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1. Zusammenfassung

Die akute Graft-versus-Host Erkrankung (acute Graft-versus-Host disease, aGvHD)
ist eine pathogene Folgeerscheinung der hamatopoetischen Stammzell-
transplantation. Zur Therapie werden zumeist Glukokortikoide eingesetzt, die sich
durch ihre anti-inflammatorische und immunsuppressive Wirkung, insbesondere auf
die an der aGvHD beteiligten alloreaktiven T-Zellen und Antigenprasentierenden
Zellen, auszeichnen. Die chronische Verabreichung hochdosierter Glukokortikoide ist
jedoch mit zahlreichen Nebenwirkungen verbunden, und kann zum Auftreten
Glukokortikoid-resistenter Verlaufsformen fuhren. Aus diesem Grund wurden in der
vorliegenden Arbeit zwei Ansatze verfolgt, die als Grundlage fur die Entwicklung
verbesserter Verfahren zur Therapie der aGvHD dienen konnten.

Zuerst wurde die Moglichkeit eines adoptiven Transfers ex vivo aus dem
Knochenmark generierter und mittels Glukokortikoiden und IL-4 zum M2-Phanotyp
polarisierter Makrophagen analysiert. Die Kombinationsbehandlung zeigte in vitro
teils ausgepragte synergistische Effekte in Hinblick auf die Polarisation der Zellen,
insbesondere auf Ebene der Genexpression. Nichtsdestotrotz konnte nach Transfer
der anti-inflammatorischen Makrophagen kein therapeutischer Effekt im Mausmodell
der aGvHD beobachtet werden. Als mogliche Erklarung hierflir kommt insbesondere
der Verlust der M2-Polarisation in vivo in Frage. Als alternative Strategie wurden
daraufhin verschiedene zelltypische Wirkungen der Glukokortikoide in der aGvHD
untersucht, um auf diesem Weg Angriffspunkte fur eine zielgerichtetere Therapie zu
identifizieren. Hierbei zeigte sich, dass eine UberschieRende Sekretion von IL-6 durch
Zellen des Empfangers einen fulminanten Krankheitsverlauf zur Folge hat. Diese
Wirkung konnte durch Applikation eines neutralisierenden Antikdrpers verhindert
werden, was durch einen geringeren Abfall der Korpertemperatur und Blutglukose
begleitet war. Durch Verwendung konditionaler knock-out Mause konnten weiterhin
die Makrophagen als einer der zentralen Zelltypen definiert werden, welche fur die
Glukokortikoid-Wirkung im Empfanger verantwortlich sind. Zuletzt ergaben
Untersuchungen, dass Glukokortikoide auch wesentlich auf die transplantierten
allogenen T-Zellen einwirken. Hier zeigte sich, dass sie vor allem die Zytotoxizitat der
CD8"-T-Zellen vermindern und auf diese Weise einem fulminanten Verlauf der

aGvHD entgegen wirken.
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Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dass eine Therapie der aGvHD
mittels M2-Makrophagen nur dann maoglich sein wird, wenn es gelingt, die Stabilitat
deren Phanotyps in vivo zu erhalten. Alternativ erscheinen jedoch auch Strategien
vielversprechend, die auf einer gezielten Beeinflussung einzelner Zelltypen durch
hoch-spezifische Glukokortikoide beruhen, da sich auf diese Weise mdglicherweise

Nebenwirkungen und Resistenzen umgehen lassen.
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2. Einleitung

2.1. Makrophagen

21.1. Entwicklung und Funktion

Makrophagen gehdéren zum mononukledaren Phagozytensystem und sind ein
wichtiger Teil des angeborenen Immunsystems. Sie stellen dabei eine heterogene
Gruppe dar, die sich zum einen aus den residenten Gewebemakrophagen, zum
anderen aus den inflammatorischen Makrophagen zusammensetzt und sind somit im
gesamten Organismus anzutreffen (Gordon and Taylor, 2005). Aulderdem zeichnen
sie sich durch eine hohe funktionelle Diversitat aus. So spielen Makrophagen eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung, der Homoostase, der Gewebereparatur und der
Immunitat. Sie sind an pro- als auch an anti-inflammatorischen Prozessen beteiligt,
die streng reguliert sind (Wynn et al., 2013). Die wichtigsten Aufgaben von
Makrophagen sind das Erkennen und Beseitigen von Pathogenen mittels
Phagozytose, sowie die Antigenprasentation, wodurch sie die adaptive
Immunantwort aktivieren kénnen (Gordon et al., 2014).

Die Herkunft der Gewebe- und der inflammatorischen Makrophagen ist hierbei
durchaus unterschiedlich. In der Maus konnen Makrophagen von dreierlei
Abstammung sein (Wynn et al., 2013). Die Gewebemakrophagen entstammen
sowohl Vorlauferzellen, die bereits im Dottersack entstehen (Perdiguero et al., 2014)
als auch aus Hamatopoese, also Monozytenentwicklung. Erstere werden an Tag 8,5
der embryonalen Entwicklung gebildet. Diese wandern in die Organe wie Leber,
Gehirn oder Herz ein und entwickeln sich zu Mikroglia, Kupfer-Sternzellen oder
Alveolarmakrophagen. Ein anderer Ursprung liegt in den Vorlauferzellen, die in der
fotalen Leber gebildet werden. Dieser Vorgang entspricht der normalen
Hamatopoese und wird durch Wachstumsfaktoren (z. B. myb) reguliert. Die
entwickelten Monozyten wandern kurze Zeit nach den dem Dottersack
entstammenden Makrophagen in das embryonale Gewebe, proliferieren und
entwickeln sich zu Makrophagen. Sie verdrangen langsam, mit Ausnahme der
Mikroglia, die dottersackstammigen Makrophagen. Die Erneuerung der
Gewebemakrophagen erfolgt zum einen durch Selbsterneuerung und zum anderen
durch einen Monozytenpool im Knochenmark.(Ginhoux and Jung, 2014; Gordon et
al., 2014).
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Die inflammatorischen Makrophagen entstammen dem Knochenmark. Dort findet
man eine hohe Anzahl an Stammzellen, aus denen sich Monozyten entwickeln, die
dann bei Entzindungen, durch Chemotaxis in das Gewebe einwandern und sich dort
zu Makrophagen weiterentwickeln. Die Entwicklung von der pluripotenten
Stammzelle im Knochenmark zum fertig differenzierten Makrophagen unterliegt
verschiedenen Zwischenstufen und ist abhangig von unterschiedlichen Faktoren, wie
beispielsweise = M-CSF (Macrophage colony-stimulating  factor), =~ GM-CSF
(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) und Interleukin-3  (IL-3).
(Barreda et al., 2004; Pollard, 2009)

Makrophagen sind Uberall im Korper zu finden (Murray and Wynn, 2011Db).
Besonders verbreitet sind sie jedoch in Geweben bzw. Organen, die mit der
umliegenden Umwelt interagieren, wie zum Beispiel der Haut oder der Lunge (Davies
et al., 2013).

Makrophagen sind von grofer Bedeutung sowohl bei der angeborenen als auch bei
der adaptiven Immunantwort. Durch ihr breites Spektrum an Rezeptoren sind
Makrophagen in der Lage ihre Umgebung wahrzunehmen und mir ihr in Kontakt zu
treten. Neben Pattern Recognition Rezeptoren, wie Toll-like Rezeptoren (TLR) und
Phagozytose-Rezeptoren (CD163, CD206) exprimieren sie auch Chemokin- und
Zytokinrezeptoren (Taylor et al., 2004). Die wohl wichtigste Funktion ist die
Erkennung und Beseitigung von Mikroorganismen sowie der Abbau toter oder
nekrotischer Zellen (Hochreiter-Hufford and Ravichandran, 2013; Murray and Wynn,
2011b). Erstere werden an Hand der PAMPs (Pathogen-associated molecular
patterns), wie zum Beispiel bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), erkannt und Uber
Phagozytose aufgenommen und abgetotet (Aderem and Underhill, 1999). Zur
Eliminierung von Pathogenen sind Makrophagen auch in der Lage reaktive
Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species, ROS) und Stickstoffmonoxid (nitric
oxide, NO) zu produzieren (Ding et al., 1988). Diese Substanzen sorgen neben dem
Abtoéten der Pathogene auch fir die Gewebezerstorung (Halliwell, 2006;
Splettstoesser and Schuff-Werner, 2002). Makrophagen sind ebenfalls in der Lage
als Antigenprasentierende Zelle zu agieren. Sie tragen durch die Expression von
co-stimulatorischen Molekulen wie CD80/86 sowie MHC-II zur Aktivierung von
T-Zellen (Duncan and Swain, 1994; Sharpe and Freeman, 2002; Unanue, 1984)
sowie Uber die Sezernierung von Zytokinen zu deren spezifischer Entwicklung bei
(Curtsinger et al., 1999; Paul and Seder, 1994). Auf der anderen Seite sind sie auch
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fur die Gewebereparatur zustandig (Brancato and Albina, 2011; Chazaud, 2014,
Mantovani et al., 2013) und konnen auch anti-inflammatorische Substanzen bilden
(Arango Duque and Descoteaux, 2014). Sie tragen ebenfalls zur
Gewebehomdostase bei indem sie nekrotische Zellen phagozytieren. So kdnnen die
im Zentralnervensystem (ZNS) ansassigen Mikroglia apoptotische Neuronen und
Gliazellen entfernen (Ferreira and Bernardino, 2015). Die in der Leber befindlichen
Kupfer-Sternzellen Gbernehmen neben der Eliminierung von Pathogenen auch die
Neutralisierung von Toxinen (Naito et al., 2004), die in der Milz vorhandenen
Makrophagen sind verantwortlich fur die Entfernung von Erythrozyten (Bennett and
Kay, 1981). Makrophagen sorgen aber auch durch die Produktion von Zytokinen,
Chemokinen und anderen I0slichen Substanzen fur die Einwanderung und
Polarisierung von Immunzellen (Arango Duque and Descoteaux, 2014; Gordon et al.,
2014).

2.1.2. Polarisation von Makrophagen

Die Funktion der Makrophagen hangt malfigeblich von ihrem Phanotyp ab und damit
von ihrer Aktivierung. Die Subpopulationen innerhalb der Makrophagen sind sehr
zahlreich und die Unterscheidung ist oft nur schwer maoglich. Die Nomenklatur der
einzelnen Untergruppen ist bis heute nicht immer eindeutig (Murray et al., 2014;
Murray and Wynn, 2011a; Sica and Mantovani, 2012). Daher unterteilt man derzeit
die Makrophagen, analog zu den T-Zellen, in M1- (klassisch aktivierte Makrophagen)
und M2- (alternativ aktivierte Makrophagen) Makrophagen (s. Abb. 1) (Martinez and
Gordon, 2014). Die klassische Aktivierung von Makrophagen fuhrt =zu
M1-Makrophagen und erfolgt Uber Lipopolysaccharide (LPS), wobei diese von
Interferon y (IFNy) unterstitzt wird. Dies hat die Induktion von Stat1 (signal
transducers and activators of transcription-1) Uber den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4)
sowie uber den IFNy-Rezeptor zur Folge. Dies fuhrt zur Aktivierung von NFkB
(Nuclear factor kappa B) sowie |IRFS (Interferon regulatory factor 5), was zur
Expression zahlreicher pro-inflammatorischer Gene fuhrt (Lawrence and Natoli,
2011a). Sie kennzeichnen sich durch die Sezernierung pro-inflammatorischer
Mediatoren, wie Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa), IL-18 oder IL-12, und die
vermehrte Expression von MHC-II, das wichtig fur die Antigenprasentation ist, sowie
der co-stimulatorischen Molekile CD80/86 (Martinez and Gordon, 2014; Sica and
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Mantovani, 2012). Sie bilden vermehrt NO sowie ROS (Ding et al., 1988) und sind
damit verantwortlich fir Tumoreleminierung (Ushio et al., 1996) sowie die
Pathogenabwehr (Martinez and Gordon, 2014; Mosser and Edwards, 2008; Murray
and Wynn, 2011b).

Pathogenabwehr, IL-18 IL-6
Gewebeschadigung IL-12 TNFa
LPS IFNy
ROS NO
MHC-II

CD86

IL10GK __y CD206
TGFB
CD163 MHC-II
MHCII,
CD80/86 \
NO, ROS o
Ornithin
Polyamine
IL-10 IL4IL-13 Ym1
TGFB
it Weitere M2-Subtypen Gewebereparatur,
Wundheilung,
Immunsuppression anti-parasitare
-regulation Immunantw ort

Abb. 1: Polarisation von Makrophagen

Uberblick Uber die verschiedene Polarisierungen von Makrophagen. Die Einteilung erfolgt in M1- und
M2-Makrophagen. Klassisch aktivierte (M1) Makrophagen werden durch LPS mit Hilfe von IFNy
induziert, spielen eine Rolle bei der Pathogenabwehr und sind fiir Gewebeschadigung zustandig. Sie
charakterisieren sich durch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine sowie ROS und NO. Zudem
werden MHC-II und co-stimulatorische Molekiile vermehrt exprimiert. Die M2-Makrophagen sind eine
heterogene Gruppe bestehend aus vielen unterschiedlichen M2-Subtypen. Sie werden durch
alternative Aktivierung induziert. Dies geschieht zum einen Uber IL-4/IL-13, was zu einer Induktion von
CD206, Ym1 und Arg1 fuhrt, wodurch Wundheilungsmakrophagen (M2a) entstehen, die auch bei der
Abwehr von Parasiten eine Rolle spielen. Zum anderen werden durch IL-10, TGFB oder
Glukokortikoide (GKs) supprimierende bzw. regulierende Makrophagen (M2c) erzeugt. Diese zeichnen
sich, wie auch die Wundheilungsmakrophagen, durch die Sezernierung von anti-inflammatorischen
Zytokinen und der vermehrten Expression von CD163 aus. Auflerdem ist bei ihnen die Expression von
MHC-II, den co-stimulatorischen Molekllen sowie NO reduziert. (Arg1 — Arginase1, iINOS -
induzierbare NO-Synthase) (modifiziert nach: (Benoit et al., 2008).
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Demgegenulber steht die groRe Gruppe der M2-Makrophagen oder auch alternativ
aktivierte Makrophagen genannt. Die in der Literatur am haufigsten beschriebene
alternative Aktivierung erfolgt Uber IL-4 und/oder IL-13 (Gordon, 2003). Diese hat zur
Folge, dass z. B. der Mannose-Rezeptor (CD206) (Stein et al., 1992), das Enzym
Arginase 1 (Arg1) (Munder et al., 1999; Pauleau et al., 2004), welches gegensatzlich
zu induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (Inducible nitric oxyde synthase, INOS)
agiert (Rath et al., 2014), vermehrt exprimiert wird. Diese Makrophagen findet man
im Zusammenhang mit Parasiteninfektionen, wie z. B. Helminthen (Gordon, 2003;
Mosser and Edwards, 2008). Die Funktion dieser Makrophagen ist gekennzeichnet
aus einer Forderung der Th2-Antwort (Gordon and Martinez, 2010; Wang et al.,
2014; Zanluqui et al., 2015) und der vermehrten Wundheilung (Gewebereparatur)
(Ferrante and Leibovich, 2012). Induziert wird diese Polarisation Uber den
IL-4-Rezeptor und STAT6 sowie PPARYy (Peroxisome proliferator-activated receptor)
(Szanto et al., 2010) und IRF4 (Lawrence and Natoli, 2011a). Eine eigenstandige
Gruppe innerhalb der alternativ aktivierten Makrophagen bilden die supprimierenden
bzw. regulierenden Makrophagen. Diese Gruppe wird durch Stimuli wie TGFp
(Transforming growth factor), IL-10 oder Glukokortikoide induziert (Gordon, 2003;
Martinez et al., 2009). Dabei wird unter anderem die Expression von CD163
gefordert (Kowal et al., 2011; Schaer et al., 2001). Sie inhibieren durch die Bildung
von IL-10 (Frankenberger et al., 2005), TGFB oder anderer anti-inflammatorischer
Zytokine die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und wirken somit regulierend
auf die Immunantwort und Entzindungsreaktionen (Mosser and Edwards, 2008).
Aulerdem sind diese Makrophagen in der Lage regulatorische T-Zellen (Treg) zu
induzieren (Cao et al., 2010). Weitere Kennzeichen sind die Reduzierung von MHC-II
bzw. von co-stimulatorischen Molekilen und somit sowohl der Antigenprasentation
als auch der T-Zellaktivierung sowie iINOS (Ding et al., 1993; Gordon, 2003; Li et al.,
2001; van de Garde et al., 2014). Die transkriptionelle Kontrolle erfolgt Uber STATS3,
sowie den Glukokortikoidrezeptor (s. Kap. 2.3.) (Martinez and Gordon, 2014; Sica
and Mantovani, 2012; Tugal et al., 2013).

2.1.3. Makrophagen und inflammatorische Erkrankungen

Makrophagen spielen bei einer Vielzahl von inflammatorischen Erkrankungen eine
Rolle (Liu et al., 2014). Das Spektrum umfasst dabei z. B. die Mitwirkung an
neurodegenerativen Erkrankungen (Multiple Sklerose, MS), Tumorgesese,
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kardiovaskularen Erkrankungen (Arteriosklerose) oder metabolischen Erkrankungen
(Typ 2 Diabetes (T2D) sowie der Graft-versus-Host-Krankheit (Graft-versus-Host
disease, GvHD). Meist beruht die Wirkung von Makrophagen auf sezernierten
Entzindungsmediatoren wie Zytokinen, z. B. TNFa, Chemokinen und anderen
Signalmolekilen, wie NO oder ROS, die dann Immunzellen rekrutieren bzw.
polarisieren und das umliegende Gewebe schadigen (Fujiwara and Kobayashi,
2005). Des Weiteren erfolgt die Sezernierung von Faktoren, die die Gewebeneu-
oder —umbildung induzieren (Fibrose) (Lech and Anders, 2013). Im weiteren Verlauf
soll kurz die Wichtigkeit der Makrophagen bei der Pathogenese verschiedener
Erkrankungen beschrieben werden.

Makrophagen sind wichtige Effektorzellen wahrend der Pathogenese von MS, da sie
unter anderem zur Demyelinisierung der Axone beitragen. Zum einen werden
Monozyten angelockt ins ZNS und differenzieren zu M1-Makrophagen. Zum anderen
finden sich aktivierte Mikroglia. Diese sezernieren Zytokine bzw. weitere Mediatoren,
die dann T-Zellen rekrutieren und in Th1-Richtung polarisieren, was die Entzindung
fordert und die Pathogenese vorantreibt (Bogie et al., 2014; Bruck et al., 1996).

Beim T2D polarisieren ins Fettgewebe eingewanderte Monozyten sowie
ausdifferenzierte Makrophagen durch von Adipozyten sezernierte Zytokine in
M1-Richtung und beeinflussen auf diese Weise den Glukosestoffwechsel. Dabei ist
TNFa entscheidend. Es ist in der Lage die Expression von Genen flr die
Glukoseregulation zu hemmen, beispielsweise den Glukosetransporter 4 (GLUT-4)
(Lumeng et al., 2007), sodass es zu einer Insulinresistenz kommt. Die Sekretion von
pro-inflammatorischen Mediatoren induziert zum Beispiel NFkB-Signalwege und
fordert damit die Produktion weiterer pro-inflammatorischer Zytokine, Chemokine und
weiterer Mediatoren, die die Entziindung fordern (Espinoza-Jiménez et al., 2012;
Olefsky and Glass, 2010).

Daneben sind Makrophagen ebenfalls ein wesentlicher Bestandteil bei der
Entstehung der Arteriosklerose. Dabei rekrutieren Apolipo-Protein B-haltige
Aggregate in den GefalRwanden Monozyten, die daraufhin einwandern und zu
Makrophagen differenzieren. Diese tragen dann aktiv zur Entstehung der
sogenannten Plaques bei und spielen auch bei der voranschreitenden
Arteriosklerose eine Rolle, die letztendlich in der Thrombenbildung, Herzinfarkt oder
Schlaganfall endet. Th1-T-Zellen sorgen durch IFNy-Sekretion fur die Aktivierung von

Makrophagen und die Bildung sogenannter Schaumzellen, die durch
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Cholesterinaufnahme entstehen (Gui et al., 2012; Moore et al., 2013; Moore and
Tabas, 2011).

Weiterhin spielen Makrophagen auch bei der GvHD (s. Kap. 2.2.4.), einer schweren
Komplikation nach Stammzelltransplantation, eine wichtige Rolle. Sie sorgen durch
Sezernierung pro-inflammatorischer Zytokine bzw. weiterer Mediatoren fir die
Aufrechterhaltung der Entzindung. Daneben sind sie selbst aktiv an der
Gewebezerstorung beteiligt. Auf diese Erkrankung wird in Kapitel 2.2.4. noch einmal

vertiefend eingegangen.

214, Makrophagen als zellulare Therapie

Auf Grund ihres variablen Phanotyps und der Moglichkeit Makrophagen Uber
alternative Aktivierung in immunmodulatorische Zellen umzuwandeln, riicken diese in
den Fokus klinischer Forschung als zellbasierte Therapie. Durch den adoptiven
Transfer polarisierter Makrophagen kann die Schwere inflammatorischer
Erkrankungen beeinflusst werden. Derzeit gibt es schon Beispiele fur die Anwendung
derartiger M2-Makrophagen im murinen Modell (Cao et al., 2010; Hunter et al., 2010;
Ma et al., 2015; Parsa et al., 2012; Zhang et al., 2014; Zheng et al., 2011).

So zeigten Parsa et al., dass mit IL-4, IL-10 und TGFB behandelte Makrophagen
einen anti-inflammatorischen Phanotyp aufwiesen, der T1D in non obese diabetic
(NOD)-Mausen verhindert. Dabei demonstrierten sie, dass die ex vivo generierten
Makrophagen gezielt in das Pankreas einwanderten. Die positiven Eigenschaften
beruhen dabei auf einer unterdrickten T-Zell-Proliferation in vivo sowie einer
vermehrten Induktion von Treg-Zellen durch TGFB (gezeigt in vitro) Produktion
(Parsa et al., 2012). Dieser protektive Effekt wurden auch von anderen
Arbeitsgruppen beobachtet (Zheng et al., 2011).

M2-Makrophagen besitzen auch positive Effekte bei Ruckenmarksverletzungen bzw.
neurodegenerativen Erkrankungen. Ma et al. zeigten, dass sich Bewegungs-
einschrankungen nach Riuckenmarksverletzungen im Rattenmodell durch adoptiven
Transfer von M2-Makrophagen zurtickbildeten. Der beschriebene Effekt ist dabei auf
einen Th1- zu Th2-Wechsel zurtckzufuhren. Aul3erdem wird durch die applizierten
Zellen eine Umgebung geschaffen, die zur Erneuerung bzw. Heilung der verletzten
Neuronen fuhrt (Ma et al., 2015). Ein anderes Beispiel prasentierten Zhang et al., die

durch adoptiven Transfer von ex vivo in M2-Richtung polarisierten Mikroglia positive
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Wirkungen bei der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) erzielten.
Auch hier wird beschrieben, dass die eingewanderten Mikroglia das Th-Milieu
beeinflussen und diese direkt in die Immunantwort eingreifen, indem sie auf T-Zellen
und Makrophagen Einfluss nehmen. So werden beispielsweise M1-Marker reduziert
und die Bildung von Treg-Zellen induziert (Zhang et al., 2014).

Auch bei Nierenerkrankungen sind M2-Makrophagen als potentielle Therapie im
Mausmodell beschrieben (Cao et al.,, 2010). Wang et al. demonstrierten, dass der
Transfer von M2-polarisierten Milzmakrophagen die klinische Symptomatik der
Adriamycin-Nephropathie, einem experimentellen Modell fir chronische
Nierenerkrankungen, verbesserte. Beschrieben wurde das zielgerichtete Einwandern
der generierten Makrophagen in die Niere, Milz und Leber sowie eine verringerte
Gewebeschadigung in der Niere. Dies erklart sich mit der Induktion der
Gewebereparatur zum Beispiel durch Foérderung der Proliferation renaler
Epithelzellen (Wang et al., 2007).

Zusammengefasst lassen sich die positiven Einflisse bei einer Therapie mit
M2-polarisierten Makrophagen, durch adoptiven Transfer, damit begrinden, dass die
transferierten Makrophagen regulierend einwirken, indem sie direkt Immunzellen
beeinflussen, z. B. durch die Induktion von Treg-Zellen, bzw. die Produktion von
Entzindungsmediatoren wie pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen

hemmen sowie die Gewebereparatur fordern.

2.2. Graft-versus-Host Disease

2.21. Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Unter hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT) versteht man den Transfer
von hamatopoetischen Stammzellen von einem Spender (Donor) in einen Empfanger
(Rezipienten). Handelt es sich bei Donor und Empfanger um ein und dieselbe Person
so spricht man von autologem Transfer. Sind es dagegen verschiedene Personen so
handelt es sich um eine allogene Transplantation. Mdglich ist auRerdem die syngene
Transplantation, bei der Donor und Empfanger eineiige Zwillinge sind (Copelan,
2006; Passweg et al., 2012). Die Indikationen fur eine HSZT sind vor allem
hamatologische Erkrankungen, wie die akute bzw. chronische myeloische oder

lymphatische Leukamie, Hodgkin bzw. Non-Hodgkin Lymphom, aber auch schwere
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Immundefizienzen  (Wiskott-Aldrich-Syndrom, SCID) und  Stérungen der
Immunregulation (X-linked Lymphoproliferative Erkrankung) sowie vererbte oder
erworbene Storungen der Blutbildung (Holowiecki, 2008; Lankester et al., 2005;
Passweg et al., 2012; Roifman et al., 2010; Slatter and Cant, 2011). Die Entdeckung
der MHCs in Mausen (Major Histocompatibility Complex) in den 30er Jahren (Gorer,
1936; Gorer et al, 1948; Snell, 1948), beim Menschen unter humanen
Leukozytenantigen (HLA) bekannt und 1958 entdeckt (Dausset, 1958), machte die
Auswahl von histokompatiblen Spendern moglich (Jansen, 2005; Perry and Linch,
1996).

Die Gewinnung von Stammzellen kann auf verschiedene Arten erfolgen. Zum einen
kann man Knochenmark aus dem Beckenkamm entnehmen und die Stammzellen
aufreinigen. Eine andere Mdglichkeit stellen periphere Blutstammzellen, so genannte
PBSCs (Peripheral blood stem cells), dar. Dabei werden die Stammzellen mittels
G-CSF Gabe aus dem Knochenmark des Spenders mobilisiert und im Anschluss die
Stammzellen durch Leukopherese gewonnen. Eine dritte Moglichkeit bietet
Nabelschnurblut, welches direkt bei der Geburt des Kindes entnommen wird. Da die
Menge der gewonnen Stammzellen hierbei jedoch relativ gering ist, kbnnen derzeit
nur Kinder damit transplantiert werden (Amos and Gordon, 1995; Smith and Wagner,
2009).

2.2.2. Pathogenese und Kilinik

Die GvHD ist eine schwerwiegende Komplikation nach allogener Knochenmarks-
bzw. Stammzelltransplantation. Die darin enthaltenen T-Zellen sind ein wichtiges
Mittel zur Bekampfung zum Beispiel der Leukamie. Dies ist bekannt als der Graft-
versus-Leukemia (GvL) Effekt. Daneben beschreiben schon Barnes und Loutit 1957
das Auftreten von Graft-versus-Host Reaktionen bei Mausen, die mit chronisch
starkem Durchfall bis hin zum Tod einhergeht (Barnes et al., 1956). Die Inzidenz liegt
abhangig von der MHC-Ahnlichkeit des Spender bei 35-50% und ist damit sowohl fiir
die meisten transplantationsassoziierten Todesfalle verantwortlich als auch fur die
lebenslang auftretenden Symptome (Jacobsohn and Vogelsang, 2007). Unterteilen
lasst sich die GvHD in eine akute (aGvHD) und eine chronische (cGvHD) Form. Die
aGvHD tritt innerhalb der ersten 100 Tage nach der Transplantation auf wohingegen

die cGvHD meist spater ausgebildet wird. Da sich die cGvHD in ihrer Pathogenese
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von der aGvHD unterscheidet und da es in dieser Arbeit nur um die aGvHD geht, soll
auch nur diese im weiteren Verlauf genauer beschrieben werden.

Die aGvHD manifestiert sich besonders in der Haut, Leber und Darm. Dabei kommt
es in der Haut zum Auftreten eines makulopapulésen Ausschlags. Die Wirkung der
aGvHD &uRert sich im Gastrointestinaltrakt durch  Durchfall, Ubelkeit,
Abdominalschmerzen und Appetitlosigkeit. Die aGvHD findet sich besonders im
Darm. Sie kennzeichnet sich durch Zerstorung des Darmepithels mit einhergehender
Permeabilitat und Wasserverlust sowie Unterernahrung, da die Nahrstoffe nicht mehr
adaquat resorbiert werden kdénnen. AuRerdem kommt es zu intestinalen Blutungen.
In der Leber tritt eine Hepathopathie mit veranderten Leberwerten auf (Clayburgh et
al., 2004; Ferrara et al., 2009; Jacobsohn and Vogelsang, 2007; van der Meij et al.,
2013).

Bilingham war der erste, der die Bedingungen fir die Entstehung einer GvHD
definierte. 1. Applikation immunkompetenter Spenderzellen, 2. der Empfanger ist
immundefizient und nicht in der Lage das Transplantat abzustoRen, 3. es miussen
Histokompatibilitdtsunterschiede zwischen Spender und Empfanger vorliegen
(Billingham, 1966).

Fiar die Entstehung der aGvHD ist ein 3-Stufen-Modell etabliert (s. Abb. 2). Dabei
spricht man in der ersten Phase von einer Konditionierungsphase. Durch
Ganzkorperbestrahlung und Chemotherapie, welches die gangige Therapie bei
Krebs und zur Vorbereitung auf die Transplantation darstellt, kommt es zur
Gewebeschadigung im Empfanger (Ramadan and Paczesny, 2015). Dies geht einher
mit der Ausschuttung pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa sowie IL-18 und IL-6.
Durch die Beeintrachtigung der epithelialen Barriere kommt es, vornehmlich im
Magen-Darm-Trakt, zum Ubergang von Bakterien und ihren Produkten, wie
beispielsweise LPS aus dem Darm ins Blut und in das umliegende Gewebe. Dadurch
wird die Aktivierung der Antigenprasentierenden Zellen (APZ) des Empfangers
gefordert. Es kommt sowohl zur verstarkten Expression von MHC-Il sowie
co-stimulatorischer Molekulle, wie CD86, als auch von Adhasionsmolekulen. Die
MHC-Molekule sind dabei von besonderer Bedeutung (Reddy, 2003).

Unterschiede im MHC-Haplotyp (Ubereinstimmung der verschieden Loci) korrelieren
mit dem Risiko einer aGvHD (Goulmy et al., 1996; Kanda, 2013; Park and Seo,
2012). Auch Unterschiede im Geschlecht zwischen Donor und Rezipient sowie der

ethnischen Zugehorigkeit spielen eine Rolle. So ist das Risiko einer aGvHD erhoht
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wenn ein mannlicher Empfanger ein weibliches Transplantat erhalt (Kunewick et al.,
1993; Morishima et al., 2013). In der Klinik werden zumeist im MHC
Ubereinstimmende Spenderzellen transplantiert. Trotz vorhandener MHC-Gleichheit
kommt zur Auspragung einer aGvHD. Ursache daflr sind die sogenannten miHAgs
(Minor Histocompatibility antigens) oder auch minor MHCs (DelLuca et al., 2009;
Dzierzak-Mietla et al., 2012; Goulmy et al., 1996; Shlomchik, 2007). Das sind
Selbstpeptide, die aus intrazellularen Proteinen gebildet und GUber MHC-I oder -l
prasentiert werden. Es handelt sich daher um polymorphe endogene Peptide. Sie
entstehen durch Nukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide polymorphism, SNP),
die zu einer veranderten Aminosauresequenz innerhalb des Proteins fuhren. Diese
sind dadurch funktionell nicht beeintrachtigt, konnen aber zu immunogenen Peptiden
fuhren (DelLuca et al., 2009).

In der 2. Phase der aGvHD werden die infundierten Donor-T-Zellen durch die
Erkennung von MHC- oder miHAg-mismatch aktiviert und proliferieren. Ebenso
erfolgt die Ausschuttung verschiedener Zytokine wie IL-2 und IFNy (Ferrara, 1993;
Ferrara, 2000; Reddy, 2003).
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1. Konditionierungsphase
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2. Aktivierungsphase 3. Effektorphase

Abb. 2: Pathogenese der aGvHD

Durch Gewebeschadigung in der Konditionierungsphase wird das Immunsystem aktiviert, was die
Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen (TNFa, IL-18, IL-6) zur Folge hat, welche dann die
Empfanger-Antigenprasentierenden Zellen (APZs) aktivieren. Diese aktivieren und primen
Donor-T-Zellen, die sich in Th1-Zellen entwickeln. Diese proliferieren und produzieren zum einen
Zytokine, zum anderen wandern zytotoxische T-Lymphozyten (ZTLs) in die Zielorgane ein und sorgen
dort durch verschiedene Mechanismen fiir eine Gewebeschadigung, was zur weiteren Aktivierung von
weiteren Immunzellen fihrt. Lipopolysaccharid (LPS), das durch die gestorte Barriere im Darm austritt,
aktiviert zusammen mit IFNy Makrophagen, die dann ihrerseits Zytokine und Effektormolekiile
sezernieren. (adaptiert und modifiziert nach: (Ferrara et al., 2009))

Die 3. Phase wird auch als Effektorphase bezeichnet. Hierbei wandern zytotoxische
T-Lymphozyten (ZTL) in das Zielgewebe ein und sorgen dort fur Gewebe- und
Organschadigungen durch Zytotoxizitatsreaktionen und die Bildung
pro-inflammatorischer Zytokine (Ferrara, 2000; Reddy, 2003). Die Zytotoxizitat
kennzeichnet sich durch die Induktion der Apoptose mittels Perforin sowie Granzym
und den Fas-FasL-Weg (Schmaltz et al., 2001; Tsukada et al., 1999). Beim
Granzym-Perforin-Weg interagieren die ZTLs mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TZR) mit
dem MHC der Zielzelle und bilden sowohl Perforin als auch Granzym. Perforin bildet
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dabei eine Pore durch die Zellmembran der Zielzelle, wodurch Granzym B in die
Zelle eindringt. Dies fuhrt zur Induktion der Apoptose (Murphy Kenneth M., 2009;
Trapani and Smyth, 2002). Bei der Fas-vermittelten Apoptose wird nach einer
Trimerisierung des Fas-Rezeptors Caspase 8 aktiviert, die zusammen mit dem DISC
(Death inducing signal complex) und FADD (Fas-Associated protein with Death
Domain) direkt Uber die Aktivierung weiterer Caspasen die Apoptose einleiten
(extrinsicher Signalweg) (Murphy Kenneth M., 2009; Waring and Mullbacher, 1999).

Zusatzlich zur Gewebeschadigung werden pro-inflammatorische Zytokine wie IL-18,
IL-6 und IFNy ausgeschuttet (Ferrara, 2000). Das gebildete IFNy wiederum aktiviert
Empfanger-Makrophagen, die daraufhin in M1-Richtung polarisiert werden. Dies
geschieht mit IFNy allein oder unter Mitwirkung von LPS, was zur Folge hat, dass
verstarkt pro-inflammatorische Zytokine (Cooke et al., 1998; Nestel et al., 1992), aber
auch ROS und NO-Verbindungen sekretiert werden, was die Gewebeschadigung
verstarkt (Ding et al, 1988; Fabriek et al, 2009). Das vorhandene
pro-inflammatorische Milieu zieht weitere Immunzellen an, die dann ebenfalls
aktiviert werden, was zu einer Verstarkung der Immunantwort fuhrt (Jaksch et al.,
2005; Mapara et al., 2006).

2.2.3. Rolle der Donor T-Zellen

Die im Transplantat enthaltenen T-Zellen des Spenders sind flr viele Reaktionen von
Bedeutung. Sie spielen zum einen eine zentrale Rolle bei der Entstehung der
aGvHD, zum anderen sind sie verantwortlich fur den GvL-Effekt und damit fur die
Tumorbekampfung (Bleakley and Riddell, 2004; Kolb, 2008; Marmont et al., 1991).
Die Donor-T-Zellen wandern in die sekundar-lymphatischen Organe ein und
interagieren dort mit den Empfanger-APZs (Beilhack et al., 2008; Silva et al., 2010;
Wen et al., 2013). Sowohl CD4"- als auch CD8"-T-Zellen sind entscheidend in die
Pathogenese der aGvHD involviert (Truitt and Atasoylu, 1991). Nach erfolgtem
Priming durch die Empfanger-APZs wird die Immunantwort induziert (Wen et al.,
2013).

Fur die Produktion der Zytokine sind die CD4*-T-Zellen zustandig (Yi et al., 2009).
Th1-Zellen entwickeln sich unter Aktivierung in Gegenwart von IL-12 und IFNy sowie
unter Aktivierung des Transkriptionsfaktors T-bet (Szabo et al., 2000). T-bet ist ein
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wichtiger Faktor fir die T-Zellentwicklung und spielt auch bei der Entstehung der
aGvHD eine wesentliche Rolle (Fu et al., 2015). Die aGvHD wird nicht nur durch das
Vorhandensein von Th1-Zellen bestimmt sondern auch andere Th-Zellen sind an der
Entstehung der aGvHD beteiligt. Von Bedeutung sind hierbei IL-17 produzierende
Th17-Zellen (Teshima, 2011). Diese entwickeln sich unter Einfluss von IL-6, welches
in der aGvHD ebenfalls verstarkt produziert wird, und TGF(3 mittels Aktivierung des
Transkriptionsfaktors RORyt (RAR-related orphan receptor gamma t) (lvanov et al.,
2006) und stellen damit eine eigene Subpopulation dar (Kimura and Kishimoto,
2010). Welche genaue Rolle die Th17-Zellen jedoch im Verlauf bzw. bei der
Entstehung der aGvHD spielen ist umstritten. So ist gezeigt, dass die Transplantation
von ex vivo generierten Th17-Zellen zu einer aGvHD flhrt, wobei sie zumeist in der
Haut manifestiert ist, wohingegen die Th1 dominierte aGvHD Schaden in Darm und
Leber hervorruft (Carlson et al., 2009). Auch Iclozan et al. zeigten, dass Th17-Zellen
bei der Induktion der aGvHD eine wichtige Rolle spielen (lclozan et al., 2010).
Hingegen zeigte eine andere Studie, dass die Defizienz von IL-17 in transplantierten
T-Zellen einer starken GvHD-Symptomatik flhrte, was durch eine Verschiebung zu
Gunsten der Th1-Antwort zu erklaren ist (Yi et al., 2008).

Von weiterer Bedeutung konnten auch die Th22 bzw. IL-22 produzierenden Zellen
sein (Zhao et al., 2013). Beschrieben ist ein negativer Einfluss von IL-22 auf die
aGvHD in Mausen (Zhao et al., 2014). Bei Fehlen von IL-22 verbesserte sich der
Ausgang der aGvHD wobei auch der GvL-Effekt erhalten blieb (Couturier et al.,
2013).

Neben den CD4'-T-Zellen, die mit ihrer Zytokinproduktion zum Entstehen des
pro-inflammatorischen Milieus beitragen, spielen CD8"-T-Zellen eine zentrale Rolle
bei der aGvHD. Sie migrieren nach Aktivierung in die Zielorgane wie Leber, Haut und
Darm und sind dort fur die Gewebezerstorung verantwortlich (Reddy and Ferrara,
2003; Shlomchik, 2007). Neben naiven CD8'-T-Zellen, die erst im Empfanger
aktiviert werden, sind auch Gedachtnis (memory) CD8"-T-Zellen an der Entstehung
der aGvHD beteiligt (Dutt et al., 2011; Zheng et al., 2009). ZTLs, wie CD8"-T-Zellen,
nutzen wie beschrieben verschiedene Wege der Apoptoseinduktion, zum einen

Granzym-Perforin und zum anderen Fas-FasL-Interaktion.
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2.24. Rolle der professionellen Empfanger-APZs

Neben den Spender T-Zellen sind auch die professionellen APZs des Empfangers
sowohl fur die Entstehung der aGvHD als auch fur deren Starke verantwortlich.
Alloantigenexpression auf den APZs ist dabei eine wichtige Voraussetzung fur die
Pathogenese der aGvHD. Unter den professionellen APZs versteht man Zellen, die
in der Lage sind Antigene zu prozessieren, uber MHC-I und MHC-Il zu prasentieren
und daruber hinaus durch Expression co-stimulatorischer Molekule T-Zellen zu
aktivieren um damit eine Immunantwort auszuldésen. Zu den APZs gehdren
Dendritische Zellen (DZ), Makrophagen sowie B-Zellen (Mellman et al., 1998; Sprent,
1995). Die DZs gehoren dabei zu den potentesten APZs. Sie erkennen Antigene in
der Peripherie und prasentieren diese nach Wanderung in die sekundar-
lymphatischen Organe naiven T-Zellen, die daraufhin aktiviert werden (Martin-
Fontecha et al., 2009). Duffner et al. zeigten in ihrem Modell, dass Empfanger-DZs
allein genugten um Donor-T-Zellen zu aktivieren und damit eine aGvHD auszul6sen
(Duffner et al., 2004). Wie beschrieben sind die Unterschiede im MHC oder miHAgs
zwischen Spender und Empfanger malgeblich flr die Entstehung der aGvHD. So
fuhren Unterschiede im MHC-Il zu CD4"-T-Zellstimulation, wohingegen
MHC-I-Unterschiede zur Stimulation von CD8*-T-Zellen fiihren. Die APZs spielen in
allen genannten 3 Phasen der aGvHD eine Rolle. Shlomchik et al. zeigten, dass es
mdglich war, durch Inaktivierung der Empfanger-APZs den Ausgang der aGvHD zu
beeinflussen (Shlomchik et al., 1999).

Die Empfanger-APZs kbénnen auch nach der Bestrahlung oder erfolgter
Chemotherapie uber mehrere Wochen im Organismus erhalten bleiben (Chan et al.,
2003; Haniffa et al.,, 2009; Merad et al., 2004). Dabei persistieren organstandige
Makrophagen und Langerhans-Zellen am langsten. Dies hat zur Folge, dass diese
weiterhin Antigene prasentieren und damit Spender-T-Zellen stimulieren (Merad et
al., 2004; Zhang et al., 2002a). Wie im Kapitel 2.2.2. erwahnt fuhren Bestrahlung und
Chemotherapie in der Konditionierungsphase zur Schadigung des Gewebes und
Zerstorung der Barrierefunktion im Darm oder der Haut (Hill et al., 1997; Hill and
Ferrara, 2000; van der Velden et al., 2010). Damit einhergehend dringen
Mikroorganismen in das umliegende Gewebe ein und stimulieren durch ihre
Produkte, wie LPS oder andere PAMPs die APZs. Damit hat die mikrobielle Flora
auch einen wichtigen Einfluss auf die Entstehung und die Pathogenese der aGvHD
(Penack et al., 2010).
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Besonders hervorzuheben sind die Makrophagen. Diese werden durch das LPS
klassisch aktiviert, was die Expression von MHCs, co-stimulatorischer Molekule und
die Antigenprasentation in den Makrophagen induziert (Ferrara et al., 2004; Ferrara
et al., 2009; Nestel et al., 1992). Die Schadigung des Gewebes fuhrt zur Sekretion
von Zytokinen wie TNFa, IL-1B sowie IL-6, was zu einem pro-inflammatorischen
Milieu beitragt (Ju et al., 2005). Auch die aktivierten Makrophagen zeichnen sich
durch vermehrte Zytokinproduktion aus, vor allem TNFa, IL-1(3, IL-6 und IL-12, und
sind damit fur die Schaffung des Th1-Milieus mitverantwortlich (Martinez and Gordon,
2014; Murray et al., 2014; Sica and Mantovani, 2012) (Cooke et al., 1998; Nestel et
al., 1992). Aulerdem bilden sie ROS und NO (Ding et al., 1988), die das Gewebe
schadigen (Abramson et al., 2001). Die Zytokine sorgen fur die Rekrutierung von
Effektor-T-Zellen und Effektorzellen wie Monozyten oder Makrophagen. In den
anderen Phasen der aGvHD, wie Aktivierungs- und Effektor-Phase aktivieren die
APZs die alloreaktiven T-Zellen, die daraufhin proliferieren. Sie sorgen fur die
Aufrechterhaltung des pro-inflammatorischen Milieus und die weitere Rekrutierung
von Immunzellen (Castor et al., 2012; Ferrara, 2000; Mapara et al., 2006; Zhang et
al., 2002b).

Damit stellen die APZs einen wesentlichen Bestandteil der aGvHD-Induktion und
Pathogenese dar.

2.2.5. Therapie der aGvHD

Das bessere Verstandnis der Entstehung der aGvHD fuhrt zu verschieden
Ansatzpunkten fur deren Therapie. Es kann systemisch behandelt oder gezielt Zellen
und Signalwege beeinflusst werden (Blazar et al., 2012). Aul3erdem gibt es mehrere
Verfahren zur praventiven Behandlung der aGvHD. Zum einen ermoglicht die
Depletion von T-Zellen die Entstehung der aGvHD zu verhindern. Dies hat jedoch
den Nachteil, dass der GvL-Effekt minimiert ist und somit das Risiko eines Ruckfalles
der Tumorerkrankung erhdht ist. AuBerdem steigt das Infektionsrisiko und das
Einwachsen des Transplantates (Engraftment) verschlechtert sich (Ho and Soiffer,
2001). Zum anderen gibt es die immunsuppressive Behandlung zur Vorbeugung der
aGvHD, die aus der Gabe von Ciclosporin A (CsA), einem Calcineurininhibitor, sowie
Methotrexat, einem Folsaureantagonisten mit anti-inflammatorischer Wirkung, (Choi
and Reddy, 2014) (Messina et al., 2008). Die First-line-Therapie besteht aus der
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Gabe von Glukokortikoiden (GK), wie Prednisolon, zusammen mit CsA. Auch die
Kombination mit Tacrolimus, einem immunsuppressiven Wirkstoff aus der Gruppe
der Calcineurininhibitoren, zeigt positive Effekte (Garnett et al., 2013; Messina et al.,
2008).

Das Nichtansprechen auf eine GK-Therapie macht eine Second-line-Therapie
erforderlich. Zum Einsatz kommen dabei spezifische Antikorper (AK), wie z. B.
Daclizumab, einem anti-CD25-AK, Infliximab, einem anti-TNFa-AK oder Visilizumab,
einem anti-CD3-AK (Bruner and Farag, 2003), sowie die Gabe von Pentostatinen,
Sirolimus (Rapamycin) oder Mycophenolat. Genutzt werden auch alternative
Therapien wie die extrakorporale Photophorese oder die Transplantation von
mesenchymalen Stammzellen (Garnett et al., 2013). Viele der genannten Therapien
befinden sich derzeit in klinischen Studien. Jedoch hat keine der genannten
Therapien einen positiven Langzeiteffekt gezeigt, so dass ein Nichtansprechen auf
GKs mit einer erhdhten Mortalitat verbunden ist (Deeg, 2007; Messina et al., 2008).

Die weitere Erforschung neuer Therapien umfasst dabei den Einsatz von Antikérpern
(anti-CD147, anti-CD20 oder anti-IL-6-Rezeptor-AK), Inhibitoren, wie CCRS- oder
mTor-Inhibitoren, Zytokinen, wie die Gabe von niedrigdosiertem IL-2, oder
Chemotherapeutika, wie Pentostatin oder Cyclophosphamid, als auch die
Beeinflussung des Mikrobioms und zellulare Therapien, wie regulatorische T-Zellen
oder mesenchymale Stammzellen (Blazar et al., 2012). Jedoch bleibt die Anwendung
von Glukokortikoiden in hohen Dosen Uber einen sehr langen Zeitraum indiziert und
bleibt damit der Standard bei der aGvHD-Therapie.

2.3. Glukokortikoide

2.3.1. Wirkung von Glukokortikoiden

Glukokortikoide gehdren zu den Steroidhormonen, die in der Nebennierenrinde
produziert werden. Im Menschen kommen dabei Cortisol und in der Maus
Corticosteron vor. Die Synthese erfolgt von Cholesterin in den Mitochondrien und
dem endoplasmatischen Retikulum der Nebennierenzellen. GKs wirken auf viele
Organe und Zellen des Organismus. Die Wirkung erfolgt dabei Uber den
Glukokortikoidrezeptor (GR), der ubiquitar exprimiert wird (Chrousos and Kino,

2005), im Besonderen jedoch in Leber, Fettgewebe, Muskulatur und lymphatischem
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Gewebe (Pujols et al., 2002). Sie kdnnen aber auch an den Mineralokortikoidrezeptor
(MR) binden und Effekte auslosen (Brem, 2012; Funder, 2005). Die Produktion der
GKs wird Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse (Hypothalamic-
pituitary-adrenal axis, HPA) reguliert. Dabei bildet der Hypothalamus CRH
(Corticotropin  releasing hormon) und stimuliet damit die Bildung von
adrenocorticotropem Hormon (ACTH) in der Hypophyse, was zur Cortisolbildung in
den Nebennieren fuhrt (Turnbull and Rivier, 1999). Die Bildung der GKs unterliegt
einem zirkadianen Rhythmus, wobei der Hohepunkt beim Menschen in den
Morgenstunden liegt. Aullerdem beeinflussen Stress, koérperliche Arbeit und
Entzindungen die Ausschuttung von GKs. GKs spielen eine wesentliche Rolle bei
vielen physiologischen Prozessen, wie dem Stoffwechsel (Forderung der
Glukoneogenese), Wasser-Elektrolyt-Haushalt, Wachstum und Entwicklung, der
Immunregulation, da sie entzindungshemmende Eigenschaften besitzen, aber sie
besitzen auch eine zentralnervose Wirkung (Verhalten und andere kognitive
Funktionen) (McKay LI, 2003; Sapolsky et al., 2000).

Man kann bei den GKs verschiedene Wirkungsmechanismen unterscheiden. Zum
einen gibt es genomische Effekte, die sich in Transaktivierung und —repression
unterteilen und die nicht-genomischen Effekte (Coutinho and Chapman, 2011). GKs
wirken Uber die Bindung an den Glukokortikoidrezeptor (GR), der zytoplasmatisch
vorliegt. Der GR besteht aus drei funktionellen Domanen, der
Transaktivierungsdomane am N-Terminus, der DNA-Bindedomane (DBD) und der
C-terminalen Liganden-Bindungsdomane (LBD). Dabei beinhaltet die DBD zwei
Zinkfingermotive und hochkonservierte Bereiche, die die Konformation und die
Aktivitat des GR beeinflussen. Die LBD umfasst eine Bindestelle fur das
Steroidhormon sowie Sequenzen fur die Kerntranslokation als Domanen fir die
Interaktion mit Chaperonen und Transkriptionsfaktoren (Bledsoe et al., 2002). Wenn
kein GK gebunden ist, liegt der GR inaktiviert und gebunden an einen Multi-Protein-
Komplex aus Chaperonen, vor allem Heatshock-Proteine (HSP), im Zytoplasma vor.
Der Komplex verhindert dabei die Translokation in den Kern. Gelangen GKs Uber
Diffusion in die Zelle binden sie an den GR und der Komplex dissoziiert vom GR. Der
Transport in den Kern ist Chaperon-abhangig (Importin und Dynein) und erfolgt
entlang der Mikrotubuli. Im Kern kann der GR die Genexpression auf
unterschiedliche Arten beeinflussen (s. Abb. 3) (Vandevyver et al., 2012a;

Vandevyver et al.,, 2014). Zum einen durch Transaktivierung, die zur Aktivierung
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GK-abhangiger Gene fuhrt. Fur die Transaktivierung ist die Dimerisierung des GR
erforderlich. Das gebildete Homodimer bindet an Glukokortikoid-responsive Elemente
(GRE) und interagiert dabei mit dem N-terminalen Zinkfingermotiv, auch P-Box
genannt. Dies fuhrt zur Rekrutierung von Co-Aktivatoren, mit denen der aktivierte GR
interagiert. Gleichzeitig finden Wechselwirkungen mit dem Transkriptionsapparat
statt, was zur Induktion der Transkription von Genen fuhrt (Bledsoe et al., 2002;
Rhen and Cidlowski, 2005; Vandevyver et al, 2013). Auch der
Phosphorylierungsgrad bzw. die Phosphorylierung des GR spielen eine grof3e Rolle
fur seine Struktur und Funktion (Kumar and Calhoun, 2008). Der GR kann jedoch die
Genregulation auch in negativer Weise beeinflussen. Dies geschieht Uber
Transrepression. Diese erfolgt Uber die Bindung des monomeren GR an
DNA-gebundene Transkriptionsfaktoren, wobei eine direkt Bindung des GR an die
DNA nicht notwendig ist (Reichardt et al., 2001). Ein Beispiel ist die Interaktion mit
den aktivierenden Protein-1 (AP-1) (Tuckermann et al., 1999) und NFkB (Adcock and
Caramori, 2001; De Bosscher et al.,, 2003; Glass and Saijo, 2010; Refojo et al.,
2001). Damit erfolgt die Regulation von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNFa,
IL-1B8, IL-6 und IL-2, oder auch iINOS (Barnes, 2011; Coutinho and Chapman, 2011).
Zur genaueren Charakterisierung des Mechanismus des GR macht man sich die
GR¥™-Maus zu Nutze. Diese Maus hat eine Punktmutation in der D-Schleife des
zweiten Zinkfingers des GR, was einen Aminosaureaustausch zur Folge hat und

damit ist der GR nicht mehr in der Lage zu dimerisieren (Reichardt et al., 1998).
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Abb. 3: Wirkungsmechanismen von GKs iiber den Glukokortikoidrezeptor

Die Glukokortikoide binden an den GR und kénnen dann, nach erfolgter Translokation in den Kern,
Uber verschiedenen Mechanismen wirken. (1) Durch Dimerisierung des GR und durch direkte Bindung
an die DNA (GREs) erfolgen unter Mithilfe von Co-Aktivatoren die Transaktivierung und damit die
Forderung der Genexpression. (2) Die Bindung des monomeren GRs an DNA-gebundene
Transkriptionsfaktoren ermdglicht die Transrepression von Genen. Zudem gibt es noch die
kernunabhangige nicht-genomische Wirkung (3), durch direkte Interaktion der GKs mit dem
membranstandigen oder zytosolischen GR, Membranen oder second Messengern.

GR - Glukokortikoidrezeptor; GRE — Glukokortikoid-responsives Element; RE — responsives Element;

TF — Transkriptionsfaktor (adaptiert und modifiziert nach: (Tuckermann et al., 2005))

Beschrieben sind zudem nicht-genomische Effekte, die innerhalb kurzer Zeit,
Sekunden bis Minuten, erfolgen kdnnen. Dabei unterscheidet man verschiedene
Effekte beruhend auf der Interaktion der GKs mit biologischen Membranen,
Interaktion mit einem membranstandigen GR und Interaktion mit dem zytosolischen
GR. Den Einfluss, den nicht-genomische Effekte haben, ist jedoch umstritten (Jiang
et al.,, 2014; Stellato, 2004). Dennoch nimmt die Bedeutung dieser Effekte zu
(Alangari, 2010; Losel et al., 2003; Stahn et al., 2007).

2.3.2. Glukokortikoide in der Regulation des Immunsystems (T-Zellen,
APZs)

Die GKs regulieren das Immunsystem auf vielfaltige Weise. Der GR ist in allen
Immunzellen exprimiert (Miller et al., 1998) und reguliert so ihre Eigenschaften (Zen

et al., 2011). Beschrieben werden sollen an dieser Stelle die Wirkung von GKs auf
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T-Zellen sowie APZs, da diese fur die Entstehung einer aGvHD bzw. fur ihren
weiteren Verlauf von entscheidender Bedeutung sind (Ferrara et al., 2004; Reddy
and Ferrara, 2003).

T-Zellen und ihre Funktion bzw. Aktivitdt werden durch GKs auf mehrere Arten
beeinflusst. Beschrieben ist u. a., dass durch GKs die Proliferation gehemmt wird
(Gillis et al.,, 1979). AuRerdem induzieren GKs Apoptose in T-Zellen und
Thymozyten. Dies geschieht Uber die Induktion von pro-apoptotischen Molekulen wie
den BH3-only Proteinen (Herold et al., 2006; Strasser, 2005). GKs beeinflussen
ebenfalls die T-Zellentwicklung, wie die Selektion im Thymus (Ashwell et al., 2000;
Vacchio and Ashwell, 2000). Beschrieben ist das Zusammenspiel von TZR- und
GR-induzierter Apoptose (Herold et al., 2006; Vacchio and Ashwell, 2000).

Zusatzlich wird bei T-Zellen die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-2
(Northrop et al., 1992; Redondo et al., 1988) und IFNy, sowie bestimmter Chemokine
durch GKs unterruckt (Liu et al., 2009; Rook and Lightman, 1997). Funktionell
werden T-Zellen ebenfalls beeinflusst. Zum einen ist die Migationsrate erniedrigt, da
die Morphologie der T-Effektorzelle verandert wird (Muller et al., 2013). AulRerdem ist
auch die Zytotoxizitat herabgesetzt (Schleimer et al., 1984). Zum anderen ist auch
eine Veranderung des Th-Milieus hin zu Th2 zu beobachten (Elenkov, 2004).

APZs werden durch GKs ebenfalls unterschiedlich beeinflusst. Wie in Kapitel 2.1.2.
bereits erwahnt polarisieren GKs Makrophagen in M2-Richtung mit suppressiven
Charakteristika, was mit einer veranderten Gen- und Proteinexpression einhergeht.
So werden Adhasionsmolekule, co-stimulatorische Molekule und MHC-II reduziert
(Heasman et al., 2004; van de Garde et al., 2014). Damit wird die Prozessierung und
Prasentation von Antigenen sowie die Interaktion mit T-Zellen gehemmt (Mosser and
Edwards, 2008). Die Expression von CD163, einem Scavenger-Rezeptor, wird
induziert (Buechler et al., 2000; Schaer et al.,, 2002). Ebenso erhoht sich die
Phagozytose (Giles et al., 2001; McColl et al., 2009; McColl et al., 2007; van der
Goes et al., 2000). Zudem ist die Zytotoxizitat der Makrophagen betroffen, da die
Produktion von ROS und NO reduziert wird (Di Rosa et al., 1990; Schaffner and
Schaffner, 1987). Es wird durch die GKs auch die Synthese von
pro-inflammatorischen Zytokinen negativ beeinflusst (Li et al., 2001).

Neben den Makrophagen wirken GKs auch auf DZs. Auch ihre Fahigkeit Antigene zu
prasentieren und T-Zellen zu stimulieren wird inhibiert. Betroffen ist auch die Reifung

und Differenzierung der DZs (Rozkova et al., 2006). Moser et al. zeigten
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GK-vermittelte Effekte in DZs sowohl in vitro als auch in vivo (Moser et al., 1995). Die
Zytokinexpression ist auch verandert, wobei anti-inflammatorische Zytokine
sezerniert werden. (de Jong et al., 1999; Rea et al., 2000).

2.3.3. Glukokortikoide in Immunerkrankungen

Synthetisch hergestellte GKs werden bei vielen inflammatorischen Erkrankungen
eingesetzt. Dazu gehoren beispielsweise MS (Reichardt et al., 2006), Asthma (van
der Velden, 1998), rheumatoide Arthritis (Saag, 2002), entzindlichen
Darmerkrankungen (Pithadia and Jain, 2011; Sidoroff and Kolho, 2012) und aGvHD.
Dabei beeinflussen GKs diverse Zelltypen (Zen et al., 2011). Die hochdosierte und
langfristige Verabreichung von GKs ist zudem mit starken Nebenwirkungen
verbunden (s. Kap. 2.3.4). Daher gilt es zu untersuchen welche Zellen und welche
Wirkmechanismen bei der jeweiligen Erkrankung von Bedeutung sind. Wie in Kapitel
2.3.1. beschrieben erfolgt die Wirkung der GKs zumeist Uber den GR, der entweder
direkt (Uber Transaktivierung) oder indirekt (Uber Transrepression) die
Genexpression beeinflusst und u. a. eine Funktionsanderung der Zelle bewirkt.
Jedoch sind die diversen Wirkmechanismen sowie der Einfluss auf die an der
Erkrankung beteiligten Zellen in den verschiedenen Krankheitsmodellen von
unterschiedlicher Relevanz. Zur Erforschung dieser Thematik bedient man sich
spezieller Tiermodelle, wie der beschriebenen GRY™-Maus (Hibner and
Tuckermann, 2012; Kleiman and Tuckermann, 2007; Reichardt et al., 1998) oder
auch zellspezifischer GR-Mutanten wie der T-Zellspezifischen GR-Knockout-Maus
(GR" (Gu et al., 1994)) oder der myeloid-spezifischen GR-Knockout-Maus (GR"*M,
(Clausen et al., 1999)) (Hubner and Tuckermann, 2012; Kleiman and Tuckermann,
2007), deren Knockout durch LoxP-Technologie erzeugt werden. Brewer et al.
zeigten, dass die Wirkung des GR auf T-Zellen essentiell fir die Kontrolle der
T-Zellaktivierung in der gastrointestinalen Mukosa war (Brewer et al., 2003). Bei der
EAE, einem experimentellen Mausmodell fur MS, ist die erfolgreiche Therapie von
der Wirkung der GKs auf periphere T-Zellen abhangig (Wust et al., 2008). Baschant
et al. beobachteten in ihren Experimenten mit Antigen induzierter Arthritis (AIA)
ebenfalls die Wichtigkeit der Glukokortikoidwirkung auf T-Zellen (Baschant et al.,
2011).

Die Wirkung von GKs auf myeloide Zellen ist bei der Behandlung der Sepsis
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essentiell. Es ist beschrieben, dass ein myeloider GR-Knockout bei der Sepsis mit
einer erhohten Mortalitat verbunden war (Bhattacharyya et al., 2007; Kleiman et al.,
2012). Fir die GK-Behandlung der Kontaktallergie (contact hypersensitivity, CHS) ist
ebenfalls die Wirkung auf die myeloiden Zellen entscheidend (Tuckermann et al.,
2007). Der Einsatz von GR*™-M&usen macht zudem klar, dass fiir einige Krankheiten
die durch Transrepression erzielte reduzierte Genexpression nicht auszureichen
scheint um den Krankheitsverlauf positiv zu regulieren. Das ist fur die Sepsis
(Kleiman et al., 2012), AIA (Baschant et al., 2011) sowie CHS (Tuckermann et al.,
2007) beschrieben und zeigt damit, dass die Dimerisierung des GR erforderlich ist
um die Inflammation zu unterdricken. Dagegen ist fur die Suppression des durch
Phorbolester induzierten Odems (einer irritativen Hautentziindung) eine
Dimerisierung nicht notwendig (Reichardt et al., 2001).

Es bleibt zu untersuchen welcher GK-Mechanismus bei welchen Zelltypen in

weiteren Erkrankungen von Bedeutung ist.

2.3.4. Glukokortikoide: Nebenwirkungen und Resistenz

Neben den vielen positiven Eigenschaften die eine GK-Therapie mit sich bringt, gibt
es, vor allem bei langanhaltender Hochdosistherapie, diverse Nebenwirkungen. Dazu
gehoren v. a. Auswirkungen auf den Metabolismus, Gastro-Intestinale Storungen,
Osteoporose oder auch Immunsuppression, die zu einer erhdhten Anfalligkeit fir
Infektionen fuhrt (Schacke et al., 2002). GKs werden zur Behandlung vieler
inflammatorischer Erkrankungen eingesetzt. Die Effizienz einer Behandlung mit GKs
hangt dabei maldgeblich von ihren immunsuppressiven und anti-inflammatorischen
Eigenschaften ab. Die auftretenden Nebenwirkungen betreffen eine Vielzahl von
Organen und beeinflussen viele physiologische Prozesse. So sind eine durch
vermehrt induzierten Knochenabbau entstehende Osteoporose, Storungen der
HPA-Achse oder Wundheilungsstorungen bekannt. AulRerdem fuhren Einflisse auf
den Glukose-Stoffwechsel und andere metabolische Prozesse zu Insulinresistenz
und damit zum T2D. Die auftretende Immunsuppression erhdoht das Risiko an
opportunistischen Infektionen zu erkranken. Einflisse auf den Magen-Darm-Trakt,
wie Geschwdure, sind ebenfalls beschrieben (Schacke et al., 2002). Dabei hangt die
Intensitat der Nebenwirkungen von der Dauer der Therapie und der Konzentration

der GKs ab. So sind sie bei topischer Anwendung weniger schwerwiegend als bei
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systemischer Applikation, also oraler oder parenteraler Aufnahme (Schacke et al.,
2002). Wie beschrieben wirken GKs uberwiegend tuber GR bzw. MR und regulieren
Uber verschiedene Arten die Transkription. Die anti-inflammatorischen und
immunsuppressiven Effekte werden zum einen Uber Transaktivierung (Mitogen-
aktivierte-Proteinkinase-1 (MAPK-1), IL-10, IL-1-Rezeptor-Antagonist, GILZ, IkBa)
(Clark, 2007; Kassel et al., 2001) und zum anderen Uber Transrepression (Zytokine,
Chemokine, Adhasionsmolekule) (Barnes, 2011; Refojo et al., 2001) vermittelt.
Dagegen ist beschrieben, dass die Nebenwirkungen Uberwiegend auf der
Transaktivierung beruhen (Schacke et al., 2004). Versuche mit GRY™-Mausen
zeigten, dass diese abhangig von Krankheitsbild unterschiedlich gut auf eine
GK-Therapie ansprachen und dass die Symptomatik trotz fehlender Transaktivierung
verbessert werden konnte (Baschant et al., 2011; Kleiman et al., 2012; Reichardt et
al., 2001; Tuckermann et al., 2007). Jedoch sind die genauen Mechanismen auf
denen die GK-induzierte Nebenwirkungen beruhen noch nicht vollstandig geklart. So
ist der steroidabhangige Diabetes auf transaktivierende Mechanismen der GKs
zurtckzufihren (Schacke et al., 2002). Dagegen beruht die Beeinflussung der
HPA-Achse (Reichardt et al., 1998), wie auch der Einfluss auf Knochen (Rauch et al.,
2010) auf Transrepression. Durch die genaue Kenntnis uber die Mechanismen, die
zu den erwartenden Nebenwirkungen fuhren, gelang es selektive GR-Agonisten
(SEGRA) zu entwickeln. Dabei handelt es sich um Steroide, die gezielt Uber
Transrepression wirken, unabhangig von der Transaktivierung (Catley, 2007;
Schacke et al., 2003). Ein weiteres unerwunschtes Phanomen bei der Behandlung
mit GKs ist das Auftreten von GK-Resistenzen, bei der der Patient nur ungeniugend
oder Uberhaupt nicht auf GKs anspricht. Dabei unterscheidet man sowohl eine
generalisierte sowie eine lokale Resistenz gegenuber GKs als auch eine angeborene
und erworbene GK-Resistenz (De Kloet et al., 1997; Werner and Bronnegard, 1996).
Die Ursachen fur eine GK-Resistenz sind dabei vielfaltig.

Zum einen werden genetische Ursachen benannt. Mutationen im GR fuhren zur
fehlerhaften Expression des GR (Charmandari et al., 2004). Aullerdem stehen
verschiedene SNPs in Verbindung mit einer GK-Resistenz (Chen and Li, 2012;
Manenschijn et al.,, 2009; van Rossum and Lamberts, 2004). Auch eine
ungenugende Expression des GR beeinflusst die Sensitivitat fur GKs (Wust et al.,
2008). Andere Ursachen liegen in einer beeintrachtigten Funktion des GR.

Phosphorylierungen des GR sind fur seine Funktion essentiell (Schaaf and Cidlowski,
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2002). Die Aktivierung bestimmter Kinasen und die daraus folgenden
Phosphorylierungen des GR beeinflussen seine Stabilitat sowie die Interaktion mit
GKs und anderen Proteinen. Die Aktivierung solcher Kinasen wie p38-MAPK oder
die c-Jun N-terminale-Kinase (JNK) ist dabei zytokinabhangig (lrusen et al., 2002;
Ismaili and Garabedian, 2004; Szatmary et al., 2004). Weitere Modifikationen werden
durch Nitrosylierung durch iNOS erreicht, die bei Entzindungen ebenfalls erhoht ist
(Barnes and Adcock, 2009; Galigniana et al., 1999).

Als weitere Ursache fur eine GR-Resistenz kommt die vermehrte Expression der GR-
Isoform GR-B, eine Spleil-Variante des GR (Hinds et al., 2010), in Betracht
(Bamberger et al., 1995; Lewis-Tuffin and Cidlowski, 2006). Pro-inflammatorische
Zytokine konnen die vermehrte Expression von GR-f induzieren, der dann als
negativer Inhibitor fungiert (Schaaf and Cidlowski, 2002). Im Gegenzug fuhrt
beispielsweise IL-2 sowie IL-4 zur Reduktion der GR-a Expression (Goleva et al.,
2004; Kam et al.,, 1993). NFkB kann ebenfalls die Transaktivierung des GR
beeintrachtigen. Dabei wird NFkB durch viele pro-inflammatorische Zytokine induziert
und interagiert mit dem GR (Nelson et al., 2003). Des Weiteren werden die
Aktivierung von AP-1, eine veranderte Histonacetylierung sowie weitere Faktoren
genannt, die an der Entstehung einer GK-Resistenz beteiligt sind (Barnes and
Adcock, 2009). Bestimmte Zytokine beeinflussen die GR-Signalkaskade auf negative
Weise (Pace et al., 2007). GKs ihrerseits konnen auch eine Reduzierung der

GR-Expression einleiten (Rosewicz et al., 1988).

24. Glukokortikoide und aGvHD

Wie in Kapitel 2.2.5. bzw. 2.3.3. bereits erwahnt, ist in der aGvHD-Therapie die Gabe
von GKs, auf Grund ihrer suppressiven Eigenschaften, indiziert. Sie wirken dabei
systemisch auf das Immunsystem, darunter vor allem T-Zellen und APZs (Zen et al.,
2011). Es ist jedoch noch nicht vollstandig geklart, welche Zielzellen genau durch
GKs beeinflusst werden missen, damit es zu einer verringerten aGvHD-Symptomatik
kommt und welche Mechanismen dabei eine Rolle spielen. Dabei steht die Frage
nach der Rolle der endogenen GKs im Vergleich zu den therapeutischen GKs, wie
Dexamethason (Dex) im besonderen Interesse. In friheren Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe wurde die GK-Wirkung wahrend der aGvHD in verschiedenen
GR-Mutanten analysiert. Experimente mit GR™-M&usen als Empfanger von Wildttyp
(WT)-T-Zellen in einem vollstandigen mismatch-Modell zeigten, dass die aGvHD

starker ausgepragt war als bei Wildtyp-Empfangermausen. Begleitet wurde dieses
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Phanomen von einem starken Anstieg von IL-6 sowie
Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1  (MCP-1) im Serum der GRY™-Miuse
wahrend der ersten Phase der Erkrankung. Es wurde ebenfalls eine signifikante
Erniedrigung der Kérpertemperatur und der Blutzuckerglukose in der ersten Phase
der aGvHD festgestellt. Diese Ergebnisse zeigten nicht nur, dass die modulierende
Wirkung der endogenen GKs Uber Transrepression nicht ausreichend war, um die
aGvHD zu beeinflussen sondern auch, dass GKs scheinbar Uber die Regulation des
Metabolismus Einfluss auf die aGvHD nehmen. Dieser Phanotyp der
GRdim-Empfénger trat bei therapeutischer GK-Gabe, z. B. mittels Dex, nicht auf, was
bedeutet, dass transaktivatorische Effekte bei einer GK-Behandlung
vernachlassigbar sind (Theiss-Suennemann, 2012).

T-Zellen sind in héchstem Male relevant fur die aGvHD und es ist gezeigt, dass die
Modulation von Effektor-T-Zellen den Ausgang der aGvHD essentiell beeinflusst
(Shlomchik, 2007). Die Daten von Theiss-Sunnemann et al. belegen die Wichtigkeit
der Regulation allogener T-Zellen mittels endogener GKs. Wildtyp-Empfanger Mause
zeigten eine erhdhte Mortalitit, wenn sie mit GR-defizienten T-Zellen (GR"%)
transplantiert wurden. Zu beobachten war in diesem Zusammenhang eine erhohte
Expression von Zytokinen wie IL-2, IFNy und IL-17 in der Milz und im Serum sowie
der fur die Zytotoxizitat verantwortlichen Gene Granzym B (GrzmB) und Perforin
(Perf) in der Milz. Histologische Untersuchungen zeigten eine starke Schadigung des
Darms mit infiltrierenden T-Zellen. Eine therapeutische Gabe von GKs in Form von
Dexamethason zeigte hinsichtlich der Mortalitat keine Veranderung, trotz reprimierter
Expression der Zytokine. Die fur die Zytotoxizitat verantwortlichen Gene konnten
ebenfalls nicht reprimiert werden, was den Schluss zulasst, das der Erfolg einer
GK-Therapie bei der aGvHD von dessen Wirkung auf das Infiltrationsverhalten in die
Zielorgane sowie die Zytotoxitat der T-Zellen abhangt (Theiss-Suennemann, 2012;

Theiss-Suennemann et al., 2015).

2.5. Zellbasierte Therapien

2.51. Regulatorische T-Zellen (Treg) als aGvHD-Therapie

Trotz des Einsatzes von Medikamenten wie z. B. GKs werden weitere

Therapieformen bei der aGvHD untersucht. Ursachlich dafir ist, dass eine
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Behandlung der aGvHD mittels GKs oder anderer Medikamente meist in hohen
Dosen uber einen langen Zeitraum erforderlich ist und eine Behandlung mit
erheblichen Nebenwirkungen verbunden ist (s. Kap. 2.3.4.). Ein neuer Fokus liegt auf
der Erforschung zellbasierter Therapien. Hierbei wird versucht durch adoptiven
Transfer von isolierten bzw. ex vivo generierten und modifizierten Zellen, einen
positiven Einfluss auf das Krankheitsbild zu erreichen (Wood et al., 2012). Im
besonderen Interesse stehen dabei die regulatorischen T-Zellen.

1995 beschrieb S. Sakaguchi CD4" CD25" T-Zellen mit regulatorischer Funktion
(Sakaguchi et al., 1995). Der Transkriptionsfaktor FoxP3 (Forkhead-Box-Protein 3) ist
dabei essentiell zur Etablierung der suppressiven Charakteristika (Hori et al., 2003).
Unterscheiden lassen sich naturliche Treg-Zellen (nTreg), die etwas 5-10% der
CD4"-T-zellen ausmachen und bereits im Thymus entstehen, sowie die
induzierbaren Treg-Zellen (iTreg) (Mills, 2004). Diese entstehen unter Mitwirkung von
TGFB und IL-2, was zur Induktion von FoxP3 fuhrt. Treg-Zellen spielen eine wichtige
Rolle bei der Ausbildung der Toleranz. Sie kontrollieren u.a. die T-Zellfunktion und
sorgen so fur die Erhaltung des immunologischen Gleichgewichtes (Vignali et al.,
2008). Dazu nutzen sie mehrere Wege. Zum einen beeinflussen sie APZs, wie DZs,
durch die Expression von CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4), was
zur Reduktion an CD80/86 in den DZs fuhrt und damit die Interaktion mit den
T-Zellen inhibiert (Wing et al.,, 2008). Ebenso ist beschrieben, dass eine direkte
Bindung von CTLA-4 mit der Reduktion an IL-6 einhergeht (Wing and Sakaguchi,
2010). Zum anderen sezernieren sie suppressive Zytokine wie IL-10, TGF(B oder
IL-35 (Vignali et al., 2008). Beschrieben ist auch ein Einfluss auf IL-2, was dazu fuhrt,
dass dieses fur T-, B- und NK-Zellen nicht mehr zur Verfigung steht (Vignali et al.,
2008). Treg-Zellen sind auch in der Lage mittels Zytolyse von Zielzellen mittels
Granzym/Perforin Einfluss zu nehmen (Vignali et al., 2008; Wing and Sakaguchi,
2010). Diese Eigenschaften machen Treg-Zellen fur eine Therapie bei der aGvHD
interessant.

In mehreren Studien im murinen Modell ist beschrieben, dass der adoptive Transfer
von nTreg-Zellen Zellen einen positiven Einfluss auf die aGvHD hat (Di lanni et al.,
2011; Edinger and Hoffmann, 2011; Haase et al., 2012). Dabei macht es keinen
Unterschied ob die nTreg-Zellen vor der Transplantation nur isoliert oder noch ex
vivo expandiert wurden (Edinger et al., 2003; Hoffmann et al., 2002; Taylor et al.,

2002). Die Effizienz einer solchen Therapie ist jedoch abhangig vom Zeitpunkt der
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Applikation. Sie ist weitaus effizienter wenn sie vor oder gleichzeitig zur
Knochenmarkstransplantation erfolgt, da die transferierten Treg-Zellen die Expansion
der aktivierten Effektor-T-Zellen zu einem spateren Zeitpunkt nicht mehr inhibieren
kénnen (Edinger et al., 2003; Hoffmann et al., 2002; Taylor et al., 2002). Versuche im
Mausmodell mit iTreg-Zellen zur aGvHD-Therapie zeigten, dass diese kaum oder gar
nicht protektiv wirksam waren, was ihrem instabilen Phanotyp geschuldet war (Beres
et al., 2011; Beres and Drobyski, 2013; Koenecke et al., 2009).

Auch im Menschen ist ein Zusammenhang von Treg-Zellen und der Auspragung der
aGvHD zu erkennen. So korreliert die Schwere der aGvHD mit dem Anteil der
Treg-Zellen im Transplantat (Wolf et al., 2007). Dies belegen Untersuchungen des
Transplantats und im Patienten nach erfolgter Transplantation (Beres and Drobyski,
2013). Vor allem CD62L (L-Selektin) sowie bestimme Chemokinrezeptoren sind
essentiell flr die positiven Effekte der Treg-Zellen (Ermann et al., 2005) (Lu et al.,
2011). Die Gewinnung von Treg-Zellen ist insofern schwierig, da es wenig geeignete
Marker gibt (Beres and Drobyski, 2013). Ukena et al. beschreiben CD4" CD25"
CD127" T-Zellen als geeignete Treg-Zellen fur den adoptiven Transfer (Ukena et al.,
2011). Derzeit zeigen erst wenige klinische Studien im Menschen, dass der Transfer
von Treg-Zellen auf transplantierte Patienten positive Effekte hat, wenn die
Applikation der Treg-Zellen gleichzeitig mit der Knochenmarkstransplantation oder
kurz davor erfolgt (Beres and Drobyski, 2013). Besonders erfolgversprechend
zeigten sich isolierte und expandierte Treg-Zellen aus Nabelschnurblut, da diese
ahnliche Eigenschaften wie periphere Treg-Zellen aufweisen (Brunstein et al., 2011;
Chang et al., 2005). Aber auch durch Apherese gewonnene und expandierte
Treg-Zellen zeigen positive Effekte bei der aGvHD-Pravention (Di lanni et al., 2011).
Dagegen beschreibt eine erste Studie bei manifestierter aGvHD, dass der Einsatz
von Treg-Zellen kritisch zu sehen ist, da ein positiver Effekt nicht bei allen Patienten
auftrat (Trzonkowski et al., 2009).

2.5.2. Myeloide Therapien der aGvHD

Neben genannten Treg-Zellen richtet sich der Fokus bei der Erforschung zellularer
Therapien bei der aGvHD auf die sogenannten regulatorischen myeloiden
Suppressorzellen (RMZ). Die RMZs lassen sich in 3 Gruppen unterteilen; die

myeloiden Suppressorzellen (Myeloid-derived suppressor cells, MDSC), die
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regulatorischen (suppressiven) dendritischen Zellen und die suppressiven
Makrophagen (Riquelme et al., 2012; Rosborough et al., 2014). Die MDSCs sind eine
heterogene Gruppe suppressiver Zellen myeloischen Ursprungs. Sie sind in der Lage
Effektor-T-Zellfunktionen zu unterdricken und stehen im Zusammenhang mit der
Tumorgenese. Sie entstehen aus granulozytaren oder monozytaren Vorlauferzellen
unter Einfluss eines Traumas, von Infektionen oder durch Tumorzellen-assoziierte
Zytokine oder Faktoren. In der Maus unterscheidet man zwei Gruppen. CD11b"
Ly6c™ Ly6G™-Zellen kennzeichnen die monozytaren MDSCs wéahrend granulozytare
MDSCs CD11b* Ly6c Ly6G* sind (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). MDSCs
supprimieren viele Effektorfunktionen. So beeinflussen sie die T-Zellaktivierung und
induzieren Treg-Zellen. Die Produktion von IL-10 reduziert die Expression von IL-12
in Makrophagen und auch NK-Zellen werden beeinflusst (Hoechst et al., 2009;
Ostrand-Rosenberg and Sinha, 2009; Sinha et al., 2007). Durch diesen Phanotyp
kann auch die aGvHD moduliert werden. Es ist gezeigt, dass eine erhohte Anzahl an
MDSCs mit der Starke der aGvHD korreliert (Vendramin et al., 2014; Wang et al.,
2013b). Derzeit gibt es nur murine Studien zum Transfer von MDSCs zur Therapie
der aGvHD, wobei der Transfer zeitgleich mit der Knochenmarkstransplantation
erfolgte. Erstmals beschreiben Zhou et al. den Gebrauch von MDSCs aus murinen
embryonalen Stammzellen zur Therapie der aGvHD (Zhou et al., 2010). Highfill et al.
zeigten, dass sich auch aus hamatopoetischen Stammzellen erfolgreich MDSCs
generieren lielken, die sich zur aGvHD-Therapie eigneten. Sie nutzten dafir IL-13,
einen starken Induktor fir die MDSC-Entwicklung (Highfill et al., 2010). Wang et al.
berichten, dass der Transfer von Milz-MDSCs, aus mit Granulozyten-Kolonie
stimulierende Faktor (G-CSF) behandelten Mausen, einen positiven Effekt auf die
aGvHD hatte (Wang et al., 2013b). Ahnliche Beobachtungen wurden auch von Joo et
al. gemacht (Joo et al., 2009). Der humane Phanotyp der MDSCs ist leider nicht so
gut definiert. Auch im Menschen sind MDSCs monozytarer Herkunft bekannt, die sich
durch suppressive Charakteristika auszeichnen. Sie exprimieren CD33, CD11b,
CD14 und sind HLA-DR'". Dagegen sind die granulozytdaren MDSCs CD33", CD11b",
CD15" sowie HLA-DR™ (Wood et al., 2012). Ihre therapeutische Wirksamkeit bei der
aGvHD ist in humanisierten Mausmodellen belegt (Janikashvili et al., 2015).
Zusatzlich ist beschrieben, dass der Ausgang einer aGvHD von dem Anteil an
MDSCs, der in den mittels G-CSF mobilisierten Spenderstammzellen enthalten ist,

abhangt (Lv et al, 2015). Neueste Daten beschreiben einen neuen
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Monozyten-Subtyp, der sich durch immunmodulierende Charakteristika auszeichnet.
Diese Zellen werden durch G-CSF mobilisiert und haben im murinen Modell bereits
positive Effekte bei der aGvHD erzielt (D’Aveni et al., 2015).

Neben den MDSCs werden regulatorische DZs als potentielle Therapie der aGvHD
beschrieben. Diese aus Knochenmark unter Einfluss von GM-CSF, IL-10 und TGF(
entwickelten Zellen sind in der Lage die aGvHD zu beeinflussen (Scroggins et al.,
2013). Dies belegen Experimente von Sato et. al. (Sato, 2003).

2.6. Fragestellung

GKs werden aufgrund ihrer anti-inflammatorischen Wirkung weitverbreitet als
First-line-Therapie in der aGvHD eingesetzt. An der Pathogenese dieser Erkrankung
sind sowohl alloreaktive T-Zellen als auch APZs wie beispielsweise Makrophagen
essentiell beteiligt. GKs beeinflussen die Funktionen dieser Zellen und nehmen so
positiven Einfluss auf den Verlauf einer aGvHD. Langfristige ist die Gabe von GKs
jedoch vor allem bei hoher Dosierung mit einer Reihe von Nebenwirkungen wie
Osteoporose oder Diabetes verbunden. Zudem kann es zu einer GK-Resistenz
kommen, bei der der Patient kaum oder gar nicht mehr auf GKs anspricht. In dieser

Arbeit sollten zwei mogliche Ansatze getestet werden, dieses Problem zu I6sen.

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Moglichkeit Gberpruft werden, ob eine aGvHD
durch den Einsatz ex vivo generierter und zum M2-Phanotyp polarisierter BMDMs
therapiert werden kann. Hierzu sollten Makrophagen ex vivo mit GKs und IL-4 zu
einem regulatorischen und immunsuppressiven Phanotyp differenziert und
anschlieRend adoptiv transferiert werden. Ahnliche Ansétze wurden bei anderen
Erkrankungen bereits erfolgreich eingesetzt. In diesem Zusammenhang sollte zuerst
getestet werden, ob Dex und IL-4 in vitro die M2-Polarisation in Hinblick auf die
Expression von Markergenen und funktionelle Eigenschaften synergistisch zu
beeinflussen vermodgen. M2-Makrophagen, die unter optimalen Bedingungen
generiert wurden, sollten dann in vivo in einem Mausmodell der aGvHD auf ihre
Fahigkeit getestet werden, den Verlauf der Krankheit positiv zu beeinflussen. Auf
dem Einsatz solcher Zellen basierende Therapien kdnnten moglicherweise in Zukunft

als Alternative zur in vivo Behandlung mit GKs eingesetzt werden.
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Im zweiten Teil der Arbeit sollten neue Einblicke in die Zelltyp-spezifischen
Wirkungen des GKs in der Modulation der aGvHD im Mausmodell gewonnen
werden, um auf diese Weise die differenzielle Relevanz der Repression einzelner
Eigenschaften der T-Zellen und APZs fur die GK-Therapie zu bestimmen. Durch
Ausschalten des GR-Signalweges in Zelltyp-spezifischen GR knock-out Mausen bzw.
durch Funktionseinschrankung des GR in Form einer Dimerisierungsmutante sollten
Effekte endogener und therapeutischer GKs bei der Regulation der aGvHD
untersucht werden. Durch ein besseres Verstandnis des Mechanismus der GKs im
Verlaufe der aGvHD konnte es in Zukunft mdglich sein, spezifischere Therapien zu

entwickeln und die Ursache der GK-resistenten aGvHD aufzuklaren.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Laborgerate

Tab. 1: Laborgerate
Gerat Modell Hersteller

Bestrahlungsgerét RS255 X-Ray Gulmay Medical
Research System Systems, Surrey, UK
Blutzucker-Messgerit Ascensia Bayer, Leverkusen,
CONTOUR Deutschland
Brutschrank HERAcell 150 Heraeus, Hanau,
HERAcell 240 Deutschland
Durchflusszytometer FACS Canto Il BD Biosciences,

Heidelberg, Deutschland

Elektophoresekammer

Type 40-0708
Type 40-1214
Type 40-1410

Peqlab Biotechnology,
Erlangen, Deutschland

Elektrophorese Netzteil

EPS 301

Amersham Biosciences,
Freiburg, Deutschland

Geldokumentationssystem

UV Transilluminator
+ Kamerasystem

Intas Science Imaging
Instruments, Géttingen,
Deutschland

Infrarotlampe

Balance 100W

Philips, Amsterdam,
Netherlands

Kihlschrank

Liebherr Premium

Liebherr International
Deutschland GmbH,
Biberach an der Riss,
Deutschland

Laborwaage

TE313S

Sartorius, Goéttingen,
Deutschland

MACS

autoMACS

Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Mikroplatten

PowerWave 340

BioTek Instruments, Bad
Friedrichshall,

Spektrophotometer Deutschland
Mikroskope Televal 31 Carl Zeiss, Oberkochen,
Primostar Deutschland
Mikrowelle R-212 Sharp, Osaka, Japan
. . Eppendorf, Hamburg,
Multisteppipette DZEtschland J
Nagetierthermometer TK9882 Bioseb, Vitrolles,

Frankreich
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Nanodrop ND-1000

ThermoScientific,

Nanodrop Spectrophotometer | Wilmington, USA
Mastercycler EP Eppendorf, Hamburg,
PCR Cycler Gradient Deutschland
o Knick, Berlin,
pH-Meter 766 Calimatic Deutschland
2 pl, 10 pl, 20 pl, . .
Pipetten 100 pl 200 pl, GI!SOH, Mlddleton,
Wisconsin, USA
1000 pl

Pipettierhilfe

Accu-Jet pro

Brand, Wertheim,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg,

Easypet Deutschland
. 7500 Real Time Applied Biosystems,
Real Time PCR PCR System Foster City, CA, USA
Reinstwassersystem Arium 611 Sartorius, Gottingen,
Deutschland
Rektalsonde flr Bioseb, Vitrolles,
Nagetierthermometer BIO-BRET-3 Frankreich
Gesellschaft fur
Schuttelapparat GFL-3006 Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland
Sterilbank HERAguard Heraeus, Hanau,
HERAsafe Deutschland
Interactive Tecniplast_,
Safechange Station Hohenpreifienberg,
Deutschland
Liebherr International
Tiefkiihlschrank Liebherr Comfort Deutschland GmbH,
-20°C Biberach an der Riss,
Deutschland
o Heraeus, Hanau,
Hera -80°C Deutschland
o Sanyo Electric Co.
VIP plus -150°C Moriguchi, Osaka, Japan
Vortexer Vortex Genie2 Ber_lder & Hobein, Zilrich,
Switzerland
Stork-Tronic, Stuttgart,
Wasserbad Type W12 Deutschland
verbessertes Henneberg-Sander
Zahlkammer Neubauer GmbH, Gielen,
Hamozytometer Deutschland
Zentrifugen Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg,

Centrifuge 5804R

Deutschland

Labofuge 400R
Multifuge 4KR

Heraeus, Hanau,
Deutschland
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Zentrifugen

Type 2-5 fur 96-
Loch-Platten

Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode am
Harz, Deutschland

3.1.2.

Tab. 2: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Labormaterial Spezifikation Hersteller
- MicroAmp Optical Applied Biosystems,
Abdeckfolie fur qRT-PCR | o cive Film Foster City, CA, USA
Deckglas fur Menzel-Glaser,
Deckglas Hamozytometer Braunschweig,

(Zahlkammer)

Deutschland

Einmalhandschuhe

Nitril Nextgen®

Meditrade,
Kiefersfelden,
Deutschland

Nunc Maxisorp

eBioscience, San

ELISA-Platte Flachboden 96-Loch- Diego, CA, USA
Platten
5 ml Polvstvren BD Biosciences,
FACS-Rohrchen ysty Heidelberg,

Rundboden-Rohrchen

Deutschland

Schott, Mainz,

Glaswaren verschiedene Deutschland
HBG Henneberg-
Hamozytometer vergleichbar mit Sander, Giessen-

(Zahlkammer)

Neubauer-Kammer

Lutzelinden,
Deutschland

BD Microlance 3 0,4x19

Kaniilen BD Biosciences,
mm Heidelberg
BD Microlance 3 0,5x16 Deutschland
mm
Sterican 0,45x12 mm B. Braun,
. Melsungen,
Sterican 0,55x25 mm Deutschland
Kryoréhrchen CryoTube™ Vials Nunc, Roskilde,
Denmark
Miltenyi Biotech,
MACS-Saule autoMACS Saule Bergisch Gladbach,

Deutschland

PCR-Reaktionsgefal

Multiply®-puStrip Pro 8-
strip

Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland

Petrischalen

Gewebe-/ Suspensions-
Kulturschale 5/ 10 cm

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland

Pipettenspitzen

Ultratip 1000 pl
Ultratip 200 pl

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland
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Pipettenspitzen

Pipettenspitze 0,1-10 pl

Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland

Platte fiir qRT-PCR

96-Loch Microplatte fur
PCR

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland

ReaktionsgefaRe

Cellstar 50 ml PP
Cellstar 15 ml PP

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland

Reaktionsgefalke 2/1,5/
0,5 ml

serologische Pipetten

Cellstar 5/ 10/ 25 ml

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland

BD Microtainer™ Plastic
Capillary Blood Collectors

BD Biosciences,

Serumrohrchen (gelb mit Heidelberg,
9 ) . Deutschland
Gerinnungsaktivatorgel)

. BD Micro-Fine ™ U-100
Spritzen 1 ml
) . BD Biosciences,

Discardit Il 2 ml Heidelberg,
Discardit Il 5 ml Deutschland
Discardit Il 10 ml

Sterilfilter Filtropur S 0,2 ul

Filtropur S 0,45 pl

Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland

Verschlussfolie

Parafilm M

Zellkulturflasche

Cellstar 75 cm?

Cellstar 175 cm?

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturschale

Cellstar Suspensions
Kulturschale 6-, 12-, 24-,
48-Vertiefung,
Flachboden

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland

Cellstar
Suspensionskultur 96-
Loch Rund-/ Flachboden

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland

Zellsieb

Zellsieb 40 um, 100 ym

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland/ Greiner
Bio-one,
Frickenhausen,
Deutschland

Celltrics 50 ym

Sysmex (Partec),
Gorlitz, Deutschland
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3.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Tab. 3: Chemikalien und Reagenzien
Chemikalie/Reagenz

3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB)

Hersteller

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

7-Aminoactinomycin D (7-AAD)

BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland

Agarose, UltraPure Agarose

Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA

Ammoniumchlorid (NH4CI) p.a.

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE)

Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland

Concanavalin A (ConA)

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Dexamethason, wasserloslich

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Dexa-ratiopharm® 100 mg Injektionslosung

Ratiopharm GmbH, Ulm

Dimethylsulfoxid 299,8 % Rotipuran p.a. (DMSO)

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Di-Natriumhydrogen -Phosphat Dodecahydrat 299%
p.a. (NazH PO4*1 2H20)

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

DMEM (Dulbeccos modified eagle medium)

life Technologies,
Darmstadt, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

DNA-Marker, GeneRuler low molecular weight DNA
ladder

Fermentas, St. Leon-
Rot, Deutschland

Essigsaure Rotipuran 100% p.a.

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol 299,8% p.a.

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Ethidiumbromid-Lésung 1%

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure Salzhydrate 295%
p.a. (EDTA)

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

fotales Rinderserum (fetal bovine serum,
FBS = FCS)

life Technologies,
Darmstadt, Deutschland

IFNy (rm IFNgamma)

Immuno Tools GmbH,
Friesoythe, Deutschland

IL-4 (rm 1L-4)

Immuno Tools GmbH,
Friesoythe, Deutschland
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IL-17 (rm IL-17)

PeproTech, Hamburg,
Deutschland

Kaliumchlorid (KCI) p.a.

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) p.a.

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Kristallviolett

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

LPS (Lipopolysaccharide aus E. coli.)

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Natriumnitrit (NaNO)

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Naphtylethylendiamin
(N-(1-Naphthyl)ethylenediamin-dihydrochlorid,
2 98%)

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Natriumcarbonat (Na,CO3) p.a.

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) 299,5% p.a.

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) p.a.

Merck, Darmstadt,
Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO4 x12H,0)

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Natriumazid (NaNs) p.a.

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Neomycintrisulfat Salthydrat p.a.

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Orange G (Ladepuffer)

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

PCR Reagenzien: dNTP Mix 10 uM, Tag-
Polymerase (5U/pl), 10xPuffer ohne MgCl,

Genaxxon Bioscience,
Ulm, Deutschland

Penicillin / Streptomycin (PS)

life Technologies,
Darmstadt, Deutschland

Ortho-Phosphorsaure (H3POy4), =2 85%, p. a., ISO

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Protein G Plus Agarose

Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland
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Roti Histofix 4% (4% Paraformaldehyd, PFA)

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Salzsaure (HCI)

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Schwefelsaure (H2SO4) 95-98% p.a.

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Sulfanilamid, = 99%

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Tris (Na3CeH507) Pufferan 299,9% p.a.

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Trypsin-EDTA 25%

Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA

Tween 20

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Wasserstoffperoxid (H202) 30% Rotipuran p.a.

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Zitronensaure-Monohydrat p.a.

Merck, Darmstadt,
Deutschland

3.1.4. Puffer, Losungen und Medien

3.1.41. Puffer und Losungen

Tab. 4: Puffer und Losungen

Puffer/Losung Zusammensetzung
Assay Diluent (ELISA)/Blockpuffer (ELISA) 1000 ml PBS

10% FCS
Beschichtungspuffer (ELISA, 1000 ml di H,0

Natriumcarbonatpuffer)

7,13 g NaHCO;
1,59 g N82CO3
pH 9,5

Detachment-Puffer

1000 ml PBS
2 mM EDTA

FACS-Puffer

1000 ml PBS
0,1 % BSA
0,01 % NaNs3

GrieR-Reagenz (Naphthylethylendiamin
Sulfanilamid)

100 ml di H>O
0,1% Naphthylethylendiamin
2,5% H3PO4

100 ml di H2O
1% Sulfanilamid
2,5% H3PO,4
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MACS-Puffer 1000 ml PBS
0,5 % BSA
2 mM EDTA
MACS Rinse-Puffer 1000 ml PBS
2 mM EDTA
NaNO; (Stocklésung 200 mM) 200 mM NaNO.
PBS 1000 ml H,O
80 g NaCl

29 g Na_;HPO4 x 12H,0
2 g KCl

2 g KH,POy4
pH7,2-7,3

PBS / BSA

1000 ml PBS
0,1 % BSA

PBS / Tween (ELISA Waschpuffer)

1000 ml PBS
0,1 % Tween 20

Stop-Losung

2N HySOq4

Substratlosung (ELISA)

10 ml Substrat-Puffer
1 mg TMB

100 pl DMSO

20 pl 3,5% H20,

Substratpuffer (ELISA)

1000 ml di H20
21 g Zitronensaure
71,7 g NazHPO4 x 12H,0

TAE-Puffer

1000 ml di H,O
4,8 g Tris

1,1 g Essigsaure
0,29 g EDTA
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3.1.4.2. Medien
Tab. 5: Medien

Medien
DMEM/FCS/PS

Zusammensetzung

10% FCS

100 U / ml Penicillin
100 pg / ml Streptomycin

L Cell Conditioned Medium

(LCCM)

Uberstand aus kultivierten L929-Zellen, siehe
Abschnitt 3.2.1.1.2.1.

3.1.5.

Tab. 6: Antikorper

Antikorper fur FACS und Zellisolation

Fluoro-

Anwen-

Epitop Klon Isotyp chrom  dung Hersteller
BioLegend,
7-AAD - - 7-AAD FACS San Diego,
CA, USA
anti-IL-6 MP5-20F3 | Rat IgG1, k | - Injektion | eBioscience
BioLegend,
CD115 AFS98 Rat IgG2a, k | APC FACS San Diego,
CA, USA
BioLegend,
CD11b M1/70 Rat IgG2b, k | PE-Cy7 | FACS San Diego,
CA, USA
8’?33{;532 BioLegend,
foX™ Fo- 93 Rat IgG2a, A | - FACS San Diego,
’ CA, USA
Block)
BioLegend,
CD206 C068C2 Rat IgG2a, k | APC FACS San Diego,
CA, USA
BioLegend,
CD3 17A2 Rat 1I9G2b, k | APC FACS San Diego,
CA, USA
BioLegend,
CD54 YN1/1.7.4 | Rat IgG2b, k | APC FACS San Diego,
CA, USA
BioLegend,
CD71 RI7217 Rat IgG2a, k | PE FACS San Diego,
CA, USA
BioLegend,
CD8 53-6.7 Rat IgG2a, k | APC FACS San Diego,

CA, USA
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BioLegend,
CD86 GL-1 Rat 1gG2a, k | PE FACS San Diego,
CA, USA
Miltenyi
. Biotech,
CD90.2 - rat IgG2b 't\)";g:jos rzeel'r:?“ljn Bergisch
9UNg | Gladbach,
Germany
BioLegend,
F4/80 BM8 Rat IgG2a, k | FITC FACS San Diego,
CA, USA
MHC I Mouse BioLegend,
(C57BL/6, |- | AF6 120.1 | (BALBI/c) PE FACS San Diego,
Ab) IgG2a, K CA, USA
3.1.6. Oligonukleotide
Tab. 7: Oligonukleotide
A - Transkript, B - Name, C - Sequenz, D - Annealingtemperatur [°C], E - Produktgrof3e
[bp], F - Referenz
A B C D E F
HPRT fw | 5-GTC CTG TGG CCA TCT GCC TA-3' 50 | g1 |- Theiss-
rev | 5-GGG ACG CAG CAA CTG ACA TT-3' Sunnemann
IL-2 fw | 5-ACT TGC CCA AGC AGG CCA CA-3' .
eigene
5'-CCA GAA CAT GCC GCAGAG GTC |60 |78 | A0 cit
rev c-3'
IL-17A fw | 5-TCC AGA AGG CCC TCA GAC TA-3' 60 | 239 | J- Theiss-
rev | 5-AGC ATC TTC TCG ACC CTG AA-3' Sdnnemann
IFNy fw | 5-ACT GGC AAA AGG ATG GTG AC-3' 50 | 237 | J- Theiss-
rev | 5-TGA GCT CAT TGA ATG CTT GG-3' Sunnemann
gra“zym fw | 5-TGT GGG CCC CCA AAG TGA CAT-3 | Theiss.
| 5-ARA GGC AGG GGA GAT CAT CGG 60 1184 | Sgnnemann
G-3'
HPRT fw | 5-CAT GGA CTG ATT ATG GAC AGG A- '
3 60 | 123 | €igene
oy | 5-CAG CAG GTC AGC AAA GAA CTT A- Arbeit
3!
rev | 5-ATT ATT CCA AAG GCC CGA AG-3' Arbeit
rev | 5-GAG CCA CTG AGC CTT CAA CT-3' Arbeit
iNos fw | 5-CAC CTT GGA GTT CAC CCA G-3' s0 | 170 | eigene
rev | 5-ACC ACT CGT ACT TGG GAT GC-3' Arbeit
Arg1 fw 5'-G'AA TGG AAG AGT CAG TGT GGT 60 | 79 eigeqe
G-3 Arbeit
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Arg1 rev |5-CTG GTT GTC AGG GGA GTG TT-3'
TNFa fw 5'-TCC CCA AAG GGA TGA GAA G-3' 50 | 133 | eigene
rev | 5-CAC TTG GTG GTT TGC TAC GA-3' Arbeit

CD163 fw

5'-TGC CTC CCA AAA ATG ACT TC-3'

rev | 5-ATG GCT CCA CAA ACC AAG AG-3'

eigene
60 | 139 Arbeit

3.1.7.

Tab. 8: Kommerzielle Kits und Enzyme
Bezeichnung

iScript cDNA Synthesis Kit

Kommerzielle Kits und Enzyme

Hersteller

Bio-Rad Laboratories, Minchen,
Germany

Mouse IFN- ELISA MAX Standard

BioLegend, San Diego, CA, USA

Mouse IL-2 ELISA MAX Standard

BioLegend, San Diego, CA, USA

Mouse TNFa ELISA MAX Standard

BioLegend, San Diego, CA, USA

Pan T Cell Isolation Kit Il, Mouse

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Germany

pHrodo® Green E. coli BioParticles®
Konjugat fur Phagozytose

life Technologies

Power SYBR Green PCR Master Mix

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Quick-RNA MiniPrep

Zymo Research, Irvine, CA, USA

Tag-Polymerase

Genaxxon Bioscience, UIm, Germany

Trypsin-EDTA 25%

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

3.1.8. Zelllinien

L929-Zellen

Bei L929-Zellen handelt es sich um eine M-CSF-produzierende murine Fibroblasten-

Zelllinie. Der Uberstand dieser

Zellen

wurde zur

Differenzierung der

hamatopoetischen Stammzellen zu Makrophagen genutzt. Die Zelllinie wurde von

Prof. Dr. Jan Tuckermann (Institut fir Molekulare Endokrinologie der Tiere der

Universitat Ulm, Deutschland) zur Verfligung gestellt.
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3.1.9. Software

Tab. 9: Software
Software

Hersteller

7500 System SDS Software v.
1.4.0.25

Applied Biosystems, Foster City, California,
USA

BD FACS Diva Software
Version 6.1.2

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BioTek® Gen5™ Version 1.09

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland

FlowdJo software Version 7.6

Tree Star, Inc., Ashland, Oregon, USA

Microsoft Excel (2007, 2010)

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Primer3

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

Primer-BLAST

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/

Prism Version 6.0

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA

Endnote X4

Thomas Reuters

3.2. Methoden

3.21. in vitro Versuche

3.21.1. Zellkultur

Alle zellkulturtechnischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeflhrt.
Die Zellen wurden, wenn nicht anders beschrieben bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

3.21.1.1. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden 10 ul der
Zellsuspension enthommen und fur die Vitalfarbung mit Trypanblau gemischt. Zum
Auszahlen wurden 10 pl aus diesem Gemisch unter das Deckglas der Zahlkammer
pipettiert und zwei schrag gegenuberliegende Quadranten ausgezahlt. Dabei wurden
tote Zellen (erkennbar durch intensive Blaufarbung) von der Zahlung exkludiert. Die

Zellzahl berechnete sich wie folgt:

Mittelwert der gezahlten Zellen in den Quadranten x 10* x Verdiinnungsfaktor x

Volumen (ml).
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3.21.1.2. Gewinnung von BMDMs

3.21.1.2.1. Herstellung von L cell conditioned medium (LCCM)

Als Grundlage flr die Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) in
Makrophagen wurde LCCM genutzt, welches das zur Differenzierung bendtigte
M-CSF enthielt. Die Zellen wurden von Prof. Dr. Jan Tuckermann (Institut fur
Allgemeine Zoologie und Endokrinologie der Universitat Ulm, Deutschland) zur
Verfiugung gestellt und in unserer Einrichtung vermehrt. Fir die Gewinnung von
LCCM wurden kryogenisch eingefrorene L929 Zellen (murine Fibrosarkomzelllinie)
im Wasserbad aufgetaut und zusammen mit DMEM/FCS/PS gewaschen. Danach
wurden die Zellen in DMEM/FCS/PS resuspendiert und in eine 75 cm?
Zellkulturflasche Uberfuhrt. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen durch
Trypsin geerntet und auf funf 75 cm? Zellkulturflaschen verteilt. Nach abermaligem
Konfluentwerden wurden die Zellen erneut mittels Trypsin geerntet und in funf
175 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Der Uberstand wurde nach jedem zweiten Tag
abgenommen und durch frisches Medium (DMEM/FCS/PS) ersetzt. Der Uberstand
wurde bei -20°C eingefroren. Dieser Vorgang wurde vier Mal wiederholt.
AbschlieRend wurden alle Uberstande aufgetaut, vereinigt, sterilfiltriert, aliquotiert
und wieder eingefroren. Eingesetzt wurde das Medium in einer 1:5 Verdlinnung mit
DMEM/FCS/PS.

3.21.1.2.2. Differenzierung zu Makrophagen

Nach erfolgter Knochenmarkisolation (Abschnitt 3.2.2.3.1.) aus Tibia, Femur und
Humerus aus C57BL/6 Mausen wurden die Zellen mit PBS/BSA gewaschen. Die
Zellen wurden in DMEM resuspendiert und anschlieRend in Petrischalen
(Gewebekulturschalen) Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden alle
nicht-adharenten Zellen von den Platten durch leichtes Spllen abgenommen und bei
330 g fur 6 Minuten (Min) bei 4°C zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen in
LCCM resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Je 10" HSZs wurden in eine
Petrischale (Suspensionskulturschale) bzw. 3x10° HSZs in eine Vertiefung einer
6-Loch-Platte (Platten flr Suspensionskultur) gegeben. Die Petrischale wurde auf ein
Volumen von 10 ml und die Vertiefung der 6-Loch-Platte auf 4 ml mit LCCM
aufgefullt. Nach vier Tagen wurden die Schalen bzw. Vertiefungen mit warmem PBS
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gewaschen und das Medium (LCCM) ersetzt. Dieser Schritt wurde am 6. Tag
wiederholt. Der Verlauf der Differenzierung wurde dabei unter dem Mikroskop
kontrolliert. Nach insgesamt acht bis zehn Tagen wurden die Makrophagen geerntet.
Dazu wurden die Platten mit PBS gewaschen und die Zellen mit 2 mM EDTA fur
30 Min bei 37°C abgeldst. Die abgeldsten Zellen wurden mit PBS/BSA gewaschen
und ausgezahlt. Mittels Durchflusszytometrie wurde sowohl die Reinheit als auch die
Vitalitat der Zellen gepruft. Dafur kamen F4/80 und CD11b sowie 7-AAD zur

Anwendung.

3.2.1.1.2.3. Polarisierung von Makrophagen

Nach vollstandiger Differenzierung wurden die Makrophagen auf der Schale oder der
Vertiefung gewaschen und das LCCM durch DMEM/FCS/PS ersetzt. Die
Polarisierung der Makrophagen erfolgte fur jeweils 24 h. Die M1-Polarisation erfolgte
mit 100 ng/ml LPS. Die M2-Polarisation erfolgte je nach Bedarf mit 10 ng/ml IL-4
(M2l), mit 107 M Dex (M2D) oder kombiniert mit IL-4 und Dex (M2ID) sowie
unbehandelt (MO).

3.2.1.2. Funktionelle und immunologische Analysemethoden

3.21.21. T-Zell-Proliferation

Alle T-Zellen bzw. Splenozyten wurden nach erfolgter Isolation (Abschnitt
3.2.2.3.2.1.) mit CFSE gefarbt. Dafur wurden die Zellen auf eine Konzentration von
2x10%/ml mit PBS eingestellt und die Suspension 7 Min bei 37°C im Wasserbad mit
einer Endkonzentration an CFSE von 0,5 uM gefarbt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 2% FCS gestoppt. Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen,

ausgezahlt und in DMEM resuspendiert.

3.21.21.1. Polyklonale Stimulation

C57BL/6 WT-T-Zellen wurden wie beschrieben isoliert (Abschnitt 3.2.2.3.2.1.). 10°
T-Zellen wurden zusammen mit 10° polarisierten Makrophagen in einem Volumen

von 200 ul in eine 96-Loch-Flachbodenplatte gegeben und die T-Zellen mit 2,5 ug
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ConcanavalinA (ConA) stimuliert. Als Kontrolle wurden T-Zellen ohne ConA mit
Makrophagen inkubiert. Nach drei Tagen wurde dann die Proliferation
durchflusszytometrisch bestimmit.

3.21.2.2. Phagozytosetest.

FUr den Phagozytosetest wurde das pHrodo™Green E. coli BioParticles® Konjugat
der Firma life Technologies verwendet. Lyophilisierte E. Coli Bakterien wurden in
PBS/BSA resuspendiert und die Suspension 1:4 mit PBS/BSA verdiinnt. 10°
polarisierte Makrophagen, resuspendiert in PBS/BSA, wurden in je eine Vertiefung
einer 96-Loch-Flachbodenplatte gegeben. Nach 3-stlindiger Adharierungszeit wurde
der Uberstand entfernt und durch 100 pl des verdiinnten Konjugates ersetzt. Die
Inkubation erfolgte fiir 1 h bei 37°C. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen
und die Makrophagen durch kraftiges Abspulen mir PBS/BSA in ein FACS-Rohrchen
Uberfuhrt. Die Makrophagen wurden vor der Bestimmung der Phagozytose mit 3 ml

PBS gewaschen und die erfolgte Phagozytose am Durchflusszytometer analysiert.

3.2.1.2.3. Adharenztest

Die polarisierten Makrophagen wurden in den Vertiefungen der 6-Lochplatte drei Mal
mit PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Fixierung fur 10 Min bei
Raumtemperatur (RT) mit 100% Ethanol. Dieser wurde hinterher verworfen und die
Zellen fur 30 Min bei RT mit Kristallviolett gefarbt. Der Uberschissige Farbstoff wurde
entfernt und die Vertiefungen solange mit destillietem Wasser gewaschen, bis kein
Farbstoff mehr austrat. Die Zelllyse wurde mit 2%igem TritonX durchgefuhrt. Es
erfolgte eine Verdunnungsreihe mit destilliertem Wasser und die anschlielende

photometrische Messung bei 570 nm.

3.2.1.2.4. ICr-Test von in vivo generierten alloreaktiven ZTLs

Der °'Cr-Test erméglicht es Aussagen Uber die Zytotoxizitit von Zellen zu machen.
Hier wurde die Funktion von in vivo generierten alloreaktiven CD8'-T-Zellen am
Tag 6 der aGvHD ermittelt. Fur den *1Cr-Test macht man sich die Fahigkeit der

zytotoxischen T-Lymphozyten (ZTL) zu Nutze, dass diese MHC-ungleiche Zielzellen
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lysieren kénnen. Dabei wurden die ZTLs zusammen mit chromierten Zielzellen
inkubiert und die Freisetzung von °'Cr im Uberstand gemessen. Der °'Cr-Test wurde
in Kooperation mit der AG Dressel durchgefiihrt. Als Zielzellen wurden Ag8.653 (H2%)
und RMA (H2°) Zellen verwendet. Diese wurden geerntet, in 100 pl FCS
resuspendiert und 1 h 37°C mit 51Cr mit einer Konzentration von 1 pCu/ml markiert.
Die chromierten Zielzellen wurden in bestimmten Verhaltnissen mit den
Effektorzellen (CD8"-T-Zellen) fiir 4 h bei 37°C in 96-Loch-U-Boden-Platten in einem
Volumen von 200 pl inkubiert. Im Anschluss daran wurden 50 pl des Uberstandes in
96-Loch Opti-Plates Uberfuhrt und 200 ul flissiger Szintillator dazugegeben. Zu den
verbleibenden 150 ul wurden 5 pl 10% Triton gegeben und gut gemischt. 50 ul des
lysierten Pellets wurden ebenfalls in eine 96-Loch-Platte Uberfuhrt und mit 200 pl des
flissigen Szintillators hinzugefligt. Die Messplatte wurde versiegelt, geschuttelt die
Radioaktivitat in den Vertiefungen gemessen Die relative Lyse berechnete sich an
Hand des Quotienten aus freigesetzter Radioaktivitat und der verbleibenden
Radioaktivitat im Zellpellet nach der Formel:

% Lyse = 4 x cpm Uberstand x 100/3 x cpm Pellet + cpm Uberstand. Die spezifische
Lyse errechnete sich aus der Lyse minus des spontanen Chrom-Austritts aus der

Zelle.

3.21.2.4.1. Isolation von CD8*-T-Zellen

Fir den °'Cr-Test wurden CD8"-T-Zellen aus der Milz am Tag sechs nach
GvHD-Induktion verwendet. Dabei wurden die Mause durch CO»-Inhalation getdtet,
die Milzen entnommen und wie beschrieben eine Einzelzellsuspension
(Abschnitt 3.2.2.3.2.) hergestellt. Fir die Isolation der CD8'-T-Zellen wurde das
CD8a" T cell isolation Kit Il der Firma Miltenyi verwendet. Die Milzen mehrerer Mause
aus jeder Gruppe wurden vereinigt. Die resultierenden Lymphozyten die wurden in
40 pl MACS-Puffer/10” Zellen zusammen mit 10 ul Biotin-Antikdrpercocktail fiir
10 Min bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen in 30 pl MACS-Puffer
zusammen mit 20 pl anti-Biotin-Microbeads fur 15 Min bei 4°C inkubiert. Die Zellen
wurden mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen, 10® Zellen in je 500 yl MACS-Puffer
aufgenommen und Uber einen 30 um Filter gegeben. Die Aufreinigung erfolgte mit
dem autoMACS und dem Programm DEPLETS.
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3.21.3. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zum Nachweis von Zytokinen im Uberstand von Zellkulturen, kam der ELISA zur
Anwendung. Dieses immunologische Nachweisverfahren beruht auf einem
enzymvermittelten Farbumschlag, der photometrisch messbar ist. Verwendet wurden
kommerzielle ELISA-Kits der Firma Biolegend, welche nach Protokoll angewendet
wurden.

Zur Beschichtung wurde auf Nunc MaxiSorp 96-Loch ELISA-Platte der jeweilige
Antikdrper, in Beschichtungspuffer resuspendiert, gegeben und die Platte bei 4°C
Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Gberschussige Antikorper entfernt
und die Platte drei Mal mit PBS/Tween (PBS-T) gewaschen. Im Anschluss erfolgte
ein Blockschritt mit 10% FCS fir 1 h bei RT. Dem abermaligen drei maligem
Waschen mit PBS-T folgte das Auftragen der in 10% FCS verdinnten Proben und
der Standards, die dann fir 2 h bei RT inkubiert wurden. Nach erneutem drei
maligem Waschen mit PBS-T wurden die Proben 1 h mit biotinyliertem
Detektionsantikorper, verdunnt in 10% FCS, inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine
30-minutige Inkubation mit Streptavidin-HRP. Die Entwicklung erfolgte nach vier
maligem Waschen mit PBS durch Zugabe von Tetramethylbenzidin (geldst in
Substratpuffer und Wasserstoffperoxid) fur 5-30 Min im Dunkeln. Nach dem
Abstoppen der Reaktion durch 50 yl 1M Schwefelsaure konnten die Absorption in

den Platten im Photometer bei 450 bzw. 570 nm gemessen werden.

3.21.4. Messung von Stickoxiden (NO-Test)

Die Messung von Stickoxiden im Zellkulturiberstand von polarisierten Makrophagen
wurde mit Hilfe von Kopplungsreagenzien photometrisch bestimmt. Zur
Quantifizierung der Messwerte wurde eine Eichreihe mittels NaNOs-Losung erstellt.
50ul der Standards bzw. des Uberstandes wurden in einer Nunc MaxiSorp 96-Loch
ELISA-Platte mit 50 pl 1% Sulfanilamid fur 5 Min unter Lichtausschluss bei RT
inkubiert. Im Anschluss wurden 50 pl 1% Naphtylethylendiamin hinzugefugt und die
Absorption in den Vertiefungen im Photometer bei 540 nm gemessen.
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3.21.5. Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting)
FACS)

Die gewlnschte Zellzahl wurde in ein FACS Roéhrchen Uberfihrt und mit 3 ml
FACS-Puffer fir 5 Min bei 450 g gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und
ein Blockierung der Fc-Rezeptoren anti-CD16/CD32 fur 30 Min bei 4°C durchgefuhrt.
Im Anschluss erfolgte eine 30-minutige Inkubation mit spezifischen an Fluorochrome
gekoppelten Antikérpern (in FACS-Puffer verdunnt) bei 4°C. Nach der Inkubation
wurden die Proben mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen. Die durchflusszytometrische
Messung erfolgte am FACS Canto Il der Firma BD Biosciences. Beim Einsatz
mehrerer Antikorper wurden vor der Messung Settings aufgenommen um stérende
spektrale Uberlappungen der Fluorochrome auszugleichen. Die Auswertung der

ermittelten Daten erfolgte mit FlowJo.

3.2.1.6. Molekularbiologische Methoden
3.2.1.6.1. RNA-Isolation aus Zellen

Die RNA wurde mittels des Quick-RNA™ MiniPrep Kits der Firma Zymo Research
isoliert. Alle Aufreinigungsschritte fanden bei RT statt. Dazu wurden die Zellen bei
330 g 6 Min zentrifugiert und der Uberstand verworfen und das Pellet mit 300 pl
Lysepuffer je 5x10° Zellen resuspendiert. Das Lysat wurde auf eine Spin-Away Saule
gegeben und bei 16.000 g fur eine Minute zentrifugiert. Dieser Schritt diente der
Entfernung genomischer RNA aus der Probe. Im Anschluss wurde das gereinigte
Lysat 1:2 mit 98%igem Ethanol versetzt, auf eine Zymo-Spin IlICG-Saule gegeben
und fur 30 Sekunden (Sek) bei 16.000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
verworfen. Es folgte ein Waschschritt mit 400 ul Prep-Puffer mit einer Zentrifugation
von 16.000 g fur 30 Sek. Nachfolgend wurde die Saule zwei Mal mit Waschpuffer
gewaschen und abermals zentrifugiert, wobei im ersten Waschschritt mit 700 pl
Waschpuffer und 30 Sek bei 16.000 g und im zweiten Durchgang mit 400 pl fur 2 Min
ebenfalls bei 16.000 g zentrifugiert wurde. AnschlieRend wurde die Saule in ein
RNase freies 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt, 35 yl RNase-freies Wasser auf die
Membran pipettiert und wurde bei 21.000 g zentrifugiert. Dieser Elutionsschritt wurde
einmal wiederholt um die Ausbeute an RNA zu erhdhen. Die isolierten RNA-Proben
wurden bei -20°C aufbewahrt.
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3.2.1.6.2. Qualitative und quantitative Analyse von RNA

Nach erfolgter Isolierung wurde die Konzentration der RNA mit Hilfe des Nano-Drops
der Firma Fischer Scientific Inc. photometrisch bestimmt. Dazu wurde 1 ul der RNA
in das Gerat pipettiert und die Konzentration bei 260 nm gemessen. Zur Uberpriifung
der Reinheit wurde das Verhaltnis 260/230 nm (Aussage uber LOosemittel im Eluat)
sowie 260/280 nm (Aussage Uber Proteinkontamination im Eluat) ermittelt.
Die Qualitat der RNA wurde mittels Gelelektrophorese mit einem 1%igen Agarosegel

kontrolliert.

3.2.1.6.3. Agarosegelelektrophorese

Die RNA sowie PCR-Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese analysiert. Dazu
wurden 0,7 — 2%ige Agarosegele verwendet. Dazu wurde die bendtigte Menge
Agarose in 1x TAE-Puffer gelést und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach dem
Abkuhlen auf 60°C wurde der Mischung Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration
von 1 ug/ml hinzugegeben. Die Agarose wurde in einen Schlitten mit einem Kamm
fur die spateren Kammern gegossen. Nach dem Erharten wurde das Gel samt
Schlitten in die Gelkammer, welche 1x TAE-Puffer enthielt, Uberfuhrt. Die Proben
wurden mit 5 yl 6x Orange G Ladepuffer gemischt und in die Taschen gegeben. Das
Gel lief 30 Min bei 120-150 V bei 220 mA. Die Visualisierung der Banden erfolgte auf
einem Bildschirm unter UV-Licht.

3.2.1.6.4. c-DNA-Synthese (Reverse Transkription)

Die Umschreibung von RNA in komplementare DNA (cDNA) wurde mittels des
iScript™ cDNA-Kits der Firma Bio-Rad durchgefiuhrt. Dazu wurde das Volumen von
bis zu 1 uyg RNA zusammen mit 4 pl 5xiScript sowie 0,2 ul reverser Transkriptase
gemischt.
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Tab. 10: Komponenten fiir die c-DNA-Synthese

RNase freies H.0 variabel
5x iScript reaction Mix 4

| Script reverse Transkriptase 0,2
RNA (max. 1 ug) variabel
Gesamtvolumen 20

Die reverse Transkription erfolgte im Thermo-Cycler bei folgendem Programm:

Tab. 11: Programm fiir die c-DNA-Synthese

Prozess Temperatur [°C] Dauer [Min]
Bindung der Oligonukleotide 25 5
cDNA-Synthese 42 30
Inaktivierung der reversen Transkriptase 85 5

Die cDNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.
3.2.1.6.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Etablierung von neuen Primern und zur Qualitatsuberprifung der erzeugten
cDNA vor dem Einsatz in einer quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) wurde die
PCR verwendet. Dabei wurden die gleichmallige Expression des Housekeeping-
Gens HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) analysiert. Dafur
wurde 1 pl cDNA mit sequenzspezifischen Primern, destilliertem Wasser,
MgCl,.haltigem Puffer, Nukleotiden sowie Tag-Polymerase gemischt.
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Tab. 12: Komponenten einer PCR-Reaktion

H;0 19,8
10x PCR-Puffer (mit 1,5 mM MgCl,) 2,5
dNTP 1
Primer-Mix 10 uM 0,5
Taq-Polymerase 0,2
cDNA 1
Gesamtvolumen 25

Die PCR wurde in einem Thermo-Cycler der Firma Eppendorf durchgefuhrt.

Tab. 13: PCR-Programm

Prozess Temperatur [°C] Dauer [Min]
Initiale Denaturierung 94 5

Denaturierung 94 1
Primeranlagerung 60 1 40x
Elongation 72 1

Finale Elongation 72 10

Lagerung 10 00

Im Anschluss daran wurde die Integritat des Amplifikats durch eine

Gelelektrophorese gepruft.

3.2.1.6.6. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Die Genexpression wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR ermittelt, wobei in

dieser Arbeit eine relative Quantifizierung stattfand. Unter relativer Quantifizierung
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versteht man wie stark ein Gen in Bezug auf ein Referenz- bzw. Housekeeping-Gen

exprimiert wird. Zur Berechnung der Genexpression wurde die AACT-Methode

genutzt.

Dafur wurde die cDNA mit den folgenden Komponenten in eine 96-Loch Microplatte

fur PCR gegeben und mit einer transparenten Folie versiegelt.

Tab. 14: Komponenten fiir die qRT-PCR

Reagenz

H20

Volumen [pl]

11

SYBR Green PCR Mastermix

12,5

Primer-Mix 10 pM

0,5

cDNA

1

Gesamtvolumen

25

FUr die Real-Time-PCR wurde der ABI7500 der Firma Applied Biosystems benutzt.

Dabei setzte sich die PCR-Reaktion aus folgenden Einzelschritten zusammen.

Tab. 15: qRT-PCR-Programm

Prozess Temperatur [°C] Dauer

Vorwarmen 50 2 Min

Aktivierung der

Polymerase, erste 95 10 Min

Denaturierung

Denaturierung 95 15 Sek

Primeranlagerung, .

Elongation 60 1 Min 45x
95 15 Sek

Dissoziierungsschritt 60 1 Min

(Schmelzkurve)

95 15 Sek
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Zur Berechnung der Expression bediente man sich der AACT-Methode. Dabei
beschreibt der CT (Cycle Threshold)-Wert den Zyklus in dem die Signalstarke
erstmals die Hintergrundfluoreszenz ubersteigt und so den Beginn der exponentiellen
Phase markiert. Bei der AACT-Methode wird zuerst der CT-Wert der endogenen
Kontrolle von dem des Zielgens subtrahiert. Dieser ACT-Wert wird dann von dem

ACT eines Kalibrators (Normgrofie) abgezogen. Man erhalt den AACT-Wert. Der

quantitative Unterschied zwischen zwei Proben wurde dann nach der Formel 24¢T
berechnet.

3.2.2. in vivo Versuche

3.2.21. Tierhaltung

Alle Tierversuche wurden unter der Berlcksichtigung ethischer Standards zur
humanen Tierhaltung und mit Genehmigung der Landesanstalt fir Gesundheit und
Soziales (LAVES) Niederschsen durchgefuhrt. Die Mause wurden in Gruppen in der
zentralen tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) unter spezifisch pathogenfreien
(SPF) Bedingungen in individuell bellfteten Kafigen (IVC) gehalten. Dabei erhielten
die Tiere spezielle Nagernahrung und Trinkwasser ad libitum und unterlagen einem

12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus.
3.2.2.2. Mause

Die genutzten Mausstamme wurden entweder selbst in Gottingen gezlchtet oder
Uber einen externen Zichter (Charles River, Sulzfeld) bezogen. Neben dem
Wildtypstamm wurde zur Untersuchung der Rolle des GR in der aGvHD
verschiedene Genotypen auf BALB/c-Hintergrund genutzt. Dabei handelt es sich um
einen Inzuchtstamm mit dem MHC-Haplotyp H2¢ mit charakteristisch weiler
Fellfarbe. Zum einen wurde mit GRY™-M&usen gearbeitet (Reichardt et al., 1998), die
zuvor Uber mehr als zehn Generationen auf einen BALB/c-Hintergrund ruckgekreuzt
wurden. Diese Mause zeichnen sich durch eine Punktmutation in der
Dimerisierungsdomane des GR aus. Der GR ist damit nicht mehr in der Lage zu
dimerisieren und kann somit keine DNA-Bindungsabhangige Genregulation mehr
durchfiihren. Daneben wurden Mause mit einer GR-Defizienz in den myeloiden
Zellen (GR"™ M. GRYsMee = GRY*M) (Clausen et al., 1999) genutzt. AuRerdem
wurden verschiedene Genotypen des Mausstammes C57BL/6 verwendet. Hierbei
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handelt es sich ebenfalls um einen Inzuchtstamm mit dem MHC-Haplotyp H2® fiir
den eine schwarze Fellfarbe charakteristisch ist. Benutzt wurde zum einen der
Wildtypstamm und zum anderen ein Stamm mit T-zellspezifischer GR-Defizienz
(GRM"Mlox.  GRIkCre = GR%) (Gu et al., 1994). Fur die T-Zel- und
Knochenmarkisolation wurden alternativ zu Wildtyp oder gefloxten Mausen auch
B6.SJL-PtprcaPepcb/Boyd (CD45.1-kongene C57BL/6J) Mause (Uhmann et al.,,
2011) verwendet.

3.2.2.3. aGvHD

Fur alle Tierexperimente wurden als Empfanger 8 bis 12 Wochen alte mannliche und
weibliche BALB/c Mause verwendet. Diese wurden in Gruppen gehalten. Zwei Tage
vor der aGvHD-Induktion wurde zur Antibiose-Therapie Neomycin Uber das
Trinkwasser verabreicht, welches alle 2 Tage gewechselt wurde. Einen Tag vor der
Induktion wurden die Mause mit 8,5 Gy (1 Gy/Min) einer Ganzkoérperbestrahlung
unterzogen. Die Induktion der aGvHD erfolgte am nachsten Tag durch die Injektion
von 10" T-Zell-depletierten Knochenmarkzellen zusammen mit 2x10° aufgereinigten
T-Zellen. Diese wurden zumeist aus Lymphknoten oder Milz aus C57BL/6 Mausen
gewonnen. Die Mischung aus T-Zell-depletierten Knochenmarkzellen und
aufgereinigten T-Zellen wurden in einem Volumen von 200 ul mit PBS Uber die
Schwanzvene (i. v.) injiziert. Die Knochenmarkskontrollen erhielten nur

T-Zell-depletiertes Knochenmark.

3.2.2.31. Knochenmarksgewinnung

Nach dem Toten der Mause durch COj-Inhalation wurden die Vorder- sowie
Hinterbeine entfernt und Tibia, Femur sowie Humerus herausprapariert. Die
Knochenenden wurden mit einer Knochenschere entfernt und das Knochenmark
mittels 24G-Kanule und einer 5 ml Spritze mit PBS/BSA herausgespult. Zur
Herstellung einer homogenen Suspension wurde das Knochenmark gut in PBS/BSA
resuspendiert und im Anschluss Uber einen 40 um Filter gegeben. Die Zellen wurden
mit PBS/BSA gewaschen und bei 330 g fur 6 Min bei 4°C zentrifugiert.
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3.2.2.31.1. Herstellung von T-Zell-depletiertem Knochenmark

FUr die aGvHD-Experimente wurde T-Zell-depletiertes Knochenmark verwendet.
Dazu wurden CD90.2 Microbeads der Firma Miltenyi verwendet. Nach der
Zentrifugation der Zellen wurden diese in MACS-Puffer aufgenommen und die
Zellzahl bestimmt. Die bendtigte Menge an Knochenmarkzellen wurde entnommen
und mit MACS-Puffer gewaschen. Im Anschluss daran wurden je 107 Zellen in 90 pl
MACS-Puffer zusammen mit 10 pl anti-CD90.2 Microbeads resuspendiert und bei
4°C far 15 Min inkubiert. Es erfolgte ein erneuter Waschschritt mit 10 ml
MACS-Puffer. Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 2*10%ml mit
MACS-Puffer eingestellt und Uber einen PreSeperation-Filter gegeben. Die
Aufreinigung erfolgte mittels autoMACS der Firma Miltenyi. Zur Entfernung der
CD90.2. positiven Zellen wurde das Programm DEPLETES verwendet. Nach
erfolgter Aufreinigung wurde die Negativfraktion, welche das T-Zell-depletierte
Knochenmark enthielt mit 10 ml PBS gewaschen und ausgezahlt. Der Wirkungsgrad
der Depletion wurde durchflusszytometrisch per anti-CD3-Farbung kontrolliert. Der

Gehalt an verbliebenen T-Zellen lag unter 1%.

3.2.2.3.2. Herstellung von Leukozyten-Einzelzellsuspension

Die Lymphozyten wurden sowohl aus Lymphknoten (nodi lymphoidei cervicales, nodi
lymphoidei axillares, nodi lymphoidei inguinales, nodi lymphoidei mesenterici) als
auch der Milz gewonnen. Dazu wurden die Mause durch CO»-Inhalation getdtet, die
Gewebe entnommen und in kleine Petrischalen mit PBS/BSA Uberfuhrt. Die Milz
wurde mittels einer Pinzette zerzupft und die resuspendierte Zellsuspension Uber
einen 40 ym Filter gegeben. Die Lymphknoten wurden mit einem Stempel einer 5 ml
Spritze Uber einen 40 pym Filter gegeben. Die Zellen wurden dann 6 Min bei 330 g
und 4°C mit PBS/BSA gewaschen

3.2.2.3.2.1. T-Zellisolation

Fir die Gewinnung von T-Zellen kam das Pan T Cell Isolation Kit Il der Firma Miltenyi
zur Anwendung. Dabei wurden die gewonnen Lymphozyten (Abschnitt 3.2.2.3.2.) mit
MACS-Puffer gewaschen und je 10’ Zellen mit 40 ul MACS-Puffer und 10 pl Biotin-
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Antikdrpercocktail gemischt. Die Inkubation erfolgte fir 10 Min bei 4°C. Im Anschluss
wurden je 10" Zellen in 30 yl MACS-Puffer sowie 20 ul anti-Biotin Microbeads
resuspendiert und fur 15 Min bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden auf eine
Konzentration von 2*10%ml mit MACS-Puffer eingestellt und Uber einen
PreSeperation-Filter gegeben. Die Aufreinigung wurde mit dem autoMACS und dem
Programm DEPLETE durchgefuhrt. Die Negativfraktion, welche die aufgereinigten
T-Zellen enthielt, wurde mit 10 ml PBS gewaschen und ausgezahlt. Die Reinheit der
isolierten T-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie und Farbung der Zellen mit
anti-CD3-Antikdrpern ermittelt. Sie lag bei durchschnittlich 95%.

3.2.2.3.3. Bewertung des Krankheitsverlaufes

Die Tiere wurden in den ersten zehn Tagen taglich und im Anschluss daran drei Mal
die Woche begutachtet und an Hand verschiedener Parametern bewertet, die an das
Bewertungsschema in der Klinik angelehnt sind (Cooke et al., 1996). Dazu gehorte
die Messung des Gewichts, die Bewertung des Fells, der Kdrperhaltung, der
vorhandenen Aktivitat und das Vorhandensein von Durchfall. Jeder Parameter erhielt
die Wertigkeit von 0 (keine Symptome) bis hin zu 2 (starke Symptome). Daraus
errechnete sich eine Punktezahl von 0 bis 10. Beim Erreichen von 7 und mehr
Punkten oder dem Gewichtsverlust von mehr als 25% an zwei aufeinanderfolgenden
Messungen wurden die Tiere aus ethischen Grunden aus dem Versuch genommen

und euthanasiert.

Tab. 16: Bewertungsschema aGvHD

Parameter 1] 1 2

Normal (gesund, Leicht struppiges Sehr struppig,
glatt) Fell keine Fellpflege

Fell

Leicht gekrUmmter Stark gekrimmter

Haltung Normal Ricken (in Ruhe)  Riicken

Bewegungslos,
Aktivitat Normal (aktiv) Leicht reduziert Reaktion nur tber
direktes Anstol3en

Mild (After leicht Stark (After stark

Durchfall Keinen verschmutzt) verschmutzt)

Gewichtsabnahme <10% 10-25% > 25%
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3.224. Messung der Blut-Glukose

Fir manche Versuche wurde der Gehalt an Glukose im Blut bestimmt. Dazu wurde
die Maus an der Schwanzvene mit einer Kanulle punktiert, der erste Blutstropfen
verworfen und ein Tropfen Blut mit dem Ascensia CONTOUR® Blutzuckermessgerét

sowie den dazugehdrigen CONTOUR® Test Streifen gemessen.

3.2.2.5. Erfassung der Korpertemperatur

Zur Messung der Korpertemperatur wurde die Maus in eine Halterung gesetzt und

die Temperatur rektal mit einem Thermometer fur Nagetiere gemessen.

3.2.2.6. Dex-Behandlung

Die ersten Symptome in unserem Modell der aGvHD traten ab Tag 3 auf und
nahmen rasch zu. Daher erfolgte eine intraperitoneale (i. p.) Applikation von Dex
zwischen Tag 3 und Tag 6 mit einer Konzentration von 100 mg/kg Korpergewicht.

3.2.2.7. anti-IL-6-Gabe

Zur Analyse der Rolle von IL-6 bei der aGvHD wurden 100 pl des anti-IL-6-
Antikdrpers MP5-20F3 der Firma eBioscience an Tag 2 sowie Tag 6 (bei

Langzeitexperimenten) mit einer Konzentration von 1 mg/ml i. v. injiziert.

3.2.2.8. Gewinnung von Serum

Die Mause wurden mittels CO,-Inhalation getotet und das Herz mit einer 24G-Kandule
und einer 5 ml Spritze punktiert. Das Blut wurde in Serum-Roéhrchen (BD
Microtainer™ Plastic Capillary Blood Collector, gold mit Clot Gel) Gberfuhrt und nach
30 Min bei RT bei 16.000 g =zentrifugiert. Das Serum wurde in 1,5 ml
Reaktionsgefalie uberfuhrt und bei-20°C gelagert.



Material und Methoden 61

3.2.2.9. Probenentnahme

Die Mause wurden durch COz-Inhalation getotet, der Bauchraum mittels Pinzette und
Schere eroffnet und die entsprechenden Zielorgane ganz oder nur zum Teil
entnommen. Der Dinndarm wurde entnommen, grindlich mit PBS gespult und in
kurze Stlcke geteilt. Ein Teil wurde flur histologische Untersuchungen in 4% PFA
eingelegt. Der andere Teil wurde fir Genexpressionsanalysen in Kryo-Rohrchen
Uberfuhrt und bei -80°C eingefroren. Ebenso wurde die Milz entnommen und
entweder sofort fur die direkte Analyse verwendet, z. B. Durchflusszytometrie oder
fir den °'Cr-Test (Abschnitt 3.2.1.2.4.), oder auch ein Teil fir
Genexpressionsanalysen bei -80°C gelagert.

3.2.3. Statistik

Die statistische Analyse und Darstellung wurde unter Verwendung des Programms
GraphPad Prism durchgefuhrt. Es wird wenn nicht anders ausgewiesen der
Mittelwert mit dazugehorigem Standardfehler dargestellt. P-Werte unter 0,05 wurden
als signifikant erachtet. Dabei gab es folgende Unterteilungen: P 0,05: ns; P < 0,05: *;
P <0,01:*; P<0,001: ***
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung verschieden polarisierter muriner
Knochenmarksmakrophagen (BMDMs) in vitro

4.1.1. Morphologie

Makrophagen polarisieren unter dem Einfluss verschiedener Stimuli wie Zytokinen
oder Hormonen zu unterschiedlichen Phanotypen mit definierten Eigenschaften,
beispielsweise einem erhdhten pro-inflammatorischen Potential oder einer
verbesserten Wundheilungsfahigkeit. Um zu untersuchen, ob sich dies in typischen
morphologischen Veranderungen widerspiegelt, die modglicherweise mit den
funktionellen Charakteristika der Makrophagen in Verbindung stehen, sollte die
Morphologie von Knochenmarksmakrophagen (bone marrow derived macrophages,
BMDMs) untersucht werden, welche mit LPS, IL-4, Dex oder einer Kombination
letzterer beider behandelt wurden. Hierzu wurden Makrophagen aus dem
Knochenmark von C57BL/6-Mausen generiert (BMDMs) und fir 24 h stimuliert. LPS
wurde dabei verwendet, um eine M1-Polarisation zu erzielen, IL-4 und Dex um die

Makrophagen in Richtung M2 zu polarisieren. Daneben blieb eine Gruppe

unbehandelt (MO-Makrophagen). AnschlieBend wurden die BMDMs mikroskopisch
untersucht (Abb. 4).

*.W

Abb. 4: Morphologie polarisierter muriner BMDMs
BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen, wurden 24 h entweder mittels IL-4 (C, M2l), Dex (D, M2D)

oder der Kombination aus beiden (E, M2ID) in die M2-Richtung, mit LPS (B, M1) in M1-Richtung
polarisiert oder nur mit Medium behandelt (A, unpolarisiert, M0). (20-40x VergréRerung)

Die unbehandelten BMDMs stellten sich als adharente Zellen mit gut ausgebildeten
Pseudopodien dar. Die Behandlung mit LPS flhrte zu stark abgeflachten Zellen,
welche eine einem Spiegel-Ei ahnelnde Form aufwiesen und vielen Granula
enthielten (M1-Makrophagen). Dagegen war die Behandlung mit IL-4 mit einer

starken Elongation der Zellen verbunden (M2I-Makrophagen). Dex hatte zur Folge,
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dass sich die Zellen (M2D-Makrophagen) abrundeten und nicht mehr so adharent
waren. Die Kombination aus Dex und IL-4 (M2ID-Makrophagen) fluhrte
interessanterweise zu einen Phanotyp, der den Dex-behandelten Makrophagen
ahnelte, da die Zellen ebenfalls stark abgerundet waren. Vereinzelt waren jedoch
auch stark elongierte Zellen zu beobachten. Zusammengefasst zeigt dieser Versuch,
dass Makrophagen unter dem Einfluss unterschiedlicher Stimuli distinkte
morphologische Anderungen zeigen, welche mdglicherweise mit dem Phanotyp

korrelieren und Ruckschlusse auf deren funktionelle Eigenschaften zulassen.

4.1.2. Genexpressionsanalyse

Angesichts der morphologischen Unterschiede sollte im nachsten Schritt getestet
werden, inwiefern die Polarisationen der Makrophagen mit einer veranderten
Genexpression in Verbindung stehen. So war bereits bekannt, dass der Phanotyp
polarisierter Makrophagen in der Maus durch die Expression definierter Markergene
bestimmt wird (Murray et al., 2014). Zu diesem Zweck wurden die mit
unterschiedlichen Stimuli behandelten BMDMs hinsichtlich der Expression
charakteristischer M1- (TNFa und iNos) und M2- (CD163, Arg1, CD206, Ym1)
assoziierter Gene auf mMRNA-Ebene untersucht. Im Vordergrund stand insbesondere
die Frage, ob die kombinierte Behandlung der Makrophagen mit IL-4 und Dex
synergistische Effekte auf das Genexpressionsmuster hat. Die Ergebnisse sind in
Abb. 5 dargestellt.

CD163 ist ein Scavenger-Rezeptor, der bei der Phagozytose und der Regeneration
eine Rolle spielt, und dessen erhohte Expression mit einem M2-Status assoziiert ist
(Fabriek et al., 2009; Kowal et al., 2011; Schaer et al., 2002). Die Expression von
CD163 (Abb. 5 B) war bei IL-4 (M2l), sowie Dex (M2D) als auch bei kombinierter
Behandlung mit IL-4 und Dex (M2ID) signifikant erhoht gegenlber den
unbehandelten (MO) und LPS-behandelten BMDMs (M1). Es war weiterhin zu
erkennen, dass diese Erhohung bei den mit Dex (M2D) behandelten BMDMs starker
ausfallt und durch die kombinierte Behandlung nochmals angehoben wurde. Diese
Erhohung der CD163-Expression war bei der kombinierten Behandlung im Vergleich
zur Einzelbehandlung mit IL-4 (M2l) signifikant und mit Dex (M2D) tendenziell zu
erkennen. Bei den LPS-behandelten BMDMs (M1) wurde dagegen die Expression
von CD163 im Vergleich zu den unbehandelten BMDMs signifikant reduziert.
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Arginase1 (Arg1) ist ein in der Literatur oft beschriebener Marker der M2-Polarisation,
speziell bei IL-4-Behandlung (Raes et al., 2005). Es handelt sich hierbei um ein
Enzym, welches antagonistisch zu iINOS wirkt, weil es mit dieser um dasselbe
Substrat konkurriert und somit die Menge an pro-inflammatorisch wirkendem NO
vermindert (Rath et al., 2014). An Hand der Abb. 5 B erkennt man eine signifikante
Erhdhung der Arg7-Expression durch IL-4-Behandlung (M2l) und Dex-Behandlung
(M2D) im Vergleich zu den unbehandelten = MO-Makrophagen. Die
Kombinationsbehandlung (M2ID) erhdhte die Expression gegeniber denen der
Einzelbehandlung nochmals. In den LPS-behandelten Makrophagen (M1) war
ebenfalls ein Anstieg der Expression von Arg7 zu verzeichnen. Dieser war jedoch
nicht signifikant.

CD206 gehort ebenfalls zu den in der Literatur beschriebenen M2-Markern (Rozer,
2015). Dabei handelt es sich um den Mannose-Rezeptor, der der
Pathogenerkennung dient (Kerrigan and Brown, 2009). Man beobachtete eine
signifikante Induktion der CD206-Expression bei IL-4 (M2l), sowie Dex (M2D) als
auch bei kombinierter Behandlung mit IL-4 und Dex (M2ID) im Vergleich zu den
unbehandelten und M1-Makrophagen (Abb. 5 C). Zu erwahnen ist auch eine
zusatzliche Induktion von CDZ206-Expression bei der Kombinationsbehandlung aus
IL-4 und Dex (M2ID) gegenuber der Einzelbehandlung. Dagegen war die Expression
bei M1-Markrophagen im Vergleich zu den M0O-Makrophagen signifikant reduziert.
Ym1 ist ein weiterer M2-Marker, ein sekretorisches Protein (Chitinase) (Raes et al.,
2005). Seine Funktion ist nur unzureichend geklart, aber es gibt Hinweise fur eine
Beteiligung an der Wundheilung (Nair et al., 2005). Wie in Abb. 5 D zu erkennen ist,
fand eine Induktion der Ym71-Expression sowohl bei IL-4 (M2]) sowie Dex (M2D) als
auch bei kombinierter Behandlung mit IL-4 und Dex (M2ID) im Vergleich zu den
unbehandelten und M1-Makrophagen statt. Die Kombinationsbehandlung erhohte die
Expression von Ym1 nochmals gegenluber der Einzelbehandlung signifikant.
Dagegen war die Expression bei den M1-Makrophagen vergleichbar mit den
MO-Makrophagen.

TNFa ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, das vor allen von Makrophagen
produziert wird und inbesondere in der Anfangsphase einer Entzindung eine Rolle
spielt (Gillett et al., 2010; Mizgerd et al., 2001). Zudem ist TNFa bekannt als ein
wichtiger Makrophagenmarker der M1-Polarisation, die z. B. durch LPS stimuliert

wurden (Benoit et al., 2008). Die Expression war bei Dex (M2D)- sowie kombinierter



Ergebnisse 65

Behandlung mit IL-4 (M2ID) signifikant reduziert im Vergleich zu MO- und
M1-Makrophagen (Abb. 5 E). Jedoch konnte hinsichtlich der
Kombinationsbehandlung kein additiver Effekt festgestellt werden. Bei den
LPS-behandelten M1-Makrophagen war die TNFa-Expression gegenuber den
MO-Makrophagen signifikant erhéht Bei IL-4 (M2])-Behandlung bleibt die Expression
auf dem Niveau von M0O-Makrophagen.

Bei INOS handelt es sich um ein Enzym, das die Synthese von Stickstoffmonoxid aus
Arginin katalysiert (Rath et al., 2014). Dieser Vorgang ist fir M1-Makrophagen
charakteristisch. Das gebildete NO ist ein wichtiges Effektormolekul, z. B. bei der
Beseitigung von Bakterien oder der Induktion der Apoptose (Fang, 2012; Niedbala et
al., 2006). An Hand der Abb. 5 F sieht man, dass die Expression von iNOS bei den
Dex-behandelten Makrophagen (M2D) und durch Kombinationsbehandlung (M2ID)
signifikant herabgesetzt war im Vergleich zu den MO0O-Makrophagen. Ein additiver
Effekt durch die kombinierte Behandlung war nicht festzustellen. Dagegen war sie bei
den IL-4-behandelten Makrophagen (M2I) und bei den LPS-behandelten (M1)
Makrophagen signifikant gegentber den M0O-Makrophagen erhdht.



A
CD163
*
*%
*kk
*
*
8 P = 0,0548
s
2 6
7]
o
3
X 4 T
(]
2
-t 2_
g -
0 T T T
S ¢ P ®
E
TNFa
*kkk
*%k
*%
44 n.s.
g n.s.
.a 3_ *%
7]
o
3
o 27
(]
2
& 14 = -
e
0 T T T
N\
R OO

1000
800
600
400
200

relative Expression

relative Expression

——
1-r — | - | | . l IIIII__IIIII_
S @ ©
iNos
%%k
*
*
* n.s
000- —_—
500-
=
500-
4+
3_
2_
11T | I
0.2 =
Gl 11 1 550 oien BN
) » Q Q N

relative Expression

D Ym1
CD206
n.s.
kK ok
*k*k Sk
*% * *
K%k K%k *
5-
Fk
30000
4-
S 20000
3 a
o 10000
2 -IT- u%
= ¢ 2000
1 Ial £ 1000 | |
< 2
L1 I fl==NEmEE N 1
S > o Y » o > N
AR I U ) LR USROS

Abb. 5: Analyse der Genexpression von M1- bzw. M2-
Markern bei murinen BMDMs mittels qRT-PCR
BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen, wurden 24 h

entweder mittels IL-4 (M2I), Dex (M2D) oder der
Kombination aus beiden (M2ID) in die M2-Richtung, mit LPS
(M1) in M1-Richtung polarisiert oder nur mit Medium
behandelt (unpolarisiert, M0O). Die RNA wurde nach erfolgter
Behandlung isoliert und in cDNA transkribiert. Durch qRT-
PCR, unter Nutzung von HPRT als Housekeeping-Gen fir
die Normalisierung, wurde die Expression der M2-Marker (A)
CD163, (B) Arg1, (C) CD206, (D) Ym1 bzw. der M1-Marker
(E) TNFa, (F) iINOS untersucht. Relative Expression als
Mittelwert + Standardfehler (standard error of mean, SEM).
Alle Werte wurden auf MO gleich 1 normalisiert. (n = 7). Die
statistische Analyse erfolgte mittels gepaarten t-Tests.
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Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse stehen im Einklang mit aus in der
Literatur bekannten Datenlage, namlich dass sich durch LPS-Stimulation eine M1-
und durch Behandlung mit IL-4 oder Dex eine M2-Polarisation erreichen lasst
(Gordon, 2003; Mosser and Edwards, 2008; Murray et al., 2014). Die kombinierte
IL-4/Dex-Behandlung hatte einen synergistischen Effekt in Hinblick auf die
Regulation M2-typischer Marker, wobei auffiel, dass die Wirkung von Dex zumeist

dominant war.

4.1.3. Durchflusszytometrische Analyse (FACS)

Im nachsten Schritt sollten die qRT-PCR Daten auf Proteinebene verifiziert werden.
Dies sollte durch Untersuchung spezifischer Oberflachenmarker mittels FACS-
Analyse erreicht werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 6 gezeigt.

Im Falle des fur M2-Makrophagen typischen Mannose-Rezeptors CD206 (Abb. 6 A)
zeigt sich nach IL-4-Behandlung (M2I) eine signifikante Induktion gegenuber dem
MO-Zustand und eine leichte Erhohung bei den kombiniert behandelten
Makrophagen (M2ID). Tendenziell war ein zusatzlicher Anstieg durch die
Kombinationsbehandlung (M2ID) im Vergleich zu den Einzelbehandlungen mit IL-4
(M2]) oder Dex (M2D) zu beobachten. Die Reduktion von CD206 in den
M1-Makrophagen im Vergleich zu den M0O-Makrophagen hingegen war knapp nicht
signifikant.

Der Transferrin-Rezeptor CD71, welcher eine wichtige Rolle im Eisenstoffwechsel
spielt, ist ebenfalls als M2-Marker beschrieben (Corna et al., 2010). Die Analyse von
CD71 (Abb. 6 B) zeigte eine tendenzielle Erhohung der Expression bei den mit IL-4-
behandelten Makrophagen (M21), wahrend sie in allen anderen Gruppen gegenuber
den M0O-Makrophagen vermindert war.

Das Zelladhasionsmolekil CD54 (ICAM-1) sowie das co-stimulatorische Molekdl
CD86 (B7-2), dass bei der Aktivierung von T-Zellen wichtig ist, sind klassische
M1-Marker (Martinez and Gordon, 2014). Sie sind wie in Abb. 6 C bzw. D zu sehen
in den LPS-behandelten Makrophagen (M1) signifikant erhdht, wahrend sie in den
Dex-behandelten (M2D) sowie den kombiniert behandelten Makrophagen (M2ID)
gegenuber den MO-Makrophagen signifikant reduziert war.

Bei CD115 handelt es sich um den Rezeptor fur M-CSF (CSF-1R). Dieser ist zwar

keiner Polarisation zugeordnet, jedoch mit dem Reifungsgrad von Makrophagen
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assoziiert (Wang et al., 2013a). Man erkennt eine signifikante Induktion bei den
Dex-behandelten Makrophagen (M2D) sowie bei kombinierter Behandlung (M2ID) im
Vergleich zu den MO-Makrophagen. Die Kombinationsbehandlung (M2ID) fuhrte
dabei zu einer tendenziellen zusatzlichen Erhéhung von CD115 gegenuber der
Einzelbehandlung mit Dex (M2D). Bei den M1-Makrophagen war CD115 dagegen
verglichen mit den MO-Makrophagen signifikant erniedrigt (s. Abb. 6 E).

Die  MHC-Il-Expression  beeinflusst die  Antigenprasentation  gegenulber
CD4*-T-Zellen (Murphy Kenneth M., 2009). Bei den IL-4-behandelten Makrophagen
(M21) war ein Anstieg von MHC-II zu verzeichnen, der jedoch nicht signifikant war.
Dagegen war MHC-II bei den Makrophagen mit Dex-Behandlung (M2D) signifikant
und bei kombinierter Behandlung (M2ID) tendenziell reduziert. Bei den
M1-Makrophagen war die Expression von MHC-II vergleichbar mit den MO-
Makrophagen (s. Abb. 6 F).

Zusammengenommen bestatigen diese Ergebnisse die zuvor gemachten
Beobachtungen der Genexpressionsanalyse, dass die Behandlung von BMDMs mit
verschiedenen Stimuli zu unterschiedlichen Polarisationen fuhrt, die sich durch einen
bestimmten Phanotyp auszeichnen. Zusammen mit den Daten der qRT-PCR Iasst
sich eine starke M2-Polarisation der kombiniert behandelten Makrophagen

feststellen.
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Abb. 6: Analyse von M1- und M2-Markern von murinen
BMDMs mittels FACS
BMDMs, generiert aus C57BL/6 Ma&usen, wurden 24 h

entweder mittels IL-4 (M2I), Dex (M2D) oder der
Kombination aus beiden (M2ID) in die M2-Richtung, mit LPS
(M1) in M1-Richtung polarisiert oder nur mit Medium
behandelt (unpolarisiert, MQ). Die Zellen wurden mit
Durchflusszytometrie hinsichtlich der M2-Marker (A) CD206,
(B) CD71 bzw. der M1-Marker (C) CD54, (D) CD86 sowie
der zusatzlichen Marker (E) CD115 und (F) MHC-II
analysiert. Eingegrenzt auf Makrophagen im
Vorwartsstreulicht (forward  scatter)/Seitwartsstreulicht
(sideward scatter) (FSC/SSC). Mean fluorescence intensity
(MFI) als Mittelwert £+ SEM (n = 4-7). Die statistische Analyse
erfolgte mittels gepaarten t-Tests.
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4.1.4. Funktionelle Eigenschaften der BMDMs

4.1.41. Phagozytose

Die Phagozytose von Pathogenen durch Makrophagen ist ein essentieller Bestandteil
der Immunabwehr. AuRerdem werden mittels Phagozytose auch apoptotische Zellen
entfernt, beispielsweise bei der Wundheilung und Gewebereparatur. Die
Unterschiede bezlglich der Expression von CD163 und CD206 deuteten bereits auf
eine veranderte Phagozytose hin. Daher wurde diese Fahigkeit fur die verschieden
behandelten BMDMs untersucht. BMDMs wurden wie beschrieben generiert und mit
LPS, IL-4, Dex oder IL-4/Dex fur 24 h behandelt. Zur Untersuchung der
Phagozytoseeigenschaft wurden Fluorophor-gekoppelte Escherichia Coli-Bakterien
eingesetzt, die zusammen mit den Makrophagen inkubiert wurden. Nach Ablauf einer
Stunde wurde die Aufnahme der Bakterien in die Makrophagen mittels
FACS-Analyse gemessen, wobei man sich zu Nutze machte, dass die Emission des
Fluorophors pH-abhangig war und somit nur nach Aufnahme des Bakteriums in das

Phagolysosom erfolgte.
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Abb. 7: Phagozytose-Eigenschaften von polarisierten murinen BMDMs
BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen, wurden 24 h entweder mittels IL-4 (M2l), Dex (M2D) oder

der Kombination aus beiden (M2ID) in die M2-Richtung, mit LPS (M1) in M1-Richtung polarisiert oder
nur mit Medium behandelt (unpolarisiert, M0). Fiir den Phagozytose-Test wurde das pHrodo™ Green
E. coli BioParticles® Konjugat verwendet. Die Zellen wurden zur Analyse der Aufnahme von pHRodo
gekoppelten Escherichia Coli-Bakterien auf Makrophagen (im FSC/SSC) eingegrenzt und mittels
Durchflusszytometrie untersucht. (n = 4). Mean fluorescence intensity (MFI) als Mittelwert + SEM. Die
statistische Analyse erfolgte mittels gepaarten t-Tests.
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In Abb. 7 ist zu erkennen, dass die Phagozytoserate bei den mit Dex-behandelten
(M2D) sowie den kombiniert behandelten Makrophagen (M2ID) im Vergleich zu den
MO-Makrophagen signifikant zunahm. Dagegen war sie bei den M1-Makrophagen
tendenziell erniedrigt. Dies deutet darauf hin, dass die unterschiedlichen Stimuli auch
die Fahigkeit zur Phagozytose beeinflussen. Die Ergebnisse bestatigen somit Daten
aus der Literatur, dass beispielsweise Dex die Phagozytose verstarkt (Giles et al.,
2001; McColl et al., 2007). Dennoch lie® sich ein additiver Effekt nach kombinierter
Behandlung nicht feststellen, wie es die Genexpression von CD163 oder CD206

hatte vermuten lassen.

4.1.4.2. Adhirenz

Die morphologische Analyse der Makrophagen hatte Hinweise darauf geliefert (s.
Abb. 4), dass die Polarisation auch Einfluss auf die Adharenz hat. Ebenso deutete
die Analyse der Expression von CD54 auf ein verandertes Adharenzverhalten hin.
Zur Quantifizierung der Adharenz wurde ein Test durchgefuhrt, bei dem die
verschieden polarisieten BMDMs fixiert, mit Kristallviolettidsung gefarbt und dann
lysiert wurden. Die Farbintensitat gab dann Auskunft Uber die Anzahl der adharierten
BMDMs. Die in Abb. 8 dargestellten Ergebnisse zeigen eine tendenzielle Erh6hung
der Adharenz bei den mit IL-4-behandelten Makrophagen (M2l) sowie eine
signifikante  Steigerung bei den M1-Makrophagen im Vergleich zu den
MO-Makrophagen. Gleichzeitig fuhrten die Behandlung mit Dex (M2D) sowie die
Kombination aus IL-4 und Dex (M2ID) zu einer verringerten Adharenz gegenuber
den unbehandelten MO-Makrophagen. Folglich beeinflussen die verschiedenen
Polarisationen die Adharenz auf unterschiedliche Weise, wobei Dex einen

dominanten Einfluss gegenuber IL-4 hat.
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Abb. 8: Adhérenz von polarisierten murinen BMDMs
BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen, wurden 24 h entweder mittels IL-4 (M2l), Dex (M2D) oder

der Kombination aus beiden (M2ID) in die M2-Richtung, mit LPS (M1) in M1-Richtung polarisiert oder
nur mit Medium behandelt (unpolarisiert, MO). Fur den Adharenz-Test wurde Kristallviolett verwendet.
Die Zellen wurden mit Ethanol fixiert, mit Kristallviolett gefarbt und mit TritonX-Lésung lysiert. Die
Absorption des Lysates wurde bei 570 nm gemessen. Alle Werte wurden auf MO gleich 1 normalisiert.
(n = 5). Relative Quantifizierung als Mittelwert + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels
ungepaarten t-Tests.

4.1.4.3. NO-Synthese

Klassisch aktivierte Makrophagen zeichnen sich durch die Synthese von
Stickstoffmonoxid (NO) aus. Wie bereits zuvor ausgefuhrt gehort NO zu den
Effektormolekulen, die bei der Pathogenentfernung eine Rolle spielen (Mosser and
Edwards, 2008). Ebenso lassen die Ergebnisse der qRT-PCR auf eine veranderte
NO-Synthese schlieRen. Zur Klarung, ob die Behandlung der Makrophagen einen
Einfluss auf die NO-Synthese hat und zur Bestatigung der qRT-PCR Ergebnisse,
wurde die Menge an NO im Uberstand der Makrophagenkultur mittels einer
Farbreaktion unter Nutzung des Griel3-Reagenz bestimmt. Wie man in der Abb. 9
sehen kann, stieg die synthetisierte Menge an NO bei den mit LPS behandelten
Makrophagen (M1) signifikant an. Dagegen fand sich in allen anderen Gruppen ein
ahnliches Niveau wie bei den M0-Makrophagen. Dies bestatigt die Ergebnisse der
gRT-PCR hinsichtlich der Expression von iNOS und belegt, dass ausschliellich eine
Stimulation mit LPS zur NO-Synthese fuhrt (Weisz et al., 1996).
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Abb. 9: NO-Produktion von polarisierten murinen BMDMs
BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen, wurden 24 h entweder mittels IL-4 (M2I), Dex (M2D) oder

der Kombination aus beiden (M2ID) in die M2-Richtung, mit LPS (M1) in M1-Richtung polarisiert oder
nur mit Medium behandelt (unpolarisiert, M0). Fir den NO-Test wurden 50 pl des Uberstandes mit
Griel3-Reagenz inkubiert und das Gemisch bei 570 nm gemessen. (n = 6). Relative Quantifizierung als
Mittelwert £ SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaarten t-Tests.

41.4.4. Einfluss auf die T-Zellproliferation

Ein wichtiger Schritt im Verlauf einer aGvHD ist die Aktivierung und Proliferation von
alloreaktiven T-Zellen (Ferrara et al., 2009; Reddy, 2003). Die Fahigkeit von
Makrophagen zur Suppression dieser T-Zellen ist daher eine wichtige funktionelle
Eigenschaft vor dem Hintergrund deren mdglichen Einsatzes in der Therapie einer
aGvHD. Zur Untersuchung, welchen Einfluss die verschieden behandelten
Makrophagen auf proliferierende T-Zellen haben, und inwiefern sie in der Lage sind
diese zu modulieren, wurde ein T-Zell-Proliferationstest durchgefihrt. Hierzu wurden
T-Zellen in vitro mit Concanavalin A (ConA) polyklonal aktiviert und in Gegenwart
verschieden polarisierter BMDMs inkubiert (Rudick et al., 1993; Weisz et al., 1996).
Wie man der Abb. 10 B entnehmen kann, war der Anteil der proliferierenden T-Zellen
bei den M2I-Makrophagen signifikant geringer als bei den M0O-Makrophagen. Eine
tendenziell verringerte Proliferation war auch bei den kombiniert behandelten
Makrophagen (M2ID) zu finden. Es ist zu beobachten, dass die Proliferation der
T-Zellen bei den M1-Makrophagen ebenfalls signifikant abnahm. Die
Dex-behandelten Makrophagen (M2D) zeigten keinen Einfluss auf die
proliferierenden T-Zellen. Die durch verschiedene Stimuli polarisierten Makrophagen

beeinflussen die T-Zellproliferation in unterschiedlicher Weise, wobei die
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M2I-Makrophagen wie zuvor beschrieben suppressiv wirken (Huber et al., 2010). Es
liel® sich ebenso ein dominanter Effekt von Dex feststellen, da es nicht moglich war,

durch die Kombination mit IL-4 die T-Zellproliferation noch starker zu supprimieren.
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Abb. 10: Einfluss von polarisierten murinen BMDMs auf die T-Zellproliferation
BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen, wurden 24 h entweder mittels IL-4 (M2l), Dex (M2D) oder

der Kombination aus beiden (M2ID) polarisiert oder nur mit Medium behandelt (unpolarisiert, MO).
T-Zellen aus C57BL/6 wurden mit CFSE gefarbt, mit ConA stimuliert und zusammen mit verschieden
polarisierten BMDMs co-kultiviert. Nach drei Tagen wurde die T-Zellen geerntet und die Proliferation
mittels FACS bestimmt (eingegrenzt auf CD3" CFSE" proliferierende T-Zellen). (A) Das Histogramm
zeigt das CFSE-Profil von eingegrenzten CD3" CFSE" T-Zellen (stellvertretend fiir 8 Experimente) (B)
Quantifizierung der Proliferation (%) als Mittelwert + SEM. (n = 8). Die statistische Analyse erfolgte
mittels gepaarten t-Tests.

4.1.4.5. Stabilitat: Stimulation mit TLR-Agonist (LPS, Polyl:C) und
IL-17/IFNy

In der Literatur ist beschrieben, dass die Stabilitat der Polarisation von Makrophagen
von ihrer Umgebung abhangt (Davis et al., 2013). Die aGvHD ist durch ein
Th1-Milieu sowie durch das Vorkommen von LPS, besonders im Darm, bestimmt
(Holler et al., 2010; Ju et al., 2005). Die Beibehaltung insbesondere einer
M2-Polarisation ware jedoch fur eine Modulation der aGvHD essentiell. Zur
Untersuchung der Stabilitat der Polarisation und des damit verbundenen Phanotyps
der Makrophagen wurden daher polarisierte Makrophagen einem

pro-inflammatorischen Milieu ausgesetzt. Hierzu wurden ausdifferenzierte und mit



Ergebnisse 75

verschiedenen Stimuli behandelte BMDMs mit dem TLR4-Agonist LPS (Lu et al.,
2008) oder dem TLR3-Agonisten Polyl:C (Matsumoto and Seya, 2008) stimuliert.
Dabei wurde entweder der Polarisationsstimulus (IL-4, Dex, IL-4/Dex) beibehalten
oder aber die Makrophagen ohne diesen stimuliert (Abb. 11 A). Eine Stimulation von
M1-Makrophagen wurde dabei nicht durchgefihrt. Die Uberstande wurden nach 24 h
auf das Vorhandensein und die Menge an NO analysiert (Abb. 11 B, C).

Man beobachtete einen signifikanten Anstieg an NO in allen Gruppen sowohl nach
LPS als auch nach Polyl:C-Stimulation. Zwischen den Gruppen waren keine
Unterschiede messbar. Wurde jedoch der Polarisationsstimulus Dex in der Kultur
beibehalten, so erkennt man eine signifikante Reduktion der NO-Synthese, wenn die
Makrophagen mit LPS stimuliert wurden. Dieses sah man sowohl bei der
Einzelbehandlung, als auch in der Kombination mit IL-4. IL-4 allein dagegen hatte
keinen Einfluss auf die NO-Produktion. Auch bei Polyl:C war eine Verringerung der
NO-Menge bei beibehaltener Dex-Behandlung zu beobachten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 11: Einfluss von TLR-Agonisten auf polarisierte murine BMDMs
BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen, wurden 24 h entweder mittels IL-4 (M2I), Dex (M2D) oder

der Kombination aus beiden (M2ID) in die M2-Richtung polarisiert oder nur mit Medium behandelt
(unpolarisiert, MO0). (A) Schematischer experimenteller Aufbau: Generierung der BMDMs aus
Knochenmark fiir 8 Tage. Es folgt die primare Aktivierung mit verschiedenen Polarisationsstimuli fur
24 h sowie eine zweite Stimulation mit und ohne LPS oder Polyl:C flr weitere 24 h unter Beibehaltung
oder ohne den ersten Polarisationsstimulus. (B) Polarisierte BMDMs wurden ohne (wei3) und mit
(schwarz) LPS (100 ng/mL) fir 24 h inkubiert (n = 4). Dabei wurde den BMDMs der
Polarisationsstimulus entzogen oder beibehalten (grau) (n = 3). (C) Polarisierte BMDMs wurden ohne
(weiR) und mit (schwarz) Polyl:C (50 ug/ml) fir 24 h inkubiert (n = 2). Quantifizierung der NO-
Synthese im Kulturiiberstand. Mittelwert + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaarten
t-Tests.
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Erste FACS- und Genexpressionsanalysen zur Instabilitat der
Makrophagen-Polarisation bestatigten die hier gemachten Beobachtungen. (Daten
nicht gezeigt). Diese Daten lieferten Hinweise auf einen veranderten Phanotyp der
Makrophagen, wenn diese einer pro-inflammatorischen Umgebung ausgesetzt sind.
Um die Stabilitat des Phanotyps in einem physiologischeren Milieu zu untersuchen,
wurden polarisierte Makrophagen fur 24 h mit IL-17 und IFNy stimuliert. Diese
Zytokine spielen bei der von einer Th1-Dominanz gepragten aGvHD eine wichtige
Rolle (Ju et al., 2014). Auch dabei wurde entweder der Polarisationsstimulus
beibehalten oder entzogen (s. Abb. 12 A).

A
24 h 24 h
Makrophagendifferenzierung I”—'4’ Dex I-/+ IL-17, 'FNIV
| ML-4/Dex |-+ IL-4, Dexl
IL-4/Dex
TO T8 T9 T10
KM isolation qRT-PCR
B CcD163 Cc CD206
P = 0,0505 = =
" O vo %7 — O vo
S 8 = M2 S 0 M2
3 = M2D 2 104 = M2D
g8 6 B M2ID s B M21D
o o}
£ R 1 ] g s
o 21 3
ol Ll (1] i 1] o
- IL-17, IFNy +IL-17, IENy + IL-17, IFNy - IL-17, IFNy +IL-17, IENy + IL-17, IFNy

+ Polarisationsstimulus + Polarisationsstimulus



Ergebnisse 78

D Arg1 E Ym1
P=0,0638 P=0,0827 *
* P =0,0715
2000 * P=00714 40000
-_ - 3 Mo 30000 = 3 Mo

5 1500 O M 5 20000 = M2l
$ 1000 = v BT - = = M2D
s m M0 5 e m M2D
o 200 Ill & 3000
g 100 M o 2000
5 £ 10007 _ /& -
2 |

30
20 8
0 0

- IL-17, IFNy + IL-17, IFNy + IL-17, IFNy - IL-17, IFNy + IL-17, IFNy + IL-17, IFNy
+ Polarisationsstimulus + Polarisationsstimulus
F TNFa
* *
4+ P =0,0693
C Mo
0 m21
4 m= M0
B M21D

relative Expression
N

- 1L-17, IFNy + IL-17, IFNy + IL-17, IFNy
+ Polarisationsstimulus

Abb. 12: Analyse der Genexpression von M1 bzw. M2-Markern bei murinen BMDMs nach IL-17
und IFNy-Stimulation mittels qRT-PCR

BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen, wurden 24 h entweder mittels IL-4 (M2l), Dex (M2D) oder
der Kombination aus beiden (M2ID) in die M2-Richtung, mit LPS (M1) in M1-Richtung polarisiert oder
nur mit Medium behandelt (unpolarisiert, MQ0). (A) Schematischer experimenteller Aufbau:
Differenzierung der BMDMs aus Knochenmark fir 8 Tage. Es folgt die primare Aktivierung mit
verschiedenen Polarisationsstimuli fir 24 h sowie eine zweite Stimulation mit und ohne IL-17 sowie
IFNy fur weitere 24 h unter Beibehaltung oder ohne den ersten Polarisationsstimulus. (B-F)
Polarisierte BMDMs wurden ohne (links) und mit (Mitte) IL-17 und IFNy (je 50 ng/mL) fur 24 h
inkubiert. Dabei wurde den BMDMs der Polarisationsstimulus entzogen oder beibehalten (rechts). Die
RNA wurde nach erfolgter Behandlung isoliert und in cDNA transkribiert. Durch qRT-PCR, unter
Nutzung von HPRT als Housekeeping-Gen fir die Normalisierung, wurde die Expression der M2-
Marker (B) CD163, (C) Arg1, (D) CD206, (E) Ym1 bzw. des M1-Markers (F) TNFa, untersucht. Alle
Werte wurden auf MO — IL-17/IFNy gleich 1 normalisiert. (n = 4). Relative Quantifizierung als Mittelwert
+ SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaarten t-Tests.

Die Abb. 12 zeigt, dass ein Verbleiben der Makrophagen in Medium fuar 24 h (- IL-17,
IFNy) zu einer Reduktion der M2-Markergene CD163, CD206 sowie Arg?1 im
Vergleich zu den Makrophagen, die mit IL-17 und IFNy stimuliert und dabei der
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Polarisationsstimulus aufrecht erhalten blieb, fuhrte. Dabei wirkte sich der Entzug
von Dex besonders auf die Expression von CD163 und CD206 aus. Sie wurden
weniger exprimiert und dafur wird das M1-Markergen TNFa induziert. Dennoch war
die Expression der M2-assoziierten Gene in den IL-4 (M2l), Dex (M2D) oder
kombiniert polarisierten (M2ID) Makrophagen in der Gruppe ohne IL-17 und IFNy
hoher im Vergleich zu den MO-Makrophagen aus dieser Gruppe. Die Stimulation mit
IL-17, IFNy fur 24 h induzierte die Expression von TNFa in MO- und
M2D-Makrophagen. Die Inkubation mit IL-17, IFNy und der Beibehaltung des
Polarisationsstimulus® erhielt den Phanotyp der Makrophagen auf Recht, wie er auch
schon in Punkt 4.1.2. beschrieben ist. TNFa wurde verringert in den
Dex-behandelten Makrophagen (M2D) exprimiert und die Expression von CD163
induziert. Man erkennt auch den additiven Effekt einer Kombinationsbehandlung
bzgl. der M2-assoziierten Gene.

Die M2-assoziierte Genexpression war in den sekundar mit IL-17 und IFNy
stimulierten M2-Makrophagen noch prasent, wohingegen die M1-assozierten Gene
wie TNFa anstiegen. Zusammengefasst deuten diese Daten daraufhin, dass die in
M2-Richtung polarisieren Makrophagen ihren Phanotyp unter den physiologischen

Bedingungen in vitro weithin beibehalten kénnen.

4.2. Einfluss einer praventiven Behandlung mit verschieden polarisierten
BMDMs auf den Krankheitsverlauf im murinen Modell der aGvHD

Die in vitro erhobenen Daten legen nahe, dass die ex vivo generierten und
modifizieren BMDMs mit starken M2-Phanotyp maoglicherweise erhebliches Potential
in der Therapie der aGvHD aufweisen konnten. Wegen des auftretenden additiven
Effektes einer Kombinationsbehandlung aus IL-4 und Dex sowie der verstarkten
Phagozytose und dem inhibierenden Einfluss auf die T-Zellproliferation, wurde das
therapeutische Potential von mit IL-4 und Dex-behandelten Makrophagen (M2ID) im
in vivo Modell der aGvHD untersucht. Hierzu wurden MHC Haplotyp-inkompatible
T-Zellen und Knochenmark aus C57BL/6-Mausen (H2b) in letal bestrahlte
BALB/c-Mause (H2%) transplantiert, wodurch eine aGvHD ausgeldst wurde.
Gleichzeitig mit der Krankheitsinduktion erfolgte die Injektion einer unterschiedlichen
Anzahl an zuvor in vitro differenzierten und 24 h mit IL-4 und Dex-behandelten

Makrophagen aus C57BL/6-Mausen. Ziel des ersten Experimentes war die
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Etablierung in Form der Bestimmung der optimalen Zellzahl an Makrophagen fir die
Therapie. Die Ergebnisse sind in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: Titration von M2-Makrophagen zur aGvHD-Therapie

BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen wurden mit IL-4 sowie Dex fir 24 h in M2-Richtung
polarisiert. Induktion der aGvHD (Transfer von T-Zell-depletiertem Knochenmark und T-Zellen aus
C57BL/6-Mausen) in letal bestrahlte BALB/c-Mause. Die Knochenmarkskontrolle (nur KM) erhielt nur
T-Zell-depletiertes Knochenmark. Zeitgleich erfolgte die Injektion unterschiedlicher Mengen an IL-
4/Dex-behandelten BMDMs (M2ID) oder Vehikel (PBS, Kontrolle) i.v. in BALB/c-Mause. (A) Morbiditat
(Mittelwert + SEM), (B) Mortalitdt (n = 3). Die statistische Analyse erfolgte mittels one-way Anova mit
anschlieRendem Bonferroni-Test (Morbiditat) sowie dem Logrank-Test (Mortalitat).

Wie in Abbildung 13 zu erkennen ist, nahm mit zunehmender Dosis der injizierten
M2ID-Makrophagen die Schwere der aGvHD, besonders in der 2. Phase der
Erkrankung (ab Tag 21), signifikant ab im Vergleich zu den mit PBS behandelten
Mausen (A). Dieser Trend fand sich auch im Uberleben wieder. So fand sich auch
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hier eine Dosisabhangigkeit (Abb. 13 B). Da jedoch nur 3 Tiere pro Gruppe
untersucht wurden, ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede.
Dennoch lieRen sich tendenzielle Veranderungen beobachten. 50 Tagen nach
Knochenmarkstransplantation (KMT) Uberlebten tendenziell mehr der mit
5*10° M2ID-Makrophagen behandelten Tiere (2 von 3), als bei einer verringerten
Dosis (1 von 3). Bei den PBS-behandelten Mausen uberlebte keines der Tiere den
Versuchszeitraum von 50 Tagen. Die Mause, die nur Knochenmark erhielten
Uberlebten zu 100%. Aufgrund des tendenziell langeren Uberlebens sowie des
signifikant besseren Scores wurde fiir den Langzeitversuch die Zellzahl von 5*10°
ausgewahilt.

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss der mit IL-4 und Dex polarisierten
Makrophagen (M2ID) noch einmal genauer untersucht. Dafur wurden letal
bestrahlten BALB/c-Mausen, neben T-Zell-depletietem Knochenmark und den
aufgereinigten T-Zellen gleichzeitig entweder 5*10° M2ID-Makrophagen, dieselbe
Anzahl unpolarisierter MO-Makrophagen oder PBS als Kontrolle injiziert. Gleichzeitig
diente eine Gruppe, die nur Knochenmark erhielt als Kontrolle. Hierbei (Abb. 14)
zeigten sich in der ersten Phase der Erkrankung (Tag 3-10 nach KMT) keine
Unterschiede in der Schwere der aGvHD zwischen den Gruppen.
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Abb. 14: Einfluss von M2 BMDM-Applikation auf die Morbiditit und die Mortalitiat von Mausen
nach aGvHD-Induktion

BMDMs, generiert aus C57BL/6 Mausen wurden mit IL-4 sowie Dex fur 24 h in M2-Richtung polarisiert
(M2ID) oder nur mit Medium behandelt (unpolarisiert, M0O). Die Induktion der aGvHD erfolgte durch
Transfer von T-Zell-depletiertem Knochenmark und T-Zellen aus C57BL/6-Mausen in letal bestrahlte
BALB/c-Mause. Die Knochenmarkskontrolle (nur KM)(n = 2) erhielt nur T-Zell-depletiertes
Knochenmark. Gleichzeitig erfolgte die Injektion von IL-4/Dex-behandelten (M2ID, 5*10°, n = 10),
unbehandelten BMDMs (MO, 5*10°%, n = 10) oder eines Vehikels (PBS, Kontrolle, n = 10) i.v. in
BALB/c-Mause. Pool aus 2 Experimenten. (A) Morbiditat (Mittelwert +SEM), (B) Mortalitat. Die
statistische Analyse erfolgte mit den Daten von Tag 6-47 mittels one-way Anova mit anschlieRendem
Bonferroni-Test (Morbiditat) sowie dem Logrank-Test (Mortalitat).

Ab Tag 10 nach KMT zeigte sich bei den Tieren, die mit unpolarisierten
MO-Makrophagen behandelt wurden, ein signifikant schwererer Verlauf der aGvHD
im Vergleich zur den mit PBS behandelten Kontrollmausen oder den Tieren, die
polarisierte M2ID-Makrophagen erhalten hatten. Die mit MO-Makrophagen
behandelten Mause waren im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe auch durch ein
geringeres Uberleben charakterisiert. 40 Tage nach KMT waren alle Tiere, die mit
unpolarisierten Makrophagen behandelt wurden verstorben, wahrend in den anderen

beiden Gruppen noch 20% Uuberlebten. Im Vergleich von PBS-behandelten Tieren
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und Mausen, die mit IL-4 und Dex polarisierte Makrophagen (M2ID) erhalten hatten,
war weder im Score noch im Uberleben ein Unterschied feststellbar. Diese Daten
deuten somit drauf hin, dass die Applikation von Makrophagen, die mit IL-4 und Dex
polarisiert wurden, keinen positiven Effekt auf den Ausgang und Verlauf der aGvHD
hat. DarUber hinaus hat die Injektion von unpolariserten Makrophagen sogar einen
negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf.

4.3. Glukokortikoide und ihre Rolle in der aGvHD

Neben der Erforschung des adoptiven Transfers von M2-Makrophagen als
alternative Therapie in der aGvHD, sollte es im zweitenTeil der Arbeit um die
Bedeutung und das bessere Verstandnis der bestehenden Glukokortikoid-Therapie
sowie den Einfluss endogener Glukokortikoide gehen. Es ist derzeit noch nicht
vollstandig verstanden, welche modulierenden Eigenschaften der GKs auf die an der
aGvHD beteiligten Zellen wichtig sind und welche Mechanismen dabei eine Rolle
spielen. Zur Aufklarung dieser Fragestellung kamen zellspezifische Knock-outs des

GR sowie GR-Dimerisierungsmutanten zum Einsatz.

4.3.1. Wirkung von Glukokortikoiden auf die Zellen des Empfangers in der
aGvHD

Glukokortikoide koénnen Uber verschiedene molekulare Mechanismen wirken. Zum
einen binden sie an den GR, der daraufhin als Dimer im Kern die Transkription von
Zielgenen verstarkt, was man als Transaktivierung bezeichnet. Alternativ kann der
GR als Monomer mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren und so die
Genexpression vermindern. Dieser Vorgang wird Transrepression genannt
(Vandevyver et al., 2012a; Vandevyver et al.,, 2013). Um zu untersuchen, welche
Rolle diese beiden Mechanismen in der aGvHD spielen, kénnen GRY™-Mause
verwendet werden, deren GR nicht in der Lage ist zu dimerisieren.

Frihere Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe zeigten, dass die Transplantation von
wildtypischen T-Zellen in letal bestrahlte GR*™-Méause zu einem schwereren Verlauf
der aGvHD sowie zu einer erhohten Mortalitat fuhrte. Dies war begleitet von einem
signifikanten Anstieg der IL-6- und MCP-1-Serumspiegel wahrend des Hohepunktes

der ersten Phase der Erkrankung an Tag 6. Auffallig war das gleichzeitige Absenken
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der Korpertemperatur sowie des Blutglukosespiegels bei GR*™-Empfiangerméausen.
Diese Daten deuteten darauf hin, dass ein Fehlen der Transaktivierung durch den
GR in Zellen der Empfangermause zu einer Verstarkung der aGvHD in Verbindung
mit einer vermehrten Zytokinproduktion und einem veranderten Metabolismus flhrt
(Theiss-Suennemann, 2012). Hier sollte nun die Frage geklart werden, ob sich durch
Neutralisation von [L-6 mittels eines monoklonalen Antikérpers die aGvHD, die
Koérpertemperatur und die Blutglukose in der ersten Phase der Erkrankung

beeinflussen lassen.

4.311. Bedeutung der Neutralisation von IL-6

Letal bestrahlte GR"™ oder GRY™-Mause wurden mit T-Zell-depletiertem
Knochenmark aus C57BL/6 Mausen sowie aufgereinigten T-Zellen transplantiert.
Zusatzlich wurde durch die Injektion eines monoklonalen anti-IL-6 Antikdrpers an Tag
2 und 6 IL-6 neutralisiert. Analog erfolgte an den gleichen Tagen die Gabe von PBS
als Kontrolle. An Hand der Abb. 15 A ist zu beobachten, dass die aGvHD bei den
GRY™-M&usen sowohl mit als auch ohne anti-IL-6-Gabe signifikant schwerer verlief
als bei den WT-Mausen mit und ohne Therapie, was die bisherigen Ergebnisse
bestatigte. Betrachtet man den Score von Tag 6 bis 20 nach KMT so fand sich auch
ein signifikanter Unterschied zwischen den GR¥™-Mausen mit und ohne anti-IL-6
Therapie, in der Hinsicht, dass die Schwere der Erkrankung bei den Tieren mit
IL-6-Neutralisation signifikant abnahm. Nach Tag 20 nach KMT nahm die
aGvHD-Symptomatik zu und die aGvHD nahm einen vergleichbaren Verlauf wie bei
den PBS-behandelten GR%™-Mausen. Bei den WT-Mausen ohne und mit

anti-IL-6-Therapie zeigte sich im Score kein Unterschied.
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Abb. 15: Effekte von der IL-6-Neutralisierung auf die Morbiditit und die Mortalitat von WT- bzw.
GR“™-Mausen nach aGvHD-Induktion

Der Transfer von Knochenmark und WT-T-Zellen aus C57BL/6-Mausen erfolgte in letal bestrahlte
BALB/c WT oder GR*™-Mause. Anti-IL-6-Antikdrper (100 ug/ml) oder PBS als Kontrolle wurden an
Tag 2 und 6 i.v. injiziert. WT PBS (n = 6), WT anti-IL-6 (n = 6), GR®™ PBS (n = 6), GR"™ anti-IL-6 (n =
7). Die Knochenmarkskontrolle (nur KM) (n = 4) erhielt nur T-Zell-depletiertes Knochenmark. (A)
Morbiditat, Mittelwert + SEM, (B) Mortalitat. Die statistische Analyse erfolgte mit den Daten von Tag

6-20 mittels one-way Anova mit anschlie@endem Bonferroni-Test (Morbiditat) sowie dem Logrank-Test
(Mortalitat).

Auch an Hand der Uberlebenskurve (Abb. 15 B) lieRen sich Unterschiede feststellen.
So war das Uberleben von WT-Mausen mit und ohne anti-IL-6-Therapie gegeniiber
den jeweiligen GRY™-Mausen erhéht. Die GRY™-Mause mit IL-6-Neutralisierung
Uberlebten tendenziell langer als jene mit PBS behandelten Tiere. Allerdings bezieht
sich diese Beobachtung auf die Zeit der ersten Phase der aGvHD (Tag 6-22). Im
Anschluss daran naherte sich die Mortalitat dem Verlauf der mit PBS behandelten
GR¥™-Méause an.

Zur genaueren Untersuchung des Effektes einer IL-6-Neutralisierung wurden
Kurzzeitversuche mit WT- und GR%™Ma&usen durchgefiihrt. Dabei wurde der

anti-IL-6-Antikorper an Tag 2 injiziert. An Tag 6, dem ersten HOhepunkt der
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Erkrankung, wurden zusatzlich zum Score auch noch die Korpertemperatur und der
Blutglukosespiegel der Tiere ermittelt.

Auch in den Kurzzeitversuchen (Abb. 16) bestatigte sich eine verstarkte
aGvHD-Symptomatik bei den GR*™-M&usen im Vergleich zu den WT-Mausen. An
Tag 6 zeigte sich ein signifikant hoherer Score bei den GRY™-Mausen mit PBS im
Vergleich zu den WT-Mausen (s. Abb. 16 A). Die anti-IL-6-Gabe fuhrte zu einem
geringeren Score bei den GR*™-M&usen. Bei ihnen naherte sich der Score dem der

WT-PBS-Mause an und war an Tag 6 nach KMT etwa vergleichbar.
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Abb. 16: Effekte einer IL-6-Neutralisierung auf die Morbiditat und die Mortalitidt von WT- bzw.
GR“™-Miusen nach aGvHD-Induktion

Der Transfer von Knochenmark und WT-T-Zellen aus C57BL/6-Mausen erfolgte in letal bestrahlte
BALB/c WT- oder GR*™-Mause. Anti-IL-6-Antikérper (100 pg/ml) oder PBS als Kontrolle wurden an
Tag 2 i.v. injiziert. WT PBS (n = 6), WT anti-IL-6 (n = 8), GR"™ PBS (n = 10), GR"™ anti-IL-6 (n = 9).
Die Knochenmarkskontrolle (nur KM) (n = 3) erhielt nur Knochenmark. (A) Morbiditat, (B)
Kérpertemperatur und (C) Blutglukosespiegel am Tag 6 nach der Transplantation; (Mittelwert £ SEM).
Die statistische Analyse erfolgte mit den Daten von Tag 6 mittels unpaired t-Tests.
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Weiterhin fiel auf, dass an Tag 6 nach KMT sowohl die Kérpertemperatur (Abb. 16 B)
als auch der Blutglukosespiegel (Abb. 16 C) bei den GRY™-Tieren mit
PBS-Behandlung geringer waren als bei den WT-Mausen mit PBS-Behandlung. Die
Behandlung mit dem anti-IL-6-Antikdrper fiihrte bei den GRY™-Mausen zu einem
Anstieg der Korpertemperatur und des Blutglukosespiegels im Vergleich zu den
GRY™-Tieren mit PBS-Behandlung. Ein Unterschied in der Korpertemperatur und
dem Blutglukosespiegel zwischen PBS- und anti-IL-6 Gabe war bei den WT-Tieren
nicht zu beobachten. Zusammengefasst lasst sich also schliefen, dass die
Neutralisierung von IL-6 wahrend der ersten Phase der Erkrankung sowohl in den
WT- als auch in den GR¥™-Mausen einen positiven Einfluss hat, wobei der Einfluss
bei den GRY™-Mausen starker ist. Dies deutet darauf hin, dass die Sezernierung von
IL-6 als Folge des Verlustes der GR-Transaktivierung in den Zellen des Empfangers
in GR*™-Mausen einen essentiellen Faktor bei der aGvHD in diesen Tieren darstellt,

wobei das IL-6 auch auf den Metabolismus Auswirkungen hat.

4.3.1.2. Bedeutung der myeloischen Zellen

Der schwere Verlauf der aGvHD bei den GRY™-Empfangermausen und die
Moglichkeit, diesem durch Neutralisierung von IL-6 entgegenzuwirken, lie auf eine
wichtige Rolle von Zytokinen myeloiden Ursprungs in der Modulation der aGvHD
durch GKs schlieen. Allerdings sind viele Zellen in der Lage, beispielsweise IL-6 zu
sezernieren. Hierzu zahlen Makrophagen, T-Zellen, Hepatozyten und Enterozyten
(Hamzic et al., 2013). Daher stellte sich die Frage, inwiefern der Phanotyp der
GRY™-M&use auf einem Effekt auf die myeloiden Zellen beruht, also insbesondere
der professionellen APZs wie DZs, Monozyten und Makrophagen. Zur Beantwortung

dieser Frage wurden daher GR"*M

-Mause verwendet, denen der GR spezifisch in
den myeloiden Zellen fehlt (Clausen et al., 1999); als Kontrollen wurden
GR™Mause verwendet.

Die Transplantation von WT-T-Zellen in GR"™-Mause ging mit einer
aGvHD-Symptomatik einher, die gegeniiber der der GR"™-Empfinger signifikant
starker war (s. Abb. 17 A). Das Uberleben der GRY*M_Tiere war im Vergleich zu den
GR"™™Mausen signifikant verringert, was an Hand der Uberlebensraten zu erkennen
ist (Abb. 17 B). Die GRY*M-Mause verstarben innerhalb der ersten 14 Tage nach

KMT zu 100%, wahrend bei den GR"™_Mausen am Ende des Versuchszeitraumes
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(Tag 50 nach KMT) noch ca. 10% am Leben waren. Es bleibt daher festzustellen,
dass das Fehlen des GR in den myeloiden Zellen der Empfangertiere, ahnlich wie in

den GRY™-Empfangermausen, mit einer fulminanten aGvHD und einer verstarkten
Mortalitat verbunden war.
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Abb. 17: Einfluss der GR-Defizienz in myeloiden Zellen auf die Morbiditdt und Mortalitit von
Mausen nach aGvHD-Induktion

Der Transfer von T-Zell-depletiertem Knochenmark und T-Zellen aus WT-C57BL/6-Mausen erfolgte in
letal bestrahlte BALB/c GR™ (WT, n = 13) oder GR"*™-Mause, n = 11). Die Knochenmarkskontrolle
(nur KM) (n = 6) erhielt nur T-Zell-depletiertes Knochenmark. (A) Morbiditat (Mittelwert + SEM), (B)
Mortalitadt. Die statistische Analyse erfolgte mittels one-way Anova mit anschlieRendem Bonferroni-

Test (fur die statistischen Analysen der Morbiditat erhalten tote Tiere den Score von 10) sowie dem
Logrank-Test (Mortalitat).

Zur naheren Analyse, was zu dieser auffallend starken Auspragung der aGvHD
fihrte, und ob sie wie bei den GR¥™-Mausen von Auswirkungen auf den
Metabolismus begleitet war, wurden Kurzzeitexperimente durchgefihrt. Nach
erfolgter aGvHD-Induktion in GRY*M- und GR"™-Mé&usen wurden diese an Tag 6
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getotet. AuRerdem wurden zuvor die Korpertemperatur und der Blutglukosespiegel
bestimmt. Hierbei bestatigte sich wie schon im Langzeitversuch beobachtet eine
ausgepragtere aGvHD-Symptomatik bei den GRY*M-Mausen im Vergleich zu den
GR"™ Tieren (Abb. 18 A). Besonders an Tag 6, dem Hohepunkt der ersten Phase
der aGvHD, war der Unterschied im Score zwischen diesen beiden Gruppen
signifikant. Gleichzeitig stellte man fest, dass die Korpertemperatur in den beiden
Gruppen vergleichbar war (Abb. 18 B). Auffalig war jedoch, dass der
Blutglukosespiegel bei den GRY*M-Mausen gegeniiber den GR"™-Mausen am Tag 6
nach KMT signifikant erhoht war (Abb. 18 C).

A 8- *kk
— CRHOX
6 CRIySM
-&- nur KM

<

o

O

(7]

1
8
Tage post KMT
B - C 150
n.s —

G 38- § * *kk

= —= .o " E 100- A

El —3%  —wpE P 4 .
T 36 ° @ T L.
2 . 3 b Hum
E S, 50 —Sove—
g 344 3 )

o
32 T T T 0 T T T
W oo & W oo o
(\o“(\ o~ o ‘\\“‘& o~ o
Tag 6 nach KMT Tag 6 nach KMT

Abb. 18: Einfluss von GR-Defizienz in myeloiden Zellen nach aGvHD-Induktion auf Morbiditét,
Koérpertemperatur und Blutglukosespiegel

Der Transfer von T-Zell-depletiertem Knochenmark und WT-T-Zellen aus C57BL/6-Mausen erfolgte in
letal bestrahlte BALB/c GR™™ (WT, n = 7) oder GR"*-Mause (n = 7). Die Knochenmarkskontrolle (nur
KM) (n = 2) erhielt nur Knochenmark. (A) Morbiditat, (B) Kérpertemperatur und (C) Blutglukosespiegel
am Tag 6 nach der Transplantation; (Mittelwert £ SEM). Die statistische Analyse der Daten an Tag 6
erfolgte mittels ungepaarten T-Tests.
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Die Ergebnisse bestatigten den fulminanten Verlauf der aGvHD, der aber anders als
bei GRY™-Empfingertieren nicht mit vergleichbaren Auswirkungen auf den
Metabolismus verbunden war. Zur naheren Klarung dieses Unterschieds bedarf es

jedoch noch weiter Versuche und Analysen.

4.3.2. Wirkung von Glukokortikoiden auf transplantierte T-Zellen in der aGvHD

Glukokortikoide beeinflussen nicht nur APZs sondern auch T-Zellen (Coutinho and
Chapman, 2011). T-Zellen spielen bei der aGvHD eine wesentliche Rolle. Sie tragen
durch Zytokinproduktion beispielsweise von CD4"-T-Zellen, aber auch durch
zytotoxische CD8"-T-Zellen iiber eine aktive Gewebeschadigung zum Entstehen der
aGvHD bei (Reddy and Ferrara, 2003; Truitt and Atasoylu, 1991). Sowohl endogene
als auch therapeutische GKs modulieren T-Zellen in vielfaltiger Weise (Ashwell et al.,
2000; Herold et al., 2006; Schleimer et al., 1984). Allerdings ist noch nicht vollstandig
geklart, welche der modulierenden Mechanismen auf T-Zellen bei der Regulation der
aGvHD von Bedeutung sind. Zur Untersuchung von Wirkmechanismen in T-Zellen
und ihrer Rolle in der Modulation der aGvHD wurden daher T-Zell-spezifische
GR-Knockout-Mause verwendet (GR'™) (Gu et al., 1994). Frilhere Daten aus unserer
Arbeitsgruppe belegen, dass beim Fehlen des GR in den transplantierten T-Zellen
eine fulminante aGvHD sowie eine erhohte Mortalitat auftritt. Diese erhohte Mortalitat
lie® sich auch durch kurzzeitige therapeutische Gabe von Dex jedoch nicht
verringern (Theiss-Suennemann et al., 2015). Kurzeitexperimente bestatigten diese
Befunde (s. Abb. 19 sowie 20).
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Abb. 19: Einfluss von GR-Defizienz in T-Zellen nach aGvHD-Induktion auf die Morbiditét

Letal bestrahlte WT-BALB/c-Mause wurden mit T-Zell-depletiertem WT-Knochenmark und entweder
WT-T-Zellen (GRﬂ°X, n = 10) oder GR'*-T-Zellen (T-Zellen mit GR-Defizienz, n = 12) aus C57BL/6-
Mausen transplantiert. Morbiditat in der ersten Phase der aGvHD (Mittelwert + SEM). Die statistische
Analyse der Daten erfolgte mittels ungepaarten T-Tests.
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Abb. 20: Einfluss von GR-Defizienz in T-Zellen nach aGvHD-Induktion auf die Morbiditét

Letal bestrahlte WT-BALB/c-Mause wurden mit WT-Knochenmark und entweder WT-T-Zellen (GRﬂ°X,
n = 5) oder GR'*-T-Zellen (T-Zellen mit GR-Defizienz, n = 5) aus C57BL/6-Mausen transplantiert.
Zusatzlich erfolgte eine Behandlung mit Dex oder PBS, als Kontrolle, an Tag 3 bis 6. Morbiditat in der
ersten Phase der aGvHD (Mittelwert + SEM). Die statistische Analyse erfolgte an Tag 6 mittels
unpaired t-Tests.

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe (Theiss-Sunnemann) hatten zuvor gezeigt, dass
die ausgepragte aGvHD sowie die erhdhte Mortalitat bei den Mausen, die mit
GR-defizienten T-Zellen transplantiert wurden, einherging mit der Erhohung der
Expression der fur die Zytotoxizitat verantwortlichen Gene Granzym B (GrzB) und
Perforin (Perf) sowie der Induktion der Expression der bei der aGvHD eine wichtige
Rolle spielenden Zytokine IL-2, IFNy und IL-17 (Antin and Ferrara, 1992; Ju et al.,

2014). Die Zytokinexpression liel3 sich durch therapeutische Dex-Gabe reprimieren,
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nicht jedoch die schwere aGvHD-Symptomatik verbunden mit der erhohten Mortalitat
und der verstarkten Expression von GrzB und Perf (Theiss-Suennemann et al., 2015).

Um auszuschlieRen, dass die GR-Defizienz in T-Zellen zu einer veranderten
Expression von Zytokinen und zytotoxischen Molekule fuhrt und damit nicht per se
schon eine vermehrte Zytokinproduktion aufwiesen, wurden T-Zellen aus GR™* und
GR**-Mausen isoliert und in vitro fiir 24 h mit ConA stimuliert. Im Anschluss wurde
die Expression von IL-2, IFNy, IL-17A und GrzB in diesen T-Zellen mittels gRT-PCR
untersucht. Wie in Abb. 21 ersichtlich, fand sich hinsichtlich der Expression der zu

untersuchenden Gene keinen Unterschied zwischen den beiden Genotypen.
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Abb. 21: Expression von Zlytokinen und zytotoxischen Molekiilen durch in vitro stimulierte

T-Zellen von WT- und GR*“-M3usen

Isolierte T-Zellen aus Lymphknoten und Milz von GR™ sowie GR'*-M&usen wurden fiir 24 h in vitro

mit ConA stimuliert. Die RNA wurde vor (Tag 0) und 24 h (Tag 1) nach erfolgter Stimulation isoliert

und in cDNA transkribiert. Durch gqRT-PCR, unter Nutzung von HPRT als Housekeeping-Gen fir die

Normalisierung, wurde die Expression von (A) IL-2, (B) IFNy, (C) IL-17A und (D) GrzB ermittelt (n = 6-
flox

11). Alle Werte wurden auf GR™" Tag 0 normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mittels unpaired
t-Tests.

flox

Diese Ergebnisse belegen, dass die vermehrte Zytokinproduktion eine Folge der

aGvHD darstellte und nicht schon vorher intrinsisch vorlag.
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Einfluss des GR auf die Aktivitat von ZTLs in vivo

Die zuvor erhobenen Daten hatten einen Anstieg der Genexpression der
zytotoxischen Molekule Granzym und Perforin in GR-defizienten T-Zellen wahrend
der Erkrankung in vivo gezeigt. Um zu untersuchen, welchen Einfluss die
GR-Defizienz bzw. die Behandlung mit Dex auf die Zytotoxizitat in der aGvHD hat,
wurden alloreaktive ZTLs in vivo generiert. Dazu wurden BALB/c Mause entweder
mit GR™ Kontroll-T-Zellen oder mit GR-defizienten T-Zellen (GR'*) transplantiert. An
Tag 6 nach aGvHD-Induktion wurden die CD8*-T-Zellen aus den Mausen isoliert.
Diese wurden dann fiir einen *'Chrom (°*'Cr)-Test eingesetzt. Hierfiir wurden
entweder Ag8.653-Zellen (H2°, Tumorzelllinie aus BALB/c-Mausen als allogenes
Ziel) oder RMA-Zellen (H2°, Tumorzellinie aus C57BL/6-Mausen als syngene
Kontrolle) verwendet. Konkret wurden die CD8'-T-Zellen (Effektorzellen) in
bestimmten Verhaltnissen zu den mit *'Chrom beladenen Zielzellen (RMA oder
Ag8.653) hinzugefugt und damit die Gegebenheiten in der aGvHD in vitro simuliert.
Die Abb. 22 zeigt die Auswertung des Chrom-Testes.
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Abb. 22: Einfluss von GR-Defizienz von in vivo generierten alloreaktiven CD8"-T-Lymphozyten
(ZTL) auf deren Zytotoxizitat

Letal bestrahlte WT-BALB/c-Mause wurden mit T-Zell-depletiertem WT-Knochenmark und entweder
Kontroll-T-Zellen (GR™, mit vorhandenem und funktionellem GR) oder GR'*-T-Zellen (T-Zellen mit
GR-Defizienz) aus C57BL/6-Mausen transplantiert. Zusatzlich erfolgte eine Behandlung mit Dex oder
PBS, als Kontrolle, an Tag 3 bis 6. An Tag 6 wurden CD8"-T-Zellen aus der Milz isoliert und ein *ICr-
Testdurchgefiihrt. Dazu wurden die isolierten CD8'-T-Zellen (Effektorzellen) in bestimmten
Verhaltnissen zu Ag8.653-Zellen (H2d, BALB/c) als allogene Zielzellen bzw. RMA-Zellen (H2b,
C57BL/6) als syngene Kontrolle gegeben. Spezifische Lyse (Mittelwert + SEM) von CD8"-T-Zellen mit
und ohne GR-Defizienz bzw. Dex-Einfluss, n = 6 (Pool aus 2 unabhangigen Experimenten). Die
statistische Analyse erfolgte mittels one-way Anova mit anschlieBendem Bonferroni-Test (Theiss-
Suennemann et al., 2015).
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Es ist zu sehen, dass sich die CD8'-T-Zellen aus Mausen mit transplantierten
GR-defizienten T-Zellen durch eine hohere zytotoxische Aktivitat auszeichneten im
Vergleich zu Mausen, die mit T-Zellen transplantiert wurden, die einen intakten GR
aufwiesen. Die Behandlung mit Dex verringerte die Zytotoxizitat in beiden
Genotypen. Sie ist aber im Vergleich zur PBS-Behandlung nicht signifikant. Diese
Daten zeigen somit, dass die starke Auspragung der aGvHD und die hohe Mortalitat
der Mause, die GR-defiziente T-Zellen erhielten, vermutlich durch die erhohte

zytotoxische Aktivitat der CD8*-T-Zellen bedingt war.

Infiltration von T-Zellen in die Zielorgane

Neben der Zytotoxizitat hangt die Schwere der aGvHD auch von der Anzahl der
eingewanderten T-Zellen in die Zielorgane, wie dem Darm, ab. Es wurde gezeigt,
dass es sowohl bei Mausen die mit GR"™- als auch mit GR'*-T-Zellen transplantiert
wurden, zu einer aquivalenten Infiltration von CD3"-Zellen in den Darm kam. Die
genaue Zusammensetzung der T-Zellen, die in den Darm einwandern war jedoch
unklar. Die histologischen Analysen von Dunndarmschnitten (Jejunum) auf
CD4*-sowie CD8"-T-Zellen zeigten bezliglich der Infiltration von CD4*-T-Zellen keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Jedoch fanden sich signifikant mehr
CD8*-T-Zellen in den Mausen, die mit GR*-T-Zellen transplantiert wurden im
Vergleich zu denen, die GR"™.T-Zellen erhielten (Daten nicht gezeigt; Theiss-

Suennemann et al., 2015).

Zusammengefasst |asst sich sagen, dass die Modulation von CD8*-T-Zellen bzw.
ihrer Funktion ein bedeutsames Ziel fur die Regulation der aGvHD darstellt und die
CD8'-T-Zellen essentiell verantwortlich sind fir die in diesem Modell

aulRergewohnlich starke aGvHD.
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5. Diskussion

5.1. Einfluss verschiedener Behandlungen auf den Phanotyp von murinen
Makrophagen

Makrophagen sind ein elementarer Bestandteil des Immunsystems, sowohl der
angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort. Sie Ubernehmen vielfaltige
Aufgaben von der Pathogenabwehr bis hin zur Wundheilung (Gordon et al., 2014;
Murray and Wynn, 2011b). Die Anforderungen dieser spezialisierten Aufgaben
erfordern die Polarisation in einen entsprechenden Phanotyp. Es ist ein grolles
Spektrum verschiedener Polarisationen bekannt, die sich in unterschiedliche
Gruppen einteilen lassen (Sica and Mantovani, 2012). Zum einen gibt es die durch
LPS und/oder IFNy klassisch aktivierten (pro-inflammatorischen) Makrophagen, die
sich durch die vermehrte Produktion von co-stimulatorischen Molekilen und MHC-II
sowie die Sezernierung von pro-inflammatorischen Zytokinen und NO auszeichnen
(Martinez and Gordon, 2014; Sica and Mantovani, 2012). Zum anderen existieren die
anti-inflammatorischen M2-Makrophagen. Diese wiederum lassen sich in mehrere
Untergruppen gliedern. Die mit IL-4 stimulierten Makrophagen werden auch als
alternativ  aktiviert bezeichnet, wohingegen Glukokortikoid-Stimulation  zu
deaktivierten bzw. suppressiven Makrophagen fihrt (Gordon, 2003). Die Literatur
erwahnt neben den genannten Stimuli weitere Moglichkeiten M1- und
M2-Makrophagen zu generieren (Murray et al., 2014). In dieser Arbeit sollte die
Wirkung  verschiedener  Stimuli auf die  Polarisation von  murinen
Knochenmarksmakrophagen (BMDMs) untersucht werden um diese letztendlich als
potentielle zellulare Therapie der aGvHD anzuwenden. Daflr wurden aus
Knochenmark von C57BL/6-Mausen BMDMs differenziert und flir 24 h mit
verschiedenen Stimuli behandelt. Zum Einsatz kamen hierbei LPS, ein Stimulus fur
die M1-Polarisation, IL-4, welches die alternative Aktivierung induziert (M2l), sowie
Dexamethason (Dex), ein synthetisches Glukokortikoid, welches zu suppressiven
Makrophagen fuhrt (M2D) (Gordon, 2003). Zusatzlich wurden die Kombination aus
IL-4 und Dex eingesetzt (M2ID) sowie unpolarisierte Makrophagen (MO) untersucht.

Die Experimente bestatigen, dass die Behandlung mit verschiedenen Stimuli zu
verschiedenen Polarisationen fuhrt, die sich sowohl auf Gen-Ebene als auch auf
Protein-Ebene und auf funktioneller Ebene unterscheiden. Die mit LPS behandelten
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Makrophagen zeichneten sich durch einen M1-Phanotyp aus, der durch eine
gesteigerte Expression der pro-inflammatorischen Gene wie TNFa und iNOS sowie
der vermehrten Produktion des co-stimulatorischen Molekils CD86 oder des
Adhasionsmolekiils CD54 gekennzeichnet war, was durch die Literatur bestatigt wird
(Martinez and Gordon, 2014; Sica and Mantovani, 2012). Funktionell
charakterisierten sie sich in Ubereinstimmung mit der Literatur sowohl durch eine
verstarkte NO-Produktion (Rath et al., 2014) und eine verstarkte Adharenz als auch
durch eine verminderte Phagozytose von E. coli-Bakterien und einen suppressiven
Einfluss auf proliferierende T-Zellen, die mit ConA stimuliert wurden.
M1-Makrophagen haben ihre Funktion in der Pathogenabwehr (Murray and Wynn,
2011b). Daher sezernieren sie pro-inflammatorische Zytokine und weitere
Mediatoren, wie Chemokine, die weitere Immunzellen, z. B. Monozyten und T-Zellen,
anlocken (Mantovani et al., 2004). Die Produktion von NO dient dabei dem Abtoten
der Pathogene (Fang, 2012) sowie der Gewebezerstorung (Abramson et al., 2001).
Aulerdem ist belegt, dass sezerniertes NO in vitro die Suppression der
T-Zellproliferation vermittelt (Bingisser et al., 1998; Sato et al., 2007).

Es ist uns erfolgreich gelungen durch IL-4-Behandlung M2-Makrophagen zu
generieren. |IL-4 ist ein in der Literatur vielfach beschriebener Stimulus, der zur
M2-Polarisierung fuhrt (Gordon, 2003). Die durch IL-4 stimulierten Makrophagen
werden auch Wundheilungsmakrophagen genannt. Alternative Aktivierung von
Makrophagen fuhrt zur Induktion von Arg1, CD206, CD71 und Ym1 sowie MHC-II
(Gordon, 2003; Lawrence and Natoli, 2011b). Diesem Muster folgten auch die von
uns generierten Makrophagen. Ebenso konnten wir zeigen, dass IL-4-behandelte
Makrophagen in vitro einen supprimierenden Einfluss auf proliferierende T-Zellen
haben, die durch ConA stimuliert wurden. Das steht in Ubereinstimmung mit
Beobachtungen von Huber et. al., die berichteten, dass dieser Vorgang durch die
STAT6-abhangige Expression von PDL2 bedingt war (Huber et al., 2010). Au3erdem
konnten wir nachweisen, dass sich IL-4-behandelte Makrophagen im Vergleich zu
unbehandelten Makrophagen durch eine verstarkte Adharenz auszeichnen.

Die Dex-Behandlung von Makrophagen induzierte die Expression des
Scavenger-Rezeptors CD163 sowie des M-CSF-Rezeptors (CD115). CD115 ist
keiner Polarisation zugeordnet, aber es ist beschrieben, dass dieser Marker haufig
auf aus Knochenmark gewonnenen Makrophagen zu finden ist (Wang et al., 2013a).

Die Expression von CD115 markiert ahnlich wie die von Gr1 einen weniger
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differenzierten Status von Makrophagen und Monozyten. Daher waren die BMDMs
als weniger reif anzusehen als Makrophagen anderer Herkunft, wie z. B. der Milz
oder des Peritoneums (Wang et al., 2013a). Dagegen war die Expression von TNFa
sowie INOS vermindert und CD86, CD54 sowie MHC-II waren reduziert, was auch
die Literatur zeigt (Li et al., 2001; van de Garde et al., 2014). Unsere Daten belegen
auch morphologische Veranderungen, die sich bei den Dex-behandelten
Makrophagen in einem starken Abrunden der Zellen und reduzierter Adharenz
aulerten. Zudem bestatigen unsere Daten Ergebnisse von Giles et al. sowie McColl
et al., die durch Glukokortikoid-Behandlung der Makrophagen einen Anstieg der
Phagozytosekapazitat von apoptotischen Zellen beobachteten (Giles et al., 2001;
McColl et al., 2009; McColl et al., 2007). Auch wir konnten eine signifikante Erhéhung
der Phagozytose von E. coli-Bakterien gegenuber den unbehandelten Makrophagen
feststellen. Ein Grund kdnnte die vermehrte Expression von CD163 sein, da belegt
ist, dass CD163 in der Erkennung und Phagozytose bakterieller Pathogene eine
Rolle spielt (Fabriek et al., 2009; Schaer et al., 2002). Zusatzlich lie® sich zeigen,
dass Dex in der Lage ist Uber die Repression von iNOS die NO-Synthese zu
regulieren (Di Rosa et al., 1990). Dabei lie® sich erkennen, dass bei gleichzeitiger
Gabe von Dex und LPS die Mengen an NO vermindert waren im Vergleich zur
alleinigen LPS-Behandlung. Im Gegensatz zu IL-4-behandelten Makrophagen waren
Dex-behandelte Makrophagen nicht in der Lage inhibierend auf ConA-stimulierte
proliferierende T-Zellen einzuwirken. Unsere Daten bestatigen die Meinung in der
Literatur, dass die Behandlung mit Dex zu einem eigenen M2-Phanotyp fuhrt, der
sich sowohl von den klassisch aktivierten LPS-stimulierten als auch den alternativ
aktivierten mit IL-4-behandelten Makrophagen unterscheidet (Heasman et al., 2004).

Die Kombination aus IL-4 und Dex war interessanterweise mit einem
synergistischen Effekt hinsichtlich der Expression von M2-Markern wie CDZ206,
CD163, Arg1 und Ym1 verbunden. Ebenso additiv erhéht war auch CD115.
Bezuglich der Morphologie zeigte sich ein ahnlicher Phanotyp wie bei der
Einzelbehandlung mit Dex mit einem identischen Verlust der Adharenz. Auch
bezlglich der Expression von CD86, CD54, iNOS sowie TNFa war eine Dominanz
von Dex zu beobachten. Funktionell war es moglich zu zeigen, dass die
Doppelbehandlung ebenfalls zu einer signifikanten Erhéhung der Phagozytose von
E. coli-Bakterien fuhrte, worauf die vermehrte Expression von CD7163 sowie CD206

schon Hinweise lieferte. Die phagozytotische Aktivitat konnte jedoch durch die
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IL-4-Behandlung nicht weiter erhoht werden. Die sekundare pro-inflammatorische
Stimulation von kombiniert behandelten Makrophagen mit LPS fuhrte zu einer
Verringerung an NO, wenn Dex dabei im Medium verblieb. Dies kann damit erklart
werden, dass Dex in der Lage ist die Reduktion der Expression von iNOS
herbeizufuhren und damit zu einer beobachtbaren Repression an NO fuhrt (Di Rosa
et al, 1990). Interessanterweise =zeigten auch die kombiniert-behandelten
Makrophagen eine suppressive Wirkung auf die Proliferation von ConA-stimulierten
T-Zellen, jedoch nicht in dem Umfang wie die IL-4-behandelten Makrophagen. Man
konnte feststellen, dass sich bezuglich der Expression bestimmter Marker wie
CD163, CD54 oder CD86 ein von Dex dominierter Effekt zeigte. Insgesamt bleibt
festzustellen, dass sich der additive Effekt, der sich in der Expression der
M2-Markergene und auf Protein-Ebene zeigte, nicht auf die Funktion (z. B
Phagozytose, T-Zellsuppression) auswirkt.

Unbehandelte Makrophagen exprimieren sowohl M1- als auch M2-Marker geringer
als die in distinkte Polarisationen differenzierten Makrophagen, was eine fehlende

Polarisation beweist.

Unterschiede der Signalwege bedingen die Verschiedenartigkeit der Genexpression
sowie der Funktion der Makrophagen. So wirkt Dex uber den GR. Nach Bindung an
den GR transloziert dieser in den Kern und beeinflusst dort die Transkription von
Zielgenen auf positive oder negative Weise. Die Expression pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNFa und IL-6 wird ebenso gehemmt wie die Expression von iNOS
(Newton, 2000).

IL-4 dagegen wirkt Uber den IL-4-Rezeptor. Dieser wird phosphoryliert woraufhin
Januskinasen (JAK1-3) aktiviert werden. Dies fuhrt zur Aktivierung von STAT3 sowie
STATG6, die Dimere bilden und in den Zellkern translozieren. Dort nehmen sie
Einfluss auf die Genexpression, beispielsweise auf die Expression des
Mannose-Rezeptors CD206, von Ym1, Arg1 oder dem Transferrin-Rezeptor CD71
(Lawrence and Natoli, 2011b).

Die Behandlung mit bakteriellem LPS induziert Uber TLR4 eine Signalkaskade,
welche mit der Aktivierung von NFkB endet. Dies fuhrt zur Expression
pro-inflammatorischer Zytokine und zur Synthese von NO. M1-Makrophagen sind
vornehmlich fur die Pathogenabwehr zustandig (Mizel et al., 2003).

Auffallig war die veranderte Morphologie der behandelten Makrophagen. Wahrend
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die Behandlung mit LPS mit stark abgeflachten Zellen einherging, waren sie nach
IL-4-Behandlung stark elongiert, wohingegen sie durch Dex und die
Kombinationsbehandlung aus Dex und IL-4 kugelférmig abgerundet waren. Die
veranderte Morphologie ging auch mit verschiedenen Polarisationen einher und hatte
Auswirkungen auf ihre Funktion. Den Zusammenhang von Zellform und Polarisation
untersuchten McWhorter et. al.. Sie zeigten, dass die durch IL-4 ausgelOste
Elongation zu einer erhéhten Arg1-, CD206-, sowie Ym1-Expression fuhrte, wahrend
sie bei M1-Makrophagen (LPS, IFNy) reduziert war, daftir jedoch iNOS induziert war.
Aulerdem zeigten sie, dass sich der durch IL-4 induzierte Phanotyp ebenfalls
erzeugen liel3, in dem das Wachstum der Makrophagen in eine bestimmte Form
(Elongation) forciert wurde, ohne, dass eine Stimulation mit IL-4 notwendig war
(McWhorter et al., 2013). Die Rolle des Zytoskeletts bei LPS stimulierten
Makrophagen untersuchten auch Eswarappa et. al.. Sie stellten fest, dass das
Aktin-Zytoskelett an der post-translationalen Regulation von iNOS beteiligt sein
konnte (Eswarappa et al., 2008). Auch Leporatti et al. beschrieben zytomechanische
Veranderungen von LPS-stimulierten Makrophagen. Diese charakterisieren sich
durch die verstarkte Adharenz der Makrophagen (Leporatti et al., 2006). Ursache fur
die morphologischen Veranderungen sind Anderungen im Zytoskelett. Alle in der
vorliegenden Arbeit genutzten Stimuli zur Polarisation der Makrophagen waren in der
Lage Veranderungen des Zytoskeletts hervorzurufen. Diese Veranderungen hatten
auch funktionelle Auswirkungen, etwa auf Adharenz und Phagozytose. So induzierte
Dex-Behandlung in den Makrophagen eine Reorganisation des Zytoskeletts mit der
Folge einer verminderten Adharenz, wohingegen sie bei IL-4 oder LPS-Behandlung
erhdoht war (Krause et al., 1996). Es zeigte sich auch hinsichtlich der Adharenz ein
von Dex dominierter Effekt, da diese im Gegensatz zur IL-4 Einzelbehandlung in der
Doppelbehandlung reduziert war. Diese Daten bestatigen Ergebnisse von Heasman
et al. (Heasman et al., 2004)

Bezuglich der Phagozytose bestatigen unsere Ergebnisse die derzeitige Datenlage,
dass sich Dex-behandelte Makrophagen durch eine erhdhte Phagozytoseleistung
auszeichnen (Giles et al., 2001; McColl et al., 2007). Die Einzelbehandlung mit IL-4
dagegen war nicht in der Lage die Phagozytose zu erhdhen. Interessanterweise war
es nicht mdglich durch eine gleichzeitige Behandlung mit IL-4 und Dex die
Phagozytose gegenuber der Dex-Einzelbehandlung zu erhéhen. Daran zeigt sich,

dass das IL-4 antagonistisch zu der Dex-Behandlung wirkt. Diese Vermutung wird
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auch durch Experimente von Gratchev et al. sowie Schaer et al. unterstutzt
(Gratchev et al., 2005; Schaer et al., 2002). Dieser Antagonismus lasst sich auch bei
der Produktion extrazellularer Matrix (EZM) beobachten. IL-4 induziert dabei die
Expression von EZM-Proteinen, wohingegen Dex diese reduziert (Gratchev et al.,
2005). Diese Beobachtungen bekraftigen den funktionellen Unterschied der
Makrophagen. Wahrend IL-4-behandelte Makrophagen mit der Wundheilung in
Verbindung stehen, wofur die Synthese und Expression von EZM-Proteinen
notwendig sind, werden Glukokortikoid-behandelte Makrophagen mit einem
suppressiven oder ,tolerogenen® Status assoziiert (Heasman et al., 2004).

Zur Klarung der Ursache bzw. des Mechanismus'’ fur den synergistischen Effekt von
IL-4 und Dex sind weitere Untersuchungen nétig. Belegt ist jedoch, dass sowohl GKs
als auch IL-4 in der Lage sind die NFkB-Aktivitat zu inhibieren. Wichtig dabei ist die
Expression von GILZ (Glucocorticoid induced leucin zipper), welches sowohl durch
Dex als auch durch IL-4 induziert werden kann (Ayroldi and Riccardi, 2009; Berrebi
et al., 2002). GILZ ist ein NFkB-abhangiger Transkriptionsaktivierungs-Inhibitor (Di
Marco et al., 2007). Die NFkB-Signalkaskade kann sowohl durch den GR als auch
durch STAT6 uber unterschiedliche Wege gehemmt werden (Nelson et al., 2003).
Biola et al. zeigten in ihren Ergebnissen, dass in T-Zellen der GR mit STAT6
interagieren konnte (Biola et al., 2000). Es ist beschrieben, dass die Interaktion des
GR-Monomers mit STAT3 als Co-Aktivator einen synergistischen Effekt hat (de
Miguel et al., 2003; Zhang et al., 1997).

5.2. Effekt von adoptivem Zelltransfer von M2-polarisierten Makrophagen auf
die Schwere und den Ausgang der aGvHD
Die bisherige Therapie der aGvHD bestehend aus dem Langzeiteinsatz
hochdosierter Glukokortikoide bringt viele Nebenwirkungen mit sich (Schacke et al.,
2002). AuBerdem birgt das Auftreten von Glukokortikoid-resistenten Verlaufsformen
ein nicht unerhebliches Risiko fur den Ausgang der aGvHD (Westin et al., 2011). Ex
vivo generierte und polarisierte Makrophagen sind in der Literatur als eine alternative
Therapie in vielen Krankheiten der Maus beschrieben, da sie modulierend auf das
inflammatorische Geschehen einwirken. Die Verbesserung des Krankheitsbildes wird
sowohl durch die Induktion von regulatorischen T-Zellen sowie die Suppression von

Entzindungsmediatoren wie pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen also
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auch durch die Induktion der Gewebereparatur erreicht (Ma et al., 2015; Parsa et al.,
2012; Wang et al.,, 2007). Ebenso ist gezeigt, dass der adoptive Transfer von
myeloiden Suppressorzellen den Ausgang der aGvHD positiv beeinflusst (Highfill et
al., 2010).

Auf Grund des zu beobachtenden synergistischen Effektes, der auf eine verstarkte
M2-Polarisation hindeutet, sowie der funktionellen Charakteristika einer vermehrten
Phagozytose wie auch Suppression auf proliferierende T-Zellen wurden die
kombiniert mit IL-4 und Dex behandelten Makrophagen fur den adoptiven Transfer
verwendet. Untersucht wurde dabei ein Effekt auf die aGvHD in einem totalen
MHC-mismatch-Modell, bei dem T-Zell-depletiertes Knochenmark und aufgereinigte
T-Zellen aus C57BL/6-Mausen in lethal bestrahlte BALB/c-Empfangermause
transplantiert wurden. Die Auswertung der Daten des klinischen Scores sowie des
Gewichtes und des Uberlebens zeigten, dass ein positiver Effekt durch den Einsatz
von kombiniert-behandelten Makrophagen nicht erzielt werden konnte. Allerdings fiel
auf, dass die mit unpolarisierten Makrophagen (MO) behandelten Mause eine
schwerere aGvHD-Symptomatik und eine erhdhte Mortalitat aufwiesen als die
unbehandelten oder die mit M2-Makrophagen behandelten Tiere. Makrophagen
besitzen die Fahigkeit in Abhangigkeit von Stimuli in ihrer Umgebung in verschiedene
Richtungen zu polarisieren (Davis et al., 2013). M0-Makrophagen stellen einen
naiven oder auch undifferenzierten Status dar (Tyteca et al., 2015). Sie kdnnen durch
geeignete Stimulation in die spezifischen Makrophagen-Subtypen M1 oder M2
entwickelt werden. Zytokine konnen dabei die Polarisation von Makrophagen
beeinflussen (Davis et al., 2013). Ebenso ist es moglich, dass Makrophagen, anders
als T-Zellen, einen phanotypischen Wechsel vollziehen kdnnen. Beschrieben ist das
z. B. fir Makrophagen, die bei Krebserkrankungen oder bei Adipositas eine Rolle
spielen (Mosser and Edwards, 2008). Das starke pro-inflammatorische Milieu
wahrend der aGvHD, gepragt von IL-12, IL-1(3, IL-6 sowie IFNy und TNFa, die von
alloreaktiven T-Zellen und anderen Effektorzellen produziert werden, kénnte einen
grolRen Einfluss auf den Phanotyp der Makrophagen haben (Ju et al., 2005). Es ist
anzunehmen, dass die MO-Makrophagen innerhalb der ersten Tage an den Ort der
Entzindung, wie den Darm, wandern und dort in M1-Richtung polarisiert werden.
Besonders im Darm, wo es zum Ubertritt von Mikroorganismen und damit zum
Kontakt mit bakteriellem LPS kommt, ist eine klassische Aktivierung wahrscheinlich

(Holler et al., 2010). Aul3erdem ist bekannt, dass es nach erfolgter HSZT sowie durch
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die vorherige Bestrahlung zu einer Gewebeschadigung kommt, die mit der
Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie INFy, IL-12 und TNFa
einhergeht (Ramadan and Paczesny, 2015). Dieses wahrend der
Konditionierungsphase  geschaffene  Th1-Zytokinmilieu  kénnte zu  einer
M1-Polarisierung der MO-Makrophagen beitragen. Diese Polarisierung geht mit der
vermehrten Expression co-stimulatorischer Molekile sowie von MHC-II und
Adhasionsmolekilen einher. Die M1-polarisierten Makrophagen sezernieren dann
ihrerseits pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine, die weitere Immunzellen
anlocken, sowie NO, welches zur Gewebeschadigung beitragt (Murray and Wynn,
2011b; Sica and Mantovani, 2012). Die aus C57BL/6-Mausen generierten
Makrophagen prasentieren auf ihrem MHC Peptide des Empfangers (BALB/c). Die
vermehrte Ausbildung co-stimulatorischer Molekule flihrt zur verstarkten Aktivierung
und Stimulation von alloreaktiven T-Zellen. So konnten die injizierten
MO-Makrophagen verstarkend auf die Entstehung und den Verlauf der aGvHD
einwirken.

Im Gegensatz dazu verstarkten die kombiniert behandelten Makrophagen die aGvHD
zwar nicht, jedoch trugen sie auch nicht zur Verbesserung bei, was bedeutet, dass
auch sie ihre Polarisation verandert haben. Es ist jedoch zu vermuten, dass diese
eine geringere Affinitat zur Repolarisierung haben. Ursachlich fur die Repolarisierung
der kombiniert behandelten Makrophagen kdnnten zwei Faktoren sein. Zum einen
konnte die starke Expression von CD115 eine Rolle spielen. Es ist beschrieben, dass
CD115" Makrophagen eher  einem unreifen und undifferenzierten
Makrophagenstatus entsprechen (Wang et al., 2013a). Cao et al. zeigten am Beispiel
einer Nierenerkrankung, dass aus KM generierte und in M2-Richtung polarisierte
Makrophagen, im Gegensatz zu denen aus der Milz oder dem Peritoneum, keinen
positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf hatten. Begrundet wurde diese
Beobachtung mit dem Verlust des M2-Phanotyps hin zu einem M1-Phanotyp. Als
Ursache wurde die Expression und Wirkung von M-CSF genannt. Sie zeigten
ebenfalls, dass BMDMs mehr CD115 exprimierten und die Makrophagen durch
sezerniertes M-CSF zur Proliferation angeregt wurden, was mit dem Verlust der
M2-Polarisation einherging (Cao et al., 2014). Unsere Ergebnisse bestatigen eine
erhdhte CD115-Expression, die sowohl durch die Einzelbehandlung mit Dex als auch
durch die Kombinationsbehandlung aus IL-4 und Dex gesteigert werden konnte.

Weiterhin ist bekannt, dass sowohl nach HSZT beim Menschen als auch bei der
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aGvHD in der Maus vermehrt M-CSF produziert wird (Praloran et al., 1990; Sakata et
al., 2001). Eine zweite Ursache fur die Repolarisation bzw. den Verlust der
M2-Polarisation konnte die pro-inflammatorische Umgebung sein, der die ex vivo
generierten und polarisierten Makrophagen ausgesetzt sind. Tarique et al. sowie
Stout et al. demonstrierten, dass M2-Makrophagen in Stimulus-freier Umgebung
sowie in einem pro-inflammatorischen Milieu nach einer gewissen Zeit ihre
Polarisation verloren haben oder in M1-Richtung polarisiert wurden (Stout et al.,
2005; Tarique et al., 2015). Unsere Daten bestatigen die Flexibilitdt des Phanotyps
der kombiniert behandelten Makrophagen. Wurden diese mit LPS stimuliert, ohne
dass der Polarisationsstimulus verblieb, nahmen die Expression der M2-Marker ab
und die der M1-Marker zu. Ebenso konnten wir einen Anstieg der NO-Konzentration
messen. Auch die sekundare Stimulation der polarisierten Makrophagen mit IL-17
und IFNy zeigte eine Abnahme der M2-Marker und die Zunahme der M1-Marker-
Expression. IFNy sorgt zum Beispiel fur eine verringerte Phagozytoseleistung von
Dex-behandelten Makrophagen (Heasman et al., 2004). Die Literatur belegt, dass
Makrophagen sich durch eine hohe Plastizitat auszeichnen und in der Lage sind
zwischen den verschieden Phanotypen zu wechseln. Diese Dynamik ist von
entscheidender Bedeutung zur Erhaltung des Gleichgewichts (Wang et al., 2014).
Eine Storung des Gleichgewichtes ist mit verschiedenen Krankheiten assoziiert wie

Krebserkrankungen oder Fettleibigkeit (Mosser and Edwards, 2008).

Insgesamt bestatigen die Daten, dass es moglich war ex vivo polarisierte
Makrophagen mit distinkten Phanotypen zu generieren, was mit der Induktion
spezifischer Marker und Funktionen einherging. Diese sind reprasentativ fur ihre
biologische Funktion. IL-4 fuhrt zu Wundheilungsmakrophagen und Dex zu
suppressiven Makrophagen. Fur die Ausubung ihrer spezifischen Funktion ist die
Expression bestimmter Rezeptoren, Enzyme oder Zytokine erforderlich. Dabei
verifizieren unsere Ergebnisse, dass es innerhalb der Gruppe der M2-Makrophagen
verschiedene Subpopulationen gibt. Es wurde in vitro gezeigt, dass die Kombination
der zwei Stimuli IL-4 und Dex zu einem synergistischen Effekt mit einem starken
M2-Phanotyp, nicht jedoch zu funktioneller Synergie fihrte, wobei Dex dominierend
auftrat.

In vivo waren die kombiniert behandelten Makrophagen nicht in der Lage ein
systemisch vorliegendes inflammatorisches Geschehen wie die aGvHD positiv zu

beeinflussen. Auf der anderen Seite zeigte sich der negative Einfluss von
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MO-Makrophagen auf den Ausgang der aGvHD. Dies beweist wie sehr der Phanotyp
von Makrophagen von der Umgebung abhangt und wie essentiell er fur den Ausgang
einer Erkrankung ist. Inwieweit es mdglich ist BMDMs mit einem stabilen Phanotyp
zu erzeugen, z. B. durch genetische Manipulation, ware in weiteren Experimenten zu

untersuchen.

5.3. Wirkung von IL-6-Neutralisierung auf den Verlauf der aGvHD in
GRY™-Empfingermiusen

Die Modulation der Immunantwort durch korpereigene (endogene) Glukokortikoide ist
ein wichtiger Bestandteil zur Regulation der Entzindung. Dabei wirken die
Glukokortikoide Uber den GR. Dieser ist nach Bindung der Glukokortikoide in der
Lage entweder als Dimer oder als Monomer in den Kern zu wandern und dort die
Transkription der Zielgene positiv oder negativ zu beeinflussen. Bindet der GR als
Dimer, so spricht man von Transaktivierung, liegt er als Monomer vor, ist von
Transrepression die Rede (Reichardt and Schitz, 1998). Auch in der
aGvHD-Therapie finden Glukokortikoide als First-line-Therapie Anwendung (Garnett
et al., 2013). Sie wirken sowohl auf T-Zellen (Ashwell et al., 2000; Coutinho and
Chapman, 2011; Schleimer et al., 1984) als auch auf APZs (Moser et al., 1995;
Mosser and Edwards, 2008), die ihrerseits mal3geblich an der aGvHD beteiligt sind.
Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Wirkung endogener Glukokortikoide
essentiell fur den Verlauf der aGvHD war (Theiss-Suennemann, 2012; Theiss-
Suennemann et al., 2015). Bei GRdim-Empféngerméusen, in denen die aGvHD mit
WT-T-Zellen induziert wurde, nahm die aGvHD einen schwereren Verlauf als bei den
WT-Empfangern. Nahere Untersuchungen zeigten, dass dieser Zustand sowohl mit
einem Anstieg an IL-6 sowie MCP-1 im Serum als auch mit einer Absenkung der
Korpertemperatur und der Blutglukose in der fruihen Phase der aGvHD begleitet war.
Zudem fanden sich hinsichtlich der Infiltration von Immunzellen und bezuglich der
Gewebeschadigung keine Unterschiede zwischen WT- und GR®™-Empfangertieren
(Theiss-Suennemann, 2012). Diese Daten liefern Hinweise fur die Wichtigkeit der
Wirkung endogener GKs bei der Regulation der aGvHD und indizieren, dass IL-6
eine wichtige Rolle dabei spielen kdnnte.

Im Rahmen dieser Arbeit liel3 sich durch eine Verminderung von IL-6 mittels eines

neutralisierenden Antikérpers in der frihen Phase der aGvHD, insbesondere bei
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GRY™-Mausen, aber auch bei den WT-Mausen, ein positiver Effekt auf den
Krankheitsverlauf erzielen. In gleicher Weise normalisierten sich auch
Korpertemperatur und Blutglukosespiegel nach anti-IL-6-Therapie annahernd auf das
Niveau der WT-Tiere. Damit bestatigen unsere Daten die Hypothese, dass die
vermehrte Produktion von IL-6, ausgelost durch die gestdrte GR-Signalkaskade,
sowohl die aGvHD als auch den Metabolismus beeinflusst. Zytokine wie |IL-6 sind bei
der aGvHD von grofRer Bedeutung. So konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass die
Blockierung des IL-6-Signalweges mit einer Verbesserung der aGvHD einherging
(Chen et al., 2009; Tawara et al., 2011). IL-6 bedingt dabei unter anderem durch
einen Anstieg an Th1- und Th17-Zellen eine pro-inflammatorische Immunantwort
(Chen et al., 2009) (Kimura and Kishimoto, 2010; Korn et al., 2008). Die Literatur
beschreibt dariiber hinaus eine erhdhte Sekretion von IL-6 bei GR*™-Mausen mit
Sepsis, was einen moglichen Einfluss von IL-6 bei einer gestorten GR-Signalkaskade
unterstutzt (Kleiman et al., 2012). Bei der Sepsis ist die unkontrollierte Produktion
von Zytokinen fur die Entstehung des Krankheitsbildes wichtig. Hierbei kommt es zu
einem sogenannten Zytokinsturm, der mit einer veranderten Thermoregulation
(Hyper- oder Hypothermie) verbunden ist, zu Kreislaufstorungen fuhrt und ein
Multiorganversagen zur Folge haben kann (Tisoncik et al., 2012). Eine bestehende
Sepsis kann sowohl durch Fieber als auch durch Hypothermie charakterisiert sein,
wobei eine hypothermische Sepsis mit einer verschlechterten Krankheitsprognose
assoziiert ist (Remick and Xioa, 2006). Auch bei der aGvHD kommt es zu
Entzindungsreaktionen im gesamten Korper, was durch die systemische
Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen bedingt ist (Antin and Ferrara,
1992).

Auffallig bei den an aGvHD erkrankten GR®™-Empfiangermausen war der starke
Abfall der Temperatur sowie des Blutglukosespiegels. Beide Werte liel3en sich durch
Applikation des anti-IL-6-AntikOrpers annahernd auf das Niveau der
WT-Empfangertiere anheben. Dies deutet darauf hin, dass endogene
Glukokortikoide nicht nur fir die Regulation der Zytokinexpression, sondern auch fur
die des Energiestoffwechsels verantwortlich sind. Fur die beobachtete Hypothermie
und Hypoglykédmie kommen drei Ursachen in Frage. Zum einen konnte es direkt die
Folge der starken Produktion von Zytokinen wie beispielsweise IL-6 sein. Es ist
bekannt, dass die unkontrollierte Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine

wahrend der Sepsis zu einem verstarkten katabolischen Metabolismus fuhrt
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(Silverman et al., 2013). Dieses ist beispielsweise mit einem erhohten Verbrauch an
Glukose in Leber, Milz, lleum und Lunge assoziiert (Strassmann et al., 1993). Die
Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine wahrend der aGvHD kann eine
verringerte Nahrungszufuhr (Anorexie) induzieren, die dann einen schlechten
Allgemeinzustand der Mause bedingt und mit einer Hypothermie und Hypoglykamie
einhergeht (Silverman et al.,, 2013). Weiterhin wurde gezeigt, dass eine erhohte
Expression von IL-6 mit metabolischen Veranderungen wie einer Hypoglykamie
einhergeht. Dies wirde erklaren, weshalb die Behandlung mit dem
anti-IL-6-Antikorper positive Effekte hat, da sie den Glukosespiegel wieder auf den
Normwert bringt (Strassmann et al., 1993). Zudem geht eine vermehrte Produktion
von pro-inflammatorischen Zytokinen mit einer verstarkten Vasodilatation einher, was
zu einer vermehrten Warmeabgabe fuhrt (Sprague and Khalil, 2009) und dadurch die
Hypothermie verstarken konnte. Der Anstieg an IL-6 konnte auch auf eine erhohte
Sensitivitat gegenuber TNFa hindeuten. So konnte gezeigt werden, dass die Injektion
mit TNFa zu einer verstarkten Produktion von IL-6 fihrte. TNFa ist bekannt fur die
Initierung von Hypothermie (Vandevyver et al., 2012b). Es ware vorstellbar, dass die
GRY™-Mause nicht in der Lage sind, die durch TNFa induzierte Hypothermie zu
beeinflussen.

Eine mdgliche weitere Ursache fiir die starke Hypothermie der GR®™-M&use nach
der aGvHD-Induktion koénnte ein verringerter Leptinspiegel und die daraus
resultierende fehlende Wirkung des Leptins sein. Es ist beschrieben, dass es bei
LPS-induzierter Sepsis in GR*™-Mausen ebenfalls zu einer Hypothermie kommt, die
von einer verringerten Leptinkonzentration begleitet ist (Kleiman et al., 2012). Leptin
ist ein Peptidhormon, das unter anderem von Adipozyten produziert wird und fir die
Energiehomodostase durch Regulation des Appetits verantwortlich ist (Park and Seo,
2012; Yadav et al., 2009). Die Expression von Leptin wird Uber Transaktivierung des
GR induziert (De Vos et al., 1998). Transaktivierung bedarf der Dimerisierung des
GR (Dahlman-Wright et al., 1991). Daher ware eine verstarkte Hypothermie mit einer
Reduktion an Leptin bei den GR*™-M&usen zu erkldren. Weiterhin aktiviert Leptin die
HPA-Achse (Costa et al., 1997) und ist somit wichtig fur die Rekonvaleszenz von
LPS-induzierter Hypothermie, da es die Produktion sowie die hypothermale Wirkung
von TNFa inhibiert (Steiner and Romanovsky, 2007). Zudem ist Leptin in der Lage
die pro-inflammatorische Signalkaskade (NFkB) im Gehirn zu hemmen (Steiner and

Romanovsky, 2007). Die neuronale NFkB-Aktivitat spielt eine wichtige Rolle bei der
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Thermoregulation sowie fir das Uberleben bei der Sepsis (Juttler et al., 2007). Eine
gestorte Thermoregulation ausgelost durch eine verstarkte Produktion von
pro-inflammatorischen Zytokinen, wobei diese nicht mehr durch Leptin beeinflusst
wird, kdnnte zur Entstehung der Hypothermie beitragen. Ebenso ist bekannt, dass
Leptin die Thermogenese direkt fordert (Steiner and Romanovsky, 2007), so dass
eine zu geringe Warmebildung auch zu einer Hypothermie fuhren konnte.

Eine letzte Ursache konnte direkt im Genotyp begriindet sein. Es ist beschrieben,
dass sich GR%™-Mause durch eine beeintrachtigte Glukoneogenese auszeichnen,
was auf der reduzierten Aktivierung des Sympatikus beruht (Silverman et al., 2013).
So kann es durch den erhOhten Energieverbrauch sowie die verminderte
Bereitstellung von Glukose zu vermehrter Gewichtsabnahme kommen. Daneben sind
die GRY™-Mause auch durch ein reduziertes Bewegungsverhalten charakterisiert,
was dazu fuhren konnte, dass sie schlechter Warme durch Bewegung produzieren
konnen. Die Kombination aus verminderter Glukoneogenese und erhdhtem
Glukoseverbrauch kdnnte zur Hypoglykamie fihren, die eine Hypothermie zur Folge
hatte.

Durch den Einsatz von anti-IL-6 war es moglich, sowohl den Blutzuckerspiegel als
auch die Korpertemperatur auf das Niveau der WT-Mause anzuheben. IL-6 spielt
beim Glukose- und Lipidmetabolismus in der Leber eine Rolle und ist in der Lage im
Gehirn die HPA-Achse zu aktivieren (Mauer et al., 2015). Die Literatur beschreibt,
dass eine |Inhibierung des GR in der Leber 2zu einer verminderten
Glukoseausschuttung und zu einem verstarkten Glukoseverbrauch fuhrt (Zinker et
al., 2007). Bei GR¥™-Mausen ist das durch Aktivierung der HPA-Achse produzierte
Corticosteron in der Lage nur Uber Transrepression zu wirken (Vandevyver et al.,
2013). Es ist gezeigt, dass es in GR®™-Mausen méglich ist pro-inflammatorische
Zytokine durch therapeutische Dex-Gabe zu unterdricken, nicht jedoch durch
endogene Glukokortikoide (Reichardt et al., 2001). Somit kdonnte das vermehrt
produzierte IL-6 mitverantwortlich flr die Erhéhung des Energieverbrauchs sein. Die
Depletion an IL-6 kdnnte somit zu einer Verringerung des Energieverbrauchs flhren,
damit diese wieder fur die Thermoregulation zur Verfugung steht. Es wird berichtet,
dass eine GR-Dimerisierung fur die Thermoregulation, die durch Entzindungen
ausgelost wird, notwendig ist (Silverman et al., 2013). Ebenso kdnnte der durch die
anti-IL-6-Therapie erreichte verbesserte Allgemeinzustand zu einer erhdhten

Nahrungsaufnahme und damit mehr Energie fuhren. Es ist also zu erkennen, dass
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der GR durch seine den Metabolismus regulierenden Eigenschaften
mitverantwortlich flr die Regulation und Rekonvaleszenz bei inflammatorischen

Erkrankungen ist.

5.4. Rolle des GR in myeloiden Empfangerzellen bei der Kontrolle der
aGvHD

Die aus den anti-IL-6-Experimenten gewonnen Daten zeigten, dass der Anstieg an
IL-6 fur die Verschlechterung des Krankheitsverlaufs der aGvHD bei den
GRY™-Empfangermausen verantwortlich war. Somit sprechen unsere Daten dafiir,
dass die endogenen Glukokortikoide nicht in der Lage waren supprimierend auf die
Expression von IL-6 einzuwirken. Daten von J. Theiss-Sinnemann lassen darauf
schlie®en, dass fur die vermehrte Produktion von IL-6 die Empfangerzellen zustandig
sind, da ein Anstieg von IL-6 bei der Transplantation von GR*™-T-Zellen in
WT-Empfangermause nicht zu beobachten war (Theiss-Suennemann, 2012). IL-6
kann von vielen Zellen produziert werden, einerseits von hamatopoetischen Zellen
wie Monozyten oder Makrophagen, andererseits aber auch von nicht-
hamatopoetischen Zellen, wie Adipozyten, Hepatozyten oder auch Endothelzellen im
Gehirn, Fibroblasten, Muskelzellen oder Neuronen (Hamzic et al., 2013). Zur
Klarung, welche dieser unterschiedlichen Zelltypen fur die IL-6-Produktion und somit
fur die verstarkte aGvHD-Symptomatik verantwortlich ist, wurde die Rolle der
myeloiden Zellen untersucht. Daflr wurden Mause genutzt, in denen ein spezifischer
GR-Knockout mittels Cre-loxP-Technologie erzeugt wurde. Diese Mause wiesen eine
Defizienz des GR in den myeloiden Zellen auf (GR"*M) (Clausen et al., 1999). Die
Ergebnisse bestitigen, dass die aGvHD bei GR"*M-Empfiangermausen eine
schwerere Verlaufsform aufweist und mit einer erhéhten Mortalitat einhergeht als bei
den GR¥™-Mausen. Die GR-Defizienz in den myeloiden Zellen hat zur Folge, dass
dort weder Transaktivierung noch Transrepression durch den GR stattfinden kann.
Die Experimente von Bhattacharyya et al. bestatigen diese Daten. Sie beobachteten
nach LPS-Injektion in GRY™M- und WT-M&use eine erhdhte Mortalitdt der
GRYM._Tiere, die mit einer vermehrten Zytokinproduktion, wie IL-6 und TNFa,
einherging. Der Anstieg an endogenen Glukokortikoiden in beiden Genotypen
(GRY*M WT) hatte bewiesen, dass die fehlende Repression der Zytokinexpression
den Anstieg der pro-inflammatorischen Zytokine zur Folge hatte. Ursachlich fur die
Erhdhung der Zytokine soll die Aktivierung der p38-MAPKinase gewesen sein.
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Glukokortikoide konnen diese Aktivierung mittels MAPKinase phosphatase-1
(MKP-1) unterdrucken (Bhattacharyya et al., 2007). Es gibt Hinweise darauf, dass die
Aktivierung der p38-MAPKinase auch bei der aGvHD eine Rolle spielen kdnnte
(Zhang et al., 2013). Auch zeigten Lim et al., dass Peritonealmakrophagen aus
Mausen, die einer Adrenalektomie unterzogen wurden, sowohl vor als auch nach
LPS- und IFNy-Stimulation mehr INOS und damit mehr NO als auch TNFa
exprimierten (Lim et al., 2007). Das lasst darauf schlieRen, dass das Fehlen der
Regulation mittels GR in den myeloiden Zellen zu starker aktivierten Zellen fuhrt und
diese mehr pro-inflammatorische Zytokine produzieren [personliche Korrespondenz
Holger Reichardt]. Eine Pra-Aktivierung der GR-defizienten Makrophagen wirde
demnach zu einem M1-ahnlichen Phanotyp fuhren. Diese Makrophagen sezernieren
zahlreiche pro-inflammatorische Zytokine und sind in der Lage durch die Produktion
von NO das Gewebe zu schadigen (Abramson et al., 2001; Martinez and Gordon,
2014; Sica and Mantovani, 2012). AuRerdem ist es ihnen moglich durch Induktion
der Expression co-stimulatorischer Moleklle sowie von MHCs T-Zellen starker zu
aktivieren, die dann in die Zielorgane einwandern und diese schadigen, was die
starke aGvHD mitverursachen wuirde. Zusatzlich zu den Zytokinen ist auch die
Expression von Chemokinen durch den GR reguliert (Coutinho and Chapman, 2011).
Es ware denkbar, dass GR-defiziente Makrophagen mehr Chemokine sezernieren,
da deren Expression durch die endogenen Glukokortikoide nicht mehr unterdrickt
wird. Dies konnte mehr inflammatorische Monozyten anlocken. Daten von
Tuckermann et al. unterstiutzen diese Hypothese. Sie zeigten, dass BMDMs aus
GRY™-M&usen nach LPS-Stimulation neben mehr pro-inflammatorischen Zytokinen
auch mehr MCP-1 sezernierten, was darauf hindeutet, dass die
Chemokin-Regulation von Glukokortikoiden abhangig ist (Tuckermann et al., 2007).
Dies bestatigen auch Daten von J. Theiss-Sunnenmann, die ebenfalls einen Anstieg
an MCP-1 im Serum von GR%™-Mausen nach aGvHD-Induktion feststellte (Theiss-
Suennemann, 2012). MCP-1 ist ein Chemokin, das fur die Infiltration von Monozyten
sorgt (Deshmane et al., 2009).

Die Kurzzeitversuche zeigten bei den GRYM

-Empfangern, im Gegensatz zu den
GRdim—Empféngern, dass die Korpertemperatur im Vergleich zu den WT-Mausen
nicht erniedrigt und der Blutglukosespiegel erhoht war. Bei den GR"™-Méausen
bedingte die aGvHD eine leichte Hypoglykamie, was auf die verminderte

Nahrungszufuhr zurickzufuhren ist. Damit assoziiert war eine leichte Hypothermie.
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Die vorherrschenden Entzindungsreaktionen wahrend der aGvHD gehen mit einem
Anstieg an Corticosteron, (durch Stimulation der HPA-Achse) einher (You-Ten et al.,
1995). Dieses ist in der Lage den Sympatikus zu aktivieren, was beispielsweise zu
einer vermehrten Glukoneogenese in der Leber und damit zu einem Anstieg des
Blutzuckerspiegels fuhrt (McKay LI, 2003). Zusatzlicher Stress kann diesen Effekt
verstarken.

Diese Daten liefern Hinweise, dass die Modulation der myeloiden Zellen durch
endogene Glukokortikoide essentiell fir den Ausgang der aGvHD ist. Die aGvHD bei
GRY*M_-M3usen war mit einem veranderten Energieverbrauch assoziiert, doch scheint
dieser nicht im Zusammenhang mit der Erkrankung zu stehen. Weitere Analysen
sind notwendig um klaren zu kénnen, welche weiteren Faktoren zum Entstehen

dieser fulminanten aGvHD fiihren.

5.5. CD8'-Donor-T-Zellen als essentielles Target von Glukokortikoiden bei
der aGvHD

Neben den APZs sind die T-Zellen bei der aGvHD von grofdter Bedeutung und ihre
Modulation durch Glukokortikoide ist essentiell. Es sind sowohl CD4"-T-Zellen, die
durch ihre Zytokinproduktion zur aGvHD beitragen, als auch CD8'-T-Zellen, die
mittels zytotoxischer Aktivitdt (Granzym/Perforin sowie Fas-FasL) fur die
Gewebeschadigung verantwortlich sind, beteiligt. Dabei werden T-Zellen durch
allogene MHC-Molekile aktiviert, proliferieren und migrieren in die Zielorgane wie
Darm, Haut oder Lunge (Reddy and Ferrara, 2003). Glukokortikoide koénnen die
T-Zellen vielfach beeinflussen, z. B. Apoptose induzieren (Herold et al., 2006), die
zytotoxische Aktivitat inhibieren (Schleimer et al., 1984) oder die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine unterdriucken (Ashwell et al., 2000). Jedoch ist
unklar, welche dieser Mechanismen bei der Kontrolle der aGvHD entscheidend sind.
Daten von Theiss-Sunnemann et al. zeigten, dass in einem totalen mismatch-Modell
eine GR-Defizienz in den C57BL/6 transplantierten T-Zellen in BALB/c WT-
Empfangern zu einer fulminanten aGvHD fuhrte. Diese war begleitet von einer
verstarkten Mortalitdt und einem hoéheren histopathologischen Score im Darm, der
sich durch eine groRere Gewebezerstorung aulerte. Aullerdem war eine erhohte
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie auch zytotoxischer Molekile
(Granzym, Perforin) zu beobachten. Jedoch war kein Unterschied bei der Anzahl in

die Zielorgane infiltrierender CD3"-Zellen zu erkennen, unabhangig davon, ob der
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GR exprimiert wurde oder nicht. Zudem war es nicht moglich das Krankheitsbild oder
die hohe Mortalitat durch die Gabe von therapeutischen Glukokortikoiden in Form
von Dex positiv zu beeinflussen. Es zeigte sich eine Repression der Zytokine IL-2,
IL-17A und IFNy, jedoch nicht der zytotoxischen Moleklle, was den Schluss zulasst,
dass nicht der massive Anstieg an Zytokinen durch die CD4*-T-Zellen sondern
vielmehr die CD8"-T-Zellen fir das Krankheitsbild verantwortlich sind (Theiss-
Suennemann, 2012; Theiss-Suennemann et al., 2015). Es konnte gezeigt werden,
dass die GR-defizienten T-Zellen per se nicht mehr Zytokine sezernierten. Dies
belegen die Ergebnisse von in vitro mit ConA stimulierten GR-defizienten T-Zellen im
Vergleich mit GR-exprimierenden T-Zellen (Theiss-Suennemann et al., 2015). Daher
ist die verstarkte Zytokinproduktion durch die aGvHD bedingt. Histologische
Untersuchungen im Darm von an aGvHD erkrankten Mausen haben gezeigt, dass es
zur verstarkten Infiltration von CD8"*-T-Zellen bei den mit GR-defizienten T-Zellen
transplantierten Mausen kam (Theiss-Suennemann et al., 2015). Die vermehrte
Expression von zytotoxischen Molekulen lasst auf eine verstarkte zytotoxische
Aktivitat schlieBen. Die Daten des durchgefuhrten Chrom-Tests mit in vivo
generierten alloreaktiven T-Zellen bestatigen, dass sich GR-defiziente T-Zellen in der
aGvHD durch eine verstarkte zytotoxische Aktivitat auszeichnen, die sich auch durch
Dex nicht reprimieren liel3 (Theiss-Suennemann et al., 2015). Die Wichtigkeit der
Regulation von CD8"-T-Zellen durch Glukokortikoide in der aGvHD belegen auch
Ergebnisse eines CD8-abhangigen aGvHD-Modells, eines auf einem
unterschiedlichen MHC-I basierenden Modells. Dabei zeigte sich nach
Transplantation von C57BL/6 GR-defizienten T-Zellen in B6.bm1 Mause (C57BL/6
mit verandertem MHC-I) eine ebenso auliergewdhnlich starke aGvHD, jedoch ohne
die verstarkte Expression von Zytokinen (Theiss-Suennemann et al., 2015). Diese
Daten deuten darauf hin, dass die Regulation von zytotoxischen T-Zellen fur die
Kontrolle der aGvHD durch endogene Glukokortikoide essentiell ist.

5.6. Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche belegen, dass die gewahlte Strategie
zur Therapie der aGvHD mittels ex vivo generierter und polarisierter BMDMs nicht
erfolgreich war. Dies war der Fall obgleich die von uns genutzten BMDMSs in vitro

einen starken M2-Phanotyp zeigten und somit potentiell therapeutisch wirksam
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hatten sein sollen. Das Fehlen eines positiven Behandlungseffektes begrindet sich
moglicherweise auf dem Verlust der M2-Polarisation in vivo durch das
Vorhandensein einer pro-inflammatorischen Umgebung sowie die Proliferation der
Makrophagen ausgeldst durch sezerniertes M-CSF. Im Gegensatz zu BMDMs ist bei
Milz- oder Peritonealmakrophagen eine hohere Stabilitat der M2-Polarisation
beschrieben worden (Wang et al., 2013a). Diese Makrophagen gelten als
ausgereifter als jene aus dem Knochenmark generierten. Andererseits ist der Einsatz
von Makrophagen andere Herkunft wie Milz oder Peritoneum aus klinischer Sicht
schwierig, da zum einen die Zahl dieser Makrophagen niedrig ist, und zum anderen
diese nur durch invasive Verfahren gewonnen werden konnen. Eine weitere Quelle
fur Makrophagen im Menschen stellen peripheren Blutmonozyten (PBMZ) dar. Es
gibt Protokolle, die zur Gewinnung von scheinbar stabilen M2-Makrophagen aus
Monozyten fuhren (Mia et al., 2014). Weiterhin wurde gezeigt, dass aus PBMZs
generierte regulatorische Makrophagen therapeutisch wirksam sein konnen
(Hutchinson et al., 2011; Hutchinson et al., 2012). Es gibt jedoch auch Beispiele
eines positiven Effektes von M2-Makrophagen aus dem Knochenmark, unter
anderem die Therapie des Typ1 Diabetes in der Maus (Parsa et al., 2012). Ziel
musste es somit sein, durch Variation der Quelle der Makrophagen oder deren
Behandlung einen stabileren M2-Phanotyp zu erzielen, der auch in vivo unter stark
pro-inflammatorischen Bedingungen erhalten bleibt. Ob und inwiefern sich die
Stabilitat durch Anwendung anderer Differenzierungs- und Polarisationsprotokolle
verbessern lasst, mussen weitere Experimente zeigen.

Eine Beispiel fur eine Moglichkeit, die Polarisation der Makrophagen zu stabilisieren,
ware die Blockierung des CD115-vermittelten Signalweges durch Applikation des
Kinaseinhibitors GW2580 (Conway et al., 2005). Die Auswirkung von GW2580 auf
die M2-Polarisation von Makrophagen ist jedoch strittig (Haegel et al., 2013) (Cao et
al.,, 2014). Eine andere Mdglichkeit ware, durch Modulation verschiedener
Signalwegen eine Repolarisation in M1-Richtung zu verhindern, um auf diesem Weg
die M2-Polarisation aufrecht zu erhalten. Dies kdnnte zum Beispiel durch
Makrophagen-spezifisches Gentargeting mittels miRNAs erreicht werden (Graff et
al., 2012; Liu and Abraham, 2013; Squadrito et al., 2013). Weiterhin denkbar ware
eine Makrophagen-spezifische Therapie durch Einsatz von Liposomen flr den
Transfer  anti-inflammatorischer  Substanzen  zur  Aufrechterhaltung  der
M2-Polarisation (Jain et al., 2013).
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Die in vivo Experimente zur aGvHD in GR¥™- und GRY*M-Empfangermausen
verdeutlichen die Notwendigkeit der Regulation der aGvHD durch endogene GKs.
Die Effekte einer fehlenden GK-Wirkung fluhren zu einer unkontrollierten
Zytokinproduktion sowie einem veranderten Energiestoffwechsel, was sich durch
Applikation von anti-IL-6 oder Dex normalisieren lasst. Dies deutet darauf hin, dass
der GR maglicherweise auch durch die Regulation des Metabolismus Einfluss auf die
aGvHD nimmt. Damit stellt der Energiestoffwechsel ein weiteres bislang wenig
beachtetes Ziel bei der Therapie der aGvHD dar. Interessanterweise waren
metabolische Effekte bei GRY*M-Empfangermausen scheinbar nicht von Bedeutung.
Es bleibt somit zu klaren, ob die fulminante aGvHD in diesen Mausen ebenfalls durch
Zytokine bedingt ist oder ob andere Faktoren eine Rolle spielen. Nebenwirkungen
konnten zum Beispiel durch eine gezieltere GK-Therapie mittels Einsatz von in
Liposomen verpackter GKs verringert und somit die Behandlung der aGvHD
optimiert werden. Dieser Ansatz wurden in ersten Experimenten in der Therapie der
EAE bereits erfolgreich getestet (Schweingruber et al., 2011) und kénnte in ahnlicher

Weise auch fur die aGvHD eingesetzt werden.
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A. Anhang

A.1. Abkiirzungen

1]} Mikroliter

7-AAD 7-Aminoactinomycin

ACTH adrenocorticotropes Hormon

aGVHD akute Graft-versus-Host disease

AlA Allergen-induzierte Arthritis

AK Antikorper

AP-1 aktivierendes Protein-1

APC Allophycocyanin

APZ Antigenprasentierende Zelle

Arg1 Arginase 1

BMDM Knochenmarksmakrophagen (bone marrow derived
macrophage)

bp Basenpaar

BSA bovines Serumalbumin

cDNA komplementare (complementary) DNA

CFSE Carboxyfluoresceinsuccinimidylester

cGvHD chronische Graft-versus-Host disease

CHR Corticotropin releasing hormon

CHS Kontaktallergie (contact hypersensitivity)

ConA Concanavalin A

CsA Ciclosporin A

CT Cycle Threshold

CTLA-4 i}ﬁg;%ﬂs:hes (cytotoxic) T-Lymphozyten assoziiertes

DBD DNA-Bindedomane

Dex Dexamethason

DISC Death inducing signal complex

DMEM Dulbeccos modified eagle medium

DNA Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DZ dendritische Zelle

E. coli Escherichia coli

EAE experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
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EDTA
ELISA
EZM

FACS

FADD
FCS
FITC
FoxP3
FSC

G-CSF
GILZ
GK
GLUT4
GM-CSF
GR
Grdim
GRE
GRI

GRIysM

GvHD
GvL

HLA
HPA

HPRT
HRP
HSP
HSZ
HSZT
i. p.

i. v.
ICAM-1
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Ethylendiamintetraessigsaure (-acid)
Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Extrazellulare Matrix

Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell
sorting)

Fas-Associated protein with Death Domain
fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Fluoresceinisothiocyanat
Forkhead-Box-Protein 3

Vorwartsstreulicht (forward scatter)
Erdbeschleunigung

Gramm

Granulocyte-Colony Stimulating Factor
Glucocorticoid induced leucin zipper
Glukokortikoid

Glukosetransporter 4

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Glukokortikoidrezeptor
GR-Dimerisierungsmutante

Glukokortikoid responsives Element

Ick-Cre GRflox/flox, GR-Defizenz in T-Zellen

lysM-Cre GRflox/flox, GR-Defizienz in myeloiden
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Graft-versus-Host Erkrankung (Graft-versus-Host
disease)

Graft-versus-Leukemia
Stunde

humanes Leukozytenantigen

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
(Hypothalamic-pituitary-adrenal axis)

Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
Meerettichperoxidase (horseradish peroxidase)
Hitzeschockprotein (heat shock protein)
hamatopoetische Stammzelle

hamatopoetische Stammzelltransplantation
intraperitoneal

intravenos

interzellulares (intercellular) Adhasionsmolekul 1
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IL
iNOS
IRF
iTreg
IvC
JNK

KM
KMT

LBD
LCCM
LPS
MACS
MAPK
MCP-1
M-CSF

MDSC

MFI
MHC
miHAg
Min
MKP-1
ml

mM
MR
MS

NFkB
nm
NO
nTreg
PAMP
PBMZz
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Interferon y

Interleukin

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (inducible
nitric oxyde synthase)

Interferon response element
induzierte regulatorische T-Zelle
individuell belUfteter Kafig (individually ventilated cage)
C-Jun-N-terminale Kinasen
Knochenmark
Knochenmarkstransplantation

Liter

Ligandenbindungsdomane

L cell conditioned medium
Lipopolysaccharid

Magnetic Activated Cell Sorting
Mitogen-aktivierte-Proteinkinase
Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1

Macrophage colony-stimulating factor

myeloiden Suppressorzellen (Myeloid-derived
suppressor cells)

Mean fluorescence intensity

Major Histocompatibility Complex

Minor Histocompatibility antigens

Minute

MAP-Kinase-Phosphatase-1

Milliliter

Millimolar

Mineralokortikoidrezeptor

multiple Sklerose

Anzahl der Versuchstiere

Nuclear Factor kappaB

Nanometer

Stickstoffmonoxid (nitric oxide)
natlrliche regulatorische T-Zelle
Pathogen-associated molecular patterns
periphere Blutmonozyten (Peripheral blood monocytes)
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PBSC
PBS-T
PCR

PE
PE-Cy7
Pol
PPARY
PRR
PS
gRT-PCR
RA
RMZz
RNA
RORYt
ROS
RT
SEGRA
Sek
SEM
siRNA
SNP
SPF
SSC
STAT
T2D
TAE
Taq
T-bet
TF
TGFB
Th

TLR
TMB
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phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered
saline)

periphere Blutstammzellen (Peripheral blood stem
cells)

PBS-Tween

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain
reaction)

Phycoerythrin

PE-Cyanin7

Polymerase

Peroxisome proliferator-activated receptor y
Pattern recognition receptor
Penicillin/Streptomycin

quantitative Real-Time-PCR

rheumatoide Arthritis

regulatorische myeloide Zellen
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
RAR-related orphan receptor gamma t
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
Raumtemperatur

selektiver Glukokortikoidrezeptor-Agonist
Sekunde

Standardfehler (standard error of mean)
small interfering RNA

Single Nucleotide polymorphism

spezifisch pathogenfrei

Seitwartsstreulicht (sideward scatter)

signal transducers and activators of transcription
Typ 2 Diabetes

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Thermus aquaticus

T-box expressed in T cells
Transkriptionsfaktor

transforming growth factor 3

T-Helferzelle

Toll-like-Rezeptor
3,3',5,5-Tetramethylbenzidin
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TNFa
Treg
TZR
WT
ZNS
ZTL

Tumornekrosefaktor a
regulatorische T-Zelle
T-Zell-Rezeptor

Wildtyp
Zentralnervensystem
zytotoxischer T-Lymphozyt

145



Anhang 146

A.2. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Polarisation von Makrophagen ... 6
Abb. 2: Pathogenese der aGVHD ...........oooiiiiiii e 14
Abb. 3: Wirkungsmechanismen von GKs Uber den Glukokortikoidrezeptor ................... 22
Abb. 4: Morphologie polarisierter muriner BMDMS ... 62
Abb. 5: Analyse der Genexpression von M1- bzw. M2-Markern bei murinen BMDMs
MIttElS QRT-PCR ...cee et e e e e e e e e e e e e e aees 66
Abb. 6: Analyse von M1- und M2-Markern von murinen BMDMs mittels FACS ............. 69
Abb. 7: Phagozytose-Eigenschaften von polarisierten murinen BMDMs........................ 70
Abb. 8: Adharenz von polarisierten murinen BMDMS ... 72
Abb. 9: NO-Produktion von polarisierten murinen BMDMS .........ccoooiiiiiiiiiiiiii, 73
Abb. 10: Einfluss von polarisierten murinen BMDMs auf die T-Zellproliferation ............. 74
Abb. 11: Einfluss von TLR-Agonisten auf polarisierte murine BMDMSs...............ccccceenee. 76
Abb. 12: Analyse der Genexpression von M1 bzw. M2-Markern bei murinen BMDMs
nach IL-17 und IFNy-Stimulation mittels QRT-PCR ...........coiiiiiiii e, 78
Abb. 13: Titration von M2-Makrophagen zur aGvHD-Therapie .........cccoooeiiiiiiiiieiiienen. 80
Abb. 14: Einfluss von M2 BMDM-Applikation auf die Morbiditat und die Mortalitat von
Mausen nach aGVHD-INAUKLION ...........ouuiiii e e 82
Abb. 15: Effekte von der IL-6-Neutralisierung auf die Morbiditat und die Mortalitat von
WT- bzw. GR™-Mausen nach aGVHD-INAUKLON ..............ovivieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 85
Abb. 16: Effekte einer IL-6-Neutralisierung auf die Morbiditat und die Mortalitat von WT-
bzw. GR™-M&usen nach aGVHD-INAUKHON. ...........cciueiiieeeeeeeeeeeeeeee e 86
Abb. 17: Einfluss der GR-Defizienz in myeloiden Zellen auf die Morbiditat und Mortalitat
von Mausen nach aGVHD-INAUKLION .........ovvueiii e 88

Abb. 18: Einfluss von GR-Defizienz in myeloiden Zellen nach aGvHD-Induktion auf
Morbiditat, Kérpertemperatur und Blutglukosespiegel..............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiis 89

Abb. 19: Einfluss von GR-Defizienz in T-Zellen nach aGvHD-Induktion auf die Morbiditat

Abb. 21: Expression von Zytokinen und zytotoxischen Molekulen durch in vitro stimulierte
T-Zellen von WT- und GR™-MEUSEN ..o 92

Abb. 22: Einfluss von GR-Defizienz von in vivo generierten alloreaktiven CD8"-T-
Lymphozyten (ZTL) auf deren ZytotoXizitat .............ueiiiiiiiiiiii e 93



Anhang

A3.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

147
Tabellenverzeichnis

T2 LADOIGEIALE ... et aaaaa 34
2: Verbrauchsmaterial ...........ooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 36
3: Chemikalien und ReageNnZIen .............coiiiiiiiiiiiiiee e 38
4: Puffer und LOSUNGEN........oooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt e e e e eeeeeeas 40
BIMEdIBN .. 42
L A g1 (] (o Ty o 1= PSPPI 42
7: OlIgoONUKIEOIAE ... 43
8: Kommerzielle Kits UNd ENZYME ........uuiiiiiiiiee e 44
9: SOWAIE.....ce 45
10: Komponenten fur die c-DNA-Synthese ... 53
11: Programm fUr die C-DNA-Synthese.........oouuuiiiiiiiiiicei e 53
12: Komponenten einer PCR-ReaKtion ... 54
13: PCR-PrOgramMIM ...ttt e e e e e e eeean e e e e e e e e eeeeennes 54
14: Komponenten flr die qRT-PCR .........oooii e 55
15: QRT-PCR-Programm ..........oooiiiiiiiiiiiiiiiieeeieee ettt e e 55
16: Bewertungsschema aGVHD ..........oooo i 59



	Inhaltsverzeichnis
	1. Zusammenfassung
	2. Einleitung
	2.1. Makrophagen
	2.1.1. Entwicklung und Funktion
	2.1.2. Polarisation von Makrophagen
	2.1.3. Makrophagen und inflammatorische Erkrankungen
	2.1.4. Makrophagen als zelluläre Therapie

	2.2. Graft-versus-Host Disease
	2.2.1. Hämatopoetische Stammzelltransplantation
	2.2.2. Pathogenese und Klinik
	2.2.3. Rolle der Donor T-Zellen
	2.2.4. Rolle der professionellen Empfänger-APZs
	2.2.5. Therapie der aGvHD

	2.3. Glukokortikoide
	2.3.1. Wirkung von Glukokortikoiden
	2.3.2. Glukokortikoide in der Regulation des Immunsystems (T-Zellen,APZs)
	2.3.3. Glukokortikoide in Immunerkrankungen
	2.3.4. Glukokortikoide: Nebenwirkungen und Resistenz

	2.4. Glukokortikoide und aGvHD
	2.5. Zellbasierte Therapien
	2.5.1. Regulatorische T-Zellen (Treg) als aGvHD-Therapie
	2.5.2. Myeloide Therapien der aGvHD

	2.6. Fragestellung

	3. Material und Methoden
	3.1. Materialien
	3.1.1. Laborgeräte
	3.1.2. Verbrauchsmaterial
	3.1.3. Chemikalien und Reagenzien
	3.1.4. Puffer, Lösungen und Medien
	3.1.4.1. Puffer und Lösungen
	3.1.4.2. Medien

	3.1.5. Antikörper für FACS und Zellisolation
	3.1.6. Oligonukleotide
	3.1.7. Kommerzielle Kits und Enzyme
	3.1.8. Zelllinien
	3.1.9. Software

	3.2. Methoden
	3.2.1. in vitro Versuche
	3.2.1.1. Zellkultur
	3.2.1.1.1. Bestimmung der Zellzahl
	3.2.1.1.2. Gewinnung von BMDMs
	3.2.1.1.2.1. Herstellung von L cell conditioned medium (LCCM)
	3.2.1.1.2.2. Differenzierung zu Makrophagen
	3.2.1.1.2.3. Polarisierung von Makrophagen


	3.2.1.2. Funktionelle und immunologische Analysemethoden
	3.2.1.2.1. T-Zell-Proliferation
	3.2.1.2.1.1. Polyklonale Stimulation

	3.2.1.2.2. Phagozytosetest.
	3.2.1.2.3. Adhärenztest
	3.2.1.2.4. 51Cr-Test von in vivo generierten alloreaktiven ZTLs
	3.2.1.2.4.1. Isolation von CD8+-T-Zellen


	3.2.1.3. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
	3.2.1.4. Messung von Stickoxiden (NO-Test)
	3.2.1.5. Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting)FACS)
	3.2.1.6. Molekularbiologische Methoden
	3.2.1.6.1. RNA-Isolation aus Zellen
	3.2.1.6.2. Qualitative und quantitative Analyse von RNA
	3.2.1.6.3. Agarosegelelektrophorese
	3.2.1.6.4. c-DNA-Synthese (Reverse Transkription)
	3.2.1.6.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	3.2.1.6.6. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)


	3.2.2. in vivo Versuche
	3.2.2.1. Tierhaltung
	3.2.2.2. Mäuse
	3.2.2.3. aGvHD
	3.2.2.3.1. Knochenmarksgewinnung
	3.2.2.3.1.1. Herstellung von T-Zell-depletiertem Knochenmark

	3.2.2.3.2. Herstellung von Leukozyten-Einzelzellsuspension
	3.2.2.3.2.1. T-Zellisolation

	3.2.2.3.3. Bewertung des Krankheitsverlaufes

	3.2.2.4. Messung der Blut-Glukose
	3.2.2.5. Erfassung der Körpertemperatur
	3.2.2.6. Dex-Behandlung
	3.2.2.7. anti-IL-6-Gabe
	3.2.2.8. Gewinnung von Serum
	3.2.2.9. Probenentnahme

	3.2.3. Statistik


	4. Ergebnisse
	4.1. Charakterisierung verschieden polarisierter murinerKnochenmarksmakrophagen (BMDMs) in vitro
	4.1.1. Morphologie
	4.1.2. Genexpressionsanalyse
	4.1.3. Durchflusszytometrische Analyse (FACS)
	4.1.4. Funktionelle Eigenschaften der BMDMs
	4.1.4.1. Phagozytose
	4.1.4.2. Adhärenz
	4.1.4.3. NO-Synthese
	4.1.4.4. Einfluss auf die T-Zellproliferation
	4.1.4.5. Stabilität: Stimulation mit TLR-Agonist (LPS, PolyI:C) undIL-17/IFNγ


	4.2. Einfluss einer präventiven Behandlung mit verschieden polarisiertenBMDMs auf den Krankheitsverlauf im murinen Modell der aGvHD
	4.3. Glukokortikoide und ihre Rolle in der aGvHD
	4.3.1. Wirkung von Glukokortikoiden auf die Zellen des Empfängers in deraGvHD
	4.3.1.1. Bedeutung der Neutralisation von IL-6
	4.3.1.2. Bedeutung der myeloischen Zellen

	4.3.2. Wirkung von Glukokortikoiden auf transplantierte T-Zellen in der aGvHD


	5. Diskussion
	5.1. Einfluss verschiedener Behandlungen auf den Phänotyp von murinenMakrophagen
	5.2. Effekt von adoptivem Zelltransfer von M2-polarisierten Makrophagen aufdie Schwere und den Ausgang der aGvHD
	5.3. Wirkung von IL-6-Neutralisierung auf den Verlauf der aGvHD inGRdim-Empfängermäusen
	5.4. Rolle des GR in myeloiden Empfängerzellen bei der Kontrolle deraGvHD
	5.5. CD8+-Donor-T-Zellen als essentielles Target von Glukokortikoiden beider aGvHD
	5.6. Ausblick

	6. Bibliographie
	7. Danksagung
	A. Anhang
	A.1. Abkürzungen
	A.2. Abbildungsverzeichnis
	A.3. Tabellenverzeichnis


