reaktionen (Wunden, Entziindungsherde,
Tumoren). Daher wurden verschiedene in vitro -Methoden entwickelt, um
Leukozytenchemotaxis im Labor experimentell bestimmen zu kénnen.

Fir die Bestimmung der Chemotaxis neutrophiler Granulozyten beschrieb BOYDEN®® erstmals
eine Technik, die als BOYDEN-Kammer-Methode bezeichnet wird. Die dabei verwendete
Kammer wurde mehrfach modifiziert und besteht heute aus einem oberen Kompartiment,
welches die Testzellen (z. B. Lymphozyten) enthalt, und einem unteren Kompartiment, in dem
sich der chemotaktische Stimulus befindet. Beide Kammerteile sind durch einen Filter
voneinander getrennt, dessen Beschaffenheit ebenfalls im Laufe der Zeit modifiziert wurde.

Die anfangs verwendeten mehrere Zelldurchmesser dicken Filter aus Zellulosenitrat/-acetat

“) oder eine

erforderten entweder sehr lange Inkubationszeiten (,lower-surface-count
zeitaufwendige Suche der im Filter befindlichen Zellen mit dem Mikroskop (,leading-front®-
Methode®'). Mit beiden Methoden war zwar eine gute Unterscheidung von zufalliger und
chemotaktisch stimulierter Wanderung der Zellen mdglich, die Auswertung einer gro3en Anzahl

von Proben unter dem Mikroskop aber sehr zeitaufwendig*.



Diskussion 55

Eine deutliche Verbesserung vor allem fir die Untersuchung einer grofen Anzahl von Proben
auf darin enthaltene chemotaktische Stimuli brachten Methoden zur indirekten Messung der
gewanderten Zellen. Entweder wurden die Zellen radioaktiv markiert® oder eines ihrer
zytoplasmatischen Enzyme zum Nachweis verwendet (z. B. Lactose-Dehydrogenase*). Hierbei
kamen als Filter erstmals sehr diinne (10um starke) Polykarbonatmembranen mit Poren zum
Einsatz.

4.1.2 Biologisches Verfahren zur Messung Lymphozyten-chemotaktischer
Aktivitat

4.1.2.1 Chemotaktisch stimulierte Migration in der Multikammer

Fur die Fragestellung dieser Arbeit ist die Mdglichkeit wichtig, eine grofle Anzahl von Proben
(die Fraktionen der HPLC) gleichzeitig und im Doppelansatz zu testen. Zur Messung ihres
Gehaltes an fur Lymphozyten chemotaktisch aktiven Substanzen bot sich die Verwendung einer
von FALK et al.*’ beschriebenen 48-Loch-Multikammer an (Abbildung 2).

Zur qualitativen und semiquantitativen Bestimmung einer chemotaktisch stimulierten Migration
der Zellen ist eine Methode geeignet, bei der die Zellen durch eine Polykarbonatmembran mit
Poren, dem sogenannten Filter, wanderten und sich an der Unterseite anheften. Dort kdnnen
sie angefarbt und per Augenschein oder Densitometrie quantifiziert werden. Routinemafig
angewendet wurde diese Methode beispielsweise zur Messung der chemotaktischen Aktivitat
von Monozyten bzw. von aus diesen hervorgegangenen dendritischen Zellen®.

Mit Lymphozyten als Testzellen hingegen war die Messung chemotaktisch stimulierter Migration
sehr viel problematischer*® (vgl. Kapitel 3.1.2). Die ersten Arbeiten hierzu beruhten auf der
Beobachtung von Lymphozyten, die durch Plasmagerinsel hindurchwanderten*®*. Ein
Mikroporen-Filterassay wurde fiir Lymphozyten erstmals von RUSSELL et al.®" beschrieben. Die
Lymphozyten hafteten jedoch nur sehr schwach an den Filtermembranen. Daher wurde zur
Bestimmung Lymphozyten-chemotaktischer Aktivitat spater haufig ein System von Ein-Loch-
Kammern®® eingesetzt, bei dem nicht die Farbung des Filters sondern die Anzahl der
hindurchgewanderten Zellen gemessen wurde. Aufgrund eines hoéheren Volumens dieser
Kammer im Vergleich zu einer Vertiefung der Multikammer wurde dabei eine héhere Anzahl von
Zellen pro Messung benétigt. Auch die Auswertung durch Zellzahlung der gewanderten Zellen
fur jeden Einzeltest erforderte erheblich h6heren Aufwand als beispielsweise die Bewertung der
Farbung von 48 Feldern auf dem Filter einer Multikammer.

Die zu Beginn der Untersuchungen in der Literatur beschriebenen Methoden zur
Lymphozytenchemotaxis unter Verwendung einer Multikammer®*°?°* lieferten zunéchst keine
eindeutigen Ergebnisse. Die Filterfarbung war stets sehr schwach und die Unterscheidung
zwischen stimulierter und zufalliger Migration nicht eindeutig. Daher war das erste Ziel dieser
Arbeit, ein Testsystem zur Messung der chemotaktischen Migration von Lymphozyten in der 48-
Loch-Kammer zu etablieren, bei dem die migrierten Zellen an der Unterseite der Filter
zuverlassig fixiert und anschlieend gefarbt werden konnten.



Diskussion 56

Das Anheften von peripheren Blutlymphozyten an unbeschichtete Filter konnte in dieser Arbeit
nicht gezeigt werden, obgleich in einigen Arbeiten die Verwendung unbeschichteter
Filtermembranen fiir Chemotaxisexperimente mit PBL beschrieben wurde®**. Laut TAUB et
al®®* und verschiedener anderer Autoren miissen Chemotaxisfilter mit Proteinen der
extrazellularen Matrix oder sonstigen die Adhasion férdernden Substanzen beschichtet sein, um
ein Wandern und Anhaften von Lymphozyten in vitro zu ermdglichen. Daher wurden in den
Untersuchungen fir diese Arbeit die Filter vor Durchfiihrung der Chemotaxisexperimente auf
ihrer Unterseite beschichtet. Anfangs geschah dies mit Hilfe von humanem EDTA-Plasma.
Darin enthaltenes Fibronektin begiinstigte das Anheften von Zellen an Oberflichen®.
Fibronektin ist jedoch selbst als haptotaktisch fiir (Maus-) Lymphozyten beschrieben worden®’
und kénnte daher mdglicherweise falsch positive Ergebnisse in den Chemotaxisexperimenten
bewirken. Durch Beschichten der Filter mit Kollagen Typ IV aus humaner Plazenta® wurde eine
bessere Anheftung der Lymphozyten an die Filter sowie eine bessere Unterscheidbarkeit

zwischen Positv- und Negativkontrollen erreicht.

4.1.2.2 Verschiedene Testzellen im Chemotaxisassay

Deutliche Hinweise zeigen Psoriasis vulgaris als eine primar immunologische Erkrankung mit T-
Lymphozyten als Mediatoren?>?". T-Zellen gehdéren zu den ersten Leukozyten, die in sich neu
bildende Plaques infiltrieren®. Eine Linderung der Erkrankung ist mit Hilfe von anti-T-Zell-
Therapeutika moglich (z. B. Cyclosporin A)?%. Fallstudien (iber Knochenmarktransplantationen
zeigten Heilung von Psoriasis bei Empfangern von Knochenmark gesunder Spender,
umgekehrt entwickelten nicht an Psoriasis erkrankte Empfanger durch Knochenmark erkrankter
Spender selber Psoriasis®’. Ein chiméres Tiermodel wurde entwickelt, bei dem Plaque-freie
Haut von Psoriasis-Patienten auf immundefiziente SCID-Mause (,severe combined
immunodeficiency”) transplantiert wurde. Hier konnte gezeigt werden, dafl3 durch Injektion von
CD4* T-Lymphozyten der Hautspender Psoriasis im Transplantat ausgelést wurde®'. Die
besondere Rolle von T-Lymphozyten fir die Entwicklung psoriatischer Lasionen begriindete die
Wahl der Testzellen fur diese Arbeit.

4.1.2.2.1 Die Zellinie HUT78

Die Verwendung der Zellinie HuT78 eines humanen T-Zell-Lymphoms? ermdglichte die
Variation und Optimierung anderer Parameter des Testsystems zur chemotaktisch stimulierten
Migration bei stets identischen Testzellen. Lymphozyten aus Blutspenden zeigen
spenderabhangige Variationen in Zusammensetzung der Subpopulationen, exprimierten
Rezeptoren und ihrer chemotaktischen Aktivitat>*®°. Diese Variationen traten bei Verwendung
einer Zellinie nach identischen Kulturbedingungen nicht auf. Fir HuT78 konnte auf3erdem
gezeigt werden, daf} sie in ihrer chemotaktischen Aktivitat fir verschiedene Mediatoren gut mit
frisch isolierten T-Zellen vergleichbar sind®.

Nach Optimierung der Chemotaxisparameter mit Hilfe der HuT78-Zellen sollte die
Ubertragbarkeit der Versuchsbedingungen von der Zellinie auf Lymphozyten aus peripherem
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Blut getestet werden. Insbesondere wurde erwartet, dal} die erforderliche Porengrofle der
Chemotaxisfilter bei HuT78 grofRer sein wirde als bei Lymphozyten aus peripherem Vollblut, da
HuT78-Zellen unter dem Lichtmikroskop erkennbar einen ca. doppelt so groRen Durchmesser
aufwiesen wie PBL. Auch hinsichtlich des exprimierten Sortimentes an Oberflachenrezeptoren
und damit ihrer chemotaktischen Reaktion auf verschiedene Chemokine wurden Unterschiede
zwischen beiden Zellpopulationen erwartet.

In den Untersuchungen zeigte sich, dall HuT78-Zellen trotz ihrer GréRe im selben Malie wie
PBL zu einer chemotaktisch stimulierten Migration durch eine Membran mit nur 5 pm weiten
Poren in der Lage sind (vgl. Abbildung 6). Beide Zellpopulationen liegen in ihrem Durchmesser
oberhalb der Porenweite, missen sich also beim Passieren der Filtermembran plastisch
verformen. Die Wahl von Filtern mit gréRerer Porenweite (z. B. 8 um) wirde ein passives
,Hindurchfallen® der Zellen durch den Filter ermdglichen und bewirkte in Vorversuchen
tatsachlich ein verstarktes Hintergrundsignal, also eine starkere Farbung der Filter in der
Negativkontrolle.

4.1.2.2.2 Periphere Blutlymphozyten

In dieser Arbeit wurden die Lymphozyten nicht direkt nach Isolierung aus Spenderblut in den
Chemotaxisexperimenten eingesetzt, sondern immer erst in Kultur genommen und mit
verschiedenen Substanzen aktiviert.

Aktivierte Lymphozyten zeigen stérkere chemotaktische stimulierte Migration als ruhende®. Ihre
Fahigkeit, Endothelien bei Entziindungen zu passieren, ist nach Aktivierung erhsht®. Als
Aktivatoren von Lymphozyten sind eine Reihe unterschiedlich wirkender Substanzen bekannt,
z. B. das proinflammatorische Zytokin Interleukin (IL) -2, das Mitogen Phytohamagglutinin
(PHA) oder ein Antikérper gegen den T-Zell-Rezeptor, OKT3%*®. Entsprechend ihrer
unterschiedlichen Wirkmechanismen werden bei der Aktivierung von Lymphozyten durch o. a.
Substanzen unterschiedliche Chemokinrezeptoren exprimiert.

IL-2, selbst ein T-Zell-Chemotaxin®*®®, erhéht die chemotaktische Aktivitat von T-Lymphozyten
fur die Chemokine CCL21 und CCL19 (binden an CCR7%) und fiir CXCL11 (bindet an
CXCR3%). Die Rezeptorexpression von CCR1, CCR2, CXCR4 und CX;CR1 wird bei IL-2-
Vorbehandlung von T-Zellen gesteigert® ®°. Die Expression von CCR5, CXCR1 und CXCR2
bleibt unbeeinfluRt®”®®. Laut BABA et al.?® steigert IL-2 die Expression des Rezeptors CCR6 in T-
Zellen, LIAO et al.” hingegen beschreiben, IL-2 habe keinen EinfluR auf die CCR6-Expression.
PHA erhdht neben der Teilungsrate von T-Lymphozyten auch deren chemotaktische Aktivitat fur
CCL21, CCL19%® und IL-2**. Die Expression von CXCR4 wird durch PHA-Aktivierung
gesteigert®’, die von CCR5, CCR1 und CCR2 bleibt hingegen unbeeinflult®” .
OKT-3-stimulierte T-Zellen stellen laut TAUB et al.?® ihre urspriingliche chemotaktische Aktivitat
fur MIP1-a,, MIP1-, CCL5 (binden alle an CCR5) und CXCL8 (bindet an CXCR1 und 2) wieder
her, die wahrend der Kultur bei 37°C ohne Stimulus ab 2 Stunden nach der Isolierung aus
Vollblut stark abgesunken war. OKT-3-stimulierte T-Lymphozyten sind starker chemotaktisch
aktiv fir IP-10 (bindet an CXCR3) als unstimulierte®®. Die T-Zell-Expression des CCL20-
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Rezeptors CCR6 wird durch Vorbehandlung der Zellen mit OKT-3 nicht beeinflult, die von
CCR1 und CCR2 sogar gesenkt, auch wenn gleichzeitig mit IL-2 vorbehandelt wurde®®°.
Experimente dieser Arbeit zeigen eine signifikante Steigerung der chemotaktischen Aktivitat
OKT-3-stimulierter PBL fir CCL19 gegenlber IL-2-stimulierten (Abbildung 3). Dies spricht fur
eine Steigerung der CCR7-Expression durch OKT-3-Stimulation®®’". JUTEL et al.”® schreiben
OKT-3 eine restimulierende Wirkung zu, d. h. die urspriinglich — im Spenderblut — vorhandene
Aktivitat von T-Zellen, die bei nichtstimulierender Kultivierung binnen Stunden absank, wiirde
wieder hergestellt. Dies bedeutete eine Spenderabhangigkeit fir die T-Zellaktivitat und damit
eine Variabilitdt der individuellen Zellpraparationen in den Chemotaxisexperimenten. Wurde
OKT-3, wie in dieser Arbeit, an die Oberflache der KulturgefalRe gebunden, stimulierte es
zusétzlich die Proliferation von T-Zellen™.

Auch einem Bestandteil des in dieser Arbeit verwendeten Kulturmediums, dem FCS, wird von
einigen Autoren eine T-Zell-aktivierende Wirkung zugeschrieben® . Solch ein Befund konnte in
dieser Untersuchung jedoch nicht bestatigt werden. Er ist daher moglicherweise abhangig von
der individuellen Zusammensetzung des fetalen Kalberserums oder der T-
Lymphozytenpopulation.

4.1.2.2.3 Th1-Lymphozyten

Die aus der erkrankten Haut von Psoriasis-Patienten isolierten ,skin homing lymphocytes®
(SHL) waren nach neueren Studien iiberwiegend (zu 75%) Lymphozyten vom Th1-Typ'®">®_ In
dieser Arbeit wurden Chemokine gesucht, die bei Psoriasis-Patienten die SHL zur Wanderung
in die erkrankte Haut veranlassen kénnen. Zur Steigerung der Effizienz der chemotaktischen
Wanderung (d. h. dem Wandern eines héheren Prozentsatzes der eingesetzten Zellen) war
daher die Isolierung und Anreicherung von Th1-Zellen aus peripherem Blut zur Suche nach
diesem postulierten Chemokin sinnvoll. Diese Anreicherung wurde durch Kultivierung der
isolieten PBMC mit IL-12, Phytohaemagglutinin und polyklonalen anti-IL-4-Antikbrpern nach
einer Methode von BONECCHI et al.*® erreicht. Die nachfolgende Behandlung der so Th1-
angereicherten Zellen mit IL-2 aktivierte ihre Fahigkeit zur chemotaktisch stimulierten
Migration®®* s,

Unter den beschriebenen Kulturbedingungen verblieben keine in den PBMC noch vorhandenen
Monozyten in den zur Chemotaxis eingesetzten TH1-Lymphozyten. Der Nachweis, dal} sich

und flhrte aulierdem zur Vermehrung der Zellen

unter den Th1-angereicherten und aktivierten Zellen keine chemotaktisch aktiven Monozyten
mehr befanden, wurde durch Negativkontrolle mit fMLP (chemotaktisch fiir Monozyten’®, aber
praktisch nicht fir T-Lymphozyten®) in der Chemotaxis und mittels DurchfluRzytometrie
(Messung der fur Monozyten spezifischen CD14-Expression) erbracht (Abbildung 4 A). Da
Lymphozyten vom Th1-Typ IFN-y sezernieren®', konnte mit Hilfe von durchfluRzytometrischen
Messungen der IFNy-Sekretion der Erfolg einer Anreicherung von Th1-Lymphozyten auf Gber
60% der eingesetzten Zellen bestéatigt werden (Abbildung 4 B).
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4.1.3 Chemotaktische Aktivitat fur bereits bekannte Chemotaxine

Auf der Suche nach geeigneten Positivkontrollen fir die chemotaktischen Untersuchungen
wurde eine Reihe von bereits als Lymphozyten-chemotaktisch bekannten Substanzen getestet.
Die Erkennung einer chemotaktisch wirksamen Substanz durch Zellen ist von der
Zusammensetzung auf der Zelloberflache exprimierter Rezeptoren abhangig. Die drei
unterschiedlichen Zellpopulationen, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, waren
unterschiedlich aktiviert. HuT78-Zellen zeigten bereits einen aktivierten Phanotyp, wenn sie
einer exponentiell wachsenden Kultur ohne stimulierendes Agens entnommen wurden®. Die
PBL stellen laut Taub et al.?*® nach Aktivierung mit anti-CD3-Antikérpern ihre urspriingliche
Aktivitat fir einige CC-Chemokine wieder her. Die Th1-angereicherten Zellen waren mit Hilfe
von IL-2 aktiviert worden®®®®. Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung der Testzellen
und dieser verschiedenen Aktivierungszustande wurden die Chemotaxine meist an allen drei
Zellpopulationen getestet.

Komplement-Fragment 5a (C5a) ist ein Anaphylatoxin und Glykoprotein mit einem
Kohlenhydrat-Anteil von 3,0 kDa und einer Peptidkomponente mit einem Molekulargewicht von
8,2 kDa. Es aktivierte laut ZACHARIAE®® Zellen der Linie HuT78. Dies konnte unter den hier
verwendeten Bedingungen fiir C5a-Konzentrationen zwischen 107 und 10 M nicht bestatigt
werden. Ein mdglicher Grund hierfir mag die Abspaltung eines Argininrestes am
Carboxyterminus von C5a durch eventuell im Medium vorhandene Carboxypeptidasen sein®.
Das resultierende Cbages arg kONnte andere chemotaktische Eigenschaften fur HuT78-Zellen
besitzen. ZACHARIAE et al.”® fanden auch chemotaktische Aktivitat fiir C5a in frisch aus Vollblut
isolierten T-Zellen. Allerdings variierte diese Aktivitdt stark zwischen verschiedenen
Blutspendern®. Diese Variation machte C5a als Positivkontrolle fiir die Untersuchungen dieser
Arbeit ungeeignet.

Alle Ubrigen hier untersuchten Chemotaxine sind Peptide mit einer Moleklilmasse von etwa 8
bis 10 kDa und einer charakteristischen Anordnung von Cysteinresten®®. Sie werden unter dem
Begriff Chemokine zusammengefallt und lassen sich in vier Untergruppen gliedern: Die
Mitglieder der CXC-Chemokine (a-Chemokine) besitzen nahe ihrem aminoterminalen Ende
zwei Cysteinreste mit einer weiteren Aminosaure dazwischen. Bei den CC-Chemokinen (-
Chemokine) liegen die beiden Cysteinreste unmittelbar nebeneinander. Beide Gruppen haben
zwei weitere Cysteine an spezifischen Positionen im Molekul. Eine dritte Untergruppe von
Chemokinen besitzt insgesamt nur zwei Cysteinreste. Diese werden daher als C-Chemokine (y-
Chemokine) bezeichnet (z. B. XCL1%). CX5CL1 ist ein membrangebundenes Glykoprotein mit
drei Aminosaureresten zwischen den beiden aminoterminalen Cysteinresten. Es wird daher als
CXXXC-Chemokin bezeichnet (auch CX5C)®°.

CCL2 (Monozyten-chemotaktisches Protein 1, MCP-1) ist ein CC-Chemokin von 8,6 kDa
Molekulargewicht und bindet an den CC-Chemokinrezeptor (CCR) 2%. CCL2 ist als
Monozytenchemokin beschrieben worden. Neueren Erkenntnissen zufolge ist es unter
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bestimmten Bedingungen auch fiir T-Zellen chemotaktisch wirksam. TAUB et al® und
LOETSCHER et al.?® fanden chemotaktische Aktivitat von CD**- und CD®-T-Zellen fiir CCL2.
Frisch isolierte PBL waren nicht aktiv®®. CARR et al.®® aktivierten die T-Zellen mit Mitogen und
fanden heraus, dall die gewanderten Zellen ausschliel3lich aus T-Gedachtniszellen bestanden.
Dennoch konnte unter den in dieser Arbeit verwendeten Versuchsbedingungen keine
chemotaktische Aktivitdt von Lymphozyten fiir 10 bis 10" M CCL2 ermittelt werden. HuT78-
Zellen schlieRlich zeigen einen T-Helfer-Phanotyp®. CCL2 war daher als Positivkontrolle fiir
keine der Zellpopulationen geeignet.

CCL5 (,regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted“, RANTES) ist ein CC-
Chemokin mit 7,8 kDa Molekulargewicht und bindet an die Rezeptoren CCR1, CCR3 und
CCR5%. Es wurde als chemotaktisch aktivierend fiir T-Gedachtniszellen beschrieben®*?. Auch
CCL5 war unter den in dieser Arbeit verwendeten Bedingungen nicht meRbar aktiv flir PBL oder
HuT78-Zellen. Als Grund hierfir wird, wie bei CCL2, die zu geringe Expression der Rezeptoren
CCR-1, -3 und -5 auf HuT78-Zellen vermutet.

CXCLS8 (Interleukin 8, IL-8) ist ein CXC-Chemokin mit einem Molekulargewicht von 8,9 kDa und
bindet an die CXC-Chemokinrezeptoren (CXCR) 1 und 2%, Es wird von einigen Autoren als

t°°. Fr

Chemokin beschrieben, welches chemotaktische Aktivitat fir PBL? bzw. T-Zellen besitz
keine der hier verwendeten Zellpopulationen konnte dies mit den in dieser Arbeit verwendeten
Chemotaxisparametern bestatigt werden. Selbst die von TAUB et al.?® beschriebene Aktivierung
von T-Lymphozyten mit anti-CD3-Antikdrpern erbrachte mit CXCL8-Konzentrationen zwischen
10® und 10 M keine chemotaktische Aktivitat. Die meisten Publikationen unterstiitzen diesen
negativen Befund (z. B. LOETSCHER et al.®®). SWENSSON et al.** injizierten CXCLS intrakutan in
menschliche Haut. Uber Biopsieentnahme konnte nachgewiesen werden, daf ab ca. 1 h nach
Injektion neutrophile Granulozyten und Monozyten in die Haut infiltrierten, jedoch keine
Lymphozyten, auch nicht nach bis zu 5 h. Eine Ursache fiir diese insgesamt widersprtchlichen
Ergebnisse mag die Existenz verschiedener CXCL8-Varianten sein®, die sich jeweils in ihrem
aminoterminalen Ende unterscheiden. Die aminoterminale Sequenz bei Chemokinen ist
entscheidend fur ihre Spezifitdt, d. h. fur ihre chemotaktische Wirkung auf bestimmte
Leukozytenpopulationen®®.

CCL19 (,EPSTEIN-BARR virus-induced molecule 1 ligand chemokine®, ELC) ist ein CC-Chemokin
mit 8,8 kDa Molekulargewicht und bindet an CCR7%. Es wurde als Chemotaxis aktivierendes
Chemokin sowohl fiir T- als auch fiir B-Lymphozyten beschrieben®. In der Gruppe der T-
Lymphozyten aktiviert CCL19 gleichermaRen ruhende (CD45RA*) wie T-Gedachtniszellen
(CD45R0Q"). Es aktiviert sowohl CD4"- als auch CD8"-T-Lymphozyten, erstere starker. In den
Messungen dieser Arbeit konnten fir alle drei Testzellpopulationen chemotaktische Aktivitaten
fir CCL19 gemessen werden. Diese waren auch bei einer Chemokinkonzentration von 10° M
noch eindeutig erkennbar und zeigten bei 10® M starkere Farbungen der Filter als fiir alle
anderen untersuchten Chemokine (vgl. Abbildung 6). Diese deutlichen Signale sowie das in der
Literatur beschriebene breite Spektrum an CCL19-chemotaktisch aktiven Lymphozyten
machten CCL19 zur idealen Positivkontrolle fiir alle drei verwendeten Testzellpopulationen.
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CCL17 (,thymus and activation-regulated chemokine®, TARC) ist ein CC-Chemokin von 8,0 kDa
Molekulargewicht. Es bindet an CCR4%%. CCL17 aktiviert HuT78-Zell-° und Th2-Chemotaxis.
Th1- und B-Lymphozyten exprimieren keinen CCR4 und sind daher nicht chemotaktisch aktiv
fir CCL17%. In den Experimenten dieser Arbeit wurde eine chemotaktische Aktivitat der
HuT78-Zellen fiir CCL17 bei Konzentrationen von 10® bis 10° M bestétigt (vgl. Abbildung 6).
Entsprechend der Literatur zeigten Th1-angereicherte Lymphozyten keine chemotaktische
Aktivitat fiur CCL17. Auch in den PBL schien die Anzahl von Th2-Lymphozyten zu gering flr ein
positives Signal gewesen zu sein. Sicher besteht bei verschiedenen Spendern eine hohe
Variabilitat im Verhaltnis von Th1- zu Th2-Zellen in den PBL. Aufgrund der negativen Befunde
bei den Testzellen scheidet CCL17 als Positivkontrolle aus.

CXCL12a (,stromal cell-derived factor 10, SDF-1a) und CXCL12B (SDF-1B) sind CXC-
Chemokine mit den Molekulargewichten 8,0 und 8,5 kDa. Sie binden an den Rezeptor
CXCR4%. Beide sind als potente Chemokine fiir Lymphozyten beschrieben worden®®. Hierbei
wirken sie besonders auf ruhende T-Lymphozyten®®. Diese Befunde wurden in der
vorliegenden Arbeit bestatigt. 10° M CXCL12a aktivierte eine chemotaktische Migration OKT3-
stimulierter, peripherer Blutlymphozyten. Diese war auch bei einer Konzentration von 10° M
noch zu erkennen (vgl. Abbildung 6). In den Th1-angereicherten Zellen war der Anteil ruhender
Zellen geringer und eine chemotaktische Aktivitat fur CXCL12a und -3 war nur bei einer
Chemokinkonzentration von 10® M zu erkennen. Im Vergleich mit CCL19 waren CXCL12a und
-B weniger gut als Positivkontrolle geeignet.

4.1.4 Die Wahl des biologischen Materials

Viele der bisher gefundenen Chemokine wurden Uber Sequenzhomologien zu bereits
bekannten Chemokinen identifiziert. Ihre Gene wurden mit Hilfe von cDNS-Datenbanken
kloniert und rekombinant exprimiert. Die so gewonnenen Substanzen wurden dann auf ihre die
Chemotaxis stimulierenden Eigenschaften getestet (z. B. CCL17, CCL20, CCL19, CCL21 und
CCL18%).

mRNS-Expression von CCL2 wurde in psoriatischen Plaques, aber nicht in gesunder Haut
gefunden'®. Immunoreaktivitit gegen CCL5 wurde in Psoriasis-Hautbiopsien gefunden®"'"".
Dennoch konnte die biologische Aktivitat von CCL5 oder von CCL2 in psoriatischer Haut nie
mittels eines biologischen Ansatzes nachgewiesen werden.

Der in dieser Arbeit gewahlte methodische Ansatz bestand in der Untersuchung biologischen
Materials (Psoriasis-Hautschuppen und Fersenkallus-Hornmaterial) mit Hilfe von Lymphozyten
des peripheren Blutes als Chemotaxistestzellen. Dies erlaubte eine sehr viel bessere
Annaherung der Untersuchungsmethoden an die in vivo-Situation als die oben als Beispiele
genannten indirekten Methoden des Chemokinnachweises.

Chemokine  kénnen fur die spezifische Rekrutierung von  Leukozyten bei
Entziindungsreaktionen verantwortlich sein®>. Die meisten Chemokine werden unter
entziindlichen Bedingungen hauptsachlich in den erkrankten Geweben gebildet. Deshalb wurde
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ihre hdchste Konzentration dort und nicht im Plasma des Blutes erwartet und gefunden (z. B.
CXCL8, Cb5ages argg CXCL1 (GRO-0), CCL5%). Gewebeinfiltration mit Monozyten und Th-
Lymphozyten gehdrt zu den friihesten immunohistologischen Veranderungen neu entstehender

12102 Auch in chronischen Plaques wurde ein entziindliches Infiltrat

psoriatischer Plaques
nachgewiesen, das vorwiegend aus Th1-Lymphozyten (den SHL) und neutrophilen
Granulozyten bestand™. Zur Isolierung méglicher Chemotaxine fiir Lymphozyten, die an der
Entstehung oder der Fortentwicklung von Psoriasislasionen beteiligt sein kénnten, bot sich
daher Hautschuppenmaterial von Psoriasispatienten als Quelle an. Es liegt in gro3er Menge
ohne weitere Beeintrachtigung der Patienten, wie z. B. bei Biopsieentnahme, vor und kann mit
einer Kombination chemischer und physikalischer Methoden zur Isolierung von Inhaltsstoffen
aufgearbeitet werden.

Als Gegenprobe zu diesem aus erkranktem Gewebe stammenden Material wurde
vergleichbares Gewebe von gesunder Haut nicht an Psoriasis erkrankter Personen,
Hornmaterial von Fersenkallus, fiur die Untersuchungen genutzt. Eine Substanz, die in beiden
Extrakten zu vergleichbaren Anteilen vorkdme, koénnte nicht allein Ursache fur die
Psoriasislasionen sein.

Kulturliberstande primarer Keratinozyten bzw. der Keratinozytenzellinie HaCaT sowie von
primaren Fibroblasten wurden untersucht, weil die Mdglichkeit bestand, dal® Zellen der
Epidermis oder Dermis die Substanz (-en) produzieren, die Lymphozyten in die Haut
einwandern 1alt (lassen). Zusatzlich wurden primare Fibroblasten von Psoriasis- und von
Neurodermitis-Patienten isoliert und auf die Bildung von Lymphozyten-Chemokinen hin
untersucht.

Wie bei der Psoriasis sind auch bei einigen atopischen Erkrankungen T-Lymphozyten im
entziindlichen Infiltrat in der Haut zu finden. Allergene sind in der Lage, bei Atopikern eine
derartige Reaktion hervorzurufen. Um solch einen Reiz in vitro zu simulieren, wurden primare
Keratinozyten mit Kontaktallergenen, Extrakten aus Latex oder aus Hausstaubmilben (Spezies
Dermatophagoides pteronyssinus), kultiviert und die Ubersténde daraus untersucht.

Als Gegenprobe zu den Zellen der &uRerlich sichtbaren Haut wurden Uberstinde der
Bronchialepithel-Zellinie A549 als Reprasentant eines hornzellfreien Epithels untersucht.

Von vielen Autoren wird vermutet, dald aufler T-Lymphozyten auch den Monozyten eine
Schllsselfunktion bei der Induktion neuer Psoriasislasionen zukommt (z. B. VALDIMARSSON et
al.'®). AuRerdem sind die aus Monozyten hervorgegangenen dendritischen Zellen fiir ihre
Wechselwirkung mit T-Lymphozyten im Zusammenhang mit Psoriasis bekannt'®. Neben ihrer
Funktion als Antigen-présentierende Zellen fur die immunologische Aktivierung von
Lymphozyten'® ist bei ihnen auch die Expression von Lymphozyten-Chemokinen beschrieben
worden (z. B. CCL19: NGO et al."®; MDC: TANG & CYSTER'”). Da diese Interaktionen auch an
der Entstehung oder dem Fortschreiten einer Psoriasis-Erkrankung beteiligt sein kénnten,
wurden Uberstédnde von aus Monozyten hervorgegangenen dendritischen Zellen auf das
Vorhandensein von Lymphozyten-chemotaktischen Faktoren hin untersucht.



Diskussion 63

4.2 Chemotaktische Aktivitat in HPLC-Fraktionen der Extrakte und
Uberstande

4.2.1 Strategie der Aufreinigung in der HPLC

Die Extraktion von Proteinen und Polypeptiden aus Psoriasis-Hautschuppen und aus
Fersenkallus wurde mit Ethanol bei einem pH-Wert von 3-4 durchgefiihrt. Die Verwendung
eines organischen Lésungsmittels wie Ethanol fuhrte zu einem verbesserten Ablésen der sehr
hydrophoben Chemokine von Oberflachen. Unter pH-neutralen Bedingungen bewirkt Ethanol
jedoch auch eine verstarkte Freisetzung feinen, nicht filtrierbaren Materials, welches durch
Verstopfen der Chromatographiesdulen die HPLC stort. Durch einen mit Zitronen- und
Ameisenséure eingestellten sauren pH-Wert wurde dies verhindert®®. AuRerdem erbrachte eine
Extraktion unter sauren Bedingungen eine Verringerung der in den Extrakten unerwlinschten
Proteine mit hohem Molekulargewicht sowie eine verbesserte Extraktion Matrix-gebundener
Proteine®"'%,

Die Aufreinigung der Extrakte und Zellkultur-Uberstande mit Hilfe der HPLC fand entsprechend
einer von SCHRODER®® beschriebenen Strategie statt.

Da viele Chemokine durch eine Haufung basischer Aminosauren Heparin-bindende
Eigenschaften besitzen'®, wurde im ersten Reinigungsschritt eine Heparin-Sepharose-Saule
verwendet. Aus dem selben Grund wurde mit einer Ausnahme (Lauf 3, Tabelle 8) jeweils der
Heparin-bindende Anteil weiter aufgetrennt. In einer Auftrennung mit der in dieser Arbeit
verwendeten Kombination von HPLC-Saulen wurden die in den biologischen Materialien
enthaltenen Proteine und Polypeptide zunachst nach ansteigender Hydrophobizitat aufgetrennt
(Nucleosil C8). Daraufhin erfolgte eine Trennung entsprechend der in den Molekilen
vorhandenen positiven Ladungen (MonoS) und im Anschlu} daran wieder eine Auftrennung
nach Hydrophobizitat (,WidePore® Butyl), hier jedoch mit gegeniber der Nucleosil-C8-Saule
veranderter Spezifitdat. In der Gelfiltrationschromatographie (TSK G2000SW) erfolgte eine
Auftrennung der Polypeptide nach ihrer GréRe und der Anzahl ihrer Ladungen®. Die sauren
Bedingungen (TFA bzw. Ammoniumformiat im Laufmittel) erlaubten eine optimale Trennung der
Polypeptide mit geringerer Masse (1-20 kDa) von héhermolekularen®"'%.

Die Leistungsfahigkeit dieser HPLC-Strategie zur Aufreinigung von Chemokinen wurde
mehrfach unter Beweis gestellt (u. a. fir CXCL8 und CXCL1'%%). Parallel zu den in dieser
Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden die HPLC-Fraktionen aus Psoriasis-
Schuppenextrakt auf ihre chemotaktische Aktivitat fir dendritische Zellen hin getestet. Dabei
fuhrte eine Aufreinigung mit der oben beschriebenen Folge von HPLC-Trennungen zur
Isolierung von C5a oder eines seiner Derivate'" (siehe auch SCHRODER et al.'"!, TAKEMATSU &
TacAMI''?).

4.2.2 Der Ubergang von Leukozyten aus dem Blut in das Gewebe

Zellen bendtigen auf ihren gerichteten Wanderungen Richtungsinformationen. Diese kdnnen
entweder auf Gradienten von l6slichen Lockstoffen beruhen (Chemotaxis), oder auf
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anziehenden bzw. abstollenden Stoffen, die an die extrazellulare Matrix oder die
Zelloberflachen gebunden sind (geleiteter Weg)". Firr die Infiltration von Leukozyten in
psoriatische Lasionen spielt bereits der Ubergang aus den BlutgefaRen in die erkrankte Haut
eine wichtige Rolle, denn zunachst zirkulieren die meisten Leukozyten im Blut. Dieser Ubergang
wird durch komplexe Interaktion zwischen den Endothelzellen der Blutgefale, den Leukozyten
und Chemokinen ermdéglicht. Das Einwandern von Immunzellen in ein Gewebe erfolgt in vier
Schritten.

Bei Auftreten einer Entziindung aktivieren akute Entziindungsmediatoren (Histamin, Thrombin,
Komponenten des Komplementsystems) zuvor ruhende GefalRendothelzellen. Diese
Aktivierung bringt intrazellular in sogenannten WEIBEL-PALADE-KGrpern gespeichertes P-
Selectin'™ dazu, schnell an die Zelloberflachen der Endothelzellen transportiert zu werden
(maximale Expression nach ca. 10 min)'"*""®. E-Selectin wird nach Aktivierung der
Endothelzellen durch IL-1, TNF-a oder bakterielle Lipopolysaccharide'®'"” de novo synthetisiert
und erreicht seine maximale Expression nach ca. vier Stunden'®'"®"'°_Beide Selectine binden
an spezifische Oligosaccharide auf den Oberflachen der Leukozyten. Beispielsweise findet
beim Einwandern von Lymphozyten in die Haut eine Wechselwirkung zwischen kutanem
Lymphozyten-assoziiertem Antigen (CLA) und E-Selectin statt'®. Die Leukozyten adharieren
schwach an das Endothel und ,rollen” im Blutstrom daran entlang.

Am Entziindungsherd in das umgebende Gewebe entlassene Chemokine (z. B. CXCL12,
CCL21, CCL19 und CCL20'"®) gelangen durch das Endothel benachbarter BlutgefaRe und
werden auf dessen Innenseite an Heparansulfat-Proteoglykane gebunden'?'. Die ,rollenden*
Leukozyten erkennen diese gebundenen Chemokine durch spezifische Rezeptoren und
aktivieren Uber eine Gi-Protein-gekoppelte Signaltransduktion ihre Integrine’®.

Die Integrine werden dadurch veranlaflt, fest an Adhasionsmolekile der Epithelzellen zu
,arretieren“, welche strukturell mit den Immunoglobulinen verwandt sind'’ (z. B. Leukozyten-
funktionsassoziiertes Antigen-1 (LFA-1) an Interzellulares Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1), -2 und
_3122-125).

Nun folgt die Diapedese der ,arretierten” Leukozyten durch die Endothelzellschicht hindurch in
das Gewebe. Hier folgen sie den Gradienten freier oder Uber Heparansulfat-Proteoglykane an
Zelloberflachen und extrazellulére Matrix gebundener Chemokine® und gelangen so z. B. in die
psoriatischen Plaques erkrankter Haut. Auf diese Weise bestimmen neben der Art der
gebildeten Zytokine und Chemokine auch die an den Oberflachen der Endothelzellen und der
Leukozyten gezeigten Adhasionsmolekule darlber, welche Leukozytenpopulationen an den Ort
der Entzindung gelangen.

Das in dieser Arbeit gesuchte Chemotaxin ist demzufolge entweder flur Schritt zwei
verantwortlich, die Aktivierung der ,rollenden T-Zellen in den peripheren Blutgefalden, oder es
wirkt nach Schritt vier, dem Ubergang der Zellen in die Gewebe. Eine dritte Mdglichkeit besteht
darin, dal® die gesuchte Substanz an beiden Prozessen beteiligt ware. Dies wird in den
nachfolgenden Kapiteln im Zusammenhang mit den verwendeten biologischen Materialien
diskutiert (Kapitel 4.2.4 bis 4.2.9).
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4.2.3 Das entziindliche Infiltrat bei Psoriasis

Neben einer Hyperparakeratose ist das wichtigste Merkmal psoriatischer Lasionen das Infiltrat
einer Reihe von verschiedenen Entziindungszellen in der erkrankten Haut. Bei verschiedenen
Formen der Psoriasis setzt sich dieses entziundliche Infiltrat unterschiedlich zusammen. Bei der
eruptiven Psoriasis (,Guttata“-Typ) mit ausgepragter inflammatorischer Komponente sind
neutrophile Granulozyten in der Epidermis herausragendes Merkmal. Dartber hinaus finden
sich Monozyten und Makrophagen um die BlutgefalRe herum sowie T-Zellen im Bereich der
Basallamina. Bei der chronischen Plaquetyp-Psoriasis mit verstarkter Proliferation der
Keratinozyten sind weniger Granulozyten im Infiltrat zu finden. Statt dessen findet man
mononukleare Zellen, im wesentlichen T-Lymphozyten, im Bereich der Basallamina und der
BlutgefaRe'®. Diese T-Zellen sind bei der chronischen Plaquetyp-Psoriasis hauptséchlich vom
Helfer-Typ (CD4") sowie zu ca. 25% Suppressor-T-Zellen (CD8*)'%. Eine weitere Gruppe aus
Plaques isolierter T-Zellen, ca. 1%, ist negativ fiir beide Oberflichenmarker (CD4/CD8)%'?,

Auch das Muster der von den T-Zellen sezernierten Zytokine unterscheidet sich bei beiden
Psoriasisformen. Aus Sekret von Guttata-Psoriasislasionen isolierte CD4*/CD45RO" T-Zellen
exprimierten Interleukin (IL) -2, IL-10, GM-CSF und IFN-y’°>. CD4" T-Lymphozyten aus
Plaquetyp-Psoriasis produzierten ebenfalls IL-2 und IFN-y, aber nur zu geringen Teilen IL-10.

t’®. Aus diesen

Zusatzlich wurde bei einigen die Bildung von TNF-a und IL-4 beobachte
Ergebnissen lalt sich ableiten, dal® der Uberwiegende Teil (ca. 75%) der in psoriatischen
Lasionen gefundenen Lymphozyten vom Th1-Typ sind’®. VOLLMER et al."® fanden eine Gruppe
von T-Zellen in psoriatischen Lasionen, die ein Zytokinmuster zeigten, welches weder vom Th1-
noch vom Th2-Typ war. Diese Zellen bildeten IFN-y, TGF-B, IL-2 und IL-5, aber nicht IL-4 und
waren in der Lage, in vitro die Teilungsrate von Keratinozyten zu steigern.

Auch Monozyten bzw. Makrophagen sind in der Lage, eine gesteigerte Proliferation der
Keratinozyten zu bewirken. Monozyten sind die ersten Leukozyten, die in den Anfangsstadien
der Psoriasis aus dem Blut in die Haut einwandern'’. Sie werden méglicherweise iiber CCL2
(MCP-1) in die Haut gelenkt, welches bei Psoriasis von basalen Keratinozyten gebildet wird'®.
Eine Untergruppe der Monozyten, sogenannte ,lining“ Makrophagen, wurden in psoriatischen
Lasionen unter den Spitzen der epidermalen Retezapfen direkt unter der Basallamina
gefunden™'. Diese Zellen stehen (iber Fortsatze durch die Basalmembran hindurch direkt mit
der untersten Schicht Keratinozyten in Verbindung®. Durch diese direkten Zellkontakte kénnte
mittels Mediatoren wie IL-6'2*"* oder CXCL8™' die Teilungsrate der Keratinozyten beeinflufit
werden.

Eine weitere Komponente des entzlindlichen Infiltrats in psoriatischen Plaques besteht aus
dendritischen Zellen. Sie entwickeln sich aus peripheren Blut-Monozyten' und exprimieren im
Unterschied zu anderen dendritischen Zellen der Haut den Blutgerinnungsfaktor Xllla auf ihrer
Zelloberflache'. Dendritische Zellen fanden sich in der oberen Dermis sowie in der Epidermis in
direkter Umgebung von Lymphozyten'. Sie zeigten einen Phanotyp Antigen-prasentierender

2

Zellen™? und aktivierten in vitro unstimulierte T-Zellen aus dem peripheren Blut zu erhéhter

Proliferation und zu einer verstarkten Expression von IL-2 und IFN-y'®. Die Expression von IL-4
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und IL-10 durch T-Zellen wurde von den dendritischen Zellen nicht beeinflult, folglich war die
Interaktion der dendritischen mit T-Zellen zumindest Uberwiegend auf Th1-Lymphozyten
begrenzt.

4.2.4 Chemotaktische Aktivitat in Psoriasis-Hautschuppenextrakten

Der entscheidende Ausgangsbefund fiir diese Arbeit bestand darin, dall mit der Entstehung
oder dem Fortschreiten psoriatischer Lasionen bei der chronischen Plaquetyp-Psoriasis T-
Lymphozyten, vornehmlich T-Helferzellen vom Typ 1, in die erkrankte Haut ,gelockt” werden.
Hier sind sie in der oberen dermalen Schicht sowie der Epidermis der betroffenen Haut zu
finden'®'%. Ein dafiir verantwortlicher ,Lockstoff* war bisher nicht bekannt und so wurde die
Hypothese formuliert, dal} dieser in hoher Konzentration in den entsprechenden Schichten der
Haut, also auch in der Epidermis, zu finden sei. Hautschuppen von Psoriasispatienten bestehen
im  Wesentlichen aus nicht vollstindig zu Korneozyten (Hornzellen) differenzierten
Keratinozyten3. Daher sollten auch die Hautschuppen Chemokine enthalten, die in groRer
Menge in der Epidermis erkrankter Haut vorkommen, also auch den gesuchten ,Lockstoff*.
Neutrophile Granulozyten sind wie Th1-Lymphozyten ebenfalls Bestandteil des entzlindlichen
Infiltrates bei Psoriasis'®. Chemotaxine fiir diese Leukozyten konnten erfolgreich aus Psoriasis-
Hautschuppen isoliert werden (C5ages arg, CXCL1 sowie CXCL8%).

Die Ergebnisse der chemotaktischen Untersuchungen mit Psoriasisschuppenextrakt zeigten
jedoch keine oder nur geringe Aktivitat fir Lymphozyten. Insbesondere bei den Th1-
angereicherten Zellen war keinerlei chemotaktische Aktivitat festzustellen (Tabelle 8). Unter
Beibehaltung der Hypothese sind hierflir prinzipiell verschiedene Ursachen denkbar.

Das biologische Material kénnte falsch gewahlt sein. Kdme beispielsweise das fir ein
Einwandern der SHL in die Haut verantwortliche Chemokin nur in der Dermis psoriatischer
Plaques, nicht aber in der Epidermis vor, so ware es nicht oder nur in sehr geringer
Konzentration in den Hautschuppen enthalten. Die SHL finden sich jedoch auch in der
Epidermis’®'®, so daR in diesem Fall eine weitere chemotaktisch wirksame Komponente
postuliert werden mufte, die das Einwandern der SHL aus der Dermis in die Epidermis
bewirkte. Diese hatte bei den Untersuchungen des Schuppenmaterials identifiziert werden
mussen, sofern sie eine proteinartige Struktur hatte. Der in vivo-Situation naher ware lediglich
Jirische® Haut von Psoriasispatienten gewesen, die in Form von Biopsien — sogenannten
Hautstanzen — tatsachlich in begrenztem Male zur Verfigung gestanden hatte. Die Grofde
dieser Biopsien ware jedoch zu gering, um die gesuchte Substanz in einer fir die
verschiedenen Reinigungsschritte der HPLC ausreichenden Menge zu extrahieren. Die
Praparationen aus Hautschuppen enthielten jeweils 50 g Schuppenmaterial. Die Biopsien
wogen hochstens 0,05 g, stellten also um den Faktor 1000 weniger Ausgangsmaterial dar.

Ein weiteres mdgliches Problem ware die chemische Modifikation des gesuchten Chemokins
bei der Extraktion aus dem Schuppenmaterial in eine chemotaktisch inaktive Form gewesen.
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Wenn der gesuchte ,Lockstoff chemisch verwandt mit bekannten Chemokinen sein sollte, dann
ist eine solche Inaktivierung unwahrscheinlich, da andere Chemokine bereits erfolgreich auf
diesem Wege extrahiert wurden (u. a. CXCL8 und CXCL1*®), ohne zuvor inaktiviert worden zu
sein.

Der gesuchte ,Lockstoff* kdnnte auch eine andere chemische Beschaffenheit haben als die
bekannten Chemokine, z. B. die eines Lipids. In diesem Fall ware er durch eine auf Proteine
und Polypeptide optimierte Extraktion nicht erfaldt worden. Bei einer Extraktion von Psoriasis-
Hautschuppen (Praparation D) wurden sogar bewuf3t die Lipide mittels Ethylacetat entfernt, um
die Ausbeute an Protein zu steigern.

Tatsachlich konnten in psoriatischen L&sionen eine Reihe von Arachidonsaurederivaten
gefunden werden, z. T. in gegeniiber gesunder Haut deutlich erhéhten Konzentrationen®'®.
Der Vergleich der Biopsien von Psoriasispatienten im Bereich psoriatischer Lasionen mit nicht
erkrankter Haut zeigte eine 25fach erhéhte Konzentration von Arachidonsaure. 12-
Hydroxyeicosatetraenolsaure (12-HETE) war 82fach erhéht'*®, Prostaglandin E, (PGE,) 1,4fach
sowie Prostaglandin F, (PGF,) 1,9fach™. PGE, hatte keine chemotaktische Wirkung auf
Monozyten, steigerte allerdings ihre chemotaktische Aktivitdt fir Komplement-aktiviertes,
%5 SCANDELLA et al.™®® zeigten die Steigerung der CCR7-Expression in
dendritischen Zellen durch PGE,, VAN EPPs et al.”®’ eine migrationsférdernde Wirkung von
PGE, auf Neutrophile. ARMSTRONG'® hingegen beobachtete eine Hemmung der
chemotaktischen Aktivitat dieser Zellen durch PGE,. PGF,, war nicht chemotaktisch fiir humane

humanes Serum

Granulozyten, steigerte aber deren chemotaktische Aktivitat fir Casein™. Fir beide
Prostaglandine sind keine chemotaktischen Aktivitdten beschrieben worden. Darlber hinaus ist
ihr nur um 40 bzw. 90% vermehrtes Vorkommen in Psoriasislasionen keine ausreichende
Erklarung flr das massive Einwandern von Th1-Lymphozyten in die Haut.

12-HETE wurde als chemotaktisch aktiv flr neutrophile Granulozyten getestet, allerdings in
hohen (mikromolaren) Konzentrationen'®. Da 12-HETE in Psoriasislasionen in sehr hoher
Konzentration gefunden wurde, mag es tatsachlich als Chemoattraktor fur Neutrophile eine
Rolle spielen. Die Isoform 12(R)-HETE ist dabei die haufigere und auch die fur
Neutrophilenchemotaxis potentere Form. Als Quelle fur 12-HETE in psoriatischen Lasionen
werden Keratinozyten vermutet, obwohl diese fast ausschlielllich die 12(S)-Isoform
produzieren™'. Eine Umformung von 12(S)-HETE iiber 12-oxo-Eicosatetraenolsdure zu 12(R)-
HETE wird fiir wahrscheinlich gehalten®. Der 5-Lipoxygenase-Metabolit Leukotrien B, (LTB,)
wurde in biologisch aktiver Menge in Schuppenmaterial sowie der Epidermis von

4214 Es wurde als chemotaktisch aktiv fiir Neutrophile'®,

Psoriasislasionen gefunden
Eosinophile® und Monozyten'’ beschrieben. Als Quelle des LTB, werden in die Lasionen
eingewanderte Neutrophile vermutet, da diese in hohem MaRe LTB, bilden kdnnen'®.
Keratinozyten sind nicht in der Lage, LTB, zu bilden®. Uber die chemotaktische Wirksamkeit
von 12(R)-HETE sowie LTB, flr Lymphozyten existieren widerspruchliche Aussagen. BACON et

al.** sahen Lymphozytenchemotaxis mit 12(R)-HETE ab einer Konzentration von 5x10” M, mit
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LTB, sogar schon ab 10"° M. Hierbei fanden allerdings Filter mit 8 um Porenweite
Verwendung, die in dieser Arbeit falsch-positive Resultate lieferten (Kapitel 3.1.2).

SCHRODER®? stellte keine Lymphozyten-chemotaktische Aktivitat fir LTB, fest. AuRerdem
konnte er zeigen, dall physiologisch stimulierte Neutrophile (C5a, fMLP oder
plattchenaktivierender Faktor (PAF) als Aktivatoren) keine Unterschiede in ihrer LTB,-
Produktion zwischen Psoriasispatienten und gesunden Blutspendern zeigten. Eine verstarkte
Bildung von LTB, bei Psoriasis scheint damit ausgeschlossen. Hinzu kommt, da® sowohl LTB,4
als auch 12(R)-HETE sogenannte Panleukotaxine sind, d. h. diese Mediatoren sind nicht
spezifisch fur bestimmte Leukozyten. Daher bieten sie keine ausreichende Erklarung fir das bei
Psoriasis beobachtete komplexe lokale und zeitliche Verteilungsmuster der infiltrierenden
Leukozyten-Subtypen. Eine eventuelle Beteiligung von 12(R)-HETE an der Entstehung von
Th1-Infiltraten in psoriatischen Lasionen konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden,
weil, wie erwahnt, die Lipide bei der Herstellung der Psoriasis-Hautschuppenextrakte
abgetrennt wurden.

Das Lipid PAF war als Mediator flir Neutrophilen- und Eosinophilen-Chemotaxis bekannt, hatte
aber in Lasionen nur eine geringfiigig héhere Konzentration als in gesunder Haut'®. Daher ist
seine Beteiligung an einer Leukozytenchemotaxis bei Psoriasis unwahrscheinlich. Ein Derivat
der Linolsaure, 13-Hydroxyoctadecadienolsdaure (13-HODD), wurde in stark erhdhter
Konzentration in Psoriasisschuppen nachgewiesen''. MATZNER et al.®? zeigten, daR 13-HODD
nicht chemotaktisch fiir humane Neutrophile ist, HENRICKS et al.'® berichteten, 13-HODD sei
chemotaktisch fir Granulozyten. Uber eine Lymphozyten-chemotaktische Wirkung dieses
Linolsdurederivates ist nichts bekannt. Weitere aus Psoriasisplaques isolierte
Arachidonsaurederivate waren entweder fur Leukozyten chemotaktisch inaktiv (15-HETE) oder
kamen in extrem geringer Konzentration vor (8-, 9- und 11-HETE)*.

Als weitere mogliche Ursache fir den fehlenden Nachweis eines chemotaktisch aktiven
Proteins oder Polypeptids in den Schuppenextrakten ware mangelnde Sensitivitat des
Assaysystems denkbar. Die Nachweisgrenze fir CCL19, CCL21, CXCL12a sowie CXCL12f lag
mit dem hier verwendeten Assay bei 10°M. Der Chemotaxisassay ist damit dhnlich sensitiv wie
immunologische Nachweissysteme, z. B. ELISA, ,Dot-" oder ,Western-Blot“. SHL sollten in vivo
nicht sensitiver fir chemotaktische Mediatoren sein als in vitro. In vivo findet Chemotaxis von T-
Lymphozyten statt, denn sie sind als Infiltrat in der erkrankten Haut zu finden. Daher sollte ihre
Sensitivitat auch in vitro fir einen Chemokinnachweis genlgen.

Entscheidend fur die Erkennung von Chemokinen durch die SHL ist die Expression von
Oberflachenrezeptoren auf den Zellen*. Dabei entscheidet die Zusammensetzung dieser
Rezeptoren dariber, auf welche Chemokine die Zellen reagieren kénnen. Fehlten die bei den
SHL flr die Erkennung des gesuchten Chemokins exprimierten Rezeptoren auf den Testzellen,
so ware damit ein Auffinden dieses Chemokins in den Psoriasis-Hautschuppenextrakten nicht
moglich gewesen. Da das fur ein Einwandern der SHL in die psoriatischen L&sionen
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ursachliche Chemokin nicht bekannt war, konnte auch nicht bestimmt werden, welche
Rezeptoren die Testzellen flir seine Erkennung exprimieren mufdten. Aus diesem Grund wurden
als Testzellen neben den unter spezifischen Bedingungen angereicherten und stimulierten Th1-
Lymphozyten auch die gesammelten PBL des peripheren Blutes verwendet. lhre Stimulation mit
OKT3, einem Antikorper fur den T-Zellrezeptor (CD3), sollte eine Reaktivierung bewirken’?, d. h.
die im peripheren Blut bereits exprimierten Rezeptoren wurden auch in der Kultur wieder zur
Expression gebracht. Da auch die SHL vor ihrem Einwandern in die psoriatischen Lasionen im
peripheren Blut zirkulierten, multen sie bereits dort diejenigen Rezeptoren exprimiert haben,
die fur die Erkennung des gesuchten Chemokins verantwortlich waren, denn sonst waren sie
nicht in der Lage, aus dem Blut in die Haut einzuwandern. Diese Rezeptoren wurden mit Hilfe
von OKT3 auf den PBL wieder exprimiert.

Neue Ergebnisse von TERAKI et al.”™ zeigten grundsatzliche Unterschiede zwischen den
exprimierten Rezeptoren auf T-Lymphozyten aus psoriatischen Plagues und denen auf T-Zellen
des peripheren Blutes. So wurde beispielsweise CCR6 im peripheren Blut von ca. 3% der CD8*
T-Zellen exprimiert, in psoriatischen Lasionen hingegen von ca. 50 % der CD8" T-Lymphozyten.
Die aus dem Blut in die Lasionen einwandernden T-Zellen sind also entweder eine sehr kleine
Untergruppe aller im Blut vorkommenden, oder sie werden auf dem Weg in die erkrankte Haut
zur Expression zusatzlicher Rezeptoren stimuliert. Dieser Tatbestand kdnnte eine weitere
maogliche Ursache der mit den aus peripherem Blut isolierten Testzellen negativen Ergebnisse
in Psoriasis-Hautschuppenmaterial sein. Aus psoriatischen Lasionen isolierte T-Zellen stehen
jedoch nicht in ausreichender Menge zur Verfugung, um damit chemotaktische Analysen wie
die in dieser Arbeit vorgenommenen durchzuflhren. Im zweiten Fall, der Veranderung von
exprimierten Rezeptoren wahrend des Einwanderns der T-Zellen, bliebe auflerdem die Frage
bestehen, was die Zellen zum Verlassen der Blutgefal’e veranlaldt (vgl. Kapitel 4.2.2).

Denkbar ware weiterhin, dall die SHL aus einem Subtypus bestehen, welcher in den Testzellen,
auch den Th1-angereicherten, in zu geringem Male vertreten war, um in der Chemotaxis
sichtbar zu sein. Wenn sich diese speziellen Zellen vor Ort, also im psoriatischen Plaque,
teilten, kdnnte dies die groRe Zahl der dort gefundenen SHL erklaren, ohne dall Lymphozyten
vom SHL-Subtypus in héherer Konzentration im peripheren Blut zu finden gewesen waren. Um
dieses Problem ausschlieRen zu kbnnen, ware eine Extraktion der SHL aus den Lasionen mit
sofort anschlieRender chemotaktischer Testung notwendig gewesen. Die Extraktion einer
genugenden Anzahl solcher Zellen ware jedoch eine unzumutbare Beeintrachtigung der an
Psoriasis erkrankten Spender gewesen. Um eine groRe Anzahl von Proben (die HPLC-
Fraktionen) auf chemotaktische Aktivitdt testen zu koénnen, war eine grofRe Anzahl von
Testzellen erforderlich. Darlber hinaus spricht die hohe Sensitivitdt des in dieser Arbeit
verwendeten Assaysystems gegen diesen Einwand, da auch die Wanderung einer relativ
geringen Anzahl von Zellen gegenliber der Negativkontrolle sichtbar gewesen ware.
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Die negativen Chemotaxisresultate mit Psoriasis-Hautschuppenextrakten lassen darauf
schliel3en, dald darin kein T-Zell-Chemokin in einer Menge vorhanden war, welche die Infiltration
von SHL in psoriatische Léasionen begriinden kdénnte. Um dennoch eine Quelle der fir
psoriatische Lasionen postulierten chemotaktischen Aktivitdt zu ermitteln, wurden
Zellkulturuberstéande getestet. Hierbei wurden Zellen kultiviert, die am Ort des Geschehens, also
in der Haut, ohnehin in grolem Umfang vorhanden sind, namlich Keratinozyten und
Fibroblasten. Da im entzlindlichen Infiltrat frischer Lasionen noch vor den T-Lymphozyten
Monozyten gefunden wurden, waren auch deren Kulturen bei ihrer Differenzierung zu
dendritischen Zellen Teil der Untersuchung. Uberstande von Zellkulturen einer Bronchialepithel-
Zellinie stellten das Modell eines hornzellfreien Epithels dar. Als Negativkontrolle zu Psoriasis-
Hautschuppen diente Fersenkallus nicht an Psoriasis erkrankter Personen.

4.2.5 Chemotaktische Aktivitat in Kallusextrakten

Fersenkallus diente dem Vergleich von Psoriasis-Hautschuppen mit biologischem Material aus
gesunder Haut. Eine Substanz, die in beiden Materialien zu gleichen Anteilen vorkame, kdénnte
nicht an der Pathogenese von Psoriasis beteiligt sein. Da aber in Psoriasisschuppen praktisch
keine chemotaktische Aktivitat fir Lymphozyten gemessen werden konnte, wurde die Analyse
des Kallusextraktes obsolet. Erwartungsgemald fand sich darin keine reproduzierbare
Lymphozyten-chemotaktische Aktivitat (Tabelle 9).

4.2.6 Chemotaktische Aktivitat in Kulturiberstanden von Keratinozyten

Keratinozyten sind ein wesentlicher Bestandteil der Epidermis. Waren sie in der Lage, ein
Chemokin zu produzieren, welches auf T-Lymphozyten wirkt, so kdnnte dies eine Erklarung fir
das Infiltrieren psoriatischer Lasionen mit SHL sein. Da in gesunde Haut keine T-Zellen
einwandern, war auch bei unstimulierten Keratinozyten in der Zellkultur keine Expression dieses
potentiellen Chemokins zu erwarten. Primare Keratinozyten wurden daher flr eine Dauer von
48 h Kontaktallergenen ausgesetzt, Praparation J einer Nahrlésung mit Latexextrakt und
Praparation K mit Milbenextrakt. Die Keratinozyten-Zellinie HaCaT (humane, adulte,
immortalisierte Keratinozyten®®) wurde mit TNF-a stimuliert, einem Endothelaktivator und
Mediator lokaler Entziindungsreaktionen (Praparation L).

In der Chemotaxis zeigten HuT78-Zellen reproduzierbare Aktivitat fiir die Uberstande TNFa-
stimulierter HaCaT. Obwohl keine fir eine Reinigung der aktiven Substanz ausreichende
Menge vorhanden war, stellte sich die Frage, warum diese Aktivitat nicht in zu einem
wesentlichen Teil aus Keratinozyten gebildeten Psoriasis-Hautschuppen gefunden wurde.

Die Hornzellen, die in Psoriasislasionen die Schuppen bilden, sind im Vergleich zu den
Hornzellen gesunder Haut unvollstandig differenziert. Sie enthalten Zellkernreste und ihr
Expressionsmuster fir Keratine und Involukrin ist verandert. Wahrend gesunde Keratinozyten
ab der zweiten Schicht oberhalb der Basalmembran die Keratine 1 und 10 exprimieren,
beginnen die Zellen in psoriatischer Epidermis an dieser Position mit der Expression von
Keratin 6 und 16. AuRerdem bilden sie bereits in dieser Zellschicht Involukrin, welches in
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gesunder Haut erst ab der vierten Zellage gebildet wird und das normalerweise der
Quervernetzung der Zellen untereinander dient’. Trotz dieser Unterschiede sind auch die
Hornzellen psoriatischer Lasionen abgestorben, d. h. sie habe keinen eigenen Stoffwechsel
mehr. Ware das gesuchte Chemokin chemisch instabil, so kénnte es sich in den toten
Zellschichten durch physikalische oder chemische Einflisse schnell verandern und damit
chemotaktisch inaktiv werden. Ausgehend von schon bekannten Chemokinen und deren
relativer Stabilitat gegenlber Inaktivierung ist solch ein Effekt jedoch nicht sehr wahrscheinlich.
Auf Kunststoff kultivierte, normale Keratinozyten bilden einen ahnlichen Phanotyp aus wie
psoriatische in vivo®. Dennoch miissen aufgrund der in vivo komplexen Interaktion mit Zytokinen
und lipidartigen Mediatoren, Komponenten der extrazelluldren Matrix und anderer Zelltypen (z.
B. mit Fibroblasten) andere Charakteristika fur diese Zellen angenommen werden als fur die in
vitro-Keratinozyten. SAIAG et al."® zeigten, daR normale Keratinozyten in einem kiinstlichen
Modell fir lebende Haut starker proliferierten, wenn psoriatische Fibroblasten in die Matrix
eingefligt wurden. Es ist sehr wahrscheinlich, daf} sich auch die Expression von Chemokinen
bei Keratinozyten in Zellkultur von der in psoriatischer Haut vorkommender Zellen
unterscheidet.

In den Kulturen primarer Keratinozyten, stimuliert mit Milben- bzw. Latexextrakt, war keine
chemotaktische Aktivitat meRbar. Einzig die HaCaT-Zellinie produzierte chemotaktische
Aktivitit. Bei dieser Zellinie handelt es sich um bei niedriger Ca**-Konzentrations und erhéhter
Temperatur zur spontanen Transformation gebrachte Zellen. Sie sind immortalisiert, ohne dabei
Tumor-bildende Eigenschaften zu zeigen. Die Differenzierung von HaCaT-Zellen ist
vergleichbar mit der primarer Keratinozyten, beispielsweise werden die Keratine 1 und 10 sowie
Involukrin und Filaggrin reguldr exprimiert und lokalisiert®. Dennoch ist wahrscheinlich, daR mit
dem Wegfall der Proliferationsbeschrankung auch das Expressionsmuster gegenliber primaren
Keratinozyten deutlich verandert ist. HaCaT-Zellen proliferieren unbeschrankt und befinden sich
daher in einem dauerhaften Aktivierungszustand. Auch die Stimulierung mit TNF-a ist
moglicherweise nicht mit dem Aktivierungszustand der Keratinozyten in psoriatischen Plaques
vergleichbar.

Es wurde daher die Mdoglichkeit untersucht, das postulierte Chemokin wirde in der Dermis
gebildet und sich durch Diffusion bis in die Epidermis ausbreiten.

4.2.7 Chemotaktische Aktivitat in Kulturiiberstanden primarer Fibroblasten

Th1-Lymphozyten wurden sowohl in der Dermis als auch in der Epidermis psoriatischer
Lasionen gefunden. Wiirde das in dieser Arbeit gesuchte T-Zell-Chemokin von Fibroblasten
gebildet, so ware die hochste Konzentration und damit auch das Ziel einer chemotaktisch
stimulierten Migration in der Dermis zu finden. Chemokine haben eine glockenférmige Dosis-

Wirkungskurve'®

, was bedeutet, dal® oberhalb einer gewissen Chemokinkonzentration die
chemotaktisch stimulierte Migration von Zellen wieder abnimmt, weil alle Rezeptoren rund um
die Zelle abgesattigt sind und ihr die Richtungsinformation verloren geht. Es bleibt dann unter

Umstanden eine durch das Chemokin verstarkte Migration der Zelle bestehen, aber mit
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zufalliger Richtung. Ware die Konzentration eines von Fibroblasten gebildeten Chemokins in
der Dermis so hoch, dal} die infiltrierten T-Zellen keine bevorzugte Richtung mehr bei ihrer
Migration hatten, so kénnten dennoch einige mittels Chemokinese in die Epidermis gelangen.
SAIAG et al.™® fanden eine Hyperproliferation normaler Keratinozyten durch psoriatische
Fibroblasten in einem in vitro-Modell flir Haut. Psoriatische Fibroblasten kénnten demzufolge
einen eigenen Beitrag zur Erkrankung liefern. Daher wurden u. a. Kulturiberstande der
Fibroblasten von Psoriasispatienten untersucht.

Die einzige schwache chemotaktische Aktivitdt konnte jedoch in Uberstanden von TNF-o-
stimulierten Fibroblasten einer gesunden Person gefunden werden (Tabelle 11). Die gefundene
Aktivitat war bereits nach dem zweiten HPLC-Reinigungsschritt unter die Nachweisgrenze
verdunnt und nach Auftrennung Uber eine Kationenaustausch-Saule (MonoS) nicht mehr
meRbar. Die in den vorangegangenen Uberlegungen fiir ein Vorkommen der SHL auch in der
Epidermis geforderte hohe Konzentration eines Lymphozyten-Chemokins konnte eindeutig nicht
bestatigt werden.

Mdglich ware auch, daR die T-Lymphozyten durch ein Chemokin stimuliert in die Dermis
wanderten, aber fiir inren Ubergang in die Epidermis ein anderer Mechanismus verantwortlich
ware, z. B. eine direkte Zell-Zell-Interaktion. NICKOLOFF & GRIFFITHS' fanden Unterschiede
zwischen dermalen und epidermalen T-Zellen psoriatischer Lasionen im Hinblick auf die
Phasen ihres Zellzyklus. Mehr als 95% der dermalen T-Lymphozyten befanden sich in einem
ruhenden Zustand (Go-Phase), wahrend dieser Anteil bei den epidermalen Zellen deutlich
niedriger lag. Einige der Zellen erfuhren folglich bei oder nach ihrem Ubergang in die Epidermis
eine Aktivierung. Diese konnte Uber Zelloberflachenmolekile im direkten Kontakt mit
Keratinozyten oder anderen in den Lasionen vorhandenen Leukozyten vermittelt werden (z. B.
HLA-DR*/CD1a  dendritische Zellen™""'*®). Auch unter dieser Annahme bietet die in den
Fibroblasten-Kulturliberstanden gefundene geringe chemotaktische  Aktivitdit keine
ausreichende Erklarung fir die dermalen T-Zellen in den Plaques.

Wie schon bei den Keratinozyten ist auch hier nicht klar, ob die Stimulation der Fibroblasten in
Kultur mit TNF-a physiologisch war. Immerhin konnte biologisch aktiver TNF-a aus
psoriatischen Plaques isoliert werden'*®.

4.2.8 Chemotaktische Aktivitat in Kulturiberstanden dendritischer Zellen

Wichtige Komponenten des entzindlichen Infiltrats bei Psoriasis sind Monozyten in der Dermis
entlang der Basalmembran' sowie dendritische Zellen (DC) in Dermis und Epidermis (vgl.
Kapitel 4.2.3). MROWIETZ, KOCH et al.'® fanden eine starke chemotaktische Antwort von aus
Monozyten differenzierten DC (MoDC) auf C5a bzw. C5ages arg in Vitro. Cha ist das in Psoriasis-
Hautschuppen vorherrschende Chemotaxin fiir MoDC''® und kénnte daher eine wichtige Rolle
fur den Einstrom von DC in psoriatische Lasionen spielen.

DC in Lymphgeweben exprimierten CCL19'®, das in den drei in dieser Arbeit verwendeten
Zellpopulationen die deutlichste chemotaktische Aktivierung aller getesteten Chemokine
hervorrief. Tatsachlich enthielt Kulturiberstand von MoDC als einziges der getesteten
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biologischen Materialien stark positive chemotaktische Aktivitat fir HuT78-Zellen und schwache
fur PHA-stimulierte PBL (Tabelle 12). Diese Aktivitat ging wahrend der HPLC-Aufreinigung
verloren und konnte daher nicht einer bestimmten Substanz zugeordnet werden. Es ist jedoch
auszuschlieBen, dal® es sich dabei um CCL19 handelte. Das als Positivkontrolle im
Chemotaxis-Testsystem verwendete rekombinant-humane CCL19 war in gleichem MaRe fur
PBL wie fur die HuT78-Zellen chemotaktisch aktivierend, auch fir OKT3-stimulierte PBL.
Letztere zeigten aber mit Uberstdnden dendritischer Zellen keine reproduzierbare
chemotaktische Aktivitat, auch nicht in den HPLC-Fraktionen, die mit der HuT78-Zellinie
deutliche Signale erzeugten.

Die eventuelle Bedeutung einer Th1-Chemotaxis stimulierenden Substanz aus psoriatischen
DC fur die Pathogenese von Psoriasis kann hier nicht ausgeschlossen werden. Wirde eine
solche Substanz von epidermalen DC gebildet, so hatte sie auch in den Hautschuppenextrakten
positiv getestet werden missen. Hier waren die Befunde aber fast ausschlie3lich negativ (vgl.
Kapitel 3.2.1 und Tabelle 8). Es blieben folglich dermale DC als mégliche Quelle des gesuchten
T-Zell-Chemokins.

Vieles deutet auf eine Interaktion der DC mit T-Zellen vom Helfertyp 1 in psoriatischen Plaques
hin'61941321%0 Dje |nteraktion Uber direkte Zellkontakte scheint eine wichtige Rolle zu spielen.
So waren epidermale DC in Psoriasislasionen unmittelbar von CD4*-Lymphozyten umgeben'®.
Auch in der Dermis fanden sich DC in direkter Nachbarschaft von T-Zellen'®. Diese DC
aktivierten in vitro autologe T-Zellen zu einer Th1-Antwort (Sekretion von IFN-y und IL-2). An
dieser Aktivierung waren HLA-DR und LFA-1 beteiligt'®, so daR hier eine Interaktion ber
Zellkontakte und nicht durch sezernierte Chemotaxine nachgewiesen wurde. Diese direkten
Zellkontakte mit in der erkrankten Haut vorhandenen DC bieten jedoch keine Erklarung fir den
Einstrom von Th1-Zellen in psoriatische Plaques.

Die in Uberstdnden von CD-Kulturen gefundenen Aktivititen beschrénkten sich fast
ausschliel3lich auf HuT78-Zellen. Diese waren vom Autor zunachst nur fir die Optimierung des
chemotaktischen Testsystems gedacht. lhre Vergleichbarkeit mit nativen Lymphozyten
erscheint zweifelhaft, da mit der fehlenden Proliferationsbeschrankung ein unphysiologischer
Aktivierungszustand der HuT78 wahrscheinlich ist. Die fehlende chemotaktische Aktivitat von
DC-Kulturtiberstanden fiir PBL weist eher daran hin, daf’ durch DC gebildete Chemokine flr die
T-Lymphozyten-Infiltrate bei Psoriasis nicht verantwortlich sind.

4.2.9 Chemotaktische Aktivitat in Kulturiiberstanden der Bronchialepithel-
Zellinie A549

Eine herausragendes &aulerliches Merkmal von Psoriasis ist die Hyperkeratose, die als
Ubermafige Bildung von Hautschuppen wahrgenommen wird. Diese Schuppen sind Bestandteil
der hauptsachlich aus Keratinozyten gebildeten Hornzellschicht. Ein Vergleich mit
hornzellfreiem Epithel erschien daher sinnvoll. Dazu wurden Zellen der Bronchialepithel-Zellinie
A549% kultiviert und mit TNF-a stimuliert. Eine schwache Aktivierung chemotaktischer Migration
von HuT78-Zellen konnte gemessen werden. Bereits nach dem zweiten HPLC-
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Reinigungsschritt sank diese Aktivitdt unter die Nachweisgrenze. Rickschlisse auf eine
bestimmte Substanz konnten daraus nicht abgeleitet werden. Ein Vergleich mit Aktivitaten in
Zellen der Haut oder in Leukozyten war nicht moglich.

Die untersuchten Extrakte und Uberstande fiihrten in keinem Fall zur Identifizierung einer bisher
unbekannten proteinartigen Komponente mit T-Zell-chemotaktischer Aktivitat, noch konnte ein
bereits bekanntes Chemokin nachgewiesen werden. Aufgrund der Fragestellung der
vorliegenden Arbeit waren die Extrakte aus Psoriasis-Hautschuppen von besonderer
Bedeutung. Um ausschlielen zu kénnen, mit den chemotaktischen Messungen eine darin
enthaltenen relevanten Komponente Ubersehen zu haben, wurden HPLC-Fraktionen aus
Psoriasis-Hautschuppenextrakten auf ihre Immunoreaktivitat mit bereits bekannten Chemokinen
getestet.

4.3 Immunoreaktivitat in Psoriasis-Schuppenextrakten

Zum Nachweis von eventuell in den Psoriasis-Hautschuppenextrakten vorhandenem CCL19
(die Positivkontrolle in den chemotaktischen Messungen) wurden enzymgebundene
Immunoassays (ELISA) durchgefiihrt. Experimentell weniger aufwendige ,Dot-Blot“-Analysen
dienten der immunologischen Suche nach einer Reihe weiterer, bereits bekannter Chemokine.
Hierzu gehdérten neben CCL19 die zuvor auf chemotaktische Wirksamkeit getesteten
Substanzen CCL2, CXCL12a, CXCL12B und CCL17. Eine mogliche Relevanz dieser flnf
Chemokine fir die T-Zell-Chemotaxis bei Psoriasis wurde in Kapitel 4.1.3 diskutiert. Ebenfalls
mit Hilfe von ,Dot-Blot“-Analysen getestete Chemokine waren CXCL11, CXCL9, CCL20,
CCL18, CCL21, CCL25, CX;5CL1 sowie XCL1. lhre Bedeutung fur die T-Zell-Chemotaxis wird
im folgenden kurz dargelegt. Danach werden die Ergebnisse der immunochemischen Tests
diskutiert.

CXCL11 ist ein CXC-Chemokin und bindet an den CXC-Rezeptor 3?*. Es zeigte deutliche
chemotaktische Aktivierung von IL-2-stimulierten T-Zellen, nicht aber von frisch isolierten,
unstimulierten T-Lymphozyten®. Sein Rezeptor CXCR3%® findet sich auf den meisten T-
Gedéachtniszellen des peripheren Blutes und wird in TH1-Lymphozyten starker exprimiert als in
Th2-Zellen™".

CXCL9 gehort ebenso zu den CXC-Chemokinen'®. Es wird in der oberen Dermis psoriatischer
Lasionen stark exprimiert'®?. Es bindet an den gleichen Rezeptor wie CXCL11, namlich CXCR3
und wird daher ebenso von T-Gedachtniszellen des peripheren Blutes erkannt.

CCL20 ist ein CC-Chemokin und bindet an den CC-Rezeptor 6°°. Es war in der Lage, in einem
Modellsystem fir Blutgefalle CD4+ T-Gedachtniszellen zum Anheften an eine Oberflache zu
bringen. In vivo entsprache dies dem ,Rollen* dieser T-Lymphozyten an Blutepithelzellen
entlang, einem notwendigen Schritt zum Einwandern dieser Zellen aus dem Blut in das Gewebe
(vgl. Kapitel 4.2.2). CCL20 wurde als Chemokin flir Lymphozyten und dendritische Zellen
beschrieben'®®. HOMEY et al.’® zeigten die Expression von CCL20 in mit T-Zellen benachbarten
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Keratinozyten psoriatischer Lasionen. Gro3e Mengen des CCL20-Rezeptors CCR6 wurden auf
T-Lymphozyten aus psoriatischer Haut exprimiert.

CCL18 gehért auch zu den CC-Chemokinen®. Es wird von dendritischen Zellen exprimiert,
besonders in den Bereichen sekundarer lymphatischer Organe. CCL18 wirkt chemotaktisch
aktivierend auf ruhende CD45RA" T-Zellen'®®.

CCL21 ist ein CC-Chemokin® und bindet wie CCL19 an den CC-Rezeptor 7%. Es wird
besonders in den T-Zell-Arealen lymphatischen Gewebes exprimiert®® und ist chemotaktisch
aktivierend sowohl fir ruhende (CD45R07) T-Lymphozyten als auch flr T-Gedachtniszellen
(CD45R0") sowie fiir frisch isolierte B-Lymphozyten'®.

CCL25 ist ein CC-Chemokin. Sein Rezeptor CCR9'® wird von CD4*-CD8* Lymphozyten im
Thymus sowie von CD8* Lymphozyten in der Milz und in Lymphknoten exprimiert'®.

XCL1 ist ein C-Chemokin®® und bindet an XC-Rezeptor 1'®°. Es wurde in aktivierten CD8" T-
Zellen exprimiert und war chemotaktisch fiir Lymphozyten®.

CX5CL1 ist ein CX3C-Chemokin und bindet an den CXs;C-Rezeptor 1%. Es kann in zwei
verschiedenen Zustadnden vorliegen, verankert in Membranen oder in léslicher Form. Die
I6sliche Variante gilt als potentes Chemokin flir T-Zellen. Eine hohe Expression von CX;CL1

wurde bei dermalen DC psoriatischer Plaques beobachtet'™.

Die Ergebnisse der ELISA mit Kaninchen-Antikbrpern gegen CCL19 zeigten eine
Immunoreaktivitat in Praparation C von Psoriasis-Hautschuppenextrakten (Abbildung 10 A und
B). Ein Vorhandensein von CCL19 in den positiven Fraktionen konnte jedoch weder in einer
SDS-PAGE (Abbildung 11) noch in einem ,Western-Blot* (Abbildung 12) bestatigt werden.
Folglich mufite von einer nicht Antigen-spezifischen Bindung des anti-CCL19-Antikdrpers an
eine in den HPLC-Fraktionen enthaltene Komponente ausgegangen werden. Der ELISA mit
Kaninchen-Normalserum bestatigte diesen Befund (Abbildung 10 C). Normalserum bindet nicht
spezifisch an ein bestimmtes Protein, zeigte hier aber eine mit dem anti-CCL19-Antik6rper
vergleichbare Verteilung der Immunoreaktivitdt. Aus dem Chromatogramm der HPLC-
Auftrennung war in diesem Bereich ein leichter Anstieg der optischen Dichte in den spater
eluierenden Fraktionen zu erkennen (Abbildung 10 A im Bereich des grauen Rechtecks).
Folglich entsprach die Verteilung der gemessenen Immunoreaktivitat nicht der Menge des in
den jeweiligen Fraktionen vorhandenen Gesamtproteins. Dies lie3 auf eine Substanz besonders
in den Fraktionen 16 und 18 schlieRen, die an eine bei allen verwendeten Kaninchen-
Antikorpern identische Doméane bindet. CCL19 war in den Fraktionen 14 bis 21 nicht in
ausreichender Menge vorhanden, um in der SDS-PAGE sichtbar zu sein. In allen Ubrigen
Fraktionen lag es unterhalb der Nachweisgrenze fur ELISA.

In den ,Dot-Blot“-Analysen wurde schwache Immunoreaktivitat flr Antikérper gegen CCL2,
CXCL12a, CXCL12B sowie CCL17 bei Verwendung der ,Pure Nitrocellulose“-Membran
gefunden (Tabelle 14). Hierbei ergaben sich jedoch erhebliche Probleme mit der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Selbst in dem Test mit der deutlichsten Lumineszenz
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(CCL17, Abbildung 13) ergaben sich deutliche Unterschiede bei mehrfachem Auftragen
derselben Fraktionen. Zwar waren die Fraktionen 15 bis 18 in beiden Fallen Ubereinstimmend
positiv, Fraktion 22 sowie die Positivkontrolle zeigten jedoch nur in der unteren Halfte der
Membran Lumineszenz, wahrend Fraktion 7 dies nur in der oberen Halfte tat. Mit Antikdrpern
gegen CXCL12a, CXCL12B und CX;CL1 konnte firr die rekombinant-humanen Chemokine als
Positivkontrollen keine Immunoreaktivitat festgestellt werden (Tabelle 14). Die positiven Signale
in den Fraktionen scheinen daher eher auf nicht Antigen-spezifische Bindungen der Antikdrper
an in den Fraktionen enthaltene Proteine zurtickzuflhren sein.

Bei Verwendung der ImmobilonP-Membran ergaben sich mit ansonsten identischen Parametern
deutlich erkennbare und reproduzierbare Unterschiede zwischen den Positiv- und den
Negativkontrollen (als Beispiel anti-CXCL12a-Antikérper, Abbildung 14). In den Fraktionen der
HPLC wurde mit keinem der getesteten Antikdrper und dieser Membran Immunoreaktivitat
gemessen. Die Chemokine CCL2, CXCL12a, CXCL11, CXCL9, CCL20, CCL18, CCL21,
CCL25, CX3CL1 und XCL1 waren folglich nicht oder in einer unterhalb der Nachweisgrenze
liegenden Konzentration im Psoriasis-Schuppenextrakt vorhanden. Da die Antikdrper gegen
CCL19, CXCL12B und CCL17 mit den rekombinant-humanen Positivkontrollen keine
Immunoreaktivitat zeigten, kann aus den ,Dot-Blot“-Analysen Uber ihr Vorhandensein keine
Aussage gemacht werden. Das Fehlen von CCL19 in dem Schuppenextrakt C ist bereits durch
die vorangegangenen Tests bewiesen worden.

Die immunochemischen Ergebnisse verleihen der aus den chemotaktischen Untersuchungen
abgeleiteten Aussage Uber das Fehlen einer Lymphozyten-chemotaktischen, proteinartigen
Substanz in Psoriasis-Hautschuppen zusétzliche Sicherheit. Neueren Untersuchungen zufolge
sind eine Reihe weiterer Substanzen bekannt, die bei der Infiltration von Th1-Lymphozyten in
die Dermis und Epidermis psoriatischer Lasionen eine Rolle spielen kénnten (z. B. CCL27
(CTACK)'"). Endgiiltige Sicherheit in dieser Frage kann es erst durch Aufklarung des
tatsachlich zugrunde liegenden Mechanismus geben.

4.4 Fazit und Ausblick

Weitgehende Einigkeit herrscht in der Literatur darGber, dal® T-Lymphozyten eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese von Psoriasis vulgaris spielen. Sie sind ein
wesentlicher Bestandteil des entzindlichen Infiltrats in den erkrankten Hautregionen. Die
genauen Ursachen fir ihr Einwandern aus dem Blut in die Dermis und Epidermis im Bereich
psoriatischer Lasionen sind jedoch nicht geklart.

Ein Assaysystem wurde erfolgreich optimiert, das der simultanen Testung einer grof3en Anzahl
von Proben auf darin enthaltene Lymphozyten-chemotaktische Substanzen diente. Die
Unterschiede zwischen Positiv- und Negativkontrolle waren sehr deutlich erkennbar und die
Ergebnisse konnten reproduziert werden. Die Wahl des eingesetzten Probenmaterials sowie die
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Zusammensetzung der Testzellen sind bei diesem Testsystem variabel. Damit steht auch fir
weitere Fragestellungen auf diesem Gebiet eine leistungsfahige Methode zur Verfiigung.

Mit Hilfe dieses Testsystems wurden eine ganze Reihe von biologischen Materialien untersucht.
Vier verschiedene Extrakte aus Psoriasis-Hautschuppen enthielten praktisch keine
chemotaktische Aktivitdat fir die eingesetzten Testzellen. Auch die immunochemischen
Untersuchungen eines der Extrakte erbrachten keinen Nachweis von im Hautschuppenmaterial
vorhandenen, bereits bekannten Chemokinen.

Aufgrund dieser Ergebnisse mul} die Fragestellung negativ beantwortet werden. In Psoriasis-
Hautschuppen befindet sich keine ausreichende Menge einer chemotaktisch wirksamen,
proteinartigen Substanz, die eine Erklarung fir das Einwandern von T-Lymphozyten in
psoriatische Plaques liefern wirde.

Eine Reihe von Ursachen fir diesen Befund sind denkbar. Die chemische Instabilitat einer
solchen Substanz koénnte schon wahrend der Entstehung der Hautschuppen zu einer
chemotaktischen Inaktivierung flhren. Hier ware ,frische®, erkrankte Haut die beste Alternative
zu dem abgestorbenen Schuppenmaterial. Eine mdgliche Quelle dieser Haut in fur die
Aufreinigung ausreichender Menge ist dem Autor jedoch nicht bekannt.

Eine andere chemische Beschaffenheit als die eines Proteins oder Polypeptids hatte zum
Verlust der gesuchten Substanz in der Extraktion gefihrt. Hier waren weitere Untersuchungen
z. B. zu den in der erkrankten Haut vorhandenen Lipiden von Interesse (vgl. Kapitel 4.2.4).
Diese konnten analog zur Methodik der vorliegenden Arbeit in einem chemotaktischen
Assaysystem mit Lymphozyten getestet werden.

Die gesuchte Substanz kénnte in vivo an Zelloberflachen gebunden sein (vgl. Bindung von
Chemokinen an Heparansulfat-Proteoglykane, Kapitel 4.2.2) und eine chemotaktische Wirkung
fur Lymphozyten nur wahrend dieser Bindung aufweisen. Fir diesen Fall ware ein in vitro-
Modell der menschlichen Haut denkbar, in dem die am Ort des Erkrankungsgeschehens
vorhandenen Zellen auf ihre Interaktion miteinander getestet wiirden. Entlang einer kiinstlichen
extrazelluldaren Matrix (der ,Basallamina“) kénnten primére Keratinozyten und Fibroblasten
kultiviert werden. Durch Zugabe bestimmter Populationen von Leukozyten von gesunden oder
erkrankten Spender, aus normaler oder befallener Haut, mit verschiedenen Zytokinen stimuliert
oder unstimuliert, koénnten die erkrankungsfordernden Komponenten eingegrenzt und
schlieBlich identifiziert werden.

Das gesuchte Chemotaxin in psoriatischen Lasionen kénnte auf die Dermis beschrankt sein.
Dann ware es in den aus der Epidermis hervorgegangenen Hautschuppen nicht nachweisbar.
Ein Teil der T-Lymphozyten wiirde mdglicherweise durch zufallige Migration oder direkte Zell-
Zell-Interaktion in die Epidermis gelangen. Auch in diesem Fall ware ein Nachweis in frisch
entnommener, befallener Haut oder in dem beschriebenen Modell kiinstlicher Haut denkbar.
Neuere Befunde zeigten Unterschiede zwischen den exprimierten Rezeptoren auf T-
Lymphozyten aus psoriatischen Plaques und denen auf T-Zellen des peripheren Blutes'".
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Daher muBte fur kiinftige Experimente ein Weg gefunden werden, T-Zellen aus dem peripheren
Blut zur Expression der selben Rezeptoren zu bringen, die auf den psoriatischen T-
Lymphozyten gefunden wurden. Als Testzellen in dem hier verwendeten chemotaktischen
Assaysystem koénnten diese Lymphozyten so mdglicherweise zu einer Identifikation des
gesuchten Chemokins in Psoriasis-Hautschuppen flhren.

Die Untersuchung von Kulturiiberstanden in der Haut vorkommender Zellen brachte keine
Erkenntnisse Uber das postulierte Chemokin. Die in Uberstdnden von aus Monozyten
differenzierten dendritischen Zellen gefundenen chemotaktischen Aktivitdten waren fir eine
Aufreinigung der aktiven Substanz nicht ausreichend. Insbesondere wurde praktisch keine
Aktivitdt mit nativen Lymphozyten als Testzellen ermittelt. Dennoch sind nach Auffassung des
Autors DC eine mogliche Quelle der gesuchten Komponente bei Psoriasis. Hier spielen aber
eventuell eine Reihe komplexer Interaktionen mit anderen Zellpopulationen, Zytokinen und
Oberflachenmolekilen in situ eine Rolle, die sich in einer einfachen Zellkultur nicht gentigend
nachbilden lieBen. Auch hier ware die ,kinstliche Haut“ ein mdglicher Lésungsansatz.

Weitere wichtige Erkenntnisse werden detailliertere Untersuchungen der auf den infiltrierenden
Leukozyten exprimierten Rezeptoren und Adhasionsmolekiile bringen. Genauere Analysen zur
Zusammensetzung des entzidndlichen Infiltrats sowie die Identifikation weiterer
Lymphozytenchemokine werden wichtige Anhaltspunkte fir die Pathogenese von Psoriasis
vulgaris bieten. Diese Erkenntnisse werden auch fur die Aufklarung anderer chronisch-
entzindlicher Erkrankungen der Haut (z. B. atopische Dermatitis) oder anderer Organe (z. B.
Morbus CROHN) hilfreich sein. Dartber hinaus verhilft die Erforschung der pathogenen
Mechanismen auch zu einem komplexeren Verstandnis der gesunden Systeme in den
Organismen.
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5 Zusammenfassung

Psoriasis vulgaris ist eine Erkrankung des Menschen, die in Form schuppender Herde der Haut
in Erscheinung tritt. Diese sind die Folge einer lokal stark erhohten Proliferation von
Keratinozyten in Verbindung mit ihrer mangelnden Differenzierung zu Hornzellen. In der
erkrankten Haut finden sich eine Reihe von Entziindungszellen, die im Verdacht stehen, tber
Mediatoren oder direkte Zellkontakte mit den Keratinozyten den beschriebenen Phanotyp zu
verursachen. Ein wesentlicher Bestandteil dieser Leukozyten sind Th1-Lymphozyten. lhre grolRe
Bedeutung flir die Pathogenese von Psoriasis ist unbestritten. Unklar ist, welche Faktoren fir
das Einwandern dieser Zellen aus dem Blut in die erkrankte Haut entscheidend sind.

Die in der vorliegenden Arbeit formulierte Hypothese geht dabei von einem Chemokin aus,
welches in hoher Konzentration in der erkrankten Haut gebildet wird und das ursachlich fir eine
chemotaktisch stimulierte Migration der Th1-Zellen in Dermis und Epidermis ist.

Zum Nachweis dieses Chemokins wurden Extrakte von Psoriasis-Hautschuppen mit Hilfe der
Hochdurchsatz-Flissigchromatographie (HPLC) aufgetrennt. Die entstandenen Fraktionen
wurden auf ihre chemotaktische Aktivitdt far Lymphozyten hin untersucht. Als
Vergleichsmaterial zu den Hautschuppen diente Fersenkallus gesunder Probanden. Zur
Aufklarung moglicher Quellen des gesuchten Chemokins in der Haut wurden Keratinozyten
sowie die Keratinozyten-Zellinie HaCaT, Fibroblasten sowie dendritischen Zellen kultiviert und
deren Uberstande mit in die Analysen einbezogen. Als Beispiel fiir ein hornzellfreies Epithel
dienten Zellen der Bronchialepithel-Zellinie A549. Als Testzellen in der Chemotaxis fanden die
Zellinie HUT78, mit anti-CD3-Antikdrpern aktivierte periphere Blutlymphozyten (PBL) sowie IL-2-
aktivierte Th1-Lymphozyten Verwendung.

Zum Nachweis moglicherweise in den Lasionen vorhandener, bereits bekannter Chemokine
wurde Psoriasis-Hautschuppenextrakt immunochemisch untersucht.

Die der Literatur entnommenen Parameter fir chemotaktische Tests in einer BOYDEN-
Multikammer fuhrten mit Lymphozyten nicht zu der erforderlichen Trennscharfe und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Daher wurde das Chemotaxis-Assaysystem zu Beginn der
Untersuchungen optimiert, so dal} eine grolte Anzahl von Proben gleichzeitig getestet werden
konnte. Als am besten geeignete Positivkontrolle erwies sich CCL19.

In den Extrakten aus Psoriasis-Hautschuppen wurde keine chemotaktische Aktivitat fur die
nativen Testzellen gefunden. Mit der Zellinie HuT78 waren Fraktionen aus zwei Praparationen
positiv. Diese Aktivitdt sank nach der zweiten HPLC-Auftrennung unter die Nachweisgrenze.

In den KulturGiberstdnden von Hautzellen und dendritischen Zellen fanden sich zum Teil starke
chemotaktische Aktivitdten, die jedoch in der weiteren HPLC-Auftrennung unter die
Nachweisgrenze sanken. Diese starken chemotaktischen Aktivitdten waren auf die Zellinie
HuT78 als Testzellen beschrankt. Mit nativen Lymphozyten wurden deutlich schwachere
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Aktivitaten u. a. in den Uberstéanden dendritischer Zellen gefunden. In keinem Fall geniigte die
vorhandene Menge der aktivierenden Substanz, um diese charakterisieren zu kénnen.

Bei den immunochemischen Untersuchungen zeigte sich, daR in den untersuchten Psoriasis-
Hautschuppenextrakten die Chemokine CCL2, CCL18, CCL19, CCL20, CCL21, CCL25,
CXCL9, CXCL11, CXCL12a, CX3CL1 und XCL1 nicht nachweisbar waren.

In Psoriasis-Hautschuppen war kein Protein oder Polypeptid nachweisbar, welches in
ausreichender Menge vorgelegen hatte, um einen Einstrom von Th1-Lymphozyten in die Haut
psoriatischer Lasionen erklaren zu kénnen. Eine Reihe von Ursachen fir diesen Befund sind
denkbar: 1) der gesuchte Lockstoff konnte ein Lipid sein; 2) er kdnnte chemisch instabil sein; 3)
fanden die Th1-Zellen haptotaktisch Uber an Oberflachen gebundene Molekile ihren Weg in die
Haut, so ware die verantwortliche Substanz in extrahierter Form mdglicherweise inaktiv; 4) die
gesuchte Substanz kénnte auf die Dermis erkrankter Hautregionen beschrankt sein und die in
der Epidermis gefundenen T-Zellen gelangten mittels Chemokinese anstatt durch Chemotaxis
dort hin; 5) stimulierten zusatzlich in situ vorhandene Mediatoren die T-Lymphozyten,
besondere Rezeptoren zu exprimieren, so kénnten diese bei den Testzellen fehlen.

Genaue Untersuchungen zur Rezeptorexpression der T-Zellen in psoriatischen Plaques werden
helfen, diese Fragen zu klaren. Modelle kinstlicher Haut kénnten dem Nachweis komplexer
Interaktionen zwischen verschiedenen Zellen der Haut und des Immunsystems dienen.
Erkenntnisse zur Pathogenese von Psoriasis werden sich teilweise auch auf andere chronisch
entzindliche Erkrankungen ubertragen lassen.
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6 Summary

Psoriasis vulgaris is a human disease that manifests itself as a skin phenotype with
erythematous scaling plaques. These plaques result from an over-proliferation of keratinocytes
combined with their incomplete differentiation into corneocytes. Numerous inflammatory cells
can be identified in affected skin. These are thought to generate the above mentioned
keratinocyte characteristics either via mediators or direct cell-cell contact. A large proportion of
the leukocytes in psoriatic skin are Th1-lymphocytes. Their importance in the pathogenesis of
psoriasis is undoubted. Nevertheless it remains unclear, which factors are responsible for
stimulating the migration of these cells from the blood into the skin.

Previous work has led to the hypothesis that a chemokine, produced in high concentration in
affected skin, causes the stimulated chemotactic migration of Th1-cells into the dermis and
epidermis.

In order to identify this chemokine, extracts from psoriatic scales were separated using high
performance liquid chromatography (HPLC). The resulting fractions were tested for their ability
to stimulate chemotactic activity in lymphocytes. Callus material from the heels of healthy
donors was used for comparison with the psoriatic scales. In order to identify the source of the
putative chemokine in the skin, keratinocytes, the keratinocyte cell line HaCaT, fibroblasts and
dendritic cells were cultured and their supernatants were analysed. The lung epithelial cell line
A549 was used as an example of an epithelium that is free of horn cells. In the chemotaxis
assays, the T-cell line HuT78, peripheral blood lymphocytes activated with anti-CD3-antibody
and IL-2-activated Th1-lymphocytes were utilized as test cells.

To check for known chemokines in the lesional skin, psoriatic scale extract was analysed using
immunochemical methods.

The parameters for chemotaxis tests using a BOYDEN-multichamber, as described in the
existing literature, did not lead to reproducible results when lymphocytes were used as test
cells. Therefore the chemotaxis assay was optimized at the start of the study, thus enabling the
simultaneous testing of many HPLC fractions. CCL19 turned out to be the most suitable positive
control.

In the psoriasis scale extracts no chemotactic activity was found with native test cells. Fractions
of two preparations were positive with HUT78 cells. However, the activity of both preparations
decreased following further HPLC separations and was no longer detectable after two rounds of
HPLC.

In supernatants from keratinocytes, fibroblasts and dendritic cells chemotactic activities were
detected using HuT78 test cells. Again, this activity decreased below the level of detection after
a few HPLC separations. With native lymphocytes only weak activity was detected. None of the
purifications lead to a sufficient amount of active substance for subsequent analysis.
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In the immunochemical tests not one of the chemokines CCL2, CCL18, CCL19, CCL20, CCL21,
CCL25, CXCL9, CXCL11, CXCL12a, CX3CL1 or XCL1 was detectable in psoriasis scale
extracts.

In psoriasis scale material no protein or polypeptide could be found in sufficient amounts to
explain the infiltration of Th1-lymphocytes into psoriatic lesions of the skin. There may be a
number of explanations for this result: 1) the sought after attractant could be a lipid; 2) it could
be chemically unstable; 3) if Th1-cell migration into skin is a haptotactic process, utilizing
surface-bound molecules, then these mediators may be chemotactically inactive after being
extracted; 4) the putative attractant could be limited to the dermal layer of the skin with T-cells
entering the epidermis by random migration; 5) additional mediators occurring in situ might
stimulate T-lymphocytes to express receptors that were consequently missing on the test cells.

Further analysis of receptor expression in T-cells from psoriatic plaques will help to answer
these open questions. Artificial skin models could help in elucidating complex interactions
between different cell types of the skin and the immune system. Knowledge about the
pathogenesis of psoriasis will, in part, be applicable to other chronic inflammatory diseases.
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