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1. Einfiihrung
1.1 Rolle der Makrophagen im Immunsystem

Das Immunsystem stellt ein komplexes System spezifischer Immunzellen in mehre-
ren Organen dar. Diese Zellen lassen sich ihrer Herkunft gemiB grob in zwei
Gruppen einteilen. Zu den Zellen der lymphatischen Reihe zihlen die B-Lympho-
zyten (bei V6geln in der sog. Bursa fabricii, bei Séugetieren in der fetalen Leber,
Milz sowie im fetalen und adulten Knochenmark gebildet), die T-Lymphozyten
(aus dem Thymus stammend) sowie die sogenannten "0"-Zellen, auch "Dritte Po-
pulation"-Zellen genannt, die wahrscheinlich aus dem Knochenmark stammen, und
deren Hauptvertreter die NK-Zellen (natural killer cells) sowie die ADCC-Zellen
(antibody-dependent-cytotoxic cells) sind. Die zweite Gruppe der Immunzellen
bilden die Zellen der myeloischen Reihe. Dazu gehoren u.a. die polymorphkernigen
Granulozyten, die als Effektorzellen vor allem durch Phagozytose wichtige Funk-
tionen im akuten Entziindungsgeschehen sowie bei der unspezifischen Erregerab-
wehr ausiiben. Je nach histologischer Anfiirbbarkeit ihrer Granula lassen sich neu-
trophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterscheiden. Ebenfalls aus der
myeloischen Stammzelle gehen die Zellen des mononukledren phagozytdren Sy-
stems hervor, zu denen der Makrophage in all seinen Erscheinungsformen in den

unterschiedlichen Organsystemen gehort.

Die Immunantwort des Korpers 148t sich ebenfalls in zwei Arten aufgliedern. Bei
der humoralen Immunantwort kommt es tiber eine Aktivierung der B-Zell-Reihe zu
einer spezifisch auf das Antigen ausgerichteten Antikorperproduktion, d.h. zu einer
antikérpervermittelten Immunitit, wihrend bei der zelluliren Immunaritivort iiber
die Aktivierung der T-Zell-Reihe spezifische cytotoxische T-Zellen gebildet

werden.

Der Makrophage besitzt nun als zentrale Schaltstelle der Immunantwort zahlreiche
regulative Funktionen in der Aktivierung der einzelnen Lymphozytenpopulationen
(Unanue und Allen, 1987). Antigenes Material ("Fremdmaterial") wird vom Ma-
krophagen erkannt, phagozytiert und weiterverarbeitet (sog. "processing” des An-
tigens). Teile des Antigens werden schlieBlich auf der Zelloberfliche exprimiert,
der Makrophage ist jetzt eine antigen-prisentierende Zelle (APC) fiir die Lympho-
zyten. Meist ist jedoch zur Aktivierung der B- oder T-Lymphozyten die zusitzliche
Erkennung {iber die Determinante des MHC-Komplexes (Major histocompatibility
complex) notwendig. Der MHC-Komplex, beim Menschen auf Chromosom 6, bei
der Maus auf Chromosom 17 lokalisiert, kodiert drei Proteingattungen: die
Antigenstrukturen des MHC I -Komplexes (Mensch HLA-A,B,C; Maus Region
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K,D) sind auf allen kernhaltigen Zellen ausgebildet, die Antigene der MHC 1I-
Region (Mensch HLA-D, DR; Maus: I (fiir Immun) -Region) befinden sich unter
anderem auf B-Lymphozyten, einigen Makrophagen und Monozyten, einigen
Epithelialzellen sowie auf einigen aktivierten T-Zellen. (Die MHC III - Region ko-
diert schlieBlich bestimmte Komplementfaktoren). CD4*-Zellen (T-Helfer-Zellen)
konnen die antigenprisentierende Zelle nur in Verbindung mit der

MHC II-Struktur erkennen (MHC-II-Restriktion). Interleukin-1 Freisetzung aus
den Makrophagen als APC fiihrt jetzt zur Aktivierung und klonalen Expansion von
T- und B-Zellen. Gleichzeitig werden die T-Zellen zur Freisetzung von
Interleukin-2 angeregt, was einerseits die T-Zell-Proliferation weiterfiihrt und
andererseits zur Makrophagenaktivierung fiihrt. Die Antigenprisentation des
Makrophagen stérkt so fiber eine zum Teil T-Helfer-Zell-abhingige Aktivierung
der B-Zellen die humorale Immunantwort, sowie itber T-Zell-Aktivierung die
zellvermittelte Immunitat. Gleichzeitig wird iiber diese Aktivierung umgekehrt
durch Ausschiittung mehrerer Cytokine die Makrophagenaktivierung und damit die
Effektorphase der Immunantwort eingeleitet (Johnston, 1988).

Cytokine konnen fiir den Makrophagen Signal fiir eine spezifische Differenzierung
sein. Sie kénnen zur Proliferation anregen, d.h. mitogen wirken, oder den Makro-
phagen einfach nur im Rahmen der akuten Entziindung aktivieren, ihn also ins Ent-
ziindungsgebiet locken, seine Phagozytoseleistung oder Zytotoxizitit steigern
(Sorg, 1982). Botenstoffe aus Makrophagen konnen dabei die erste Phase einer
akuten Entziindung einleiten. So kénnen Interleukinl (1l-1), Thrombin und der Tu-
mornekrosefaktor -Alpha (TNF-a)) am Gefiflendothel bestimmte Lektine induzie-
ren, die zur Adhésion und Diapedese von Granulozyten am Endothel fishren.
Gleichzeitig steigern Il-1 und TNF-a die Gefifpermeabilitit, Prostaglandine aus

“den Makrophagen bewirken eine Vasodilatation, so dal mehr Entziindungszellen in
das Gebiet einstrémen kénnen (Seljelid und Busund, 1994).

Die Entziindungs- und Fieberreaktion des Organismus wird ebenfalls durch Ma-
krophagen-Mediatoren aufrecht erhalten.Il-1 wirkt stark pyrogen, die Freisetzung
von Hy0», sauren Hydrolasen, Komplementfaktoren, TNF-o fiihren eine Gewe-
beschidigung herbei, die in pathologisch gesteigerter Form in einer Uberempfind-
lichkeitsreaktion vom verzdgerten Typ (allergische Typ 1V-Reaktion) enden kann.

Als Effektorzellen der Inmunantwort filhren Makrophagen zur Eliminierung des
Antigens. Sie entfalten eine antimikrobielle Aktivitst durch Abtétung des Fremdor-
ganismus mittels H05, Sauerstoffradikalen freier Hydroxylgruppen oder
sauerstoffunabhingig im Lysosom, z. B. mittels Siurehydrolasen oder kationischen
Proteinen. Die zytotoxischen Mediatoren wie z. B. Tumornekrosefaktor (TNF-t),
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Proteasen, Arginase, Komplementfaktor 3, weisen dem Makrophagen auch eine
wichtige Rolle in der Bekampfung von malignen Tumoren zu (Nathan, 1987).

Andere Makrophagenprodukte wie Elastase, Kollagenase, Hyaluronidase, Fibro-
blastenstimulierender Faktor V, Angiogenesefaktor, Wachstumsfaktoren wie der
Granulozyten-Monozyten-koloniestimulierende Faktor, leiten schlieBlich wieder
die Organheilung ein (zusammengefaBt aus I. Roitt, 1991).

Fiir die meisten dieser Makrophagenfunktionen ist in situ die vorherige Aktivierung
der Zelle, z. B. mittels spezieller Cytokine, notwendig.

In vitro lassen sich mononukleire Phagozyten unter anderem durch Zugabe von
Interleukinen, Endotoxinen wie LPS oder z. B. durch mechanische Faktoren wie
Oberflachen von Glas oder PlastikgefiBBen aktivieren (Malorny et al, 1981).

1.2 Differenzierung von Makrophagen in Subpopulationen

Die mononukledren Phagozyten sind eine sehr heterogene Zellpopulation, die so-
wohl die im Blut zirkulierenden Monozyten als auch die residenten Makrophagen
umfaft, so z. B. die sogenannten Kupfferschen Sternzellen der Leber, die Mikro-
gliazellen des ZNS, Peritonealmakrophagen, Makrophagen der Milz etc.

Diese Gewebemakrophagen stellen in den einzelnen Organen einen Teil des soge-
nannten Retikulo-Endothelialen Systems dar.

Trotz ihrer groBen funktionellen und morphologischen Unterschiede gilt es heute
als sicher, daB sie sich im Knochenmark aus einer gemeinsamen pluripotenten
Stammzelle entwickeln (Johnston, 1982).

Granulozyten und Monozyten gehen dabei aus der gleichen Knochenmarkstamm-
zelle hervor. Unter dem Einflu8 von Makrophagenkolonie-stimulierendem Faktor
(MCSF oder CSF-1) entwickeln sich jedoch aus dieser Stammzelle Makrophagen-
kulturen. Uber mehrere Vorstufen bilden sich so aus der Stammzelle Monoblasten,
Promonozyten und schlieBlich Monozyten, die in die Blutbahn ausgeschwemmt
werden und an ihrem Zielgebiet im Gewebe zum Makrophagen ausreifen. In vitro
reifen die Zellen in der Kultur zum Makrophagen aus (Austin et al, 1970).

Dieser ReifungsprozeB lafit sich sehr gut am Knochenmark-Kultursystem der Maus
fiir nicht adhirente Zellen beobachten, das als erstes von Summer und Goud als in
vitro-Modell eingefiihrt wurde (Summer et al, 1972; Goud et al 1975). Knochen-
markstammzellen, gewonnen durch Ausspiilen der Markhohle langer Rohrenkno-
chen der Maus, werden in ein Kulturmedium eingesetzt, das den Makrophagen-
koloniestimulierenden Faktor M-CSF enthilt. In unserer Untersuchung wurde
dafiir L-Zell-Medium zugesetzt (Austin et al, 1970), das den Faktor als 85 kDa
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Glykoprotein enthalt (Stanley und Heard, 1977). Neuere Untersuchungen zeigen,
daB auch noch andere schwerere M-CSF existieren (Ohtsuki et al, 1992; Suzu et
al, 1992).

Wiihrend ihrer Reifungsphase exprimieren die Zellen verschiedene Oberflichenanti-
gene, korrelierbar mit unterschiedlichen Phinotypen (Nibbering et al, 1987). In
dieser Phase der transienten Phanotypen tiben sie bestimmte Funktionen aus, die sie
in spiterem Alter auch wieder verlieren kdnnen; so kann der junge Makrophage
Plasminogenaktivator ausschiitten, wihrend die dltere Zelle statt dessen Fi-
brinolyse-Inhibitoren sezerniert (Neumann und Sorg, 1980; Sorg, 1982). Durch
Lymphokinzusatz wie MIF (Migration inhibitory factor) kann der Differenzie-
rungsprozeB des Makrophagen verindert werden (Sorg et al, 1984). Im Knochen-
mark-Kultursystem ist der reifende Makrophage nur wihrend einer begrenzten Zeit
sensibel fiir MIF. Jiingere Makrophagen reifen durch MIF schneller aus, wihrend
bereits ausdifferenzierte Zellen sich wieder zuriickentwickeln konnen. MIF wirkt
also M-CSF-antagonistisch (Sorg et al, 1984).

Anhand der unterschiedlichen Phinotypen mit ihren spezifischen Funktionen lassen
sich mehrere Subpopulationen abgrenzen, die die Heterogenitit der Makrophagen
unterstreichen.

1.3  Murine Makrophagenantigenstrukturen

Makrophagen-Subpopulationen lassen sich unter anderem durch Nachweis be-
stimmter Antigenstrukturen mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern unterschei-
den.

1.3.1 F4/80

Der als sogenannter Panmakrophagenmarker bezeichnete monoklonale Antikérper
F4/80 erkennt ein 160 kDa Plasmamembranantigen auf Miusezellen des mono-
nukledren phagozytiren Systems.

Die pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks reagieren noch F4/80 negativ.
Zugabe des Makrophagenkoloniestimulierenden Faktors (M-CSF) fithrt dann zur
Ausbildung des Antigens, so daf8 mit F4/80 sowohl Vorl4uferzellen als auch ausge-
reifte Makrophagen erkannt werden konnen. Zellen der Granulozytopoese bleiben
jedoch F4/80-negativ (Gordon et al, 1985; Hume und Gordon, 1985). Dieser Anti-
korper grenzt damit die Makrophagenzellinie eindeutig von der der Granulozyten
ab, Makrophagen-Subpopulationen lassen sich mit ihm jedoch nicht unterscheiden.



1.3.2 BMS8

Der BM8-positive Makrophage gilt als Vertreter eines inflammatorischen Makro-
phagensubtyps residenter Makrophagen (Malorny et al, 1986). Der BM8-Anti-
kérper wurde durch Immunisierung von DA-Ratten mit Balb-c-Miuse-Makro-
phagen und Fusion der Rattenmilzzellen mit Myeloma-Zellen aus Balb-c-Miusen
gewonnen (Malorny et al, 1986).

Dieser monoklonale Antikorper gehort zur IgG_o, - Subklasse und ist gegen ein
125 kDa Membranantigen des Makrophagen gerichtet. In situ erkennt der BM8-
Antikdrper zum Beispiel reife, gewebefixierte Makrophagen und Langerhanszellen
der Haut, sowie in der Milz und den Lymphknoten die Makrophagen in der roten
Pulpa und in den Markstringen. In durch Freund's komplettes Adjuvans induzier-
ten Granulomen reagieren die entziindlichen Zellen BM8-positiv, die Epitheloidzel-
len als postinflammatorische Zellen tragen das Antigen nicht. Die Makrophagen-
vorstufen einschiieBlich der Blutmonozyten sind BM8-negativ.

Dieses Antigen tritt erst im spiten Differenzierungsstadium der Makrophagen auf.
In vitro steigt im Knochenmark-Kultursystem der Anteil BM8-positiver Makro-
phagen von 0 auf ca. 80 % nach 7 - 10 Kulturtagen an. Funktionell gesehen geho-
ren die BMB-positiven Zellen zu den Phagozytosezellen, d.h., alle Makrophagen
mit diesem Phinotypen konnen Latexpartikel phagozytieren. Umgekehrt reagieren
jedoch nicht alle phagozytierenden Zellen BM8-positiv. Ein Teil der BM8-positi-
ven Makrophagen kann auBerdem den Migration inhibierenden Faktor (MIF) pro-
duzieren (Malomny et al, 1988). Nur eine geringe Anzah! der Makrophagen bildet
aufihrer Oberfliche zusitzlich zum BM8-Antigen auch die Strukturen des MHC-
II-Komplexes (14) aus. Andererseits reagieren nur sehr wenige I A—tragénde Ma-
krophagen auch BM8-positiv. Die gleichzeitige Auspragung von I 4 ist also vom
BM8-Antigen unabhingig (Malorny et al, 1986).

BMB8-Makrophagen scheinen auBerdem wichtig zu sein zur Regulation der T-Zell-
Antwort, so konnen sie z. B. eine mitogen-induzierte Lymphozytenproliferation
supprimieren (Zwadlo-Klarwasser et al, 1994).

133 I

Nach Aufnahme eines Fremdstoffes und Prozessierung dieses Antigens exprimieren
Makrophagen an ihrer Oberfliche Teile dieser Antigenstrukturen. Lymphozyten-
Helferzellen (CD4-Zellen, T4 o. Tyy-Zellen) erkennen dieses Antigen, wenn der
Makrophage gleichzeitig die Molekiile des MHC-II-Komplexes exprimiert. Es
kommt so einerseits zu einer Aktivierung der Lymphozyten (Unanue und Allen,
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1987), andererseits zu einer Freisetzung von Il-1 aus den Makrophagen (Zimecki
et al, 1988). Bei der Maus entspricht die MHC-II-Region dem I 5-Antigen (Region
I assoziiertes Antigen). Das 15-Antigen des Makrophagen ist dabei zur Induktion
der priméren Immunantwort notwendig, aber vor allem, um bei erneutem Antigen-
Kontakt die spezifische Immunantwort des Organismus durch Stimulation der spe-
zifischen -T-Zell-Klone auszulésen (Handa et al, 1989), gleichzeitig steigt die I14-
Expression der Makrophagen antigen-spezifisch an (Kaltreider et al, 1988). Der

I 5-positive Makrophage nimmt als antigenprisentierende Zelle (APC) wichtige
Funktionen im Immunsystem wahr. Aber nur eine begrenzte Anzahl Makrophagen
trigt das I 5-Antigen. Dieser Anteil ist jeweils typisch fiir die einzelnen Organe
bzw. Herkunfisgewebe der Zellen. So finden sich z. B. in der Peritoneathshle nur
ca. 10 % I 5-positive Makrophagen (Schwartz R H. et al, 1976), wihrend Makro-
phagen der Milz zu mehr als 50 % das Antigen tragen (Cowing et al, 1978).

Das I 5-Antigen erweist sich in vivo wie in vitro als sehr labil. Es wird von man-
chen Zellen nur voribergehend ausgebildet, und auch nur auf verschiedene Stimuli
hin, wie z. B. Phagozytosereiz (Beller et al, 1980; Beller und Unanue, 1981). In
der in vitro-Kultur verlieren die Makrophagen mit zunehmender Kulturdauer
spontan das I -Antigen sowie die Fihigkeit, es neu zu synthetisieren (Beller und
Unanue, 1981). Interferon-Gamma wirkt jedoch als Stimulus, um auch in vitro das
IA-Antigen zu exprimieren (Steeg et al, 1982; Salkowski und Vogel, 1992 a).

In der Knochenmarkzellkultur werden spontan nur sehr wenige I5-Makrophagen
gebildet, ca. 2,5 % bei einer Kulturzeit bis zu 15 Tagen (Calamai et al, 1982). Un-
abhiingig von seiner Funktion als antigen-prasentierende Zelle scheint der I A-Ty-
pus des Makrophagen auch wichtig zu sein bei der Regulation eines supprimieren-
den Makrophagentyps. Dabei ist der 1-positive Makrophage selbst weder cyto-
toxisch noch auf die Lymphozytenproliferation suppressiv wirksam (Boraschi und
Niederhuber, 1982).

1.4  Cytochemische Differenzierung von Makrophagen-Subpopulationen
Als Effektorzellen des Immunsytems enthaiten Makrophagen in ihrem Cytoplasma
oder auch in speziellen Granula Enzyme, die sie zur Abtétung oder Lysierung des
phagozytierten Materials befihigen. Durch spezielle Firbemethoden lassen sich
unter Zugabe des spezifischen Enzymsubstrates die enzymtragenden Zellen anfir-
ben.

1.4.1 Endogene Peroxidase

Die endogene Peroxidase ist das klassische Enzym des neutrophilen Granulozyten.
Aber auch die Vorliuferzellen des mononukledren phagozytiiren Systems reagieren
Peroxidase-positiv. Mit steigender Differenzierung zum Monozyten und schlieBlich
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zum reifen Makrophagen findet sich nur noch in vereinzelten Granula eine schwa-
che Restaktivitit an Peroxidase (Yam et al, 1971).

Im Knochenmark-Kultursystem enthalten die unreifen Makrophagenvorstufen noch
einen hohen Anteil an Peroxidase, mit zunehmendem Alter der Zellen nimmt dieser
Anteil fast auf 0 ab (Neumann und Sorg, 1980). Als "Makrophagenmarker" eignet
sich die endogene Peroxidase deshalb nicht.

1.4.2 Esterase

Esterase kommt in vielen Modifikationen in den Zellen der sogenannten weillen
Reihe vor. Die fiir die Zellen des mononukledren phagozytiren Systems typische
Variante ist die unspezifische Esterase (Schmalzl und Braunsteiner, 1968).

Durch Reaktion mit a-Naphthylacetat oder a-Naphthylbutyrat als Substrat firben
sich Makrophagen diffus rétlich braun an, wihrend Granulozyten nur schwach
positiv reagieren. Vorlauferzellen der Granulozyten wie Myelozyten firben sich
etwas stirker an, Lymphozyten kénnen einzelne Esterase-positive Granula gelagert
als typische "clumps” enthalten, Megakaryozyten zeigen eine starke unspezifische
Esterase-Aktivitit.

. Das Enzym findet sich in geringen Mengen in Monoblasten und Promonozyten .
Mit zunehmender Zellreife nimmt die Esterasemenge und dadurch die Stérke der
Férbung deutlich zu. In vitro finden sich im Knochenmark-Kultursystem der Maus
nach 9 Tagen 90 % Esterase-positiver Makrophagen (Neumann und Sorg, 1980,
Sorg, Mol. Immunol. 1982).

Zur genauen Differenzierung der makrophagentypischen unspezifischen Esterase
und Abgrenzung der granulozytiren Esterasen kann zum einen die Hemmbarkeit
der Firbereaktion durch NaF benutzt werden, (nur die unspezifische Esterase des
Makrophagen ist damit zu hemmen), oder zum anderen die Reaktion des Azofarb-
stoffes mit hexazotiertem Pararosanilin sichtbar gemacht werden (Yam et al,
1971).

Dabei enthalten Monozyten und Makrophagen, aber auch die morphologisch gut
davon zu unterscheidenden Histiozyten und Megakaryozyten den Farbstoff als
dunkelrote Granula diffus im Cytoplasma verteilt, wiihrend Granulozyten nur eine
sehr schwache Firbung zeigen.

Nicht alle reifen Makrophagen reagieren jedoch Esterase-positiv. Ein Teil der mor-
phologisch eindeutig zu klassifizierenden Makrophagen bleibt ungefirbt, so daf
mit der Esterasefarbung eine echte Subpopulation von Makrophagen erkannt wer-
den kann (Ornstein et al, 1976).



1.5 Immunmodulatoren

Immunmodulatoren sind Substanzen, die die Inmunantwort des Korpers verandern
koénnen. Mit zunehmendem Wissen iiber Aufbau und Funktion des Immunsystems
wird versucht, durch Entwicklung immunmodulierender Pharmaka bestimmte Ab-
wehrfunktionen gezielt zu beeinflussen, um so eine effektive Waffe gegentiber Tu-
morerkrankungen, Autoimmunerkrankungen, Immundefekten etc. zu finden.

Die Probleme sind dabei jedoch mannigfaltig. Ein Immunmodulator kann zunéchst
auf mehrere Zellpopulationen einwirken und dadurch sowoh! immunosuppressive
als auch immunstimulierende Funktionen ausiiben, gleichzeitig kann durch In-
teraktion der einzelnen Immunzellen eine Reaktionskaskade ausgelost werden,
deren Effekte kaum voraussehbar sind (Shoham, 1985; Renoux, 1988).

So ist es durchaus méglich, durch fehlkonzipierte Behandlungsprotokolle, z. B.
durch zu hohe, zu hiufige Dosis einer Substanz statt des gewlinschten Effekts eine
nachteilige Wirkung auf den Organismus auszuiiben. Z. B. wird durch zu haufige
Levamisolapplikation die Metastasenrate eines Miusetumors erhéht im Vergleich
zur Kontrolle, wihrend sie durch ein optimiertes Behandlungsschema drastisch
gesenkt wird (Amery und Butterworth, 1983). Problematisch bei der Anwendung
von Immunmodulatoren ist weiterhin, daB} erstens hiufig die Pathophysiologie der
Erkrankungen und damit der genaue Ansatzpunkt der Therapie noch nicht voll-
stindig geklart ist, und daB zweitens die Immunzellen selber je nach ihrem Her-
kunftsgewebe anders auf die Modulatoren reagieren konnen, so dafB - je nachdem,
wo und in welcher Menge die Substanz auf ihre Zielzelle trifft - andere therapeuti-
sche Effekte entstehen konnen (Spreafico, 1985).

Bisher wurden Immunmodulatoren vor allem empirisch ("nach Wirkung") einge-
setzt. Um jedoch ihre gesamte Wirkpotenz ausnutzen zu kénnen, sind genaue In-
formationen iiber optimale Dosis-Wirkungs-beziehungen der entsprechenden
Substanz, ihrer Wirkstarke, ihrer Pharmakokinetik, d.h. des fiir die Substanz opti-
malen Applikationsweges und ihres Verteilungsmusters im Organismus, unerl4B-
lich, ebenso wie Studien iiber die genauen Zielzellen und den exakten Wirkmecha-
nismus,

Ihrer Wirkung gemdf kénnen Immunmodulatoren in zwei Gruppen eingeteilt
werden, wobei die Uberginge zwischen beiden flieBend sind, da je nach Dosis und
erreichter Zellpopulation einige Substanzen sowoh! stimulierende wie supprimie-
rende Eigenschaften entfalten kénnen (Spreafico, 1985):



- Immunstimulantien, z.B. BCG, Corynebacterium parvum, Levamisol

- Immunsuppressiva, z.B. Chemotherapeutika (wie Doxorubicin,
Cyclophosphamid, Antimetabolite wie 5-Fluorouruacil) oder
Glucocorticoide.

Threr Herkunft entsprechend lassen sie sich grob in drei Klassen einteilen (Shoham,
1985):

1. mikrobielle Substanzen wie bakterielle Stoffe, z.B. BCG, OK432, oder Li-
popolysaccharide oder pflanzliche Polysaccharide

2. physiologisch relevante Substanzen, z. B. Stoffe aus dem Immunsystem
selbst, wie Lymphokine, z. B. y -Interferon, oder Hormone wie Gluco-
corticoide (korpereigenes Hydrocortisol oder synthetische Abkémmlinge
wie z. B. Dexamethason)

3. synthetische Substanzen wie InPx oder Levamisol.

1.5.1 OK432

OK432 gehort zur Gruppe der mikrobiellen Immunmodulatoren, Es handelt sich
dabet um eine Priparation aus hamolysierenden Streptokokken der Gruppe A,
Subtyp III (Streptococcus pyogenes), die nach Inkubation in einem penicillinhalti-
gen Medium und nachfolgender Hitzeinaktivierung durch Lyophilisieren gewonnen
wird. Die Wirkstirke der Praparation wird in KE = klinische Einheit angegeben.

1 KE entspricht 0,1 mg getrockneter Streptokokkenpréparation (Chugai-Phar-
maceuticals Co LTD / Tokyo Japan).

Unter dem Handelsnamen Picibanil wird OK432 in Japan bereits in der Tumorthe-
rapie als tumorizide Substanz eingesetzt.

In klinischen Studien konnte an Krebspatienten gezeigt werden, da OK432 die
Cytotoxitit der Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) steigert (Wakasugi et al,
1981). Als Adjuvans zur Steigerung der NK-Aktivitit in Kombination mit Chemo-
therapie konnte die Uberlebenszeit von Magenkarzinompatienten deutlich verbes-
sert werden (Arinaga et al, 1992). Nach intratumoraler Injektion von QK432
kommt es beim Bronchialkarzinom zur Tumorverkleinerung (Lutz und Yang,
1992). Neben seiner antitumordsen Wirkung besitzt 0K432 eine Vielzahl immun-
modulierender Eigenschaften. Es steigert die zelluldr vermittelte Immunitat, die
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allergische Typ-IV-Reaktion (delayed type Hypersensitivity) wird verstirkt, die
TH-Zell-Aktivitit wird, eventuell durch Makrophagen vermittelt, gesteigert (Kai et
al, 1979), die Induktion von T-suppressor-Zellen wird durch OK432 verringert
(Toge et al, 1987).

Einen Hauptangriffspunkt fiir OK432 stellen die Makrophagen dar. Bei der Maus
fithrt die intraperitoneale Injektion von OK432 zu einer Akkumulation von Ma-
krophagen mit verringerter Motilitdt und verstirkter Adhésivitit, sowie einer er-
hohten Interleukin-1-Produktion (Kawaguchi et al, 1983).

In vitro kann OK432 zwei Makrophagensubtypen induzieren, namlich 14- negative
cytostatische Zellen und I -positive, Interleukin-1-produzierende Zellen
(Kawaguchi et al, 1983). In Milz und Knochenmark wird durch OK432 die
GM-CSF- und MCSF-Produktion angeregt, so dafl mehr Immunzellen
(Granulozyten und Makrophagen) aus dem Knochenmark bereitgestellt werden
kénnen (Shimizu et al, 1983; Chirigos et al, 1987).

Die makrophagenvermittelte Interferonausschiittung der T-Zellen ist nach OK432-
Behandlung erhéht, NK-Zellen werden durch OK 432 makrophagenunabhingig
zur Interferonausschiittung stimuliert (Noda et al, 1986).

1.5.2 Dexamethason

Als Vertreter eines hormonalen Immunmodulators wurde das synthetisch herge-
stellte Glucocorticoid Dexamethason ausgewahlt. Dexamethason, chemisch
9-Fluor-16 a-Methylprednisolon, besitzt eine 30fach stirkere Wirkung als das
natiirlich vorkommende, in der Nebenniere aus Cholesterin synthetisierte Cortisol
(synonym: Hydroxicortison), aber keine natrium- und wasserretinierende Wirkung,
d h. die relative Mineralcorticoidpotenz ist gleich Null (Neumann und Schenck,
1992).

Grundgeriist jedes Glucocorticoids ist das Cyclopentanperhydrophenanthren-
ringsystem, das nach Hydroxilierung an C 17, C 21 und C 11 seine Gluco-
corticoidwirkung erhilt (L6ffler et al, "Physiol. Chemie”, 1988) (Abb. 1).

Die Biosynthese in der Nebenniere unterliegt der zentralen Steuerung durch CRH
(corticotropin releasing hormon) aus dem Hypothalamus und ACTH
(adrenocorticotropes Hormon) aus dem Hypophysenvorderlappen. Die Hormon-
ausschiittung ins Blut erfolgt in einem circadiaren Rhythmus mit hochsten Hor-
monspiegeln in den Morgenstunden und niedrigsten Werten um Mitternacht.
Transportprotein im Blut ist Transcortin, ein a-Globulin, sowie bei sehr hohen
Steroidkonzentrationen auch Albumin. Metabolisierung und Inaktivierung der
Steroide erfolgt in der Leber.

Die Wirkung der Glucocorticoide ist rezeptorvermittelt, wobei die Verteilung der
spezifischen Glucocorticoidrezeptoren zwischen Kern und Cytosol ebenfalls einer
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circadiaren Periodik unterliegt (Doe et al, 1986). Uber die genaue Aktivierung der
Steroid-Rezeptor-Familie bestehen bisher nur Theorien (Power et al, 1992). Bin-
dung des Steroids an den Rezeptor induziert nach Transport des gesamten Kom-
plexes in den Zellkern die Bildung von Transcriptionsfaktoren, die z. B. die
Transription bestimmter Promotor-Gen-Sequenzen inhibieren kénnen und so unter
anderem die I -Ausprigung reduzieren kénnen (Celada et al, 1993).
Glucocorticoide iiben im Organismus lebenswichtige Funktionen aus (Ubersicht
Léffler et al, "Physiol. Chemie", 1988; Neumann und Schenck, 1992). Durch Fér-
derung von anabolen (Steigerung der Gluconeogenese) und katabolen (Hemmung
der Glykolyse und Steigerung der Proteolyse) Stoffwechselleistungen wird ver-
mehrt Glucose bereitgestellt, gleichzeitig jedoch Muskel-, Knochen- und Fettge-
webe eingeschmolzen.

Glucocorticoide wirken antiinflammatorisch und immunsuppressiv. Die antiphlo-
gistische Wirkung der Glucocorticoide wird dabei einerseits auf die Induktion von
speziellen second messenger-Proteinen, den sogenannten Annexinen, zuriickge-
fishrt, die als Inhibitoren des Schliisselenzyms des Arachidonsiure-Stoffwechsels,
der Phospholipase Ay gelten, so daf3 die Prostaglandinbildung
(cyclooxigenaseabhingig) und Leukotrienbildung (lipoxigenase-abhiingig) unter-
dnickt wird (Flower, 1985; Pepinski et al, 1989). Andererseits scheinen
Glucocorticoide auch direkt ohne second messenger-Protein die Phospholipase
durch Inhibition der Enzymexpression hemmen zu kénnen (Raynal und Pollard,
1994). Den Annexinen, einer Gruppe von Kalzium- und phosholipidbindenden
Proteinen, mit ihrem bekanntesten Vertreter, dem Annexin 1 (Lipocortin 1) werden
auch immunsuppressive Eigenschaften zugeschrieben (Goulding und Guyre, 1993).
Im Blut kommt es nach Glucocorticoidgabe zu einer Vermehrung der neutrophilen
Granulozyten, wihrend die Monozyten- und Lymphozytenzahl abnimmt (Neumann
und Schenck, 1992). Durch Verianderung der Mediatorfreisetzung aus den
mononuklearen Phagozyten greifen sie direkt in die Steuerung der Immunantwort
ein. Im Maussystem ist nach Hydrocortisongabe die Interleukin-1 (Il-1) -Frei-
setzung aus Makrophagen veringert mit der Folge der verminderten T-Zell-Prolife-
ration und -Stimulation (Snyder und Unanue, 1982).

Beim Menschen fiihrt Hydrocortison ebenfalls zu einer verminderten Ii-1-Produk-
tion und ~Freisetzung (Lew et al, 1988; Hag, 1988; Arend und Massoni, 1986).
bzw. wirkt auf T-Zellen Il-1-antagonistisch (Rhodes et al, 1986), so daf eine Ak-
tivierung von T-Zellen auf Antigenreiz ausbleibt. Auch die Ausschiittung von Tu-
mornekrosefaktor-a ist nach Glucocorticoidgabe deutlich vermindert (Waage und
Bakke, 1988).
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Durch Induktion, aber auch Inhibition bestimmter Makrophagenfaktoren wird die
Migration der Leukozyten ins Entziindungsgebiet gestort. HiMF, Hydrocortison
induced monozyte factor, fiihrt z. B. zu einer Steigerung der Randmigration der
Leukozyten (Frank und Roth, 1986); durch Verminderung des chemotaktischen
Faktors der Monozyten wird die Leukozytenmigration auf Endotoxinreiz wie LPS
unterdriickt. Diese Glucocorticoideffekte lassen sich nicht durch Stérung des Ara-
chidonstoffivechsels erkliren (Cunha und Ferreira, 1986, Cunha et al, 1985). An-
dere Autoren fiihren die immunologischen und inflammatorischen Effekte zumin-
dest teilweise auf die durch Glucocorticoide veranderten Enzymaktivitaten im Ma-
krophagenstoffwechsel, wie Citratzyklus, Glykolyse oder Pentosephosphatzyklus,
zuriick (Rosa et al, 1992).

Die antimikrobielle Aktivitit der Makrophagen ist nach Gabe von Glucocor-
ticoiden stark vermindert, kann aber durch Interferongabe oder Zusatz von akti-
vierten Lymphozyten wieder gesteigert werden (Schaffner, 1985; Cunha und
Ferreira, 1986; Rook et al, 1987). Die Funktion der Makrophagen als antigen-
prisentierende Zelle wird durch Glucocorticoidgabe ebenfalls eingeschrankt
(Snyder und Unanue, 1982). Da die Wirkungen der Glucocorticoide rezeptor-
vermittelt sind, lassen sie sich durch Rezeptorantagonisten wie Progesteron teil-
weise wieder aufheben (Cunha und Ferreira, 1986); dabei besitzen alle Immunzel-
len Rezeptoren gleicher Affinitit und Kapazitit (Katz et al, 1985).

Glucocorticoid-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der Steuerung der Im-
munantwort. So fiihrt eine Makrophagenaktivierung mit Lipopolysacchariden oder
Interferon-Gamma gleichzeitig auch zu einer Erhéhung der Glucocorticoid-Rezep-
toren der Zellen, so daB die Immunantwort durch diesen negativen Riickkopp-
lungsmechanismus wieder gebremst werden kann (Salkowski und Vogel, a und b
1992).

1.5.3 Inosin Pranobex

Inosin Pranobex (InPx) gehort zur Gruppe der synthetischen Immunmodulatoren.
Es handelt sich um einen Komplex in einer 1:3-molaren Mischung aus der Nuclein-
sdure Inosin und 1,1-Dimethylamino-2-propanol-p-Acetamidobenzoat (DipPacBa)
mit einer Molekularmasse von 1132 U/kg (Abb. 2).

Handelsnamen der Substanz sind auch Inosiplex, Virexan, Pranosina, Isoprinosine,
Methisoprinol, Immunoviral.

Pharmakologisch zeichnet sich InPx durch eine sehr gute Vertriglichkeit bei fast
volligem Fehlen unerwiinschter Wirkungen aus. Nach oraler Aufnahme wird der
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Salzanteil iiber die Niere als Dip-N-oxid bzw. als PacBa-0-Acylglucosuronid eli-
miniert. Inosin wird ebenfalls zu 90 % als Allantoin und Harnsiure ausgeschieden,
nur ca. 5 % treten in den Purinstoffwechselweg ein (Hadden und Giner-Sorolla,
1980; Nielsen und Beckett, 1981).

InPx wurde urspriinglich als antivirale Substanz entwickelt. Es ist ein Hemmstoff
der viralen Replikation. In klinischen Studien konnte bei einer Vielzahl von Virus-
infektionen z. B. durch Herpes simplex (Darlath und O'Neill, 1988; Bunta und
Peris, 1981; Wickett et al, 1976) oder bei der durch das Masernvirus ausgelosten
subakut sklerosierenden Panencephalitis (Gotz, 1981) deutliche Effekte erzielt
werden. In zwei Multizenterstudien wurde au8erdem eine verzogerte Progression
bei HIV-Infizierten zur Entwicktung von "AIDS" unter InPx-Gabe beobachtet (De
Simone et al, 1991).

Auf zellularer Ebene wirkt InPx hauptsichlich auf T-Zell-Subpopulationen. Die
Ausprigung von Oberflichenmarkern wie Fc-Rezeptoren wird an T-Lymphozyten
gesteigert; der Anteil rosettenformender Zellen nach Inkubation mit Schafserythro-
zyten nimmt zu (De Simone et af, 1982).

Die Wirkung auf Makrophagen wird in der Literatur unterschiedlich beschrieben.
Nach InPx-Gabe konnte eine Steigerung der Interleukin-1-Ausschiittung beobach-
tet werden (Tsang et al, 1987), die chemotaktische Wirkung nimmt zu (Tsang et al,
1983), ebenso konnte eine vermehrte Phagozytosefihigkeit beobachtet werden
(Hadden und Giner-Sorolla, 1980). Teilweise wurden jedoch auch keinerlei Wir-
kungen auf Makrophagen beobachtet (Vecchi et al, 1978).

Die stimulierenden Effekte auf die T-Lymphozyten scheinen jedoch makrophagen-
vermittelt zu sein (Tsang et al, 1987).
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DEXAMETHASON
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Abb. 1 Strukturformel von Dexamethason
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2. Fragestellung der eigenen Untersuchung

Makrophagen iiben bei der Steuerung und Regulation der Immunantwort bedeu-
tende Funktionen aus, die je nach Makrophagensubtyp zu einer Stimulierung oder
auch Supprimierung des Immunsystems fithren. Eine gezielte Beeinflussung be-
stimmter Subpopulationen, um zum Beispiel den Anteil antigen-prisentierender
Zellen zu erhohen, die Entziindungsreaktion durch Stimulierung der inflammatori-
schen Subtypen zu steigern oder durch deren Verminderung zu unterdriicken, wire
von erheblicher Bedeutung in der pharmakologischen Immuntherapie.

Bereits durch in-vivo-Untersuchungen konnte im Maussystem ein Effekt auf Ma-
krophagen nach Gabe von immunmodulierenden Pharmaka wie InPx oder OK432
nachgewiesen werden (Zwadlo-Klarwasser et al, 1992 a.).

Es blieb dabei jedoch offen, ob diese Stimulierung auf eine direkte Beeinflussung
der Makrophagen zuriickzuflihren ist, oder durch Interaktionen mit anderen Im-
munzellen wie Lymphozyten oder durch Endothelien, oder erst nach Metabolisie-
rung der Pharmaka im Organismus zustande kommt.

Ziel dieser Untersuchung ist, durch ein in-vitro-Modell, dem Knochenmark-Kultur-
system der Maus, durch Ziichten von Makrophagenmonokulturen die Wirkung von
Immunmodulatoren auf die Einzelzelle zu untersuchen,so daB Zell-Zell-Interaktio-
nen ausgeschlossen sind.

Mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern wie BM8 oder I sowie enzymhisto-
chemischen Methoden zum Nachweis unspezifischer Esterase werden Makropha-
gensubtypen identifiziert und so die immmunmodulierende Wirkung auf die Sub-
population direkt iiberpriift.

Im ersten Teil der Arbeit sollen Dosis-Wirkungsbeziehungen zwischen Pharmakon
und Makrophagen ermittelt werden, um so die optimalen Wirkkonzentrationen zu

bestimmen.

Das Knochenmark-Kultursystem bietet diec Moglichkeit, den gesamten Reifezyklus
von der Stammzelle zum ausgereiften Makrophagen zu beobachten. Durch unter-
schiedlich lange Inkubationszeiten der Zellen mit dem Pharmakon iiber 1-5 Tage
soll im zweiten Teil der Arbeit der EinfluB der Pharmaka auf den ReifungsprozeB
zum Makrophagen hin untersucht werden, um so den optimalen Zeitpunkt zur Be-
einflussung der Zellen zu finden. Als immunmodulierende Substanzen weérden je ein
Vertreter der biologischen Substanzklasse (OK432), ein synthetischer Im-
munmodulator (InPx) sowie Dexamethason als synthetisches Glucocorticoid als
Beispiel fiir eine physiologische, hormonelle Substanz eingesetzt.
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Die bereits durch die in-vivo-Untersuchungen als wirksam erkannte Substanz InPx
soll in ihrem Wirkmechanismus auf zellulirer Ebene weiter untersucht werden. Sie
wird deshalb als Gesamtsubstanz sowie in ihren Einzelkomponenten Inosin und
DipPacBa und den Einzelsubstanzen des Salzes DipPacBa: Dip und PacBa auf ihre
Wirksamkeit auf die Makrophagensubtypen untersucht.
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3. Untersuchungsgut und Methoden
3.1  Tiere

Zur Gewinnung der Knochenmarkstammzellen wurden die Oberschenkelknochen
von weiblichen NMRI-Miusen verwendet.

Die Miuse wurden im Tierhaus der RWTH Aachen unter SPF-Bedingungen] ge-
ziichtet und im Tierhaus der medizinisch-theoretischen Institute unter konventio-
nellen Bedingungen der Tierhaltung vorritig gehalten. Bei einer Temperatur von
20°C # 2°, Luftfeuchtigkeit von 50-70 % und einem Licht/Dunkel-Verhiltnis von
12/12 Stunden wurden in einem Makrolon-Typ 3 - Kafig mit Weichholzgranulat als
Einstreu ca. 5 - 10 Mause gehalten. Leitungswasser stand ad libitum zur Verfii-
gung; als Futter wurde die Haltungsdiat fiir Mduse und Ratten Typ MRS (Fa.
Eggersmann Frankfurt) verwendet.

Im Alter von ca. 10 - 16 Wochen und einem Gewicht von ca. 15-18 g wurden die
Miuse zur Knochenmarkgewinnung verwendet. Pro Versuch wurden Femurkno-
chen von 5 - 10 Mausen gebraucht. Die Mause wurden dazu mit einer Athernar-
kose betdubt und anschlieBend durch zervikale Dislokation getétet.

1 SPF - Bedingungen = Mitteilungsnummer 3, 3. Auflage 1985
Gesellschaft fir Versuchstierkunde (GV-Solar): Liste von
Erregern bei spezifisch pathogenfrei gehaltenen Versuchstieren.

3.2 Materialien
3.2.1 Medien

3.2.1.1 Waschmedium

Waschmedium wurde zur voritbergehenden Aufbewahrung der Zellen wahrend der
Zellgewinnung und zur Reinigung von Serumbestandteilen nach der Zellkultur
verwendet.

Fiir 1000 ml Waschmedium wurde als Grundsubstanz 100 ml 10fach konzentriertes
RPMI-1640 verwendet (Serva Heidelberg), komplettiert mit 0,202 % NaHCO3
(=26,8ml 7,5 % NaHCO3) (Merck Darmstadt),

sowie 50.000 U/l Penicillin-Steptomycin (Sigma)

und | mmol L-Glutamin (Sigma),

aufgefuillt mit Aqua ad injectabile auf 1000 ml und durch 0,2 pm Filter steril filtriert
(Millipore / Frankreich)
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3.2.1.2 Kulturmedium

Grundsubstanz war auch hier RPMi-1640-Medium der Fa. Serva, Heidelberg. Fiir
1000 m! Kulturmedium wurden benétigt

100 mi 10fach konz. RPMI-1640 (Serva Heidelberg)
0,0202 % NaHCO 3 (Merck, Darmstadt)
4 mmol Hepes-Puffer (Serva)

2 mmol L-Glutamin (Sigma)

50.000 U/l Penicillin-Steptomycin (Sigma)

15 % (= 150 ml) Pferdeserum (steril filtriert) (Sigma)

10% (= 100 ml) L-Zell-Uberstand (eigene Hersteflung)
3.2.2 Puffer

3.2.2.1 Phospat gepufferte Saline (PBS)

PBS wurde als Waschmedium und zur Stabilisierung der Cytospin-préparate bei
der indirekten Immunperoxidase verwendet.
100 ml Aqua bidestillata enthiejten

150 mmol NaCl
11,8 mmol NaH,;PO4
3,6 mmol KHoPOy  bei einem pH-Wert von 7,2

3.2,2.2 Acetatpufler

Zur Losung des Substrats der indirekten Immunperoxidase wurde Acetatpuffer
verwendet

0,25 M CH3COOH
0,13 M CH3COONa

pH-Wert 4,9
3.2.2.3 Soerensen-Puffer

Losung A
Losung B

27,6 g NaHp PO4 x Hp0 /|
28,4 g NagH PO, x Hp0/1
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A und B werden im Verhiltnis 4 : 1 gemischt

pH 6,3

Dieser Puffer wurde fiir die Acetat-Esterase-Férbung benétigt.

3.2.3

324

Chemikalien und Fiirbelésungen zur indirekten Immunperoxidase-
Technik, Materialien

PBS-Puffer pH 7,2

2,5 M NaN3 (1,33 g) gelost in 200 ml PBS + 240 ul Hp05 als Katalysator
zur Hemmung der endogenen Peroxidase

1 % bovines Serum-Albumin in PBS gelost BSA (Sigma)

10 % normal goat serum NGS (Dianova)
20 % Normal mouse Serum (Dianova)
AEC-Substrat = 2 g Amino-Ethyl-Carbazol (Sigma)
in 500 ml Dimethylformamid (Merck)

16sen (AEC-Stammlgsung)

Acetatpuffer pH 4,9

Hp07 30 % (Merck)

Perjodsaure: 0,6 g gelost in 200 ml Aqua destillata zur Zerstrung der en-
dogenen Peroxidase

Mayer's Hamalaun (Merck)

zur Gegenfirbung der Zellen

Aquamount zum Einbetten der Priparate (BDH-Gurr GroB-Britannien)
Aqua destillata

mehrere Kiivetten als Behilter fiir die Farbelosungen und Waschvorginge,
verdunkelte (mit Alufolie umwickelte) Kiivetten fiir die Farbereaktion
Objekttrigerhalter & 20 Objekttrager

Inkubationsgefife: Plastikschalen mit Schaumstoffeinlage und Deckel zur
Aufbewahrung von ca. 20 - 30 plan liegenden Objekttragem

Chemikalien, Fiirbelosungen und Materialien zur Acetat-Esterase-
Firbung

Soerensen-Puffer 0,2 M pH 6,3

o- Naphthylacetat (Sigma):

106g a- Naphthylacetat werden in 0,5 ml Ethylenglycoléther (Sigma)
gelost
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- Lésung I: 4 g Pararosanilin, gelost in 100 ml 2n HCI bei 60 °C filtriert
- Lésung II: 6 g NaNO9 gelost in 100 ml Aqua bidestillata

- PBS-Puffer 1 %, pH 7,2

- Himalaun nach Mayer (Merck)

- Aquamount (BDH-Gurr, GroBbritannien)

- Abzug

- Farbekiivetten

- InkubationsgefdBe

- Papierfilter

3.2.5 Verwendete Antikorper und Antiseren

Als monoklonaler Antikérper wurde bei der indirekten Immunperoxidase-Technik
der freundlicherweise von Prof. F. Sorg/Miinster zur Verfligung gestellte Antikor-
per "BM8" verwendet, hergestellt als Kulturiiberstand im Verhaltnis 1 : 4 mit 1 %
BSA in PBS angesetzt.

Als weiterer monoklonaler Antikérper wurde 14 der Firma Hybritech/Europa SA

verwendet, im Verhiltnis 1 : 100. Der konjugierte, sekundire Antikérper, gekop-

pelt mit Peroxidase, bestand aus Fabz-Fragmenten von Goat-Anti-Rat-IgG, bezo-
gen von der Firma Dianova/Hamburg.

Zur Vermeidung von stérenden Immunkomplexen bei der Firbereaktion wurde die
Goat-Anti-Rat-Peroxidase im Verhiltnis 1 : 100 mit 10 % Normal-Goat-Serum
(Dianova) und 20 % Normal-Mouse-Serum (Dianova) vorinkubiert und die entste-
henden Immunkomplexe abzentrifugiert.

3.2.6 Pharmaka

Die Wirkung auf Subpopulationen von Knochenmarkmakrophagen der Maus
wurde mit folgenden Substanzen getestet (soweit nicht anders angegeben, wurden
10-2M Stammlosungen mit 0,9 % NaCl hergestellt, steril filtriert (0,2 um
Millipore-Filter) und bei + 4°C aufbewahrt):

1. InPx  Inosin Pranobex
bezogen von Newport Pharmaceuticals International Inc./Newport Beach,
California USA.
Molekulargewicht 1132 g/kg
InPx wurde in den Konzentrationen 103 - 10-2 M verwendet.
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DipPacBa  (N,N-Dimethylamino-2-propanol-p-Acetamidobenzoat)
Firma Newport-Pharmaceuticals Int. Inc.

Molekulargewicht 282 g/kg

Konzentrationsbereich 10-4 - 10-9 M

Dip (N,N-Dimethylamino-2-propanol)
Molekulargewicht 104 g/kg

bezogen von Firma Merck/Darmstadt

Dip wurde als 10-6 M Losung verwendet.

PacBa  (p-Acetamidobenzoat)

Firma Merck/Darmstadt

Molekulargewicht 174 g/kg

Es wurde in der Konzentration 10-6 M angewendet.

Inosin

bezogen von Firma Serva/Heidelberg

Molekulargewicht 286,2 g/kg

Inosin wurde in einem Konzentrationsbereich von 10-5 - 10-9 M eingesetzt.

Dexamethason  (9-Fluor-16 a - Methylprednisolon)

Es wurde als FortecortinR - Ampullen der Firma Merck/Darmstadt bezo-
gen. Eine 4 mg Monoampulle enthielt in 1 m! Injektionslosung 4,37 mg
Dexamethason-21-Dihydrogenphosphat Dinatriumalz, entspr. 4 mg
Dexamethason-21-Dihydrogenphospat, 10 mg

Benzylalkohol, Natriumformaldehydsulfoxylat NFxv.

Molekulargewicht 392,47 g/kg

Es wurde in Konzentrationen von 10-6 -10-10 M verwendet.

OK 432 (PicibanilR)

bezogen von Chugai Pharmaceutical Co Ltd./Japan

1 Ampulle OK 432 enthielt 5 KE (klinische Einheiten) =

0,.5 mg Trockensubstanz der Streptokokkenpréparation.

Fur jede Versuchsreihe wurde 1 Ampulle OK 432 verwendet und mit dem
Knochenmark-Kulturmedium Verdiinnungen von 0,25-0,00025 KE herge-
stellt, entsprechend einer molaren Konzentration von 10-0.6, 10-1.6, 10-2,6
und 10-3.6 M.
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3.2.7 GroBgeriite

- Mistral GC MSE - Zentrifuge
Zur Zentrifugation bei Gewinnung der Knochenmarkszellen und Ernte der
Zellen nach Kultivierung

- Eppendorf - Zentrifuge
zum Abzentrifugieren von Immunkomplexen bei der indirekten Immun-
peroxidase-Technik

- Cytospin-2-Zentrifuge sowie Zubehor (Firma Shandon, GroBbritannien) zur
Herstellung der Cytospin-Praparate

- Mikroskope: Phasenkontrast-Durchlichtmikroskop und Leitz Laborlux B

- Brutschrank (Heraeus)

- Laminar Air Flow - Sterilbank

3.2.8 Materialien zur Priiparation der Knochenmarkmakrophgen

- Diethylither zur Narkotisierung der Tiere

- 70 % Ethanol zur Desinfektion der Tiere

- Waschmedium RPMI - 1640 komplett

- Kulturmedium RPMI -1640 komplett

- Eis

- kaltes Aqua bidestillata

- zweifach konzentriertes RPMI-1640 (Serva)

- Trypanblau (Serva)

- steriles Praparierbesteck, bestehend aus Schere, chirurgischer und anatomi-
scher Pinzette, Skalpell

- steriles Sieb

- Kantilen 14 Gund 12 G

- 30 ml - Spritze

- Zentrifugenrohrchen (Falcon)

- Neubauer-Zihlkammer

- Mikroskop

- sterile Plastik-Petri-Schale (Heraeus)

- sterile Petri-Perm-Schale mit Teflon-Boden (Heraeus)

- Biofolie zur Herstellung steriler Teflon-Sickchen (Heraeus)

- Zentrifuge Mistral 6 C MSE

- sterile Pipetten
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33 Methoden
331 Knochenmark-Kultursystem

Zur Anziichtung von Makrophagen der Maus wurde das Knochenmark-Kultursy-
stem der Maus fiir Suspensionskulturen verwendet (Summer et al, 1972; Goud et
al, 1975). Pro Versuch wurden ca. 14 - 20 Femurknochen von 10-16 Wochen alten
weiblichen NMRI-Miusen freiprapariert und die Knochenmarkzelien nach
Abschneiden des Hiiftkopfes durch Ausspiilen der Markhohle mit RPMI-Wasch-
medium steril gewonnen.

Diese Zellsuspension, aus allen Femurknochen gepoolt, wurde dann gesiebt, um
grobere Verunreinigungen zu entfernen, und 10 Min. bei 1200 Umdrehun-
gen/Minute bei 5°C in Waschmedium zentrifugiert.

Nach emeutem Aufnehmen der Zellpellets in Waschmedium wurde durch Zugabe
von kaltem Aqua bidestillata eine osmotische Schockreaktion ausgeldst, die noch
vorhandene Erythrozyten lysieren sollte. Durch Zugabe von dquimolaren Mengen
2fach konz. RPMI-Medium, um die Osmolaritit wieder herzustellen (10 sec. nach
Gabe des Aqua bidestillata) und erneuter Zentrifugation (10 Min. 1200 Umdrehun-
gen/Minute bei 5°C) konnten die so gereinigten Zellen mit Knochenmarkmedium
aufgenommen werden und nach Lebendzellzahlung mit Trypanblau auf Petri-Perm-
Schalen bzw. in Teflon-Sackchen verteilt werden. Pro Schale/Sickchen wurden 1 x
107 Zellen in 10 ml Knochenmarksmedium eingesetzt und mit dem entsprechenden
Immunmodulator versetzt. Als Quelle des Makrophagenkoloniestimulierenden
Faktors M-CSF, der die Ausdifferenzierung der Stammzellen zum Makrophagen
bewirkt, diente der Uberstand aus kultivierten Mause-L-Zellen. Diese produzieren
in Zellkultur den Faktor und geben ihn in ihr Kulturmedium ab. Die Anzahl an
Zellkolonien pro eingesetzte Zellmenge ist dabei von der Konzentration des
M-CSF im Uberstand abhingig (Austin et al, 1970, Stanley und Heard, 1977). Alle
Versuche der vorliegenden Arbeit wurden mit derselben Charge L-Zell-Uberstand
durchgefiihrt, so daBl jeder Versuchsansatz den Faktor in identischer Konzentration
enthielt. Die Knochenmarkzellen wurden dann bei 37 °C und 5 vol %
CO,-Spannung tber 1 - 5 Tage kultiviert.

Fur 1-3tdgige Zellkulturen wurden Petri-Perm-Schalen, fiir 4-5tigige Kulturen
wurden wegen einer besseren Zellausbeute Teflonsickchen verwendet.

Vor Emte der Zellen wurden alle Kulturschalen zunéchst im Durchlichtmikroskop
auf Vitalitit und bakterielle Infektion kontrolliert, dann 30 Min. mit der Teflon-
Folienseite auf Eisstiickchen gelegt, um die Zellen vom Gefif3boden abzuldsen.
Der Schaleninhalt wurde dann mit einer Pipette in ein Zentrifugenrohrchen aufge-

-23-



nommen, zweimal 10 Min, zentrifugiert (800 Umdrehungen/Minute, 5 °C) und
zweimal mit Waschmedium vom Kulturmedium durch Zentrifugation gereinigt.
Nach einer emeuten Lebendzellzihlung zur Uberpriifung der Vitalit4t mit Trypan-
blau (Verdiinnung 1 : 10) wurde durch Zugabe von Waschmedium eine Zellzahl
von 0,5 x 106 Zellen/ml/ Schale eingestellt und mit der Shandon Elliott-Zentrifuge
Cytospin-Priparate hergestellt, die nach 12 Std. Lufttrocknung mit Aceton (5
Min.) fixiert und danach gefirbt oder zunichst bei -20 °C tiefgefroren wurden.

3.3.2 Indirekte Inmunperoxidase-Firbung

Zur Fiarbung wurden die Préparate nach Auftauen und Lufitrocknen zunichst 5
Minuten mit Aceton fixiert und 5 Minuten getrocknet, und dann nach der indirek-
ten Immunperoxidase-Technik gefirbt (Fair und Nakane, 1981; Malorny et al,
1988).

_ Die Methode soll im folgenden noch einmal kurz beschrieben werden.
Es wurde zunichst durch 20miniitige Inkubation der Praparate in 2,5 M NaN3 -
Losung in PBS-Puffer mit 240 pl H>O als Katalysator die endogene Peroxidase
der Zellen gehemmt und die Riickstande der NaN3 in drei Waschschritten & drei
Minuten mit PBS entfernt.
Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen auf den Zellen wurde dann 30 Mi-
nuten in PBS mit 1% BSA (bovines Serum Albumin) und 10 % NGS (Normal
Goat Serum) inkubiert, die Préparate danach kurz mit PBS gespiilt.

Es folgte jetzt die Inkubation mit dem monoklonalen Antikérper. In jeder Firbung
wurde 1 Préparat mit BM8 (1 : 4), 1 Préparat mit 5 ( 1 : 100) und 1 Praparat mit
1 % BSA als Negativ-Kontrolle der Firbereaktion mit einer Pipette beschichtet
und 30 Minuten inkubiert. Die iiberschiissige, d.h. nicht gebundene, Antikdrper-
menge wurde wiederum mit PBS-Puffer ausgewaschen. Die Priparate wurden
danach mit Goat-Anti-Rat-Peroxidase als konjugiertem Antikérper beschichtet, so
daB eine AG-AK-Reaktion des von der Ratte stammenden monoklonalen Anti-
korpers BM8 und 14 mit den gegen Ratten-Ig-gerichteten Fab-2-Fragmenten der
Goat-Anti-Rat-Peroxidase ablaufen konnte, und wieder 30 Minuten inkubiert. Die
Goat-Anti-Rat-Peroxidase war vorher mit 10 % Normal-Goat-Serum und 20 %
Normal-Mouse-Serum in 1 % BSA 30 Minuten im kalten Wasserbad zur Immun-
komplexbildung inkubiert worden, und die bei der Farbung stérenden Immun-
komplexe (sichtbar als "Schleier” im Eppendorf-Zentrifugenrohrchen) durch Zen-
trifugieren entfernt worden. Der konjugierte Antikdrper wurde wiederum durch
dreimaliges Waschen in PBS entfernt.
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Nach Ansetzen des AEC-Substrats als Substrat der Peroxidase (20 m] der AEC-
Stamml6sung wurden in 200 m! warmen Acetatpuffer filtriert) wurden die Priipa-
rate in einer verdunkelten Kiivette im 37°C warmen Wasserbad unter Zusatz von
100 p! Hy0 als Katalysator zur Farbstoffbildung 12 Minuten inkubiert, und mit
Aqua destillata gereinigt. Die endogene Peroxidase der Zellen wurde anschliessend
nochmals mit Perjodsiure (0,6 g in 200 ml Aqua destillata) iber 2 Min. zerstort
und die Priparate schlieflich mit normalem Leitungswasser gereinigt.

Die Priparate wurden stichprobenweise unter dem Mikroskop auf Rotfirbung
(Azofarbstoff der Peroxidase) d.h. auf erfolgreiche Farbung kontrolliert und zum
besseren Erkennen der Zellen mit Himalaun nach Mayer iiber 1,5 Minuten gegen-
gefirbt und nach Abspiilen mit Wasser und 10 Minuten "Bl4uen” in Leitungswas-
ser mit Aquamount eingedeckelt.

3.3.3 Cytochemische Esterase-Acetat-Fiirbung

Zum Nachweis von unspezifischer Esterase in den Makrophagen wurden alle Pri-
parate einer Esterase-Acetat-Farbung mit a-Naphthyl-Acetat und Pararosanilin als
Azofarbstoff unterzogen, wie von Schmalzl und Braunsteiner (1968), Ornstein et al
(1976) und Yam et al (1971) beschrieben.

Diese Farbung ist nicht fir Makrophagen spezifisch, da auch Esterase in Mono-
zyten, Histozyten und Megakaryozyten als deutliche Granula angefirbt wird, und
Granulozyten durch die Firbung diffus und sehr schwach angefirbt sein konnen
(Yam et al, 1971).

Es wurde bei der Auswertung deshalb der Makrophage anhand von Morphologie
und gleichzeitiger Farbung dem nicht angefirbten, aber morphologisch erkennba-
ren Makrophagen gegentibergestellt. Die Cytospin-Praparate wurden nach Auf-
tauen wieder zunichst fiinf Minuten mit Aceton fixiert und fiinf Minuten lufige-
trocknet.

Nach Herstellung der Farbelosungen wurden Lésung I (Pararosanilin) und Lo-
sung II (NaNO7) im Verhaltnis 1 : 1 unter dem Abzug in einem offenen Gefif un-
ter leichtem Schiitteln gemischt, bis das Gemisch heller wurde, bzw. das entste-
hende Gas entwichen war (ca. zehn Minuten). Fir 10 ml Firbelésung wurden 9,5
m] Soerensens-Puffer mit 500 pl -Naphthylacetat-Losung und 50 ul der Para-
rosanilin-NaN0Q;_Losung vermischt, so daB die zunichst triibe weifle Fliissigkeit
fast kiar wurde; dieses Gemisch wurde danach im Dunkeln filtriert.
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Die filtrierte Losung wurde auf die trockenen Cytospin-Préparate aufgetropft (ca.
100 pl/Préparat), und die Priparate anschlieBend 45 Min. mit der Losung inku-
biert.

Der iiberschiissige Farbstoff wurde dann durch Waschen in 1 % PBS-Puffer ent-
fernt und die Azo-Farbstoftbildung mikroskopisch kontrolliert. Alle Priparate
wurden schlieBlich wieder mit Himalaun nach Mayer gegengefirbt und mit
Aquamount eingedeckelt.

3.4  Mikroskopische Auswertung

Die Priparate wurden lichtmikroskopisch (Leitz Laborfux B) mit 40-facher Ver-
grofierung ausgewertet.

Durch die Gegenfirbung mit Mayer's Himalaun stellten sich alle Zellen mit dun-
kelblauem Zellkern und blaBblauem Zytoplasma dar. Makrophagen wurden mor-
phologisch anhand ihrer ZellgroBe, ihres unregelméBigem Cytoplasmas und des
groBen Kerns erkannt und von kleineren Zellen mit ringformigen Kernstrukturen,
Monozyten ("bohnenférmiger” Kern bei groBerem Zellvolumen) oder Lympho-
zyten (groBer runder Zellkern mit schmalen Zytoplasmasaum) unterschieden. An-
tikorperpositive Zellen waren rot angefirbt, sichtbar als feine rote Granula, die we-
gen der membranstindigen Antigene BM8 und Iz diffus iiber die Zelle verteilt
waren, bei blauem Zellkern.

Esterase-positive Zellen zeigten sich als rétliche Zellen mit feinen bis groben braun-
roten Granula im Cytoplasma bei blaulich-violettem Kern. Da auch Monozyten
Esterase-positiv reagieren, mufite die Abgrenzung zum Makrophagen wie bei den
nicht angefirbten Zellen anhand morphologischer Kriterien erfolgen. Alle angefirb-
ten Zellen mit "bohnenformigem” Kern wurden als Monozyten definiert und nur die
Zellen, die einen groBen Kern mit viel unregelmiBigem Cytoplasmasaum besaBen,
als Makrophagen gewertet.

3.5  Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitiit der Zellen

Nach Ernte der Zellen wurde bei allen Kulturansitzen die Gesamtzellzahl mit der
Neubauer-Zihlkammer mikroskopisch bestimmt. Durch Anfirben der geernteten
Zellpellets mit Trypanblau konnte der Anteil toter Zellen pro Schale bestimmt wer-
den. Dabei nahmen nur die toten, lysierten Zellen den Farbstoff auf (Trypanblau-
Exklusionsmethode).

Eine Differenzierung in Makrophagen und andere Zellen (z. B. Lymphozyten, Gra-
nulozyten, Makrophagenvorstufen) war durch die geringe mikroskopische Ver-
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groBerung bei Verwendung der Zahlkammer und die ungefirbten Zellstrukturen
nicht moglich.

3.6  Statistische Auswertung

Jeder Versuchsansatz enthielt eine gepoolte Zellsuspension aus Knochenmark-
stammzellen von Femurknochen von 3-12 Miusen. Es wurden Auszuchttiere
(NMRI-Stamm) verwendet, so daB eine groBtmogliche genetische Variabilitat ge-
geben war.

Ein Ansatz bestand aus mindestens 3 bis maximal 15 Kulturschalen und war hin-
sichtlich der verwendeten Pharmaka immer unterschiedlich zusammengesetzt. Firr
die statistische Auswertung wurde daher von unverbundenen Stichproben ausge-
gangen. Jede Versuchsreihe wurde mindestens zweimal, die Versuche an Tag 2

und Tag 3 mindestens sechsmal wiederholt.

Pro Versuchsansatz wurde eine Null-Kontrolle mitgefiihrt, die statt Pharmakonzu-
satz 10 pl 0,9 % NaCl enthielt.

In jedem Praparat wurden drei zufillig ausgesuchte Gesichtsfelder ausgezahlt und
dabei zwischen 400 und 600 Makrophagen gezihlt. Der Anteil positiver, d.h.
BMS8-, 1 4- oder Esterase-positiv angefirbter Zellen wurde in % ausgezahlter
Makrophagen pro Préparat ausgedriickt.

Zur statistischen Auswertung wurde das Rechnerprogramm Statgraphics der Fach-
hochschule Kln angewendet (freundlicherweise von Prof. Dr. H. Stenzel zur Ver-
fiigung gestellt) und pro Préparat der Mittelwert, die Standardabweichung vom
Mittelwert sowie der Standardfehler des Mittelwertes (Standard error of mean:
SEM) berechnet.

Da wegen der relativ geringen Versuchsanzahl von durchschnittlich sechs Versu-
chen pro Versuchsreihe eine Normalverteilung der getesteten Stichproben im Sinne
einer GauBschen Verteilungskurve statistisch nicht anzunehmen war, wurde zur
Uberpriifung des Signifikanzniveaus der Ergebnisse von p < 0,05 der Wilcoxon-
Paar-Test fiir unverbundene Stichproben herangezogen.
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Der im Vergleich zur Kontrollgruppe erhohte oder erniedrigte Anteil positiver
Zellen wurde als absolute und relative Stimulation (negative Stimulation = Sup-
pression) ausgedriickt. Unter absoluter Stimulation ist zu verstehen der Differenz-
betrag zwischen Parmakongruppe und Kontrollgruppe, mit der relativen oder pro-
zentualen Stimulation ist dieser Differenzbetrag in Bezug zur Kontroligruppe ge-
setzt,

Abs. Stimulation =Pha -K
Rel. Stimulation = % Stimulation = (P. h?('K 100

Pha = Mittelwert des Pharmakons
K= Mittelwert der Kontroligruppe.
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4. Ergebnisse
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Tabelle 1:  EinfluB der Immunmodulatoren auf die Gesamtzellzahl pro Kul-
turansatz nach 48 Stunden Inkubation.

Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler des Mit-
telwerts SEM aus n Versuchen.

Pharmakon [M] n Zellzahl x 10° SEM
Kontroile 19 3,0 0.2
InPx 10° 4 24 0.4
InPx 10 6 2,7 03
InPx 107 4 2,5 0,4
InPx 10° 4 2,8 03
InPx 10° 2 32 0,2
Inosin 10° 4 2,4 R
Inosin 10 6 3,1 0,2
Inosin 107 4 32 0,5
Inosin 10°* 4 2,8 04
DipPacBa 10°* 6 3,2 0,3
DipPacBa 10 6 2,6 0,2
DipPacBa 107 4 2,6 0,4
DipPacBa 10* 4 2,6 0,5
DipPacBa 10° 2 3,0 0,3
Dip 10° 6 33 0,2
PacBa 10° 6 34 0,1
0K432 10°¢ 4 2,7 0,1
0K432 107'¢ 6 2,7 0,2
0K432 1074 4 2,8 0,1
0K432 107 2 3,2 0,1
Dexamethason 107 7 3,2 0,2
Dexamethason 10* 5 2,8 0,2
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4.1 EinfluB der Immunmodulatoren auf die Gesamtzellzah! nach Inkuba-
tion mit einem Immunmodulator iiber 48 und 72 Stunden

Die Ergebnisse, dargestelit in Tabelle 1 (Tag 2) und Tabelle 2 (Tag 3), zeigen
deutlich, daB kein Immunmodulator einen EinfluB auf die Zellzahl nach Zellkultur
hatte. Auch bei hohen Pharmakondosierungen traten weder proliferative noch pro-
liferationshemmende Effekte auf die Zellen auf. Keine Substanz hatte also mitoge-
ne oder cytostatische Eigenschaften. Alle Abweichungen von der Kontroligruppe
lagen im Rahmen der statistischen Standardabweichung und waren daher nicht
signifikant.

Lediglich Dexamethason 10-7 M schien die Zellausbeute nach dreitigiger
Zellkultur gering zu erhohen, allerdings nicht statistisch signifikant. Die insgesamt
geringere Zellzahl nach 72 Stunden Zellkultur war bekanntermafen (Neumann und
Sorg, 1980) durch das Absterben der in der Kultur vorhandenen Granulozyten und
anderer Zellen und ihrer Phagozytose durch die reifenden Makrophagen bedingt.

Tabelle 2: Vergleich der Gesamtzellzahl pro Kulturansatz nach 72 Stunden
Inkubation in Abhingigkeit des eingesetzten Immunmodulators.

Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler des Mittel-
werts SEM aus n = 6 (n = 7 fur Kontrolle) Versuchen.

Pharmakon [M] Zellzahi x 10° SEM
Kontrolle 1,9 0,1
InPx 10° 2,0 0,1
Inosin 10°° 2,0 0,1
DipPacBa 10* 2,0 0,1
DipPacBa 10* 1,9 0,1
Dip 10° 1,9 0,1
PacBa 107 2,0 0,2
0OK432 104 1,9 0,1
Dexamethason 107 2.4 0,2
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4.2 Einflul der Inmunmodulatoren auf die Vitalitiit der Zellen nach 48
und 72 Stunden Zellkultur

Wie aus Abbildung 3 und 4 ersichtlich wird, nahm die toxische Wirkung eines Im-
munmodulators, ausgedriickt als Erhdhung des Anteils toter Zellen im Vergleich
zur Kontrolle, mit steigender Dosierung des Pharmakons zu. Bei allen Immunmo-
dulatoren deutete der Verlauf der Kurve sogar auf eine exponentielle Zunahme der
Toxizitat mit steigender Dosierung des Pharmakons hin. Dosissteigerungen auf
10-4 M erhahten den Anteil toter Zellen auf iiber 25 % und wurden deshalb nicht
weiter untersucht.

Statistisch signifikant war die toxische Wirkung hoher Dosen DipPacBa (10-5 M
und 10-6 M), InPx und OK432. Auch Dexamethason 10-7 M fithrte zu einer stati-
stisch signifikanten Erhohung des Anteils toter Zellen; mit 13 % lag dieser Anteil
jedoch deutlich unter der als Ausschlu8grenze gesetzten MaximalgroBe von ca.

15 %. Obwohl DipPacBa 10-5 M oberhalb dieses Limits lag, wurde es wegen sei-
ner iiberdurchschnittlichen Wirkungen weiter untersucht. Alle anderen Pharmaka
wurden bei den weiteren Versuchen in Dosierungen verwendet, die bei noch zu
erwartender Wirkung eine tolerable Toxizitdt aufwiesen.

Wie aus Tabelle 4 (5. Anhang) deutlich wird, hatten sich nach dreitagiger Zellkultur
die Kulturbedingungen im System stabilisiert, abgestorbene Zellen z. B. der Gra-
nulozytopoese waren durch die reifenden Makrophagen phagozytiert (Neumann
und Sorg, 1980), so daB der Anteil toter Zellen in allen Zellkulturen mit oder ohne
Immunmodulatorzusatz deutlich reduziert war. DipPacBa 10-5 und InPx 106 M
hatten jedoch noch eine statistisch signifikante toxische Wirkung auf die Zellen.
(Die Einzelwerte flir Tag 2 sind als Tabelle 3 im Anhang aufgelistet).
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4.3  EinfluB der Inmunmodulatoren auf den I5-positiven Makrophagen.

Es zeigte sich, daB in den Zellkulturen nur ein sehr kleiner Anteil aller Makropha-
gen das Io-Antigen trug. Nach dreitagiger Inkubation reagierten unabhingig vom
zugesetzten Pharmakon lediglich 0,1 % aller Zellen 14 -positiv.

Nach einer Inkubationsdauer von 4 Tagen waren im Mittel nur zwischen 3,1 und
3,6 % der Zellen I5-positiv.

Kein Immunmodulator konnte also die Auspragung des I-Antigens des
Makrophagen stimulieren. Dexamethasonzusatz zur Zellkultur reduzierte hingegen
den Anteil positiver Zellen von 3,1 % der Kontrolle auf 0,6 % . Wegen der sehr
niedrigen Zahlen war ein supprimierender Effekt durch lichtmikroskopisches
Auszihlen der Priparate erst ab dem vierten Kulturtag nachweisbar.

Die Ergebnisse dieses Versuchstages sind in Tabelle 5 dargestelit.

Tabelle S:  Immunmodulation des 1,-Makrophagen
Stimulation Tag 0 - 4

Angegeben sind der Mittelwert, die Standardabweichung vom
Mittelwert S, , sowie der Standardfehler des Mittelwerts SEM.

Pharmakon [M] Versuch A | Versuch B X S, < SEM
Kontrolle 28 3.3 3,1 04 | 03
InPx 10 3,9 2,9 3.4 0.7 0,5
Inosia 10°¢ 3,6 3,0 3.3 0,4 0.3
DipPacBa 10¢ 33 38 3.6 04 0.3
Dexamethason 1077 0,8 0,3 0,6 0,4 0,3

-35.



4.4  Dosis-Wirkungs-Beziehungen zwischen den Immunmeodulateren und
den Knochenmarkmakrophagen

Der Einflu8 der Pharmakondosierung auf die Modulation des Knochenmarkma-
krophagen wurde nach zweitagiger Zellkultur iiberpriift und so die optimale Wirk-
konzentration der Immunmodulatoren ermittelt.

4.4.1 BMS8-Auspriigung

Aus der graphischen Darstellung (Abb. 5 und 6, Tab. 6 - 8 mit Einzelwerten, siehe
Anhang) wird deutlich, daB nur die Salzkomponente DipPacBa und die Strepto-
kokkenpriparation OK432 die Anzahl der BM8-Makrophagen dosisabhingig ver-
mehren konnten, Dexamethason hingegen mit steigender Konzentration zu einer
drastischen Verminderung der BM8-Makrophagen fiihrte.

Inosin und InPx blieben dagegen in jeder Dosierung wirkungslos. Der stimulie-
rende Effekt des DipPacBa nahm mit héherer Konzentration zwar immer weiter
zu, gleichzeitig stieg allerdings die toxische Wirkung auf die Zellen (siehe 4.2.).
Das Wirkprofil des OK432 war dagegen eher glockenkurvenartig, die optimale
Konzentration lag bei 10-1.6M.

Dexamethason supprimierte schon im unteren Dosisbereich von 10°9 M die BM3-
Ausprigung. Dieser Effekt war jedoch nach dreitagiger Zellkultur nicht mehr sta-
tistisch signifikant (siehe Abb. 6, Tab. 8).

4.4.2 Esterase-Ausprigung

Ahnliche Ergebnisse wie fiir den BM8-Makrophagen ergaben sich auch fiir den
Esterase produzierenden Makrophagen, graphisch in Abb. 7 und 8 sowie in Tabelle
9-11 im Anhang dargestelit. DipPacBa fithrte mit steigender Dosierung zu einer
Zunahme des Anteils Esterase produzierender Makrophagen. InPx zeigte eine eher
glockenkurvenartige Dosis-Wirkungsbeziehung mit einem statistisch signifikanten
Effekt bei der Konzentration 106 M. Inosin blieb in allen Dosierungen wir-
kungslos, und auch bei OK432 konnte aufgrund groBer Schwankungen der MeB-
werte keine statistisch signifikante Vermehrung des Esterasemakrophagen festge-
stellt werden. Dexamethason, das hinsichtlich der Esterase-Produktion lediglich als
10-7 M und 10-8 M Konzentration iiberpriift wurde, fiihrte zu einer dosisabhéingi-
gen Suppression der Esterase-Produktion.
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4.4.3 Bestimmung der optimalen Wirkkonzentration der Immunmodulato-
ren

Anhand der Dosis-Wirkungsbeziehungen konnte fiir jede Substanz die Wirkkon-
zentration bestimmt werden, die sowohl den BM8-Typus als auch den Esterasety-
pus optimal stimulierte.

InPx und Inosin erreichten beide als 10-6 M Konzentration die besten Ergebuisse.
Dies war auch fiir DipPacBa die optimale Konzentration, da es dann bei noch ver-
tretbarer Toxizitdt beide Makrophagen signifikant stimulierte. Zusitzlich wurde die
toxischere, aber stirker stimulierend wirkende Konzentration von 10-> M wegen
der iiberdurchschnittlichen Wirkung weiter untersucht, die Einzelkomponenten Dip
und PacBa in spiteren Versuchen jedoch in der besser vertriglichen Konzentration
von 10-6 M verwendet. Die optimale Wirkkonzentraion des OK432 lag bei

10-1,6 M. Obwohl 10-6 M Dexamethason den BM8-Makrophagen am starksten
supprimierte, wurden die weiteren Versuche mit der schwiicheren Konzentration
von 10-7 M durchgefiihrt, da auch damit sehr gute Ergebnisse erzielt wurden und
so unphysiologisch hohe Konzentrationen vermieden wurden.
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4.5  EinfluB der Inkubationsdaver der Pharmaka auf die Immunmodulati-
on der Knochenmarksmakrophagen

Um Aussagen iiber die zeitliche Wirkung der Immunmodulatoren zu erhalten, wur-
den die Knochenmarkszellen iiber 1 bis 5 Tage mit dem Immunmodulator inku-
biert.

Dabei wurden die Zellen fiir Inkubationszeiten bis zu 3 Tagen in Petri-Perm-Scha-
len kultiviert, fiir langere Inkubationszeiten von vier und fiinf Tagen wurden Te-
flon-Sackchen verwendet. Fir die lingere Kulturzeit erwiesen sich die Petri-Perm-
Schalen als ungeeignet, da die Zellausbeute ab Tag 4 in den Schalen zu gering
wurde, um die erforderliche Anzahl Cytospinpréiparate zu erhalten, wihrend die
Zellausbeute in den Teflon-Sickchen noch ausreichend war. Zellvitalitat und Mor-
phologie waren in beiden Kultursystemen gleich.

Alle Pharmaka wurden dabei in der Konzentration verwendet (OK432 10-1.6 M,
Dexamethason 10-7 M, InPx, Inosin, DipPacBa je 10-6 M, sowie zusitalich
DipPacBa 10-3 M), wie sie in den Titrationsversuchen als optimal erkannt worden
waren,

Zur besseren Veranschaulichung wurde der Anteil positiver Zellen (BM8 bzw.
Esterase} als absolute bzw. relative Abweichung von der Kontrollgruppe gegen die
Inkubationsdauer in Tagen graphisch dargestelft (Abb. 9 und 10, Tabelle 12-15 mit
Einzelwerten im Anhang). Die relative Abweichung entspricht dabei der prozentua-
len Stimulation [relative Abweichung = % Stimulation = (Pha-K)/K- 100], die ab-
solute Abweichung (= Stimulation) gibt die Differenz zwischen Pharmakon und
Kontrollgruppe an. Fiir alle stimulierend wirkenden Pharmaka ergaben sich dabei
sehr dhnliche Kurvenverliufe. Dexamethason als Immunsuppressor zeigte jedoch
einen deutlich anderen Verlauf.

Anhand der relativen Abweichung von der Kontrollgruppe lief3 sich jetzt fiir jede
Substanz der Zeitpunkt der optimalen, d.h. maximalen Wirkung im ReifungsprozeB
der Zellkultur angeben. Gleichzeitig konnte aus der Beziehung der Graphen zuein-
ander die Wirkpotenz der einzelnen Substanzen abgeschitzt werden.

4.5.1 EinfluB der Inkubationsdauer auf die Inmunmodulation des BM§-
Makrophagen

Wie aus Abb. 9 ersichtlich wird, konnten die Immunstimulantien InPx, Inosin,

DipPacBa und OK432 den BM8-Makrophagen nur an den ersten drei Kulturtagen
beeinflussen.
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Die wirkungsvollste Substanz war dabei das Salz DipPacBa in der 10-3 M Konzen-
tration. Bereits nach 24 Stunden Zellkultur wurde ein stimulierender Effekt auf den
BM8-Makrophagen erkennbar, der nach 48 Stunden Zellkultur sein Maximum
erreichte. Bei Verwendung der niedrigeren Konzentration von 10-6 M DipPacBa
zeigten sich insgesamt etwas gemilderte Kurvenverliufe, wobei hier durch die we-
niger aggressive, niedrigere Konzentration ein etwas protrahierter Effekt sichtbar
wurde mit nur geringfiigig schwicherer Wirkung nach 72 Stunden als nach 48
Stunden. InPx war nur schwach wirksam mit einer maximalen Wirkung nach 72
Stunden. Inosin erzielte an keinem Versuchstag ein statistisch signifikantes Ergeb-
nis und war damit zur Stimulation des BM8-Makrophagen unwirksam.

0K432 erreichte wie DipPacBa sein Wirkmaximum bereits nach 48 Stunden Zell-
kultur. Die Wirkpotenz der Streptokokkenpréparation lag dabei zwischen den bei-
den DipPacBa-Konzentrationen.

Ab Tag 4 war kein Einfluf} der genannten Substanzen auf den BM8-Makrophagen
mehr nachweisbar. (siche dazu Tabelle 12 und 13 im Anhang). Mit oder ohne Im-
munmodulator entstanden nach fiinfiigiger Zellkultur im Mittel 75 % Makropha-

gen.

Keine Substanz konnte den Anteil der BM8-Makrophagen also dauerhaft vermeh-
ren; gleichzeitig war damit aber auch ein schidlicher Einflufl der Substanz auf das
Kultursystem ausgeschlossen. Die Wachstumskinetik des Dexamethasons zeigte im
Vergleich zu den anderen Substanzen einige Unterschiede. Das Wirkmaximum war
nach dreitégiger Zellkultur erreicht, aber schon nach 24 Stunden war ein sup-
primierender Effekt des Glucocorticoids deutlich. Die supprimierende Wirkung
hielt auch noch an Tag 4 und 5 an, erkennbar am kontinuierlich fallenden Graphen
der Abb. 9 (abs. Stimulation).

4.5.2 EinfluB der Inkubationsdauer auf die Inmunmodulation des Esterase-

produzierenden Makrophagen

Die Wachstumskinetik der Esteraseproduzierenden Makrophagen verhielt sich
ghnlich wie die der BM8-Makrophagen (s. Abb. 10, Tabellen 14 und 15 im An-
hang). Eine immunmodulatorische Wirkung wurde aber im Unterschied zum BM8-
Makrophagen friihestens an Tag 2 nachweisbar. Esterase als Enzym des reifen
Makrophagen exprimierten an Tag O nur ca. 5 % aller Zellen. Auch nach 24
Stunden Inkubation fanden sich im Mittel in allen Kulturschalen
(Immunmodulatoren und Kontrolle) nur ca. 7,5 % positive Zellen
(Schwankungsbreite von 6,1 bis 8,9 %).
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Nach zwei Tagen Zellkultur wurde der Einfluf} der Immunmodulatoren sichtbar.
Im Gegensatz zum BM8-Makrophagen wurde die maximal stimulierende Wirkung
aller Pharmaka erst nach 72 Stunden Zellkultur erreicht. Ebenfalls deutliche Unter-
schiede zum BM8-Typus gab es hinsichtlich der Wirkpotenz der Pharmaka. So
erwies sich die Gesamtsubstanz InPx als die stirkste Substanz, besser wirkend
noch als DipPacBa 10-5 M. Das Salz hingegen hatte zwar eine etwas schwichere
Wirkung, die aber bei beiden DipPacBa-Konzentrationen auch am 4. Tag noch an-
hielt, wenn auch wegen der geringen Versuchsanzahl ein statistisch signifikantes
Ergebnis nicht erreicht wurde.

Inosin war, wie auch schon bei der Stimulation der BM8-Makrophagen, die
schwichste Substanz. Das Wirkmaximum lag ebenfalls am 3. Kulturtag. Trotz
scheinbar identischer Stimulationsraten an Tag 2 und 3 wurde ein statistisch signi-
fikantes Ergebnis erst nach 72 Stunden erzielt.

Die Streptokokkenpriparation OK432 war ebenfalls stark wirksam, etwas schwa-
cher als DipPacBa 10~ M. Auch hier schien eine Wirkung iiber den 3. Tag hinaus
(Wirkmaximum) moglich, wobei wie bei DipPacBa das Ergebnis nicht signifikant
war,

Nach einer fiinftigigen Kulturzeit war bei keiner stimulierenden Substanz ein Ein-
fluB auf den Esterasemakrophagen mehr nachweisbar. Ca. 85 % aller Makropha-
gen produzierten dann die unspezifische Esterase, unabhingig vom verwendeten
Immunstimulator.

Dexamethason konnte im Gegensatz zu allen anderen Pharmaka die Esterasepro-
duktion unterdriicken. Besonders deutlich wurde dies bei Darstellung der absoluten
Stimulation.

Ein erstes Wirkmaximum trat nach 72 Stunden Zellkultur auf, nach 5 Tagen war
bei einer nahezu identischen Suppressionsrate von 40 % ein zweites Wirkmaximum
erreicht, aufgrund der geririgen Versuchsanzahl aber noch nicht statistisch
signifikant. Da jedoch sowohl die Ergebnisse von Tag 4 als auch von Tag 5 weit
auflerhalb des Standardfehlers des Mittelwertes der Kontrollgruppe lagen, war ein
supprimierender Effekt des Dexamethasons auch an diesen Versuchstagen sehr
wahrscheinlich. Verglichen mit dem BM8-Typus wirkte Dexamethason auf den
Esterasetypus etwas schwicher; lediglich an Tag 5, an dem es méglicherweise ein
zweites Wirkmaximum hat, war es starker supprimierend.
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4.6  Variationsbreite der Inmunmodulation nach zwei und drei Tagen
Zellkultur

Da sich die immunmodulierenden Effekte der gleichen Pharmaka fast ausschlieBlich
an Tag 2 und 3 des Zellkultursystems ereigneten, wurden hier die meisten Versu-
che durchgefithrt, um statistisch relevante Ergebnisse zu erhalten.

Bei der Emmittlung der Dosis-Wirkungsbeziehungen auf den BM8-Makrophagen
hatte sich DipPacBa wirksamer als die Gesamtsubstanz InPx erwiesen. Um den
Wirkmechanismus von DipPacBa weiter aufzuschliisseln, wurden jetzt zusitzlich
die beiden Einzelkomponenten Dip (1,1-Dimethylamino-2-propanol) und PacBa
(4-Acetamidobenzoat) untersucht.

Graphisch wurden die Ergebnisse der beiden Versuchstage jeweils fiir BM8 und
Esterase in Form eines "box und whisker plots" dargestellt (L.C. Hamilton, 1990).
Dieses bot die Moglichkeit, die ermittelten Daten in ihrer gesamten Streubreite
darzustellen. Die Lange der "box" spiegelte dabei den Bereich wider,in dem sich
50 % aller erhobenen Daten befanden; die "whiskers”, d.h. die senkrechten Balken,
markierten den minimalen und maximalen Wert.

Da bei der geringen Versuchsanzahl von im Durchschnitt n= 6 sog.

" Ausreilerwerte" den statistischen Mittelwert erheblich verindern kénnen, wurde
bei dieser Form der graphischen Darstellung zusitzlich der fiir solche Untersu-
chungen mathematisch exaktere Median (Zentralwert) als waagerechter Balken in
der Box angegeben. Das Kreuz "x" zeigt den arithmetischen Mittelwert der MeB-
werte an.

(Werden die MeBwerte ihrem Betrag nach als Rangfolge angeordnet, so ist der
Median als der Wert definiert, der diese MeBreihe halbiert (Ramm und Hofmann,
1982).)
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4.6.1 Variationsbreite der Inmunmodulation des BM8-Makrophagen nach
zwei Tagen Zellkultur
(Abbildung 11)

Bereits 48 Stunden nach Inkubation mit DipPacBa wurde die BM8-Ausprigung
signifikant gesteigert, wihrend die Gesamtsubstanz InPx sowie die Nukleinsdure
Inosin keinen EinfluB hatten. Interessanterweise konnte auch PacBa allein den An-
teil der BM8-Makrophagen signifikant erhéhen. Der PacBa-Effekt war dabei nur
geringfligig schwicher als nach Stimulation mit DipPacBa 10-6 M. PacBa war of-
fenbar an Tag 2 fiir die stimulierenden Eigenschaften des DipPacBa hauptverant-
wortlich. Die zweite Komponente Dip blieb wirkungslos.

Die Streptokokkenpriparation OK432 fithrte zwar zu einer deutlichen Vermehrung
der BM8-Makrophagen, die Einzelergebnisse streuten jedoch betrachtlich (groBe
"box", lange "whiskers” und eine deutliche Diskrepanz zwischen Median und Mit-
telwert.) Die immunstimulierende Wirkung war in ihrer Stirke also unterschiedlich
ausgeprigt, war jedoch statistisch signifikant.

Dexamethason supprimierte bereits nach 48 Stunden sehr wirkungsvoll die BM8-
Auspragung.
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Abb. 11 Immunmodulation des BM8-Makrophagen, dargestellt als "box and

whisker -plot" nach zweitagiger Knochenmark-Kultur der Zellen.
“X" geben den Mittelwert aus n = 6 Versuchen an, die "whiskers"
zeigen den minimalen und maximalen MeBwert an, die Grofle der
"box" gibt den Bereich an, in dem sich 50 % aller Mefiwerte
befinden, der waagerechte Balken in der Box markiert den
Medianwert.

* zeigen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe
fur p < 0,05 als Signifikanzniveau an.
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4.6.2 Variationsbreite der Inmunmodulation des BM8-Makrophagen nach
drei Tagen Zellkultur
(Abbildung 12)

Nach 72 Stunden Zellkultur stimulierte auch InPx den BM8-Makrophagen. InPx,
DipPacBa sowie PacBa (aile in der Konzentration von 10-6 M) fuihrten jetzt alle in
etwa zum gleichen Anteil an BM8-Makrophagen; bezogen auf die prozentuale
Stimulationsrate (s. Tabelle 13 im Anhang) war jedoch PacBa die wirksamste
Substanz, die offenbar an Tag 3 auch ihr Wirkmaximum hatte. Die Hauptwirkung
des DipPacBa wurde offenbar wieder von PacBa ausgeiibt. Inosin und Dip blieben
weiterhin ohne EinfluB auf den BM8-Makrophagen. Dip fiel dabei durch eine
grofle Streuung der Einzelwerte auf, sichtbar an der iiberdurchschnittlich langen
Box, sowie der betréachtlichen Diskrepanz von Median und Mittelwert. DipPacBa
in der hoheren Konzentration von 10-3 M zeichnete sich durch eine hohe Konstanz
der Einzelergebnisse bei weiterhin sehr starkem stimulierenden Effekt aus. Der
Einflul des OK432 entsprach in etwa dem des InPx, wobei die MefBergebnisse im
Vergleich zum zweiten Kulturtag wesentlich konstanter waren.

Dexamethason erreichte seine maximale Wirkung mit einer mehr als 50-prozenti-
gen Reduktion des Anteils der BM8-Makrophagen.
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Abb. 12 Immunmodulation des BM8-Makrophagen, dargestellt als "box and

whisker - plot" nach dreitagiger Knochenmark-Kultur der Zellen.
"X" geben den Mittelwert aus n = 6 Versuchen an, die "whiskers"
zeigen den minimalen und maximalen MeBwert an, die GroBe der
"box" gibt den Bereich an, in dem sich 50 % aller Mefwerte
befinden, der waagerechte Balken in der Box markiert den
Medianwert.

* zeigen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontroligruppe
fur p < 0,05 als Signifikanzniveau an.
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4.6.3 Variationsbreite der Inmunmodulation des Esterase produzierenden
Makrophagentyps nach zwei Tagen Zellkultur (Abbildung 13)

Bis auf Inosin und OK432 modulierten alle eingesetzten Substanzen den Esterase
produzierenden Makrophagen. Nach 48 Stunden Kulturzeit waren InPx und
DipPacBa 10-5 M gleich stark, DipPacBa 10-6 M deutlich schwécher wirksam.
Beide Einzelkomponenten Dip und PacBa stimulierten die Esteraseproduktion
gleichermaflen gut und waren, bezogen auf die prozentuale Stimulationsrate (s.
Tabelle 15 im Anhang), einzeln sogar stirker wirksam als ihre zusammengesetzte
Form DipPacBa gleicher Konzentration. OK432 blieb bei einer sehr grofien Streu-
ung der Einzelwerte wirkungslos. Dexamethason reduzierte den Anteil Esterase
produzierender Makrophagen um fast 30 %.

4.6.4 Variationsbreite der Inmunmodulation des Esterase produzierenden
Makrophagentyps nach drei Tagen Zellkultur
(Abbildung 14)

Alle eingesetzten Pharmaka modulierten nach 72 Stunden Zellkultur den Esterase-
Makrophagen. Den stirksten stimulierenden Effekt aller Substanzen hatte dabei die
Gesamtsubstanz InPx. PacBa und Dip waren beide wieder in etwa gleich wirksam,
schwicher als InPx, aber interessanterweise einzeln jeweils stirker wirksam als
DipPacBa gleicher Konzentration, so daf3 hier ein antagonistischer Effekt méglich
wire. Offenbar war, um die volle Wirkung zu entfaiten, die Nukleinsiure Inosin
notwendig. Diese stimulierte erstmalig auch allein eingesetzt den Esterase-Typus.
Bei Vereinigung mit DipPacBa zum InPx zeigte sich dann nach drei Tagen
Zellkultur die volle Wirkung.

DipPacBa in der hoheren Konzentration stimulierte ebenso wie OK432 deutlich die
Esteraseproduktion.

Dexamethason konnte dagegen die Esteraseproduktion wieder drastisch vermin-
dern.
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Abb. 13 Immunmodulation des Esterase-Makrophagen, dargestellt als
"box and whisker - plot” nach zweitagiger Knochenmark-Kultur der
Zellen.

"X" geben den Mittelwert aus n = 6 Versuchen an, die "whiskers"
zeigen den minimalen und maximalen MeBwert an, die Grofie der
"box" gibt den Bereich an, in dem sich 50 % aller MeBwerte
befinden, der waagerechte Balken in der Box markiert den
Medianwert.

* zeigen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe
fiir p < 0,05 als Signifikanzniveau
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Abb. 14 Immunmodulation des Esterase-Makrophagen, dargestelit als
"box and whisker - plot" nach dreitagiger Knochenmark-Kultur der
Zellen.

"X" geben den Mittelwert aus n = 6 Versuchen an, die "whiskers"
zeigen den minimalen und maximalen MeBwert an, die GroéBe der
"box" gibt den Bereich an, in dem sich 50 % aller MeBwerte
befinden, der waagerechte Balken in der Box markiert den
Medianwert )

* zeigen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe
fur p < 0,05 als Signifikanzniveau
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S. Diskussion

Pharmaka, die eine stimulierende oder supprimierende Wirkung auf das Immun-
system ausiiben, sind bereits seit langem bekannt und werden mit wechselndem
Erfolg in der Klinik angewandt (Wybran, 1988; Werner et al, 1986). Bisher ist die
klinische Nutzung jedoch schwierig und wird meist rein empirisch gehandhabt, da
der genaue Wirkmechanismus und Zielort einschlieBlich aller Zellsubpopulationen
meist nicht genau bekannt sind (Spreafico, 1985). Makrophagen nehmen aufgrund
ihrer Effektor- und Regulatorfunktionen eine zentrale Position im Immunsystem
ein. Eine gezielte Beeinflussung ihrer einzelnen Unterpopulationen wiirde deshalb
einen erheblichen Fortschritt in der Immuntherapie bedeuten.

Bei in vivo-Untersuchungen spielen Verteilung und Metabolisierung der Pharmaka
sowie die Zell-Zell-Interaktionen von Immunzellen, Epithelien und Endothelien
eine grofie Rolle bei der Beurteilung von Pharmakonwirkungen.

Durch diese Arbeit konnte nun unter Umgehung vieler dieser Faktoren, indem wir
als Untersuchungssystem ein in vitro-Modell verwendeten, eine direkte stimulie-
rende oder supprimierende Wirkung von immunmodulierenden Substanzen auf den
Makrophagen allein, ohne Beriicksichtigung von Wechselwirkungen mit anderen
Teilen des Immunsystems, nachgewiesen werden.

Dazu wurde je ein Vertreter eines synthetischen Inmunmodulators (Inosin
Pranobex), eines biologischen (0K432) und eines hormonel| aktiven Stoffes
(Dexamethason) ausgewihlt und ihr Einflu auf drei Makrophagensubtypen, die
anhand ihrer Oberflichenmarker BM8 oder IA bzw. aufgrund der Produktion un-
spezifischer Esterase differenziert wurden, tiberpriift.

5.1  Das Knochenmark-Kultursystem als in vitro-Modell fiir Untersuchun-
gen an Makrophagenmonokulturen

Fur die Anziichtung der Makrophagen wurde ein Suspensions-Kultur-System ge-
wihlt, wie es von Summer und Goud beschrieben wurde (Summer et al, 1972;
Goud et al, 1975). Als Kulturgefifle wurden bei dieser Untersuchung Petri-Perm-
Schalen mit Teflon-Boden, bzw. Sickchen aus Teflonfolie verwendet. Dadurch
lieB sich die Adhirenz der Zellen am GefiBboden vermeiden. Die Zellen haften nur
locker an der Folie und kénnen, ohne Schaden zu nehmen, "geerntet” werden, ihre
Oberflachenstrukturen und ihre Zellfunktionen bleiben erhalten (von der Meer et al,
1978; Malorny et al, 1981). Es findet keine Aktivierung der Makrophagen statt
(Dinarello 1988, Haskill et al, 1988) Ein Vorteil der Petri-Perm-Schalen besteht in
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der leichteren Handhabung der Kulturschalen bei gleicher Vitalitit und Zellmor-
phologie der Makrophagen im Vergleich zum Teflonsickchen. Da die Zellausbeute
in den Schalen wie von Malorny et al (1988) beschrieben deutlich geringer ist als in
den Teflon-Sickchen, wurden die Versuche ab dem 4. Kulturtag in Sickchen
durchgefiihrt. In Bezug auf die Zellausbeute entspricht die vorliegende Arbeit auch
sehr gut den Ergebnissen von Neumann und Sorg (1980). Hinsichtlich der Estera-
se-produzierenden Makrophagen ergaben sich jedoch Unterschiede (nach 5 Tagen
Zellkultur 30 % bei Neumann und Sorg, 86 % in der vorliegenden Arbeit), die mit
unterschiedlichen Konzentrationen an M-CSF des jeweils zugesetzten L-Zell-Me-
diums sowie einem genetisch anderen Zellmaterial (BALB/c-Inzucht-Mause ge-
geniiber den hier verwendeten NMRI-Auszucht-Mausen) erklart werden konnen.

Die Entwicklung der BM8-Makrophagen ist dagegen sehr gut mit den Ergebnissen
von Malorny et a) (1986) und Zwadlo-Klarwasser et al (1994) vergleichbar.
Sowohl bei Malorny et at (1986) als auch in der vorliegenden Arbeit finden sich in
den frithen Kulturstadien (Tag 1-3) immer weniger Esterase- als BM8-Makropha-
gen, nicht jeder BM8-Makrophage kann also gleichzeitig Esterase produzieren. Es
lassen sich so deutlich zwei Subpopulationen abgrenzen.

Die Auspragung des 1 o-Antigens des Makrophagen bei Knochenmark-Kultur der
Zellen wird in der Literatur sehr unterschiedlich beschrieben und soll daher geson-
dert diskutiert werden.

Die Struktur des in vitro-Systems bietet die Méglichkeit, durch Beschrankung auf
eine Zellpopulation diese gezielt zu beeinflussen. Die gewonnenen Ergebnisse las-
sen sich jedoch nicht unmittelbar auf die Situation im Gesamtorganismus iibertra-
gen. Das Immunsystem als Ganzes ist ein derart komplexes System mehrerer
Regelkreise mit positiven und negativen Riickkopplingsmechanismen, daB Wir-
kungen auf die Einzelzelle durch Zell-Zell-Interaktionen gesteigert, aufgehoben
oder sogar antagonisiert werden konnen. So bestehen doch erhebliche Unterschie-
de dieser in vitro-Untersuchung gegeniiber den Ergebnissen in vivo (Zwadlo-Klar-
wasser et al, 1992 a). Dennoch lassen sich gerade anhand solcher Differenzen wei-
tere Wirkungsvoraussetzungen der Substanzen wie Anwesenheit bestimmter
Cytokine oder Wirkungsvermittlungen iber direkten Zellkontakt abschitzen, wie
sowohl fur die Immunglobulinproduktion von B-Zellen nach Glucocorticoidgabe
(Orson und Auzenne, 1988) als auch fiir die Makrophagen vermittelte Suppression
der Lymphozyten (Zwadlo-Klarwasser et al, 1994) beschrieben wurde.

Bezogen auf die Immunmodulation der Oberflichenmarker oder der Enzympro-
duktion als Stoffwechselleistung des Makrophagen bietet das Knochenmark-Kul-
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tursystem optimale Voraussetzungen. Im Gegensatz zur Zellkultur von z. B. reifen
Peritonealmakrophagen handelt es sich hier um omnipotente Stammzellen, die, be-
dingt durch ihre Unreife, auf Anderungen der Kulturbedingungen, z. B. durch Im-
munmodulatorzusatz, mit einer Anderung ihres Phinotypen reagieren konnen und
so eine beschleunigte oder verzogerte Entwicklung erfahren kénnen (Neumann und
Sorg, 1980).

Wie aus den Kinetikversuchen mit einer Inkubationszeit tiber 1-5 Tage deutlich
wird, 148t sich das System mit Immunstimulantien wie InPx, Inosin, DipPacBa und
OK432 in der vorliegenden Arbeit nur an den ersten drei Kulturtagen beeinflussen,
Zielzelle ist also der mdglichst junge Makrophage, der durch das Immunstimulanz
schneller zum BMS8- oder Esterasemakrophagen ausreift. Ob sich durch die
toxischen Eigenschaften der Substanzen auf die Stammzelle weniger Makrophagen
bilden, 146t sich durch diese Untersuchung nicht kiiren, da lediglich die Ge-
samtzellzahl, nicht aber der Anteil Makrophagen am Gesamtzellaufkommen be-
stimmt wurde. Schadliche Einfliisse auf den Differenzierungsprozess der
Makrophagen sind jedoch nicht nachweisbar. Die Immunstimulantien andern nur
den zeitlichen Verlauf des Differenzierungsprozesses im Sinne einer schnelleren
Reifung; die Anzahl BM8- oder Esterase produzierender Makrophagen ist nach
flinftégiger Zellkultur in Kontrofl- und Stimulanzgruppe gleich.

5.2  Auswirkung der Inmunmodulatoren auf die Gesamtzellzahl nach
Knochenmarkkultur

Bei der vorliegenden Arbeit wurde fiir jeden zur Zellkultur zugesetzten Immunmo-
dulator nach zwei und drei Tagen Knochenmarkkultur die Gesamtzellzahl pro
Kulturschale mit der Neubauer-Zahlkammer lichtmikroskopisch bestimmt. Dabei
konnte bei der geringen VergroBerung nicht zwischen Makrophagen und anderen
Knochenmarkzellen unterschieden werden.

Alle Immunmodulatoren verhielten sich dabei weitgehend gleich; keine Substanz,
auch Dexamethason nicht, konnte die Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle erhhen
oder emied.n'gen.

Dies entspricht den Ergebnissen von van der Meer et al (1986). Auch hier bleibt
nach Gabe von Dexamethason oder Hydrocortison zu Knochenmarkstammzellen
der Maus die Gesamtzellzahl gleich, aber der Anteil an Makrophagenkolonien wird
dosisabhingig stark reduziert. Dabei verringert sich vor allem der Anteil an
Vorlduferzellen wie Monoblasten und Promonozyten. Durch Zugabe des
Glucocorticoids wird demnach die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung
unterdriickt, erkennbar auch an der verminderten DNA-Syntheserate. Auch Ishii et
al (1983) konnten eine glucocorticoidbedingte Abnahme der Makrophagenkolonien
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bei zunichst gleichbleibender Gesamtzellzahl nachweisen, nach siebentégiger Kno-
chenmark-Kultur war jedoch auch die Gesamtzellzahl im Vergleich zur Kontroll-
gruppe deutlich erniedrigt. Interessanterweise war das korpereigene Cortisol dem
Dexamethason hinsichtlich der Wirkung auf die Zah! der Makrophagenkolonien
iiberlegen. Bei der vorliegenden Arbeit wurde pro Cytospinpriparat jeweils das
Verhiltnis der Subpopulationen (15, BM8, Esterase) zur Gesamtmakrophagen-
menge fiir jeweils drei Gesichtsfelder ermittelt, nicht jedoch der Anteil an
Makrophagen am Gesamtzellaufkommen pro Gesichtsfeld.

Da die nicht angefirbten Makrophagen (d.h. die I5-negativen bzw. BM8- oder
Esterase-negativen Makrophagen) anhand ihrer typischen Zellmorphologie diffe-
renziert wurden, konnten Makrophagenvorstufen, die bei einer zahlenmiBigen Er-
hhung im Vergleich zur Kontrollgruppe auf eine verzogerte Reifung hinweisen
witrden, nicht erfafit werden.

Ob durch Glucocorticoide wie das Dexamethason tatsichlich die Makrophagen-
proliferation sowie die Entwicklung zum “Endprodukt” Makrophage verzégert ist,
kann deshalb anhand dieser Untersuchungsmethode nicht geklirt werden.

Aus Untersuchungen an humanen Fibroblasten weifl man jedoch, dafl Dexamet-
hason die Genexpression des Granulozyten-Monozyten-koloniestimulierenden
Faktors unterdriicken kann, was die nach Glucocorticoidgabe bekannte Leukope-
nie (Granulo- und Monozytopenie) erklaren kann, da auf Stammzellenebene die
Proliferation nicht mehr stimuliert wird; die M-CSF-Produktion wird durch Dexa-
methason jedoch nicht gestort. (Tobler et al 1992)

5.3. Der IA—Makrophage im Knochenmark-Kuoltursystem

Der I5-Makrophage nimmt aufgrund seiner Fahigkeit, Antigen an T-Helfer-Zellen
zu prasentieren und damit sowoh! die zellulire wie die humorale Immunantwort zu
induzieren, eine herausragende Position im Immunsystem ein. So ist zum Beispiel
die Wirkung eines Immunogens als Impfung zur Steigerung der zellvermittelten
Immunitét unmittelbar abhéingig von der Fahigkeit des Immunogens, die Anzahl
1A-Makrophagen zu erhohen (Matsui und Arai, 1992).

Der Anteil spontan im Knochenmark entstehender [5-Makrophagen wird in der
Literatur sehr kontrovers beurteilt. In der vorliegenden Arbeit waren nach 4 Tagen
Zellkultur lediglich maximal 3,6 % aller Makrophagen 14-positiv. Dies stimmt sehr
gut mit den Ergebnissen von Calamai et al (1982) iiberein, demzufolge maximat
2,5 % aller Makrophagen das 14-Antigen tragen, unabhingig von der Kulturdauer.
Demgegeniiber berichteten andere Autoren iiber einen wesentlich htheren Anteil
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an [ 5-Makrophagen von 30 - 90 % bei einer Knochenmark-Kulturdauer von 7 - 13
Tagen, ohne daf die Zellen zusitzlich stimuliert oder aktiviert wurden (Hauschildt
et al, 1990; Nibbering et al, 1987; Malorny et al, 1986).

Die Ausprigung des 15-Antigens ist offenbar unmittelbar vom Zellzyklus abhén-
gig. Solange sich das System noch in der Proliferationsphase (Tag 0 - 4) (Neumann
und Sorg, 1980) befindet, lassen sich kaum I5-Makrophagen finden. Auch bei der
vorliegenden Arbeit lieB sich der I5-Anteil erstmals an Tag 4 prozentual angeben.
Er lag vorher bei unter 1 % im o/oo-Bereich.

Wird der Makrophagenkoloniestimulierende Faktor aus der Makrophagenkultur
entfernt, so steigt der Anteil an 15-Makrophagen kurzfristig an. Diese spontante

1A -Ausbildung ist jedoch nur voriibergehend; durch geeignete Stimuli in der Kno-
chenmark-Kutltur, wie Zusatz von Lymphokinen und Gabe von Adjuvantien wie
Listerien bet gleichzeitigem Entfernen des M-CSF kann prinzipiell jeder Makro-
phage zur Ausprigung des I1-Antigens angeregt werden (Calamai et al, 1982).
M-CSF scheint jedoch die Ausprigung von 14 zu inhibieren, wihrend der
GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-Koloniestimulierender Faktor) die 15-Ent-
wicklung eher fordert (Falk et al, 1988).

Ein wesentlicher Faktor, der die Synthese und Ausprigung des 14 in den
Makrophagen induzieren kann, scheint Interferon-Gamma aus Lymphozyten oder
den Makrophagen selbst zu sein (Steeg et al, 1982; Falk et al, 1988). Dies trifft
auch auf humane Blutmonozyten zu. Ist Interferon-Gamma abwesend, so verlieren
die Monozyten ihr dem I 5 entsprechendes DR-Antigen; ist es jedoch in der Kultur
vorhanden, so bleiben sie DR-positiv (Sztein et al, 1984). Alle Untersuchungen
zeigen deutlich, daB zur Ausbildung des 15-Antigens offenbar zunichst eine Akti-
vierung der Makrophagen, z. B. mittels Interferon-Gamma, erfolgen muB3. Dies
konnte erkliaren, warum in der vorliegenden Arbeit keine Substanz den 14~Subtyp
der Makrophagen zu stimulieren vermochte.

Obwohl sich in in vivo-Studien (Zwadlo-Klarwasser et al, 1992 a; Sasaoki et al,
1992) OK432 als hochwirksam zur Induktion des I5-Antigens erwiesen hat, be-
einflufit es in vitro, wie diese Arbeit zeigt, diese Makrophagen-Subpopulation nicht
in signifikantem Ausmaf3. Vom OK432 ist bekannt, daB es auf Blutmonozyten In-
terferon-Alpha und -Gamma liberierend wirkt (Noda et al, 1986). Auch T-Zellen
werden in Gegenwart von OK432 zur Interferon-Gamma-Ausschiittung angeregt
(Colotta et al, 1985).

Maglicherweise steigert OK432 in vivo also erst iiber eine Interferon-Freisetzung
aus T-Zellen die 15-Ausprigung der Makrophagen. Dies entspricht auch einer
weiteren Studie (Kawaguchi et al, 1983), bei der in vitro nur dann ein gesteigerter
Anteil 14-positiver Peritonealmakrophagen gefunden wurde, wenn die Tiere vor
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der Zellkultur mit OK432 intraperitoneal immunisiert wurden, nicht jedoch, wenn
Peritonealmakrophagen unbehandelter Mause erst in vitro mit OK432 zusammen
kultiviert wurden.

Entsprechendes wie fiir das OK432 148t sich auch fir das InPx mit seinen Kompo-
nenten postulieren. InPx und DipPacBa steigern in vivo beide die 15-Ausprigung
und damit den Anteil antigen-prisentierender Zellen (Zwadlo-Klarwasser et al,

1992; Tsang et al, 1987); in vitro bleiben sie hingegen ebenso wirkungslos wie
0K432.

Es ist also offenbar fiir die Stimulation des I5-Makrophagen ein Zusammenspiel
mehrerer Immunzellen bzw. ihrer Produkte in Form von Cytokinen notwendig;
eine direkte Beeinflussung des I5-Makrophagen ist durch diese beiden Substanzen
(InPx und OK432) anscheinend nicht moglich.

5.4  Dosis-Wirkungs-Beziehungen der untersuchten Pharmaka auf die

Makrophagen-Subpopulationen BMS8- und Esterase produzierenden
Makrophagen

Einige der auf die beiden Subpopulationen stimulierend wirkenden Pharmaka
zeigten bei Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen ein im weitesten Sinne
glockenkurvenartiges Profil. Die angedeutete Form der Glockenkurve ist aus den
Graphiken fiir InPx, Inosin (Esterase) und OK432 ersichtlich und ist aus in vivo-
Untersuchungen fiir Inmunmodulatoren bereits bekannt (Dréger et al, 1988,
Spreafico, 1985).

Mit ansteigender Dosis kann der gewiinschte Effekt so lange gesteigert werden, bis
er schlieBlich maximal wird, eventuell nach einer Art Plateauphase bei weiterer
Dosiserhohung auf diesem Niveau bleibt und schlieBlich mit noch hoherer Dosis
wieder vermindert wird. Erkldren 4Bt sich dieser Kurvenverlauf u.a. durch die
einsetzenden Gegenregulationsmechanismen der betroffenen Zellen auf die Stimu-
lation, durch toxische Wirkungen der Substanzen in hohen Konzentrationen; aber
auch antagonistische Wirkungen der Pharmaka auf die Einzelzelle spielen eine
Rolle. So kénnen die Organellen der Einzelzelle unterschiedlich sensibel auf die

Pharmakondosierungen reagieren, wodurch gegenteilige Effekte der Substanz aus-
gelost werden.

In vivo konnen mit ansteigender Dosierung mehrere Zellpopulationen gleichzeitig
beeinfluBt werden. Am Scheitelpunkt der Kurve ist das Zusammenspiel der einzel-
nen Zellsysteme optimal flir den gewtinschten Effekt; weitere Dosiserhohungen
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kénnen eine Hemmung, aber auch Inhibition der Zielzellen bewirken (Spreafico,
1985).

Auch bei den eher hyperbolisch verlaufenden Dosis-Wirkungs-Beziehungen des
DipPacBa oder des Dexamethason ist wahrscheinlich durch den hier gewihiten
Dosisbereich nur der ansteigende Schenkel der Glockenkurve gemessen worden.
Noch héhere Pharmakonkonzentrationen hitten wahrscheinlich bei beiden Sub-
stanzen ebenfalls zu einem Maximaleffekt und nachfolgender Wirkungsabschwi-
chung gefiihrt. Da jedoch fiir das DipPacBa bereits in der Konzentration von

10-3 M eine starke Toxizitdt der Substanz nach 48stiindiger Zellkultur erkennbar
wurde (20 % tote Zellen), und diese durch Inkubation in noch hoherer Konzentra-
tion von 104 M weiter anstieg (30 % tote Zellen), wurde auf eine weitere Konzen-
trationserh6hung verzichtet.

5.5 Inosin Pranobex

Fiir Inosin Pranobex wurden in der Literatur bisher hauptsichlich einige Wirkun-
gen auf die T-Zell-Subpopulation beschrieben (De Simone et al, 1982; Hadden und
Giner-Sorolla, 1980; Ginsberg, 1988). Ein Teil dieser Veranderungen scheint je-
doch durch Makrophagen vermittelt zu werden, so die gesteigerte Aktivitit der
Ty-Zellen (Tsang P. et al, 1987) durch Erhéhung des Anteils der 15-Makrophagen
als Vertreter der antigen-prisentierenden Zellen. Andere Autoren konnten eine
Steigerung der chemotaktischen Aktivitit (Tsang K. et al, 1983) und eine ver-
mehrte Phagozytosefihigkeit der Makrophagen nachweisen (Hadden und Giner-
Sorolla, 1980; Wybran et al, 1978).

Nach Gabe von Inosin Pranobex wird auBerdem die Interferonproduktion gestei-
gert und vermehrt Interleukin-1 aus den Makrophagen freigesetzt (Bunta und
Peris, 1981; Dréger et al, 1988). In anderen Arbeiten, so Vecchi et al (1978) und
Binderup (1985), ist ein Inosin Pranobex -Effekt auf Makrophagen jedoch nicht
nachzuweisen.

Die vorliegende Arbeit 14t hingegen auf einen direkten Einfluf} der Substanz und
ihrer Einzelkomponenten auf den BM8-Subtyp und den Esterase-produzierenden
Makrophagen schlieBen, wahrend der I5-Typus von Inosin Pranobex nicht beein-
fluBt wird.
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5.5.1 Wirkung auf den BM8-Makrophagen

In vitro ist 72 Stunden nach Gabe von Inosin Pranobex ein signifikanter Anstieg
der Zahl der BM8-Makrophagen zu beobachten. Dies steht im Gegensatz zur in-
vivo-Untersuchung von Zwadlo-Klarwaser et al (1992 a). Hierbei wurden Mausen
téglich immunmodulierende Substanzen wie InPx intraperitoneal verabreicht und
Peritonealmakrophagen nach 1, 3 und 5 Tagen auf BM8, [ und unspezifische
Esterase untersucht.

Peritonealmakrophagen sind allerdings nur bedingt mit den geziichteten
Knochmarkmakrophagen vergleichbar, da es sich um bereits ausdifferenzierte,
residente Makrophagen handelt im Gegensatz zu den Knochenmarksmakrophagen,
die wihrend ihrer Reifungsphase verschiedene Differenzierungsstadien mit unter-
schiedlichen Phanotypen durchlaufen (Neumann und Sorg 1980). Fiir Inosin
Pranobex zeigen sich dabei an allen drei Tagen keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zu den Kontrolltieren. Die Salzkomponente DipPacBa iibt hingegen in
vitro wie in vivo einen starken Einflufl auf den BM8-Subtypen aus. Die stirkere
Wirkung des Salzes steht auch im Gleichklang zur Untersuchung von Driger et al
(1988), in der, ebenfalls in vivo, die Wirkung von Inosin Pranobex auf die humora-
le und zellulire Immunantwort untersucht wurde. Dabei zeigte sich eine Stimulie-
rung von B- und T-Helfer-Zellen sowie eine vermehrte 11-1-Freisetzung aus
Makrophagen, wobei die DipPacBa-Wirkung auf die B-Zellen stiirker ausgeprigt
war als nach Gabe von Inosin Pranobex und dariiber hinaus frither auftrat (Tag 4
gegeniber Tag 5 nach Inosin Pranobex).

Dip und PacBa beeinflussen den BM8-Makrophagen in vivo anders als in vitro.
Dip ist in vitro unwirksam zur Stimulation des BM8-Makrophagen, PacBa bewirkt
eine deutliche Steigerung dieses Subtyps. In vivo zeigen sich dagegen fiir PacBa
eher inhibitorische Einfliisse auf den Peritonealmakrophagen, wihrend Dip zu einer
deutlichen BM8-Stimulation fiihrt.

Inosin wird von einigen Autoren als die einzig entscheidende Komponente im
Wirkmechanismus des Inosin Pranobex angesehen (Hadden und Giner-Sorolla,
1980; Drews, 1985). Zumindest beim Lymphozyten, der nur iiber geringe Purinre-
serven verfligt, konnen Purine wie Inosin von auBen in die Zelle transportiert wer-
den und stehen dann iiber den "salvage pathway" zur Nucleosidbiosynthese zur
Verfligung und fuhren damit letztendlich tber eine gesteigerte Transkription und
Translation zur vermehrten Proteinbiosynthese von Oberflichenmarkern der Zelle
(Hadden und Giner-Sorolla, 1980). DipPacBa wiirde dieser Hypothese nach ledig-
lich als Transportvehikel in die Zelle dienen (Drews, 1986).
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Im Knochenmark-Kultursystem bleibt Inosin als Einzelsubstanz unwirksam. Nach
72 Stunden finden sich zwar geringfiigig mehr BM8-Makrophagen als in der Kon-
trollgruppe; der Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant. Auch wenn es
mit dem sog. “Transportvehikel" DipPacBa zu Inosin Pranobex vereinigt ist, ist der
Anteil der BM8-positiven Zellen immer noch kleiner als nach DipPacBa-Gabe in
gleicher Konzentration allein.

Zur Exprimierung des BM8-Antigens scheint also der Purinanteil Inosin nicht not-
wendig zu sein, er schwicht mdglicherweise sogar die DipPacBa-Wirkung ab, da
DipPacBa allein sogar als 10-7 M Konzentration den BMB8-Makrophagen stimulie-
ren kann.

Die Hypothese, daB Inosin Pranobex iiber eine vermehrte Bereitstellung von
mRNA durch VergroBerung des Nucleinsdurepools immunmodulierend wirkt, kann
damit zumindest fiir den BM8-Makrophagen nicht untermauert werden.

5.5.2 Wirkungen auf den Esterase produzierenden Makrophagen

Hinsichtlich der Esteraseproduktion erweist sich die Stimulierung mit der Gesamt-
substanz Inosin Panobex als stirker wirksam als die Stimulierung mit den Einzel-
substanzen DipPacBa, Dip, PacBa oder Inosin. In vivo ist Inosin Pranobex vergli-
chen mit DipPacBa und Dip schwicher wirksam, aber stirker als PacBa (Zwadlo-
Klarwasser et al, 1992 a). Dip und PacBa iiben auf den Knochenmarkmakrophagen
beziiglich der Esteraseproduktion einen starken EinfluBl aus. Die prozentuale Sti-
mulation ist groBer als nach Gabe von DipPacBa gleicher Konzentration.

Die unspezifische Esterase gilt als Marker des reifen Makrophagen (Neumann und
Sorg, 1980). Durch Inosin Pranobex wird also die Ausreifung der Zellen beschleu-
nigt. Hierbei scheint der Purinanteil Inosin hilfreich zu sein. In Kombination von
Inosin mit DipPacBa wird der Esterase-Subtyp wesentlich stirker beeinfluft als bei
Zugabe von Inosin, Dip, PacBa oder DipPacBa allein. Dieses entspriche der Inter-
pretation des Inosins als Wirksubstanz und DipPacBa als Transportsubstanz in die
Zelle, wie von Drews (1986) und Hadden und Giner-Sorolla (1980) beschrieben.
Die Enzymsynthese wiirde demnach durch Inosin verstirkt angeregt. Wenn die
Vermehrung des Anteils der Esterase-Makrophagen auf eine gesteigerte Protein-
biosynthese aufgrund des mittels Inosin vermehrten Purin-Pools zunickzufiihren
ist, miiBte iiber den selben Mechanismus auch die Auspriigung des BM8-Antigens
vermehrt werden. Inosin allein, das auf den BM8-Makrophagen unwirksam ist,
kann den Esterase-Typus deutlich stimulieren, obwoh! es nach der Hypothese von
Drews (1986) auf DipPacBa als Transportsubstanz angewiesen ist.
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DipPacBa in der hoheren Konzentration iibt fiir sich allein schon einen starken Reiz
auf den Esterase-produzierenden Makrophagen aus. AuBerdem ist es die einzige
Substanz, die auch nach 4 Tagen Zellkultur einen geringen, wenn auch, durch die
geringe Versuchsanzah! bedingt, einen statistisch nicht signifikanten Effekt auf den
Makrophagen ausiibt. Die vorliegenden Ergebnisse sprechen also eher gegen die
Hypothese von Drews (1986) und Hadden und Giner-Sorolla (1980).
Mabglicherweise kann Inosin jedoch als Stoffwechselprodukt oder Enzymsubstrat
dazu beitragen, die Ausreifung zum Esterasemakrophagen zu beschleunigen.

56 OK432

Im Gegensatz zum InPx werden fiir einen groBen Teil der immunmodulierenden
Wirkungen der Streptokokkenpriparation OK432 Makrophagen verantwortlich
gemacht. So steigt zum Beispiel nach intraperitonealer Gabe die Tumorizidie der
Makrophagen,; die Zellen exprimieren vermehrt das I5-Antigen auf ihrer Oberfla-
che, der Anteil antigen-prasentierender Zellen steigt von 30 % auf iiber 80 % an
(Colotta et al, 1985, Ujiie, 1987). Die intraperitoneale Gabe induziert dabei die
Entstehung von zwei Makrophagensubtypen, einen 15-negativen, zytotoxischen
Makrophagen und einen I A-positiven, Interleukin-1 sezernierenden Makrophagen
(Kawaguchi et al, 1983). Lebermakrophagen exprimieren nach intraventser
OK432-Applikation ebenfalls vermehrt das 15-Antigen und schiitten vermehrt den
Tumornekrosefaktor -Alpha (TNF-or) sowie das zytotoxische Superoxidanion Op-
aus (Sasaoki et al, 1992).

OK432 bewirkt eine generelle Makrophagenaktivierung, zu erkennen an der ge-
steigerten Ausschiittung von Interleukin-1 (Il -1), IL-8 und TNF-o (Komada et al,
1992; Nakashima et al, 1992; Uchida und Klein, 1985). Yang et al (1992) konnten
zeigen, daf die tumorizide Wirkung der OK432 durch Freisetzung dieser Mono-
kine aus den Makrophagen und der daraus folgenden Granulozytenaktivierung
entsteht.

Nach intraperitonealer Gabe werden auch mikroskopisch erkennbare Veranderun-
gen sichtbar. Die sogenannten Milchflecken des Omentum majus wandeln sich
durch die gesteigerte Makrophagenmigration in die Peritonealhohle fibrotisch um
(Shimotsuma et al, 1992).

Die meisten dieser Ergebnisse wurden mittels in-vivo-Studien an Mauseperito-
nealmakrophagen gewonnen.

Bei dieser Untersuchung ist durch die Wahl des in vitro-Systems mit Knochen-
markstammzellen der Maus eine Interaktion des OK432 mit anderen Immunzellen
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ausgeschlossen,so daB die direkte Wirkung der Substanz auf die einzelnen Subpo-
pulationen 1 -, BM8- und Esterase produzierende Makrophagen beurteilt werden
kann. Es zeigt sich dabei, da3 zwar eine starke Wirkung auf den inflammatorischen
Makrophagen BM8 ausgeiibt und auch die Enzymsynthese der Zelle angeregt wird;
der Anteil an I5-Makrophagen bleibt nach OK432-Gabe jedoch unverindert
niedrig.

5.6.1 Wirkung auf den BM8-Makrophagen

Diese Untersuchung zeigte, da8 eine Inkubation mit OK432 in vitro zu einer Ver-
mehrung der BM8-Makrophagen fiihrt. Im frithen Kulturstadium nach 24 Stunden
mit mehr als 85 % BM8-negativen Makrophagen ist die Streptokokkenpréparation
noch ohne Einflul. Nach 48 Stunden Inkubationszeit wirkt OK432 maximal, und
auch nach 72 Stunden ist die Wirkung noch ausgeprigt.

In vivo steigt nach intraperitonealer Gabe der Anteil der BM8-Makrophagen signi-
fikant an, auch die Makrophagen der Milz reagieren deutlich auf OK432 mit einer
Steigerung der Rate des inflammatorischen Makrophagen BM8 (Zwadlo-
Klarwasser et al, 1992 a).

Bei in-vivo-Untersuchungen trifRt die Substanz im Gegensatz zum in vitro-System
auf bereits ausgereifte Zellen, die aus dem Knochenmark in ihre Endorgane ausge-
wandert sind. Durch die intraperitoneale Gabe 16st die bakterielle Substanz eine
Entziindungsreaktion aus, die zu einer Migration von Makrophagen in die Perito-
nealhshle fiihrt (Umesaki et al, 1992) und den BM8-Makrophagensubtyp stimu-
liert. Durch die in-vitro-Effekte des OK432 auf den isolierten Makrophagen ist eine
direkte Wirkung der Substanz auf den Makrophagen nachweisbar, da Zell-Zell-
Kontakte mit anderen Immunzellen durch das System ausgeschlossen sind.

5.6.2 Wirkung auf den Esterase-Makrophagen

Durch OK432 wird in vitro auch die Esterase-Produktion der Makrophagen ange-
regt, was wieder auf eine raschere Ausreifung der Zelle hindeutet (Neumann und
Sorg, 1980). Allerdings wirkt die Substanz erst nach 3 Tagen maximal. Ob die
Streptokokkenpraparation eine etwas iltere Zielzelle benétigt oder einfach eine
lingere Einwirkzeit auf die Kulturzellen braucht, 148t sich durch die veorliegenden

Ergebnisse nicht entscheiden.

Interessanterweise zeigt sich die stimulierende Wirkung nur im in-vitro-Modeil der
Knochenmarkmakrophagen. Bei der in-vivo-Untersuchung der Peritonealmakro-
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phagen (Zwadlo-Klarwasser et al, 1992 a) bleibt die Substanz nach intraperitonea-
fer Gabe wirkungslos. Obwohl offenbar eine direkte Beeinflussung des Makropha-
gen mit OK432 moglich ist, wie diese Untersuchung zeigt, scheinen im Organismus
doch andere Faktoren die Wirkung abzuschwichen oder zu modifizieren.

Auffallend bei dieser Substanz biologischen Ursprungs war eine im Vergleich zu
allen anderen Substanzen groBe statistische Streubreite der Ergebnisse, d.h., an
manchen Tagen wurden tiberdurchschnittlich viele Makrophagen zur Esterase-
oder auch BM8-Produktion angeregt, wihrend an anderen Tagen kaum eine Wir-
kung nachweisbar war.

Eine nicht exakt reproduzierbare Wirkung ist auch von anderen dhnlich dem

0K 432 hergestellten biologischen Préparationen wie BCG oder Corynebacterium
parvum bekannt (Renoux, 1988).

Beim OK432 entstehen, bedingt durch den HerstellungsprozeB des Lyophilisierens
getrockneter Streptokokken, keine chemisch definierbaren Stoffe, sondern ver-
schiedenartige Bruchstiicke der Bakterien mit einer moglicherweise unterschiedli-
chen immunogenen Potenz, was die deutliche Schwankungsbreite der Ergebnisse
erkldren konnte.

5.7  Dexamethason

Dexamethason besitzt u.a. starke immunsuppressive Wirkungen, die in der Klinik
hiufig in ganz unterschiedlichen Bereichen Anwendung finden, so z. B. in der
Onkologie oder der Therapie von Autoimmunerkrankungen.

Ein Teil der immunsuppressiven Wirkungen wird dabei durch eine Anderung im
Funktionsstatus des mononukledren phagozytiren Systems erreicht. So wird z. B.
die Interleukin-1-Ausschiittung durch Glucocorticoide in vivo wie in vitro gehemmt
(Hag, 1988; Arend und Massoni, 1986; Cunha und Ferreira, 1986; Cunha et al,
1985; Snyder und Unanue, 1982), sowohl bei humanen wie bei tierischen (Maus,
Ratte, Schwein) Makrophagen.

Glucocorticoide fiihren dabei rezeptorvermittelt nach Transport in den Zellkern zu
einer Anderung der Proteinbiosynthese mit einer verringerten Transcription der
mRNA fur Interleukin-1 (Lew et al, 1988).

Andere Autoren verneinen hingegen eine Sekretionshemmung von -1, schreiben
dem Hydrocortison jedoch eine II-1-antagonistische Wirkung zu (Rhodes et al,
1986).
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Die antiinflammatorischen und immunsuppressiven Wirkungen beruhen im wesent-
lichen auf zwei unterschiedlichen Mechanismen.

Zum einen kann durch eine Hemmung des Arachidonsiurestoffwechsels mittels
einer Inhibition der Genexpression der Phosphorylase A die Produktion von Ent-
zindungsmediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen gedrosselt werden
(Flower, 1985). Zusitzlich kénnen Glucocorticoide eine von aktivierten inflam-
matorischen Makrophagen induzierte Form der Cyclooxigenase hemmen und so
eine iiberschieBende Entziindungsreaktion verhindern bzw. regulieren (Masferrer et
al, 1992).

Zum anderen wird die Transkription bestimmter Gen-Sequenzen moduliert, so dafl
je nach Differenzierungs- und Aktivierungsgrad die Genexpression z.b. fiir Cyto-
kin- oder Entziindungsmediatorenproduktion gefordert oder reprimiert wird
(Russo-Marie, 1992; Bamnes und Adcock, 1993)

Dexamethason kann so z. B. die Produktion von Komplementfaktoren wie C3,
Faktor B und Faktor H, die zur alternativen Komplementaktivierung notwendig
sind, verhindern und damit die Entziindungsreaktion mindern (Lemercier et al,
1992). Das second messenger Protein der Glucocorticoide, Lipcortin-1

(Annexin 1), scheint dabei als Regulatorprotein das AusmaB einer Entziindung zu
steuern, z.B. iiber eine Veranderung der Mediatorenausschittung aus den Makro-
phagen, gleichzeitig aber auch durch Verminderung der Phagozytosefihigkeit die
immunologisch wichtigen Makrophagenfunktionen zu beeinflussen (Goulding und
Guyre, 1993).

Mit der vorliegenden Arbeit kann mit Hilfe des Knochenmark-Kultursystems ge-
zeigt werden, dafl Dexamethason auf der Ebene der Stammzellen in die Differen-
zierung zu bestimmten Subpopulationen eingreift und so z. B. durch Verminderung
des BM8-Makrophagen antiinflammatorisch wirkt, oder durch Verringerung des
Anteils von 1 4-positiven Makrophagen die Antigenprisentation an die T-Helfer-
Zelle unterdriickt, also eine Immunsuppression bewirkt.

Zusitzlich kann beim Menschen sowie bei bestimmten Primaten durch Glucocor-
ticoide sogar ein spezieller antiinflammatorischer Makrophagensubtyp RM 3/] in-
duziert werden (Zwadlo-Klarwasser et al, 1990 und 1992 b).

5.7.1 Dexamethasonwirkung auf den BM8-Makrophagen
Dexamethasonzusatz zur Knochenmark-Kultur fuhrt, wie die vorliegende Arbeit

zeigt, zu einer drastischen Verminderung des Anteils an BM8-Makrophagen.
Gleichzeitig wird nach van der Meer (1986) die Gesamtmenge an Makrophagen
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vermindert (s. 5.2), so daB damit der Anteil der BM8-Makrophagen noch weiter
zuriickgeht.
Der BM8-Makrophage gilt als typischer Vertreter eines inflammatorischen Makro-
phagentyps (Malomy et al, 1986). Verringerung dieser Zellpopulation durch das
Glucocorticoid Dexamethason bewirkt also eine Entziindungshemmung.
Funktionell gesehen gehdren die BM8-Makrophagen zu den Phagozytosezellen
(Malorny et al, 1986, 1988). Eine Abnahme dieser Subpopulation in der Zellkultur
setzt demnach die Phagozytosekapazitit herab, ein Effekt, der auch von Grasso et
al (1982) fiir Peritonealmakrophagen nach Dexamethasongabe im in-vitro-Versuch
beschrieben wurde. Glucocorticoidbehandelte Makrophagen sezernieren zudem
Faktoren, die die Randmigration neutrophiler Granulozyten fordern (Frank und
Roth, 1986), so dafl es zur weiteren Abwanderung unspezifischer Phagozyto-

- sezellen aus dem Entziindungsgebiet kommt.

Der BM8-Makrophage ist auBerdem in der Lage, den Migration-inhibierenden
Faktor (MIF) zu sezernieren (Malorny et al, 1988), ein Cytokin, das die Makro-
phagen im Entziindungsgebiet festhilt. Eine Verminderung dieser Zellpopulation
durch Dexamethason fiihrt so im Gegenzug zu einer vermehrten Abdriftung der
Makrophagen.

Die Dexamethasonwirkung auf den BM8-Makrophagen ist sehr stark dosisabhin-
gig. Bereits in einer Dosierung von 10-2 M werden signifikant weniger BM8-Ma-
krophagen gebildet; dabei halt die supprimierende Wirkung im Gegensatz zu allen
anderen Immunmodulatoren so lange an, wie sich das Dexamethason in der Zell-
kultur befindet. Die Wirkung ist schon nach 24 Stunden Zellkultur nachweisbar
und ist nach 72 Stunden maximal ausgepragt.

Fiir humane Blutmonozyten konnen bei in-vitro-Versuchen supprimierende Effekte
auf die antimikrobielle und antifungale Aktivitat der Makrophagen ebenfalls nach
24 Stunden, besser 36 Stunden nach Inkubation mit Dexamethason in Konzentra-
tionen von 10-7 und 10-8 M beobachtet werden; Dosierungen also, die im norma-
len therapeutischen Bereich liegen (Schaffner, 1985).

5.7.2 Dexamethasonwirkung auf den IA-Makrophagen

Spontan finden sich im Knochenmark-Kultursystem nur wenige Makrophagen, die
das I 5-Antigen tragen (siehe auch 5.1.1 - Der I 5-Makrophage im Knochenmark-
Kultursystem). Dennoch ist, wie diese Arbeit zeigt, nach viertagiger Zellkultur un-
ter Dexamethasonzusatz eine weitere Verminderung dieses Anteils von im Mittel
3,6 % auf 0,6 % der Makrophagen méglich. Der I 5-Makrophage mit seiner her-
ausragenden Fahigkeit, Antigen anderen Immunzellen zu présentieren und damit
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die Immunreaktion zu starten, wird durch die Glucocorticoidgabe also nahezu
vollstindig aus dem System eliminiert.

Hinsichtlich der Wirkung von Glucocorticoiden auf diesen Makrophagentyp
kommt die wissenschaftliche Literatur zu recht unterschiedlichen Ergebnissen. So
fithrt in vitro die Exposition von humanen Blutmonozyten mit Candida albicans als
Antigen unter Glucocorticoidgabe zu einer Vermehrung des MHC 11 - Antigens
der Monozyten (Rhodes et al, 1986).

Maiusemakrophagen reagieren hingegen auf Hydrocortison- oder Dexamethason-
gabe mit einer drastischen Verminderung des I5-Antigens (Vespa et al, 1987;
Snyder und Unanue, 1982). Glucocorticoide unterdriicken dabei dosisabhiingig ein
nur transitorisch auf Antigenreiz gebildetes I 4-Antigen. Auf Makrophagen, die
kontinuierlich 15 exprimieren, sind sie jedoch wirkungslos (Vespa et al, 1987).
Auch die durch Interferon-Gamma gesteigerte 15 -Ausprigung wird durch Dexa-
methason dosisabhingig stark supprimiert (Salkowski und Vogel, 1992).

Das von murinen Peritonealmakrophagen nach einer Listerieninfektion gebildete
Io-Antigen wird schon durch geringe Dosen Hydrocortison oder Prednisolon stark
reduziert und gleichzeitig die Interleukin-1-Sezernierung stark vermindert. Die
Fihigkeit des Makrophagen, Antigen zu prisentieren, wird durch die Glucocor-
ticoidgabe drastisch eingeschrinkt. Dieser starke immunsuppressive Effekt tritt
schon bei einer Dosis von 10-8 M auf (in vivo und in vitro)., d.h., im therapeuti-
schen Dosisbereich bei klinischer Anwendung (Snyder und Unanue, 1982).

Auch in der vorliegenden Arbeit liegt die zur Reduktion des 15-Subtyps im Kno-
chenmark-Kultursystem verwendete Dosierung mit 10-8 M Dexamethason im the-
rapeutischen Bereich der Substanz.

Schon geringe Mengen Dexamethason sind zumindest im Tierexperiment in der
Lage, die Immunantwort des Kérpers empfindlich zu storen, sowoh! hinsichtlich
der Antigenprisentation (I4) als auch in der Effektorphase der Immunantwort
durch Verringerung der inflammatorischen Makrophagen (BM8).

Da Glucocorticoide im klinischen Alltag sehr verbreitet sind und héufig unter ande-
rem als antiodemat&se, abschwellende Substanzen eingesetzt weden, sollte die
bereits in diesem Dosisbereich von 10-8 - 10-7 M aufiretende, in diesen Fillen
unerwiinschte Immunsuppression bedacht werden, gerade bei hospitalisierten, z. B.
frisch operierten und damit abwehrgeschwichten Patienten mit ihrer erhohten
Anfilligkeit fiir Hospitalinfektionen.

Vom Wirkmechanismus her wird die Produktion des I5-Antigens offenbar mittels
Blockade einer bestimmten Gen-Sequenz der DNA durch den Glucocorticoid-Re-
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zeptor-Komplex verhindert, so da8 die Transcription der I o-Information unmég-
lich wird (Celada et al, 1993).

5.7.3 Dexamethasonwirkung auf den Esterase-produzierenden Makropha-
gen

So wie Dexamethasonzusatz zur Zellkultur die Expression des BM8-Antigens wir-
kungsvoll unterdriickt, wird durch das Glucocorticoid, wie die vorliegende Arbeit
deutlich macht, auch die Produktion der unspezifischen Esterase stark reduziert.
Nach finfisgiger Zellkultur produzieren mehr als 85 % der unbehandelten Makro-
phagen einer Knochenmark-Kultur unspezifische Esterase, aber nur ca. 50 %,
wenn der Kultur Dexamethason zugesetzt wurde; dabei weisen die ungefiirbten
Makrophagen alle morphologischen Charakteristika eines ausgereiften Makropha-
gen auf. Die Esteraseproduktion des Makrophagen ist eine Syntheseleistung der
Zelle, die erst in einem spateren Reifungsstadium der Zelle auftritt. Es ist ein En-
zym des élteren Makrophagen (Neumann und Sorg, 1980). Zur Blockade der En-
zymproduktion ist dabei im Vergleich zum BM8-Makrophagen eine héhere Dosie-
rung von 10-7 M Dexamethason notwendig. Dexamethason verzogert also die
Ausreifung zum Makrophagen kontinuierlich.

Da offenbar allé durch diese Untersuchung getesteten Makrophagen-Subpopula-
tionen wie 1o, BM8 und die Esteraseproduktion durch Dexamethason supprimiert
werden, stellt sich die Frage, welche Funktion und welche Oberflichentypisierung
dieser ungefirbte Makrophagentyp aufweist. Moglicherweise kann Dexame-
thasonzusatz zur Kultur, wie es bereits von humanen Blutmonozyten unter
Glucocorticoidgabe bekannt ist (Zwadlo-Klarwasser et al, 1990; 1992 b) auch bei
murinen Makrophagen einen dem RM 3/1- Typus entsprechenden suppressorischen
Makrophagentyp induzieren.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Knochenmarkmakrophagen der Maus, die anhand
ihrer Oberflichenantigenstrukturen wie 14 und BM8 mittels monoklonaler Antikérper
und der Produktion unspezifischer Esterase differenziert wurden, in vitro iiber 1 - 5
Tage mit Inmunmodulatoren: Inosin Pranobex (InPx), seine Einzelkomponenten
1,1-Dimethylaminopropanol-4-Acetamidobenzoesiure (DipPacBa), 1,1 Dimethylami-
nopropanol (Dip), 4-Acetamidobenzoesiure (PacBa), Inosin, Picibanil (OK432) und
Dexamethason beeinflufit.

Keine Substanz hatte dabei einen proliferativen oder proliferationshemmenden Effekt
auf das Knochenmark-Kultursystem.

Der Anteil spontan im Knochenmark entstehender 14-Makrophagen war sehr gering
(3 %) und konnte durch keine Substanz gesteigert werden. Dexamethason fiihrte da-
gegen zu einer fast vollstandigen Eliminierung dieser Makrophagenpopulation.

Der BM8- und Esterase-Makrophage wurde von allen Substanzen dosisabhingig be-
einfluBt; dabei nahm mit steigender Dosis aber auch die toxische Wirkung auf die
Zellen zu.

OK432 fiihrte zu einer deutlichen Stimulation beider Makrophagentypen.

Auch InPx hatte einen stimulierenden Effekt auf den BM8- und Esterase-Typus, der
vor allem auf die Salzkomponente DipPacBa zuriickzufithren war.

DipPacBa stimulierte den BM8-Makrophagen starker als InPx; die Hauptwirkung
ging dabei von PacBa aus, das allein genauso stark wie in seiner zusammengesetzten
Form war. Inosin und Dip wirkten auf den BM8-Makrophagen nicht.

Bei der Stimulation des Esterase-Makrophagen war dagegen eine synergistische Wir-
kung von Inosin und DipPacBa zu beobachten. Die Gesamtsubstanz InPx war starker
als die Einzelkomponenten, Inosin hatte nur eine schwache Wirkung auf den Esterase-
Makrophagen, Dip und PacBa waren einzeln genauso stark wie kombiniert.
Dexamethason reduzierte den Anteil BM8- und Esterase-Makrophagen am Gesamt-
makrophagenaufkommen deutlich.

Im Unterschied zu den stimulierend wirkenden Pharmaka hielt der supprimierende
Effekt des Dexamethason tiber die gesamte Kulturdauer, d.h. mindestens flinf Tage,
an. Ob sich durch Dexamathason auch die Gesamtmakrophagenmenge verringerte,
wurde durch diese Arbeit nicht geklart.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daB die aus in- vivo-Studien bekann-
ten immunmodulierenden Effekte (Zwadlo-Klarwasser et al, 1992 a) tatsichlich auf
eine direkte Wirkung der Substanzen auf den Makrophagen zuriickzufithren sind.
Durch Immunmodulatoren lassen sich also Makrophagensubpopulationen gezielt be-

einflussen.
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7. Tabellenanhang
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Tabelle 3:  Einflul der Immunmodulatoren auf die Zellvitalitdt pro Kultur-
ansatz nach 48 Stunden Inkubation, unmittelbar nach der Zellernte.

Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler des Mit-
telwerts SEM aus n Versuchen. Mit * gekennzeichnete Daten
geben statistisch signifikante Abweichungen zur Kontrolle an fiir
ein Signifikanzniveau von p < 0,05.

Pharmakon [M] n tote Zellen % SEM
Kontrolle 19 9,5 0,8
InPx 10° 4 *19,2 4,7
InPx 10°¢ 6 15,5 3,6
InPx 107 4 14,5 438
InPx 10 4 14,7 3,1
InPx 107 2 9,3 0,5
Inosin 107 4 14,4 2,7
Inosin 10 6 12,5 0,6
Inosin 107 4 10,8 2,0
Inosin 10°® 4 9,4 0,5
DipPacBa 10 6 *20,0 4,0
DipPacBa 10 6 *14,1 2,0
DipPacBa 107 4 9,2 0,8
DipPacBa 10* 4 13,4 3,3
DipPacBa 10° 2 7.8 1,6
Dip 10 6 8,2 038
PacBa 10°¢ 6 6,5 0,8
OK432 10°° 4 *21,9 19
OK432 107 6 13,8 2,2
0OK432 102 4 13,5 2,9
OK432 10°¢ 2 8,0 1,8
Dexamethason 107 7 *13,0 1,7
Dexamethason 10 S 10,8 1,7
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Tabelle 4:

Vergleich der Zellvitalitat pro Kulturansatz nach 72 Stunden Inku-
bation in Abhingigkeit des eingesetzten Immunmodulators.

Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler des Mittel-
werts SEM aus n = 6 (n = 7 fiir Kontrolle) Versuchen. Mit * ge-
kennzeichnete Daten geben statistisch signifikante Abweichungen
zur Kontrolle an fiir etn Signifikanzniveau von p < 0,05.

Pharmakon [M] tote Zellen [%) SEM
Kontrolle 2,9 0,6
InPx 10 *5,8 0,9
Inosin 10 5.4 1,1
DipPacBa 10° *54 0,7
DipPacBa 10° 48 0,6
Dip 10° 48 12
PacBa 10°¢ 3,6 0,9
OK432 1074 4,7 0,7
Dexamethason 107 4,7 1,0

Tabelle 6:

Vergleich der BM8-Auspragung, angegeben als % positiver Makro-
phagen nach 48 Stunden Zellkultur mit InPx und seinen Kompo-
nenten in Abhingigkeit der Pharmakon-Konzentration.

Angegeben sind jeweils der Mittelwert und der Standardfehler des
Mittelwerts aus n Versuchen, * zeigen signifikante Anderungen
zur Kontrolle an fiir p < 0,05 als Signifikanzniveau

Konzentration InPx Inosin DipPacBa
M] % {SEMin | % {SEMi n % iSEM i n
0 1871 05 122 {187 05 {22 187} 0,5 | 22
107 17,0 0 11§ 2 - - - 1861 30 2
10% 191 1,9 1 4{167: 02 i 4] 195! 1,2 4
107 1891 12 ¢ 411791 07 ¢ 4 |*215% 1.1 4
10° 198 : 09 i 6| 184 10 | 6 |*221:! 07 6
10° 1908 1,2 1 41193 23 1 4 |*2701 1,5 6
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Tabelle 7:  Vergleich der BM8-Ausprigung, angegeben als % positiver Makro-
phagen nach 48 Stunden Inkubation mit OK432 in Abhéngigkeit
der Pharmakon-Konzentration.

Angegeben sind jeweils der Mittelwert und der Standardfehler des
Mittelwerts aus n Versuchen, * zeigen signifikante Anderungen
zur Kontrolle an fiir p < 0,05 als Signifikanzniveau

Konzentration 0K432
Mj % SEM | n
0 18,7 05 |22
1036 19,4 1,3 2
10-28 20,2 3.0 4
10718 *23.6 23 6
10796 23,2 2,3 4

Tabelle 8:  Vergleich der BM8-Exprimierung unter Dexamethasongabe
in Abhingigkeit von der Glucocorticoidkonzentration, ge-
messen nach 48 Stunden und 72 Stunden Zellkultur.

Angegeben als % positiver Makrophagen sind jeweils der
Mittelwert und sein Standardfehler des Mittelwerts aus n
Versuchen; * kennzeichnen signifikante Anderungen zur
Kontrolie auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05

Tag 2 Tag 3
Konzentration Dexamethason Dexamethason

M) % SEM n % SEM n

0 18,7 0,5 22 25,7 09 it
10°1° 16,1 1,5 4 26,2 13 4
10° *16,1 0.6 4 22,5 12 4
10°# *149 0.7 8 | *154 1,5 4
107 10,6 0,8 10 | *12,7 0,7 10
10 *92 19 4 *114 04 4

-75-



Tabelle 9:

Vergleich der Esterase-Aktivitit (in % positiver Makrophagen)
nach 48 Stunden Zellkultur mit InPx und seinen Komponenten in
Abhangigkeit der Pharmakon-Konzentration.

Angegeben sind jeweils der Mittelwert aus n Versuchen und der
Standardfehler des Mittelwerts SEM; * zeigen signifikante Ande-
rungen zur Kontroile an fiir p < 0,05 als Signifikanzniveau

Konzentration InPx Inosin DipPacBa
M] % i{SEMin| % i{SEMi n % {SEMi n
0 1571 06 {18 | 157 | 0,6 {18 | 157 0,6 {18
10° 1981 13 {2 - - -1 1601 13 12
10 166 16 | 41581 06 §{ 41 150 22 | 4
107 15101 17 1 411621 07 i 41 155{ 1,9 | 4
10°¢ *203 ¢ 18 61183 i 09 6 |*186 i 1,0 i 6
10° 159 15 1 41631 07 i 4 [*202% 14 i 6

Tabelle 10:

Vergleich der Esterase-Aktivitit, angegeben als % positiver Makro-
phagen nach 48 Stunden Inkubation mit OK432 in steigender
Konzentration.

Angegeben sind Mittelwert und SEM aus n Versuchen

Konzentration 0OK432
M] % SEM [ n
0 15,7 06 18
10736 18,7 1.5 2
1026 17,9 28 4
10714 19,5 1,8 6
1006 18,5 14 4
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Tabelle 11:

Vergleich der Esterase-Aktivitit nach 48 Stunden Inkubation mit
Dexamethason in zwei Dosierungen, angegeben in % positiver
Makrophagen als Mittelwert und SEM aus n Versuchen

* stellen signifikante Unterschiede zur Kontrolle dar, fir p < 0,05
als Signifikanzniveau

Konzentration Dexamethason
[M] % SEM in
0 15,7 0,6 18
108 13,8 1,2 4
107 *11,0 0,9 6
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Tabelle 13:  Vergleich der Stimulationsraten auf den BM8-positiven Makro-
phagen-Subtypen, berechnet aus der Differenz der Mittelwerte
von Pharmakon und Kontrollgruppe, bezogen auf die Kontroll-
gruppe x 100 bei Zellkulturen von 1 - 5 Tagen Dauer unter
Immunmodulatorzusatz

Pharmakon {M) Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
InPx 10°¢ +4,6 459 +15,2 -0,9 -0,8
Inosin 10 2,3 -1,6 48,6 +0,0 39
DipPacBa 10 +22,3 +44,4 +32,7 +1,5 +2,9
DipPacBa 10 * +8,5 +18,2 +17,1 -1,6 +23
Dip 10 ¢ -3,7 +10,9

PacBa 10 +12,3 +18,3 .
OK432 10°1¢ +1,7 +26,2 +16,3 -1,8 41,1
Dex 107 -26,2 -43,3 -50,6 | -28,2 -35.6 |

. . Mittelwert ded Pharmakons - Mittelwert Kontrolle , y0p
$ Stimulation = Mittelwert Kontrolle
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Tabelle 15:  Vergleich der Stimulationsraten auf den Esterase-produzierenden
Makrophagen-Subtypen, ausgedriickt als prozentuale Abweichung
vom Mittelwert der Kontrollgruppe, bei Zellkulturen von 2 - §
Tagen Dauer unter Immunmodulatorzusatz

Pharmakon {M] Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
InPx 10 293 39,7 -2, 1,3
Inosin 10 16,6 16,4 -1,9 1,2
DipPacBa 10°* 28,7 36,1 12,0 -0,7
DipPacBa 10 18,5 21,0 6,5 -0,7
Dip 10 ¢ 23,6 28,8

PacBa 10°¢ 23,6 274

OK432 10°'# 24,2 370 49 -0,9
Dex 107 29,9 -40,2 -29,5 -40,0

i . Mittelwert des Pharmakons - Mittelwert Kontrolle , 44,
¥ stimulation Hictelwert Kontrolle
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