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PBMC Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood

mononuclear cells)

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (Phosphate buffered saline)
PRR pattern recognition receptors

PS Phosphatidylserin

RT-PCR Echtzeit-PCR

SC Stammzellen

SIRS systemic inflammatory response syndrome

SR Scavenger Rezeptoren
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FRAGESTELLUNG

Diese Doktorarbeit beschéftigt sich mit der Frage, welche phanotypischen und funktionellen

Verédnderungen humane Monozyten nach einem bakteriellen Erstkontakt aufweisen.

In der Literatur ist beschrieben, dass sich Monozyten im Rahmen einer Sepsis von pro-
inflammatorisch wirksamen zu anti-inflammatorischen Zellen wandeln kdnnen. In dieser 2.
anti-inflammatorischen Phase einer Sepsis sind die Patienten hochgradig geféhrdet, an
krankenhauserworbenen (nosokomialen) Infektion zu erkranken. Wir haben daher ein in vitro
Modell entwickelt, um anti-inflammatorische Monozyten funktionell ndher charakterisieren zu
konnen. In einem zweiten, tierexperimentellen Schritt haben wir die Grundlage dazu gelegt,
die Monozytenfunktionen in einem humanisierten Mausmodell in vivo naher untersuchen zu

kdnnen.

Letztlich mdchten wir mit diesen Arbeiten dazu beitragen, dass die Funktionalitdt anti-
inflammatorischer Monozyten néher verstanden und maoglicherweise auch moduliert werden

kann.
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EINLEITUNG

Grundlegendes zur menschlichen Sepsis

Bei einer Sepsis handelt es sich um eine vermutete oder nachgewiesene bakterielle
Infektion, welche typischerweise mit Zeichen eines systemischen Inflammationssyndroms
einhergeht und eine Letalitat von 40-70% besitzt (1). Besonders betroffen sind Friihgeborene
und immun-supprimierte Kinder bzw. Erwachsene, allerdings kdnnen auch gesunde, immun-
kompetente Individuen an einer fulminanten Sepsis erkranken. Pathophysiologisch liegt der
Sepsis eine komplexe Interaktion des infizierenden Organismus mit dem menschlichen
angeborenen und adaptiven Immunsystem zugrunde. Das Zusammenspiel immunologischer,
inflammatorischer und koagulatorischer Antworten kann in einer pathophysiologischen
Kaskade zu einer Ischdmie und Hypoxie verschiedener Organe fiihren, deren Ausmass

letztlich bestimmend fir die Organschadigungen und das Schicksal der Patienten sind.

Immunologische Grundlagen zur Sepsis

Im Rahmen der initialen Interaktion von bakteriellen Polysaccharidbestandteilen (z.B.
Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Erreger) mit bestimmten pattern-recognition
receptors (PRR) auf Zellen des angeborenen Immunsystems (z.B. Toll-like Rezeptor 4
(TLR4) auf Monozyten) wird die initiale pro-inflammatorische Immunantwort (SIRS =
systemic inflammatory response syndrome) induziert und eine massive Apoptose-induzierte
Depletion von Lymphozyten ausgelost. Es werden charakteristische pro-inflammatorische
Zytokine wie TNF, IL1 und IL6 freigesetzt, welche die Expression von Adhasionsmolekiilen
u.a. auf Monozyten und Endothelzellen induzieren und dadurch eine verstarkte
antimikrobielle Aktivitat aber auch eine erhthte Gefasspermeabilitdt auslésen kdnnen.
Parallel hierzu wird eine mehr oder weniger stark ausgepragte anti-inflammatorische
Immunantwort eingeleitet (CARS = compensatory anti-inflammatory response syndrome),
welche wesentlich durch die Zytokine I1L4, IL10 und TGF-B gesteuert wird und die pro-
inflammatorische Antwort letztlich kontrollieren und begrenzen soll. Beide Kaskaden
induzieren und modulieren die adaptive Immunantwort, so wird die Antikérperbildung von B

Zellen induziert und spezifische CD4" T Zellen zur Zytokinsekretion und Proliferation
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angeregt. Letztlich bestimmt die Balance pro- und anti-inflammatorischer Reaktionen, ob es

zu einer Gesundung des Patienten oder zu einem Exitus letalis kommt (Skizze 1).

. Immun-
aktivierung

Pro-Inflammation
/-\ Homdostase

Anti-Inflammation Immun- ™
suppression Exitus

Skizze 1. Zeitliche Kinetik immunologischer Reaktionen im Rah men einer Sepsis.
Adaptiert nach (3).

Klinische Besonderheiten des CARS

Klinisch zeigen Patienten in der 2. Phase einer septischen Erkrankung eine erhdhte Neigung
zZu meist Prognose-bestimmenden, Krankenhaus-erworbenen (nosokomialen)
Zweitinfektionen. Allerdings ist wenig zu den hierzu fihrenden immunologischen Ablaufen
bekannt. Bekannt ist, dass die Immunsuppression an einer T Zell Anergie gegenlber
klassischen Hauttestantigenen, einer verminderten in vitro Proliferation von Lymphozyten
und einer reduzierten MHC Klasse Il Expression (HLA-DR) auf Monozyten erkennbar
(Ubersicht bei (2)).

Rolle der Monozyten wahrend des CARS

Die funktionellen Veranderungen von Monozyten wahrend eines CARS sind noch
unzureichend charakterisiert, aber umso bedeutsamer als septische Patienten mit einer
sekundar auftretenden, verringerten Monozytenfunktionalitdt eine besonders schlechte
Prognose aufweisen (4). Es ist bislang bekannt, dass Monozyten wéhrend des CARS eine
Reaktionstragheit im Sinne einer ,Hyporesponsivitat® zeigen, welche friher global als
siImmunparalyse* bezeichnet wurde. Experimentell versuchte man die Situation eines CARS
durch LPS Gabe zu imitieren und bezeichnete die zu beobachtenden funktionellen
Verédnderungen der Monozyten als eine ,Endotoxin-Toleranz (5). Es wurde beschrieben,
dass ,Endotoxin-tolerante® Monozyten nach erneuter LPS Gabe eine deutlich reduzierte
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine zeigen (6), (7), dass sie eine reduzierte Fahigkeit

zur Induktion einer T Zell Proliferation aufweisen (8), dass sie aber gleichviel oder mehr
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CD14 Rezeptor als Kontrollmonozyten exprimieren (9) und unter gewissen Bedingungen
eine gesteigerte Phagozytoseleistung zeigen kdénnen (10). Allerdings hat sich im Laufe der
letzten Jahre gezeigt, dass Untersuchungen zur Funktionalitdt von Monozyten nach LPS
Gabe zwar sinnvoll zur Standardisierung der experimentellen Bedingungen sind, dass die
Exposition des Monozyten gegeniiber lebenden Bakterien der Realitat aber sehr viel naher
kommt und damit aussagekraftiger ist. So zeigte sich bei Monozyten septischer Patienten
zwar auch eine deutliche Verminderung der pro-inflammatorischen Zytokinsekretion nach in
vitro LPS Gabe (11) und eine niedrigere HLA Molekul Klasse 1l (z.B. HLA-DR) Expression als
in Kontrollmonozyten (8), (12), allerdings war der CD14" Rezeptor deutlich herunterreguliert
(11) und die Phagozytoseleistung eher verringert (eigene Vorarbeiten, siehe unten). Letztlich
mehren sich die Daten, dass beim CARS keine eigentliche ,Immunparalyse® im engeren
Sinne vorliegt, sondern dass der bakterielle Erstkontakt zu einer differenzierten und potentiell
wertvollen Adaptation des Monozyten fuhrt, welche eher mit dem Terminus ,Re-
Programmierung” (13) bezeichnet werden sollte. Auch in dieser Arbeit wird im Folgenden nur
mehr von dem ,re-programmierten* Monozyten gesprochen und hierunter der Monozyt nach

einem erfolgten Erstkontakt mit Bakterien verstanden.

Phanotypische und funktionelle Differenzierung des inflammatorischen Monozyten

Knochenmarks-standige Progenitorzellen differenzieren unter dem Einfluss
hamatopoetischer Wachstumshormone wie Stammzellfaktor (SCF), IL-3, Makrophagen
Kolonie-stimulierender Faktor (MC-SCF) und Makrophagen-stimulierender Faktor (M-CSF)
von myeloiden Vorstufen zu differenzierten, naiven Monozyten. Es lassen sich CX3CR1"
CCR2" CD62L" inflammatorische Monozyten von gewebestéandigen CX3CR1" CCR2
CD62L" Monozyten unterscheiden, welche einen Pool an differenzierungsfahigen
Reservemonozyten darstellen. Im Rahmen der Inflammation differenzieren zunéchst IFN-y
induzierbare M1-Makrophagen mit einem  IL12"IL23"IL10° Phanotyp, in der anti-
inflammatorischen Phase dann IL4 und IL10 induzierbare MZ2-Makrophagen mit einem
IL12°1L23°IL10™  Phéanotyp  (14). Monozyten  exprimieren eine  Reihe  von
Phagozytoserezeptoren, welche einerseits selektiv die Phagozytose inflammatorischer oder
apoptotischer Zellen bzw. Zellbestandteilen vermitteln kdnnen, welche aber andererseits
funktionell sehr redundante Aufgabe an der phagozytotischen Synapse wahrnehmen (15).
Nach erfolgter Internalisierung inflammatorischer Partikel werden Peptidbestandteile von

Monozyten auf Major Histokompatibilitat (MHC) Klasse II Molekllen gegenlber T Zellen
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prasentiert und diese zur Zytokinsekretion, T Helfer Zell Differenzierung und Proliferation
angeregt. Durch diese Antigen-Prasentation wird Monozyten-vermittelt die adaptive

Immunantwort des menschlichen Organismus gegentber den Bakterien eingeleitet.

Experimentelle Therapieansatze zur Modulation des C ~ ARS

Das Versagen von mehr als 20 klinischen Studien zur Modulation der pro-inflammatorischen
Phase einer Sepsis hat ein Umdenken mit sich gebracht. Es wird nun davon ausgegangen,
dass die meisten der septisch erkrankten Patienten nicht an der ekzessiven Pro-
Inflammation, sondern an der nachfolgenden Immunsuppression versterben. Neuere
Ansatze zielen daher daraufhin, die ausgepragte Apoptoseneigung von Lymphozyten zu
blockieren, der negativen Regulation von T Zell ko-stimulierenden Molekiilen (z.B. CD80,
CD86) auf Monozyten entgegen zu wirken, den Spiegel an anti-inflammatorisch wirksamen
Zytokinen (z.B. IL10) zu senken und anergische CD4" T Zellen zu reaktivieren (Ubersicht bei
(16)). Viele der grundlagenwissenschaftlichen Erkenntnisse haben daher direkte
Implikationen fur die klinische Therapie. Letztlich soll dieses Projekt einen Bestandteil dazu
leisten, dass eine ,bench-to-bedside* Translation hin zur Entwicklung neuartiger

Therapiekonzepte stattfinden kann.

Human-murin chiméares NOD SCID yc” Mausmodell

Der 2005 erstmalig beschriebene NOD.Cg-Prkdc®® IL2rg™"/Sz (NSG) Mausstamm, welcher
aufgrund eines Defektes der gemeinsamen y Signaltransduktions-Kette keine eigenen T, B
und NK Zellen besitzt, eignet sich in besonderer Weise dazu, mit menschlichen
hamatopoetischen Stammzellen (SC) transplantiert und ,humanisiert* zu werden (17). Im
Folgenden sollen derartig humanisierte NSG Mause als huNSG Mause bezeichnet werden.
Zur Humanisierung werden die Mause sublethal bestrahlt und anschliessend intravends mit
menschlichen CD34" Stammzzellen (SC) transplantiert. Obwohl nicht formal bewiesen, wird
angenommen, dass die sublethale Bestrahlung der Schaffung von Knochenmarksnichen und
der Induktion pro-inflammatorischer muriner Zytokine dient, welche kreuzreaktiv auf
menschliche Zellen wirken kdnnen. Hierdurch lasst sich das Anwachsen der menschlichen
SC deutlich verbessern. Differenzierte Analysen zum Engraftment der myeloiden Reihen in

derartig humanisierten Mausen fehlen bislang.
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MATERIAL UND METHODEN

In vitro Modell A: Bakterielle Re-Programmierung humaner Mo  nozyten

Akquirierung der Spender

Zufallig ausgewahlte, gesunde Erwachsene wurden als Spender fur periphere mononukleéare
Zellen (PBMCs) ausgewahlt. Das Studienprotokoll wurde durch das Ethikkommittee der
Universitat Tuebingen genehmigt. Die PBMCs wurden aus Vollblut mittels einer Ficoll-Paque

(Biochrom, Berlin, Germany) Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert.

Puffer und Zellkulturreagenzien

ACK Puffer

150 mM NH,CL, Endotoxin-frei

10 mM KHCO3;

0,1 mM EDTA

Einstellung des pH Wertes auf 7,3.

FACS Puffer

2% FCS

2 mM EDTA

0.02 % NaN3in PBS (ohne Ca?* und Mg*")

Zellkultur Medium
100 ml RPMI

10 % FCS

2 mM Glutamin

+/- 2ug/ml Gentamycin (je nach Experiment)

Die Kultivierung erfolgte in einer 12 Loch Zellkulturplatte bzw. einer 25 ml Zellkulturflasche
(Costar, Bodenheim, Germany) mit einer Zellzahl von 2 x 10° / ml bei 37°C und 5% CO

kultiviert.
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Durchflusszytometrische Analyse (FACS Analyse)

Die zur Durchflusszytometrie verwandten Antikdrper sind in Tab. 1 zusammengefasst. Da
sich haufig spektrale Uberlappungen in den Emissionsspektren der einzelnen Fluorochrome
zeigen, wurden zundchst Einzelfarbungen analysiert und die entsprechenden Emissionen
kompensiert. Zur Farbung der PBMCs wurden die Zellen einmalig FACS Puffer gewaschen
und mit den verdinnten, unten stehenden Antikdrpern in einem Volumen von 50 pl zu den
Zellen gegeben. Die Konzentration der einzelnen Antikdrper wurden jeweilig titriert, im
Allgemeinen waren Verdinnungen von 1:20-1:100 zur Farbung ausreichend. Die
entsprechenden Isotypkontrollen wurden in der gleichen Konzentration wie die spezifischen
AntikOrper eingesetzt. Nach einer zwanzigminutigen Inkubation der Zellen mit den
entsprechenden Antikorpern wurden die Zellen dreimalig mit FACS Puffer gewaschen
(jeweils 1600 rpm, 3 Minuten, 4C) und anschliessend an einem FACSCalibur® Gerat bzw.

einem LSR Il Gerat der Firma Becton Dickinson, Heidelberg, durchgefihrt.

Tab. 1. Liste der verwandten humanen Antikorper

Antigen Fluorophor Klon Firma
CD3 PerCP SK7 BD
CD4 APC RPA-T4 BD
CD8 APC PRA-T8 BD

CD11b FITC ICRF44 BD
CDh14 APC M5E2 BD
CD14 PE M5E2 BD
CD15 FITC HI98 BD
CD16 PE 3G8 BD
CD18 FITC 6.7 BD
CD33 PE P67.6 BD
CD45 PeCy7 HI30 BD
CD36 PE CB38 BD
CD64 FITC 10.1 BD
CD80 PE L307.4 BD
CD86 FITC 2331(FUN.1) BD

CD206 FITC 19.2 BD
LOX-1 FITC 23C11 Hycult Biotechnology

HLA-DR PE L243 BD
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Bakterienkultur

In diesen Versuchsreihen kamen zwei verschiedene E. coli Stamme zum Einsatz. Die
Vorstimulation der PBMCs am Tag 0 (d0) erfolgte durch Exposition der PBMCs mit E. coli K-
12 DH5a Bakterien. Zur Bestimmung der Phagozytoseaktivitdt an Tag 2 (d2) wurden die
PBMCs mit einem pCD353 transformierten E. coli DH5a Stamm versetzt, welcher eine
Variante eines prokaryotischen gfp (gfp-mut2) Plasmids unter der Kontrolle eines lac
Promotors exprimiert. Einzelkolonien des E. coli K-12 DH5a wurden in Lennox L
Nahrmedium (Invitrogen, Karlsruhe) bis zur frilhen logarithmischen Phase (ODgg = 0.55-0.8)
vermehrt. Zur Induktion der gfp-Expression wurden gfp-E. coli K-12 DH5a Bakterien in einem
Medium, welches mit 50 pug/ml Kanamycin und 1 mM Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside

(Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany) versetzt worden war, Kultiviert.

Phagozytose Untersuchungen

PBMCs wurde fir 1 Stunde (1 hr) mit E. coli K-12 DH5a, wenn nicht anders angegeben, in
einem Verhéltnis PBMCs zu Bakterien von 1:10 (MOI = multiplicity of infection) inkubiert. In
einzelnen Versuchen wurde, wie dort angegeben, zunachst die Frequenz an CD14"
Monozyten errechnet und nachfolgend die Ratio in Bezug auf Monozyten:Bakterien
errechnet. Nach Bakterienexposition wurden die PBMCs gewaschen und uber ein FCS
Kissen zentrifugiert, um anschliessend in RPMI Medium mit 10% FCS und Gentamycin (2
pug/ml) fur 2 Tage kultiviert zu werden. Am d2 wurden die Zellen gewaschen und in einem
Medium mit FCS aber ohne zusatzliche Antibiotika resuspendiert. Zur Bestimmung der
Phagozytoseaktivitat wurden die Zellen mit gfp-E. coli mit einer MOI von 1:50 fur 1 hr
kultiviert. Anschliessend wurden die Zellen gewaschen, Uber ein FCS Kissen zentrifugiert
und far die nachfolgende FACS Analyse gefarbt (siehe unten). Die phagozytotische Aktivitat
wurde bestimmt, in dem das Verhaltnis gfp® CD14" Monozyten zu der Gesamtzahl an CD14"
Monozyten errechnet und in % ausgedriickt wurde. Bei der Phagozytose apoptotischer
Zellen (siehe unten) wurde das Verhéltnis PKH26" CD14" Monozyten in Bezug auf die

Gesamtmonozytenzahl errechnet und in % ausgedriickt.

Hitzedenaturierung der Bakterien: In einzelnen Experimenten wurden hitze-denaturierte

Bakterien verwendet, welche fir 2 Stunden bei 50C inaktiviert worden waren.
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Experimente mit Zellkulturiiberstanden: Die Uberstande von d2 vorstimulierten PBMCs
wurden bei -20° eingefroren. Zum Zeitpunkt des Expe rimentes wurden frisch isolierte,
autologe PBMCs gewonnen und flr 2 Tage in Anwesenheit variabler Konzentrationen der
oben gewonnenen Uberstande kultiviert, bevor sie 2 Tage spater mit gfp-E. coli versetzt
wurden (MOI 1:50). In einzelnen Experimenten wurden PBMCs in Gegenwart von
Uberstanden (Verhaltnis Uberstand zu frischem Medium 1:1) entweder zusammen mit IL1Ra
(Kineret®, 10 pyg/ml, Amgen, Munchen) oder funktionell aufgereinigtem Anti-IL10 Antikbrper
(2.5 pyg/ml, Klone JES3-9D7, eBioscience, Frankfurt) kultiviert. Am d2 wurde das Medium
gewechselt und ein Phagozytoseassay - wie oben beschrieben - in frischem, FCS-haltigen

Medium durchgefihrt.

Kokulturen mit apoptotischen PBMCs: Zur Induktion einer Apoptose wurden PBMCs mit
10mJ/cm?® UV-C bestrahlt (d-1), anschliessend kultiviert und 24 Std. spater der Gehalt
apoptotischer Zellen mittels Annexin V Farbung bestimmt. Der Gehalt Annexin® PI" Zellen lag
hierbei um 70%. An dO wurden frische autologe PBMCs gewonnen und mit apoptotischen
PBMCs in den angegebenen Zellzahlen fiur 2 weitere Tage ko-kultiviert. Am d2 wurde die

Phagozytoseaktivitat dieser Kokulturen und unstimulierter Kontroll-PBMC Kulturen bestimmt.

FCS Modifikationen: Bei diesen Experimenten erfolgte die Bestimmung der Phagozytoserate
an d2 in RPMI Medien, welche entweder kein FCS, 10% Hitze-inaktiviertes FCS oder I1gG-
depletiertes FCS enthielten. Zur Hitze-Inaktivierung wurde das FCS fir 20 Minuten auf 56°C
erhitzt. Die IgG-Depletion wurde mittels einer Protein G Sepharose Saule (GE Healthcare,
Freiburg, Germany) durchgefihrt. Das Entfernen des IgG wurde mittels SDS-PAGE Analyse
und Coomassie Farbung bestétigt. Die IgG Depletion wurde durch Frau MTA Hildegard

Keppeler, Abt. Innere Medizin I, Universitat Ttbingen, durchgefiihrt.

Zytokin Supplementation: PBMC Kulturen wurden mit 100 ng/ml rekombinantem hIL10 bzw.
100 ng/ml rekombinantem hiL1la (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Germany) an dO
und d1 versetzt. An d2 wurden die Zellen in RPMI Medium mit 10% FCS resuspendiert und

die Bestimmung der Phagozytoseaktivitdt durchgefihrt.

Scavenger Rezeptor blockierende Experimente: Vorstimulierte oder nicht stimulierte Kontroll-
PBMC Kulturen wurden in FCS-freiem RPMI Medium an d2 resuspendiert. Unmittelbar
anschliessend wurden oxidierte niedrig-molekulare Lipoprotein Partikel (oxLDL) (Kalen
Biomedicals, Montgomery Village, MD, USA) in einer Konzentration von 100 pug/ml
hinzugefigt. 30 Minuten spater wurden gfp-E. coli mit einer MOI von 1:50 hinzugefligt, um

die Phagozytosefahigkeit zu bestimmen.
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Stimulation des Toll-like Receptor 4 (TLR4)

In bestimmten Experimenten wurden PBMCs an d0 mit 100ng/ml LPS (E. coli 055:B5,
L6529, Sigma Aldrich) fur 1 Std. vorstimuliert, anschliessend gewaschen und nachfolgend in
RPMI Medium mit 10% FSC Kkultiviert. An d2 wurden derartig vor-stimulierte bzw. nicht
stimulierte Kontroll-PBMC Kulturen mit gfp-E. coli (MOl 1:50), wie oben beschrieben,

kultiviert und nach 1 hr die Phagozytoseaktivitat durchflusszytometrisch bestimmt.

Phagozytose von apoptotischen Zellen

Allogene neutrophile Granulozyten bzw. Jurkat Zellen (immortalisierte T Zell leukamische
Zelllinie) wurden mit PKH26 (Sigma Aldrich) gefarbt und nachfolgend zur Induktion einer
Apoptose mit 10 mJ/cm® UV-C bestrahlt. Diese Markierung und Bestrahlung erfolgte durch
Frau MTA H. Keppeler bzw. Dr. K. Lauber, Innere Medizin |, Universitdt Tubingen. Die
Phagozytose derartiger apoptotischer Zellen wurde nach 24 (Granulozyten) bzw. nach 4 h
(Jurkat Zellen) durchgefuhrt. Vor-stimulierte und unstimulierte Kontroll-PBMC Kulturen
wurden an d2 gewaschen und in Serum-freiem RPMI Medium resuspendiert. Anschliessend
erfolgte die Ko-Kultur mit PKH26-markierten apoptotischen Zellen mit einem
Monozyten:Zielzell Verhéaltnis von 1:10. 1 hr spater wurden die Zellen gewaschen und zur

durchflusszytometrischen Messung gefarbt.

Zytokin “Capture Assay” und Bestimmung der T Zell P roliferation

Die Stimulation der PBMCs mit E. coli Bakterien an dO (MOI 1:10) und d2 (MOI 1:50) erfolgte
wie oben beschrieben. An d2 wurde der % Satz an CD14" Monozyten
durchflusszytometrisch bestimmt. Nach erneuter Isolation autologer PBMCs an d2 wurden
aus dieser Zellpopulation die CD14" Monozyten mittels magnetischer Zellseparation (s.u.)
mit CD14 Microbeads (Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach) entfernt und der Gehalt an T Zellen
im Eluat quantifiziert. Diese CD14-PBMCs wurden dann zu vorstimulierten bzw. nicht
stimulierten Kontroll-PBMC Kulturen hinzugefugt (Verhaltnis CD14 : CD3 Zellen 1:10). 18
bzw. 40 h spéater wurden die Uberstande dieser Ko-Kulturen gesammelt und fiir die spatere
Bestimmung der Zytokinkonzentrationen bei -80° eing eforen. Die Bestimmung der Zytokin

Konzentrationen erfolgte mittels des humanen T,1/Ty2/Ty17 CBA Kits (BD Biosciences)
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nach Angaben des Herstellers. Diese Untersuchungen wurden durch Dr. K. Lauber, Innere

Medizin I, Universitat Tubingen, durchgefihrt.

Zur Bestimmung der T Zell Proliferation wurden CD14-PBMCs mit 5-Carboxyfluorescein
Diacetate Succinimidyl Ester (2uM CFSE) (Molecular Probes, OR, USA) nach Angaben des
Herstellers markiert und nachfolgend zu autologen vorstimulierten bzw. nicht stimulierten
Kontroll-PBMC Kulturen (CD14 : CD3 Verhaltnis von 1:10) hinzugegeben. 5d spéater wurden
die Zellen mit Anti-CD3 gegengefarbt und die Proliferation der T Zellen
durchflusszytometrisch quantifiziert. Die Analyse der T Zell Proliferation erfolgte mittels des
Histogrammbildes, indem die Flache unter der Kurve mit reduzierter CFSE-Fluoreszenz (M1)

als Tochtergenerationen gewertet wurde.

Charakterisierung des monozytaren Zytokin Profils

Die Stimulation der PBMCs mit E. coli Bakterien an d0 (MOI 1:10) und d2 (MOI 1:50) erfolgte
wie oben beschrieben. Unmittelbar nach der Stimulation an d2 wurden die CD14" Monozyten
mittels magnetischer Zellseparation anhand des humanen “Monocyte isolation kit II” (Miltenyi
Biotec) isoliert und nachfolgend in einem Gentamycin-haltigen Medium fur 24 h kultiviert. Die
Uberstande dieser isolierten Monozyten wurden dann bei -80° fur spatere Analysen
eingefroren. Als Kontrolle wurden prototypische M1 und M2 Makrophagen generiert (14).
Hierzu wurden isolierte Monozyten fur 7 Tage in Anwesenheit von 1000 U/mL GM-CSF (M1)
oder 10 ng/mL M-CSF (M2) (ImmunoTools, Friesoythe, Germany) bzw. ohne den Zusatz von
exogenen Zytokinen (MO) kultiviert. Die Zytokine wurden jeden 2. Tag hinzugefligt ohne das
Medium zu wechseln. Am 7. Tag wurden die Zellen einmal gewaschen und mit frischem
Medium versehen, 24 Std. spater wurden die Uberstiande dieser Kulturen gewonnen und bei
-80C gelagert. Zur Bestimmung der Zytokinkonzentrationen wurde eine FACS-basierte
Untersuchung mittels des CBA-Flex Sets (BD Biosciences) durch Fr. Dr. K. Lauber, Innere
Medizin, durchgefuhrt. Mittels einer 4 Parameter ,fitting curve* wurden hierbei die mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFIs) in korrespondierende Konzentrationswerte umgerechnet.
Zur Bestimmung des Oberflachen Phanotyps wurden die M1 und M2 Makrophagen mit den
angegebenen Antikorper gefarbt und die Rezeptorexpression durchflusszytometrisch

quantifiziert.
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Multiplex bead assay

Hierbei wurden dO vor-stimulierte und Kontroll-PBMC Kulturen fiir 2 Tage in einem RPMI
Medium mit 10% FCS und Gentamycin kultiviert. An Tag 2 wurden die Zellen in frischem
RPMI Medium mit 10% FCS resuspendiert und fur 1 hr mit gfp-E. coli kultiviert (MOl 1:50).
Unmittelbar nach der Phagozytose wurden die Uberstinde bei -80CC bis zum spéteren
Gebrauch eingefroren. Die Multiplex Bead-basierten Untersuchungen wurden durch Dr. H.-Y.
Hsu, NMI Reutlingen, an einem Luminex100° Analyzer (Luminex Corp., TX, USA)
durchgefuhrt (18, 19). Hierbei wurde eine 5 Parameter “fitting curve” genutzt, um MFIs in

Konzentrationen umzurechnen.

Monozytenaufreinigung und Durchfiihrung der quantita tiven RT-PCR

d0 vor-stimulierte und Kontroll-PBMC Kulturen wurden an d2 fur 1 Stunde mit E. coli
Bakterien (MOI 1:50) ko-inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen gewaschen und die CD14"
Monozyten mittels des ,Monocyte isolation kit 11* (Miltenyi Biotec) aufgereinigt. Die Reinheit
wurde durchflusszytometrisch bestimmt und betrug > 92%. Unmittelbar nach der
Aufreinigung wurden die Zellen bei -80° C zum spateren Gebrauch eingefroren. Zur
Durchfuhrung der quantitativen real-time (RT) PCR wurde die Gesamt RNA extrahiert und
cDNA, wie zuvor beschrieben, synthetisiert (20). 100 ng dieser cDNA wurde zur
nachfolgenden RT-PCR Analyse mittels eine ABI Prism 7000 Sequence Detection Systems
(Applied Biosystems, Foster City, CA) und dem gPCR Mastermix Plus (Eurogentec, Seraing,
Belgium) (20 ul Endvolumen) mit 300 nM Exon-Exon umspannenden Primern eingesetzt. Die
relative Quantifizierung erfolgte mittels der Standard Kurven Methode. Die Resultate wurden
anschliessend auf 18S rRNA Konzentrationen normalisiert. Der Mittelwert von
unbehandelten Kontrollproben wurde als Kalibrator eingesetzt. Die RT-PCR Messungen
wurden durch Frau MTA Hildegard Keppeler, Abt. Innere Medizin |, Universitat Tibingen,
durchgefihrt.
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In vivo Modell B: Stammzelltransplantation von NSG Mausen zur Generierung

~-humaner” Surrogatmonozyten

Personelle Voraussetzungen zur Durchfiihrung der Tie  rexperimente

Die personellen Voraussetzungen zur Durchfiihrung der Tierexperimente waren insofern
gegeben, als die Verfasserin dieser Doktorarbeit die Berechtigung zur Leitung von
Tierversuchen besitzt. Ein  entsprechender Tierschutzantrag wurde unter der

Verwaltungsnummer K2/07 durch das Regierungsprasidium Tubingen bewilligt.

Mause

NOD.Cg-Prkdc®® IL2rg"™"/Sz Mause (auch NOD/SCID/IL2Ry™" genannt, im Folgenden als
NSG Mause bezeichnet) wurden bei ,The Jackson Laboratory”, USA, bestellt und selber
gezichtet. Die Haltung erfolgte unter spezifisch pathogen-freien Bedingungen in dem
Tierstall der Universitatskinderklinik TUbingen. Ein Teil der Tierexperimente wurde durch die
MTA Frau Barbara Goecke durchgeftihrt.

Mobilisation, Gewinnung und Isolation peripherer St ammzellen

Mobilisierte, periphere Blutstammzellen (mPBSCs) wurden von Eltern gewonnen, welche flr
ihr an Leukdmie erkranktes Kind Stammzellen spendeten. 5 Tage vor der Gewinnung des
Leukapherisats wurde dem spendenden Elternteil 10 pg/kg/d G-CSF (Neupogen®; Amgen,
Thousand Oaks, CA, USA) subkutan verabreicht und das Leukapherisat an d5 und d6 nach
Beginn dieser Stammzellmobilisation gewonnen. Ein entsprechendes Ethikvotum zur
Verwendung eines kleinen Teils der Stammzellen (<5%) wurde durch die Ethikkommission
der Universitat Tabingen bewilligt und lag ebenso wie die schriftliche Einwilligung der Eltern
vor. CD34" Stammzellen wurden durch magnetische Zellseparation unter Verwendung von
CD34 Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) gewonnen. Die
Aufreinigung der mPBSCs erfolgte durch Mitarbeiter des KMT Labors der
Universitatskinderklinik Tdbingen unter GMP-Bedingungen. Die Reinheit der Zellfraktion

wurde durchflusszytometrisch validiert und betrug > 92%. Insbesondere war der
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kontaminierende CD3" T Zell Gehalt < 0.14 + 0.1%, so dass das Auftreten einer Graft versus

Host Reaktion ausgeschlossen werden konnte.

Humanisierung der NSG Mause (huNSG Mause)

Zur Humanisierung der Mause wurden 8-12 Wochen alte NSG Mause sublethal mittels eines
13’Cs Bestrahlungsgerats (Gammacell® 1000 Elite, MDS Nordion, Fleurus, Belgium)
bestrahlt. Hierbei wurde fir weibliche Rezipienten eine Dosis von 200 cGy, fur mannliche
Rezipienten eine Dosis von 250 cGy gewahlt. 4 hr spater wurden 1 x 10° Stammzellen
intravends in eine Schwanzvene der bestrahlten Mause injiziert. Derartig rekonstituierte
Méause wurden woéchentlich mit einer intravendsen Gabe von 20 pg Fc-IL7 Fusionsprotein
behandelt, welches uns durch die Firma Merck KGaA (Darmstadt, Germany) zur Verfiigung
gestellt worden war. Samtliche transplantierten Tiere erhielten zur Prophylaxe von
Infektionen mit Trimethoprim-Sulfamethoxazol (CotrimK®©, Ratiopharm, Ulm, Germany)
angereichertes Trinkwasser und wurden unter keimfreien Bedingungen in individuell

ventilierten Kafigen (IVCs) gehalten.

Retrobulbare Blutentnahme und Préparation der Lymph ozyten

Zur repetitiven Entnahme peripheren Blutes wurde den Mausen nach einer kurzen
Kohlendioxidnarkose retrobulbédr 0,2 ml Blut entnommen und unmittelbar in ein Heparin
beschichtetes Réhrchen geleitet, welches nach kurzem Schitteln sofort auf Eis gelagert
wurde. Das Vollblut wurde zur Erythrozytolyse in Polystyren-Réhrchen Gberfuhrt, mit 5 ml
ACK (Ammoniumchlorid-Kaliumhydrogencarbonat-Losung) (s.0.) versetzt und bei
Raumtemperatur 7 Minuten gelagert. Hiernach wurde das Polystyren-Rohrchen mit PBS
aufgefullt und zweimalig gewaschen. Die so gewonnenen peripheren Blutzellen wurden auf

96 well U-Boden Platten transferiert und zur anschlieRenden FACS-Analyse gefarbt.

Engraftment Analysen in huNSG Mausen

Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde peripheres Blut, Milz und Knochenmark

entnommen und mittels der oben genannten Anti-humanen Antikérper bzw. den passenden
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Isotypen gefarbt. Nach Darstellung des forward (FSC) und side scatter (SSC) Bildes wurde
die PBMC Population dargestellt und nachfolgend die Menge an humanen CD45" Zellen
bestimmt. In diesem CD45" Gate wurde dann die Frequenz an humanen CD14" Monozyten
errechnet und die respektive Rezeptorexpression bestimmter Oberflachenmolekiile
dargestellt. In einzelnen Experimenten wurden die Knochenmarkszellen mit rekombinantem
humanen Interferon-gamma (IFN-y, 500 IE/ml) (R&D Systems, Minneapolis, USA) fur 24 hr
vor-inkubiert, um die Expression von ko-stimulierenden Molekilen zu induzieren. Dieser Teil
der Experimente wurde durch Dr. Chr. Gille, Abt. Neonatologie, Universitatskinderklinik

Tubingen, durchgefiihrt.

Untersuchungen zur T Zell Proliferation in huNSG M&  usen

Isolierte Milzzellen von huNSG Mausen wurde zusammen mit humanen PBMC
Kontrollproben mit 5-Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester (CFSE) (Vybrant
CFDA SE Cell Tracer Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) nach Angaben des
Herstellers gefarbt (Konzentration CFSE 2uM). Die Zellsuspensionen wurden nachfolgend in
24-well Platten mit einer Zellkonzentration von 2 x 10° Zellen/ml in RPMI Medium mit 10%
FCS kultiviert. Zur Induktion der T Zell Proliferation wurde der Anti-CD3 Antikérper OKT3
(Ortho Diagnostics, Raritan, NJ, USA) in einer finalen Konzentration von 5 pg/ml zu den
Zellsuspensionen hinzugefugt. Hierbei dienten CFSE geféarbte, unstimulierte PBMC Kulturen
als interne Kontrollproben. 96 hr spater wurden die Zellen mit Anti-humanen CD4 und CD8
Antikdrpern (siehe oben) gefarbt und das Ausmass der T Zell Blastenformation
durchflusszytometrisch bestimmt. Zur Quantifizierung der Blastenformation wurde zunachst
auf unstimulierte CD3" T Zellen gegated (R1) und ein zweites Gate auf die entstehenden,
grosseren und etwas granuldreren T Zell Blasten gelegt (R2). Dieser Teil der Analysen
wurden durch Dr. Chr. Gille, Universitatskinderklinik, Abteilung Neonatologie, durchgefihrt.
Der Prozentsatz der Blastenformation wurde folgendermassen errechnet: 100/(R1+R2)*R2.
Die Analyse der T Zell Proliferation erfolgte, wie oben beschrieben, in einem Histogramm
Bild. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von OKT3 stimulierten
Proben (“mit OKT3"), welche auf die unstimulierten Kontrollproben normalisiert wurden
(“ohne OKT3").
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Phagozytose Untersuchungen in huNSG Mausen

Die Untersuchungen zur Phagozytosefahigkeit erfolgten analog den oben beschriebenen
Versuchen mit humanen PBMC Kulturen durch Exposition der Zellen gegentber gfp-E. coli

Bakterien.

In vivo Gabe von E. coli LPS

Zur in vivo Quantifizierung der pro-inflammatorischen Zytokinsynthese wurden in der 12.
Woche nach Transplantation huNSG Mause mit LPS (E. coli 055:B5, L6529, Sigma Aldrich)
intraperitoneal injiziert (10ug pro Maus). Vor Injektion und 4 hr nach Injektion wurde Serum
gewonnen und bei -80°fur die spéatere Analyse asser viert. Zuséatzlich hierzu wurden isolierte,
humane CD14" Monozyten in vitro mit LPS fur 16 hr stimuliert (100ng/ml) und die
Uberstande nachfolgend asserviert. Die Messungen wurden mittels eines Bioplex
Suspensions Array Systems mit einer finf-parametrischen Kurve durchgefiihrt, anhand derer
die mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFIs) in Konzentrationswerte umgerechnet wurden.
Die Messungen wurden durch cand. med. Andreas Wirth, Universitatskinderklinik TUbingen,

und Dipl. biochem. Ayline Wilhelm, Universitatskinderklinik Tubingen, durchgefiihrt.

Intrazellulare Zytokinfarbung

Zur in vitro Detektierung der intrazellularen TNF Synthese in adult transplantierten huNSG-
Monozyten wurden Knochenmarkszellen fir 6 hr in der Gegenwart entweder von LPS
(lug/ml) oder PBS und von Golgi Plug® (BD Biosciences) geméass den Angaben des
Herstellers kultiviert. Anschliessend wurden die Zellen fir 20 Minuten mit CD14-FITC
(Biolegend) und CD45-PeCy7 (BD) Antikdrpern gefarbt, permeabilisiert (Fix & Perm® Kit,
ADG Bio Research GmbH, Hamburg) und nachfolgend fir 45 Minuten mit PE-anti TNF
Antikorper (R&D, clone # 6402) gegengefarbt und anschliessend durchflusszytometrisch
analysiert. Diese Analysen wurden durch Dipl. biochem. Ayline Wilhelm,

Universitatskinderklinik Tibingen, durchgefiihrt.
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Statistische Auswertung

Die statistische Berechnung der Signifikanzen erfolgte mittels des Mann-Whitney-U-Tests.
Hierbei handelt es sich um einen parameterfreien statistischen Test, welcher die
Ubereinstimmung zweier Verteilungen, welche zur derselben Grundgesamtheit gehoren,
uberpruft. Sofern nicht anders angegeben, wurde Mittelwerte + Standard Abweichungen
dargestellt. P Werte < 0.05 (adjustiert nach Bonferroni-Holm fiir Multiple Gruppen Vergleiche)

wurden als statistisch signifikant bezeichnet.
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ERGEBNISSE

Ergebnisse ,, In vitro Modell A*: Bakterielle Re-Programmierung humaner M onozyten

Der Erstkontakt mit E. coli Bakterien reduziert die nachfolgende Phagozytosele  istung

von kultivierten Monozyten.
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Abbildung 1: Re-programmierte Monozyten aus PBMC Ku Ituren zeigen eine stark

verminderte Phagozytoseaktivitat bei erneuter bakte  rieller Exposition an Tag 2. Re-
programmierte Monozyten wurden in einem Gentamycin-haltigen Medium bis zum d2
kultiviert und anschliessend mit gfp-E. coli Bakterien ko-inkubiert. (A) Dargestellt ist das
charakteristische  durchflusszytometrische  Scatterbild  von  vorstimulierten  und
Kontrollmonozyten an d2 nach Phagozytose von gfp-E. coli. Der % Satz im rechten oberen
Quadranten entspricht den phagozytierenden Monozyten. (B) Mittelwert und
Standardabweichung der Phagozytoseaktivitat von 3 gepoolten Experimenten mit insgesamt

9 Spendern.
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Um der Frage nachzugehen, welche phanotypischen und funktionellen Anderungen
Monozyten nach einem bakteriellen Erstkontakt erfahren, wurden periphere mononukleare
Zellen gesunder Spender isoliert und mit einer niedrigen Dosis an E. coli Bakterien
(Verhéltnis PBMCs zu Bakterien = multiplicity of infection (MOI) 1:10) an Tag 0 (d0O) in FCS-
haltigem RPMI Medium inkubiert. 1hr spater wurden die Bakterien durch Zentrifugation tber
ein FCS Kissen entfernt und die PBMC Kulturen nachfolgend in einem Gentamycin-haltigen
Medium zusammen mit unstimulierten Kontroll-PBMCs kultiviert. Am Tag 2 (d2) wurde die
Phagozytoseleistung der Monozyten in vorstimulierten und Kontroll-PBMC Kulturen durch
Exposition der PBMCs mit lebenden gfp-exprimierenden E. coli Bakterien bestimmt (MOI
1:50). Interessanterweise konnten wir hierbei beobachten, dass die bakterielle Vorstimulation
von PBMCs die nachfolgende Phagozytoseleistung von Monozyten deutlich hemmt
(Abbildung 1). Im Gegensatz hierzu war die Phagozytoseleistung von an dO isolierten,

bakteriell vorstimulierten Monozyten an d2 unveréandert (Abbildung 2).

51.4 37.5

control

> CD14

51.4 | 413
T 4
a ]
O 3
pre-stimulated (d0) E
» gfp
Abbildung 2: Isolierte und nachfolgend re-programmi erte Monozyten weisen keine

Einschrankung ihrer Phagozytosefahigkeit an d2 auf. CD14" Monozyten wurden an dO
durch magnetische Zellseparation isoliert und anschliessend re-programmiert. An d2 wurde
die Phagozytoseaktivitdt nach Koinkubation mit gfp-E. coli Bakterien quantifiziert. Dargestellt

ist ein reprasentatives, originales Scatterbild eines Experimentes mit 3 gesunden Spendern.
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Die Vorinkubation von PBMCs mit Cytochalasin D konnte hierbei die Zahl der gfp*
Monozyten deutlich reduzieren (Daten nicht dargestellt). Dieser Befund legt nahe, dass die
gfp-E. coli Bakterien durch einen Prozess, welcher eine Aktin-Polymerisation erfordert, aktiv

phagozytiert wurden und nicht nur passiv an der Zellmembran adhéarierten.
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S
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&
0.6% 8.9% = 30
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>
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> Pl E. coli (d0) - +
gfp E. coli (d2) + +

Abbildung 3: Ein gewisser Teil der PBMCs wird im Ra  hmen des Prozesses der Re-

Programmierung apoptotisch. = PBMCs wurden, wie oben beschrieben, re-programmiert
und der % Satz an apoptotischen Zellen nach 24 hr mittels einer Nicoletti Farbung bestimmt.
(A) Originales Histogramm. Angegeben ist der % Satz PI* Zellen als ein Mass fur Frequenz
apoptotischer Zellen. (B) Angegeben ist der % Satz hypodiploider DNA im PBMC Gate von 2

gepoolten Experimenten mit insgesamt 4 Spendern.

Im Rahmen dieser bakteriellen Vorstimulation wurde, wie durch unsere Arbeitsgruppe
vorbeschrieben (21), ein kleiner Anteil der in dem PBMC Gate gelegenen Zellen apoptotisch
(Mittelwert vorstimulierte Annexin® PBMCs: 11.4 + 2.1, Kontrollmonozyten: 0.45 + 0.14%)
(Abbildung 3).

Mittels kinetischer Experimente konnten wir ausschliessen, dass ein rascherer intrazellularer
Verdau in bakteriell vorstimulierten Monozyten dafiir verantwortlich war, das ein relativ

niedrigeres gfp Signal detektiert werden konnte (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Das reduzierte gfp Signal in re-progra  mmierten Monozyten wird nicht

durch einen schnelleren intrazellularen Verdau der Bakterien in dieser Zellpopulation

verursacht. Re-programmierte und Kontrollmonozyten wurden an d2 mit gfp-E. coli ko-
inkubiert und ein Aliquot zu den angegebenen Zeitpunkten zur Bestimmung der
Phagozytoseaktivitat enthommen. Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der
gfp/CD14" Zellen von allen CD14" Zellen. Das Piktogramm zeigt die Rate des intrazellularen
Bakterienverdaus als lineare Kurve der initialen Degradationsphase. Das Experiment stellt

gepoolte Daten von 3 Experimenten mit insgesamt 7 Spendern dar.

Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass ein Erstkontakt mit lebenden E. coli
Bakterien die nachfolgende Phagozytosekompetenz von Monozyten in PBMC Kulturen, nicht
aber in Kulturen an dO isolierter Monozyten, hemmt. Da das oben beschriebene Modell die
Interaktion verschiedener Zellarten unter dem Einfluss Zelltyp-spezifischer Zytokine
ermdglicht, wurde ein Grossteil der nachfolgenden Experimente mit PBMC

Suspensionskulturen durchgefihrt.
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Die Inhibition der Phagozytoseleistung setzt die Ex  position gegeniber intakten
Bakterien voraus und lasst sich nicht durch die Zug abe autologer apoptotischer
PBMCs, LPS Vorbehandlung oder durch Exposition gege  nuber isolierten Zytokinen
hervorrufen.
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Abbildung 5: Die reduzierte Phagozytoseleistung re- programmierter Monozyten wird

nicht durch die alleinige Gegenwart apoptotischer Z ellen ausgelost. PBMCs wurden
durch radioaktive Bestrahlung, wie in Material und Methoden beschrieben, apoptotisch
gemacht (d-1). An dO wurden frische PBMCs der gleichen Spender isoliert und mit den
autologen, apoptotischen PBMCs in den angegebenen Verhéltnissen ko-inkubiert. An d2
erfolgte die Bestimmung der Phagozytoseaktivitat durch Koinkubation mit gfp-E.coli

Bakterien. Daten stellen 2 gepoolte Experimente mit insgesamt 4 Spendern dar.

Da in der Literatur beschrieben ist, dass die Gegenwart apoptotischer Zellen funktionelle
Veranderungen von Immunzellen, insb. von T Zellen, im Sinne einer reduzierten
proliferativen Kapazitat und eines modulierten Zytokinmilieus hervorrufen kann (6), (22) und
wir eine kleine, aber konstant nachweisbare Zahl an apoptotischen Zellen in unseren PBMC
Suspensionskulturen nachweisen konnten, untersuchten wir als nachstes, welchen Einfluss
die Gegenwart apoptotischer Zellen auf die Phagozytoseleistung von Monozyten hat.
Interessanterweise konnten wir hierbei sehen, dass die Gegenwart autologer apoptotischer
Zellen in PBMC Kulturen die Phagozytoseleistung von Monozyten nicht beeinflusst und
daher kein adaquates Erklarungsmodell fir die von uns beobachtete reduzierte

Phagozytoseleistung re-programmierter Monozyten darstellen kann (Abbildung 5).

30



Untersuchungen zur funktionellen Konversion bakteriell

vorstimulierter Monozyten

A B
100
90 n.s.
80 p<0.05 80 1
2z TD 1 __ 70
= 60 S 60
% 50 % 50
+ 40 oy 40
% 30 £ 30
20 20
10 10
0 0
Atten. E. coli (d0) - + LPS (d0) i +
ofp E. coli (d2) + + gfp E. coli (d2) + +

Abbildung 6: Abgetétete E. coli Bakterien koénnen die oben beschriebene

Phagozytosehemmung induzieren, wahrend die alleinig e Stimulation des Toll-like

receptor 4 (TLR4) hierfur nicht ausreicht. (A) E. coli Bakterien wurden an dO durch Hitze
inaktiviert und nachfolgend die Re-Programmierung von PBMCs mit diesen Bakterien
durchgefuhrt. An d2 wurde, wie oben beschrieben, die Phagozytoseaktivitat bestimmt. (B)
PBMCs wurden an d0 in LPS-haltigem Medium kultiviert und die Phagozytoseaktivitat an d2
bestimmt. Daten aus A stellen gepoolte Daten von 2 Experimenten mit 6 Spendern, Daten

aus B stellen Daten von einem Experiment mit 3 Spendern dar. n.s. = nicht signifikant.

Um die Voraussetzungen fir eine Hemmung der Phagozytosekapazitéat weiter einzugrenzen,
wurde nachfolgend die Phagozytoseleistung von Monozyten in PBMC Kulturen getestet,
welche zuvor mit Hitze-inaktivierten E. coli Bakterien re-programmiert worden waren. Die
Hemmung der Phagozytoseleistung war hierbei vergleichbar zu Monozyten, welche mit
lebenden Bakterien vorstimuliert worden waren. Wir schliessen daraus, dass offensichtlich
die direkte und gegenseitige Interaktion des Monozyten mit einem lebenden Bakterium keine
notwendige Voraussetzung zur nachfolgenden Inhibierung der Phagozytoseleistung darstellt
(Abbildung 6A). Um auszuschliessen, dass die alleinige Stimulation des Toll-like Rezeptor 4
(TLR4) ausreichend sein wirde, um nachfolgend die Phagozytose zu hemmen, wurden
PBMC Kulturen mit LPS vorstimuliert und die Phagozytoseleistung an d2 bestimmt. Diese
zeigte sich auch nach Vorstimulation mit LPS vollig unverandert (Abbildung 6B), so dass wir
darauf schliessen konnten, dass viel komplexere Prozesse als eine alleinige Triggerung des

TLRA4 fir die Phagozytosehemmung verantwortlich sein mussten.
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Abbildung 7: Die Kokultivierung in Gegenwart von Ub erstdnden re-programmierter

Monozyten kann eine Phagozytosehemmung induzieren. Die Uberstande re-
programmierter Monozyten wurden in den angegebenen Verhaltnissen zum Medium von
frisch isolierten PBMCs des gleichen Spenders gegeben (d0). An d2 erfolgte die
Quantifizierung der Phagozytoseleistung. Die gezeigten Daten entsprechen den Mittelwerten
und den Standardabweichungen von 3 gesunden Spendern, welche in einem Experiment

untersucht wurden.

Da wir annahmen, dass das exisitierende Zytokinmilieu einen massgeblichen Einfluss auf die
Phagozytoseleistung von  Monozyten haben sollte, fihrten wir nachfolgend
Phagozytoseexperimente in Gegenwart von Uberstanden durch, welche nach bakterieller
Vorstimulation autologer PBMCs gewonnen und fir den spateren Gebrauch eingefroren
worden waren. In der Tat zeigte sich hier, dass die Gegenwart auch geringer Mengen an

Uberstanden eine deutliche Hemmung der Phagozytoseleistung bewirkten (Abbildung 7).

Wir analysierten daher das Zytokin Profil von bakteriell vorstimulierten Monozyten mittels
eines Multiplex Bead Assays und konnten hohe Konzentrationen diverser inflammatorisch
wirksamer Zytokine nachweisen (Abbildung 8). Hierbei waren IL10, IL1a und in einem
geringeren Ausmass auch tumor necrosis factor (TNF) die Zytokine, welche in den héchsten

Konzentrationen nachweisbar waren.
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Abbildung 8: Re-programmierte PBMCs sezernieren gro  sse Mengen an 1L10, IL1 a und
TNF. Unmittelbar nach Phagozytose an d2 wurden die Uberstande re-programmierter
Monozyten gewonnen und mittels eine Multiplex Bead Assays analysiert. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Spendern, welche in einem Experiment

untersucht wurden.

Um zu ermitteln, ob die Gegenwart eines Einzelnen dieser Zytokine zur
Phagozytoseinhibition ausreichen wirde, wurden PBMCs in Gegenwart von IL10, IL1a, TNF
oder der Kombination von IL10 und IL1a kultiviert (Abbildung 9). Die Exposition gegenuber
einzelnen Zytokinen induzierte hierbei keine Phagozytosehemmung, lediglich die kombinierte
Exposition gegentber IL10 und IL1la hemmte sehr deutlich die Phagozytoseleistung der
Monozyten. Passend hierzu konnte die Zugabe eines Anti-IL10 Antikorpers, nicht aber eines
IL1 Rezeptor Antagonisten (IL1Ra) zu PBMC Kulturen die Phagozytose-inhibierende
Wirkung von Uberstanden antagonisieren.
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Abbildung 9: Die Exposition gegenuber isolierten in flammatorischen Zytokinen |0st

keine Phagozytosehemmung aus.  Frisch isolierte PBMCs wurden in Gegenwart von TNF
(A), IL1a oder IL10 bzw. der Kombination der letzten beiden (B) bis zum d2 kultiviert und
anschliessend die Phagozytoseleistung ermittelt. (C) Anti-IL10, nicht aber IL1Ra kann die
Phagozytose-inhibierende Wirkung in PBMC Kulturen aufheben, welche seit dem dO in
Gegenwart von Uberstanden kultiviert worden waren. Die Daten stellen gepoolte Daten aus

zwei Experimenten mit insg. 8 Spendern dar. n.s. = nicht signifikant.
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Diese bisherig dargestellten Daten weisen darauf hin, dass die Hemmung der
Phagozytoseleistung bakteriell vorstimulierter Monozyten offensichtlich ein komplexer, multi-
faktoriell bedingter Prozess ist, welcher die Gegenwart von intakten Bakterien und die
Existenz eines spezifischen inflammatorischen Zytokinmilieus - unter anderem mit IL10 und

IL1a - erfordert.

Bakteriell vor-stimulierte Monozyten weisen eine in takte Phagozytoseleistung fir

apoptotische Zellen auf.
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Abbildung 10: Die bakterielle Re-Progammierung an d 0 beeinflusst nicht die spatere

Phagozytosefahigkeit von Monozyten fir apoptotische Zellen. Re-programmierte oder
Kontrollmonozyten wurden an d2 mit apoptotischen PKH26-markierten Granulozyten oder
Jurkatzellen koinkubiert und das Ausmass der Phagozytosefahigkeit fir diese apoptotischen
Zellen bestimmt. Die Daten zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2

Experimenten mit insg. 6 Spendern. n.s. = nicht signifikant.

Um néher zu untersuchen, ob die reduzierte Phagozytoseleistung selektiv fir die
Phagozytose von Bakterien besteht, oder es sich hierbei um prinzipiell veranderte
Mechanismen in der Regulation von phagozytdren Prozessen handelt, wurden bakteriell

vorstimulierte Monozyten aus PBMC Kulturen an d2 mit PKH26-gefarbten apoptotischen,

35



Untersuchungen zur funktionellen Konversion bakteriell

vorstimulierter Monozyten

allogenen Granulozyten oder Jurkatzellen ko-inkubiert (Abbildung 10). Es zeigte sich, dass
die Phagozytoseleistung fir apoptotische Partikel trotz vorangegangener Vorstimulation
erhalten war, d.h. regulierte Mechanismen, welche spezifisch fur die Erkennung und / oder
Internalisierung von Bakterien verantwortlich sind, missen fir eine spatere Inhibierung der

Phagozytoseleistung verantwortlich sein.

Die bislang dargestellten Daten zeigen, dass fiir eine Phagozytosehemmung an d2 die
Vorstimulation mit intakten - lebenden oder toten - Bakterien, nicht aber die Exposition
gegenuber LPS notwendig und ausreichend ist, um die Phagozytoseleistung an d2

einzuschranken.

Die bakterielle Vorstimulation induziert eine Fc  yR und Scavenger Receptor (SR)

Herunterregulation in CD14 * Monozyten.

Die oben beschriebene selektive Hemmung von bakteriellen Phagozytoseprozessen nach
Re-Programmierung suggeriert, dass sehr spezifisch Mechanismen der Erkennung und
Internalisierung von Bakterien verandert werden konnen. Um dieser Hypothese
nachzugehen, analysierten wir das mMRNA Expressionsprofil re-programmierter und
Kontrollmonozyten in Bezug auf eine Vielzahl von Genfamilien, welche eine Rolle bei
phagozytaren Prozessen spielen (Abbildung 11). Hierbei zeigte sich, dass vorstimulierte
Monozyten im Gegensatz zu Kontrollmonozyten eine deutlich reduzierte mRNA Expression
von Fcy Rezeptoren, wie dem CD16 (FcyRIll), von Scavenger Rezeptoren (SR), wie dem
CD36, des Lectin-like oxLDL Receptors (Lox-1) sowie zu einem geringeren Ausmass auch
ihrer Komplement Rezeptoren (CR), wie dem CD11b/CD18 (ITGaM/ITGB2) zeigten.
Passend zu den oben dargestellten Daten, dass die Phagozytose fir apoptotische Zellen
auch nach bakteriellem Erstkontakt erhalten bleibt, zeigte sich die H6he der mRNA
Expression fir Phosphatidylserin (PS) Rezeptoren, wie z.B. dem T cell immunoglobulin and
mucin domain containing protein-1 (TIM1), -4 (TIM4) und dem brain-specific angiogenesis
inhibitor-1 (BAI1), welche in der Phagozytose von apoptotischen Zellen eine zentrale Rolle
spielen, in re-programmierten Monozyten unverdndert. Gleiches galt fur die TLR4
Rezeptoren und kleine GTPasen (z. B. Rhol, RhoG, Racl und Cdc42), welche die

phagozytare Signaltransduktion mediieren.
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Abbildung 11: Re-programmierte Monozyten zeigen ein e reduzierte mRNA Expression

von Fcy und Scavenger Rezeptoren. Re-programmierte und Kontrollmonozyten wurden an
d2 mit E. coli Bakterien koinkubiert. 1 hr spater wurden die Monozyten mittels magnetischer
Zellseparation isoliert und eine qRT-PCR fur wichtige Phagozytoserezeptorfamilien
durchgefuhrt. Dargestellt ist die relative Transkription der entsprechenden Rezeptoren,
welche zunachst auf den 18S rRNA Gehalt der Zellproben normiert und dann auf den
Mittelwert unbehandelter Kontrollproben kalibriert wurde. Die p-Werte zeigen die statistische
Signifikanz an, welche mit einem Student T Test fur ungepaarte Proben errechnet wurde. Die

Daten reprasentieren ein Experiment mit 5 Spendern.
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Abbildung 12: Re-programmierte Monozyten zeigen ein e reduzierte Proteinexpression

bestimmter Fc y Rezeptoren und des Scavenger Rezeptors CD36. Re-programmierte und
Kontrollmonozyten wurden an d2 vor der E. coli Phagozytose durchflusszytometrisch auf die
Rezeptorexpression oben angegebener Rezeptoren untersucht. Angegeben sind die MFI

Werte von 3 gepoolten Experimenten mit 7 Spendern.

Durchflusszytometrische Analysen der Oberflachenrezeptoren bestatigten fir die FcyR
(CD16 und CD64) und den Scavenger Rezeptor CD36, nicht aber flr das Lox-1 oder die
Komplement Rezeptor Untereinheiten CD11b and CD18, dass sich parallel zur erniedrigten
intrazellularen mMRNA Expression auch an der Zelloberfliche eine erniedrigte
Rezeptorexpression dieser Proteine fand (Abbildung 12). Wir schliessen daraus, dass die
bakterielle Vorstimulation von PBMCs zu einer selektiven Herunterregulation von Fcy und
Scavenger Rezeptoren fuhrt, welche mit einer spezifisch reduzierten Phagozytoseleistung fur

Bakterien am d2 vereinbar ist.

Die Herunterregulation von Fc y und Scavenger Rezeptoren tragt funktionell zur

Phagozytosehemmung von re-programmierten Monozyten bei.

Ublicherweise wird die Phagozytose von Bakterien durch die konzertierte Aktion von SRs,
FcyRs und CRs vermittelt. Hierbei beruht die Wirksamkeit der letzten beiden
Rezeptorklassen auf der Gegenwart von opsonisierendem Serum-lgG bzw. von Komplement
Proteinen. Um den relativen Beitrag beider Rezeptorfamilien in der Phagozytose von

Bakterien bestimmen zu konnen, untersuchten wir zunachst den Einfluss einer Serum
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Modifikation auf die Monozyten-mediierte Phagozytose von Bakterien (Abbildung 13). In der
Abwesenheit von Serum werden Bakterien in der Regel durch SR-abhéngige Erkennung

internalisiert.
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Abbildung 13: Die Phagozytoseleistung ruhender Mono zyten wird in erster Linie durch

die Fcy und Scavenger Rezeptor Familien bewirkt. Frisch isolierte PBMCs wurden in
einem Medium mit 10% FCS Kkultiviert. An d2 wurde die Phagozytoseaktivitat derartig
ruhender Monozyten in der Gegenwart oder der Abwesenheit von FCS (A) bzw. in der
Gegenwart von lgG-depletiertem FCS bzw. hitze-inaktiviertem FCS (B) getestet. Die Daten

stellen gepoolte Daten aus 4 unabhangigen Experimenten mit insgesamt 12 Spendern dar.

Wie zu erwarten zeigte sich, dass das Hinzufigen von Serum die Phagozytoseleistung
deutlich erhohte. Dies wurde in erster Linie durch die Gegenwart des opsonisierenden IgG
und nur zu einem geringen Ausmass durch das Vorhandensein von Komplementfaktoren
vermittelt, da eine IgG Depletion in einer starken Hemmung der Phagozytoseleistung
resultierte, wahrend eine Komplement Inaktivierung kaum einen Effekt zeigte. Wir schliessen
daraus, dass in unserem Modellsystem FcyRs (CD16 und CD64) und SRs massgeblich die
Effizienz der Phagozytose von ruhenden PBMC-standigen Monozyten bestimmen.
Zusammen mit unserer Beobachtung, dass die bakterielle Vorstimulation die Expression von
FcyRs (CD16 und CD64) und CD36 herunterreguliert, deutet das darauf hin, dass kausal ein
Zusammenhang zwischen der verminderten Phagozytoseleistung und der FcyR/SR

Herunterregulation existiert.

Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, quantifizierten wir das Ausmass der

Phagozytosehemmung in bakteriell vorstimulierten Monozyten in Abh&ngigkeit von der
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Gegenwart von Kontroll- oder IgG-depletiertem Serum. Abbildung 14A zeigt, dass
interessanterweise die Depletion von IgG die Phagozytoseleistung re-programmierter
Monozyten nicht weitern vermindern kann. Diese Beobachtung wirde dazu passen, dass re-

programmierte Monozyten die FcyR fir ihre Phagozytose nicht mehr benutzen.

A [l control monocytes B ] control monocytes C [] control monocytes

50 W re-programmed monocytes 50 B re-programmed monocytes 50 W re-programmed monocytes

40 40 40

30 30 30

20 20 20

Inhibition of phagocytosis (%)
Inhibition of phagocytosis (%)
Inhibition of phagocytosis (%)

10 10 T 10 ‘

0 J—.—.— g | o \

pre-stimulation + + pre-stimulation + + pre-stimulation + +
IgG depl. FCS + ok oxLDL + + Heat inact. FCS + +

Abbildung 14: Die residuelle Phagozytoseaktivitat r e-programmierter Monozyten
basiert auf dem Vorhandensein von Komplement Rezept  or-vermittelten Signalen. Re-
programmierte Monozyten wurden an d2 in frischem Medium resuspendiert, welches
entweder 10% natives oder 1gG-depletiertes Serum (A), FCS-freies Medium +/- oxLDL (B)
oder hitze-inaktiviertes FCS (C) enthielt. 30 Minuten spater wurde die Phagozytosekapazitat
bestimmt. Angegeben ist das Ausmass der Inhibition der Phagozytose von CD14"
Monozyten in % in den respektiven FCS Praparationen in Relation zu Kontrollinkubationen,
welche in einem Medium mit FCS (A, C) oder in Serum-freien Medium (B) durchgefuhrt
wurden. Die Daten sind reprasentativ fir drei unabhangige Experimente, welche mit
insgesamt 7 Spendern durchgefihrt wurden.

Als nachstes untersuchten wir den Einfluss einer bakteriellen Vorstimulation auf die
Phagozytoseleistung in Gegenwart oder Abwesenheit von oxidierten low density Lipoprotein
Partikeln (oxLDL). Hierbei handelt es sich um gut definierte kompetitierende Liganden der
SR Familie. Das Hinzfigen von oxLDL Partikeln zu re-programmierten Monozyten zeigte
keinen Einfluss auf die Phagozytoseleistung an d2, dies deutet darauf hin, dass auch die SR
Familie fir die Phagozytoseleistung bakteriell vorstimulierter Monozyten vernachlassigbar ist.

Im Gegensatz hierzu fiihrte eine Dekomplementierung des FCS zu einer ganz deutlichen
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Hemmung der residuellen Phagozytoseleistung re-programmierter Monozyten (Abbildung
14B).

Diese Daten implizieren, dass die Phagozytoseleistung ruhender Monozyten in erster Linie
durch die Fcy und Scavenger Rezeptor Familien bewirkt wird, wahrend re-programmierte

Monozyten massgeblich ihrer CR bedurfen, um ihre Phagozytoseleistung aufrechtzuerhalten.

Re-programmierte Monozyten zeigen einen charakteris  tischen Phanotyp mit intakter
Fahigkeit zur T Zell Stimulation und einem charakte  ristischem
IL6™IL10"1L12/23p40" ° TGF-B™ Zytokinprofil.
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Abbildung 15: Re-programmierte Monozyten zeigen ein  en HLA-DR™ CD80" CD86"
Phanotyp. Re-programmierte und Kontrollmonozyten wurden an d2 vor Durchfiihrung einer
E. coli Phagozytose durchflusszytometrisch auf die Rezeptorexpression oben genannter
Rezeptoren untersucht. Dargestellt sind die MFIs mit Mittelwerten und Standard-

abweichungen von zwei unabhangigen Experimenten mit insgesamt 6 Spendern.

Um die funktionellen Konsequenzen einer Re-Progammierung von Monozyten auf adaptive
Immunprozesse naher zu beleuchten, untersuchten wir die Oberflachenexpression von ko-

+

stimulatorischen Rezeptoren, welche bekanntermassen wichtig fir die Interaktion von CD14
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Monozyten mit T Zellen sind und charakterisierten das Zytokinmilieu, welches durch eine Ko-
Kultivierung von re-programmierten PBMCs mit frisch isolierten, CD14-depletierten PBMCs
entstand. Re-programmierte Monozyten zeigten eine Herunterregulation von HLA-DR
(Abbildung 15) und zu einem geringeren, statistisch nicht signifikanten Ausmass auch des
HLA-DQ (Daten nicht gezeigt). Parallel hierzu fand sich eine Hochregulation der CD80/CD86
Oberflachenexpression auf bakteriell vorstimulierten CD14" Monozyten. Diese Befunde sind
vereinbar mit einem distinkt veranderten monozytaren Phé&notyp, welcher eine reduzierte
Antigen-prasentierende Kapazitat bei gleichzeitig erhaltenem T Zell aktivierendem Potential

aufweisst.

control pre-stimulated

29 4

o

»  events

—p» CFSE

Abbildung 16: Re-programmierte Monozyten besitzen e in hoheres Potential zur

Induktion einer T Zell Proliferation als Kontrollmo nozyten. Frisch isolierte, CFSE-
markierte, CD14-depletierte PBMCs wurden an d2 zu re-programmierten bzw. unstimulierten
PBMCs in definierter Menge, wie in Material und Methoden beschrieben, hinzugeflgt. 5
Tage spater wurde die T Zell Proliferation durchflusszytometrisch quantifiziert. Gezeigt ist

exemplarisch ein originales Histogramm eines Experiment mit drei verschiedenen Spendern.

Passend hierzu zeigten re-programmierte PBMC-standige Monozyten ein deutlich erhéhtes
Potential zur Proliferationsinduktion von naiven autologen T Zellen (Abbildung 16). Da die
Expression ko-stimulatorischer Molekile auf PBMCs, welche in Gegenwart apoptotischer
Zellen kultiviert wurden, nicht verandert waren (Daten nicht dargestellt), gehen wir davon
aus, dass die Gegenwart apoptotischer Bystander Zellen nicht alleinig fur die gesteigerte T

Zell Proliferation verantwortlich gemacht werden kann.
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Abbildung 17: Re-programmierte PBMCs konnen ein T 417 Milieu induzieren. Re-
programmierte und Kontrollmonozyten wurden an d2 mit E. coli Bakterien ko-inkubiert.
Unmittelbar nach der Phagozytose wurden frisch isolierte, autologe CD14-depletierte PBMCs
in definierter Menge hinzugegeben. Die Uberstande dieser Ko-Kulturen wurden nach 18 bzw.
nach 40 hr mittels Durchflusszytometrie auf die Konzentrationen der angegebenen Zytokine

hin untersucht. Die Daten entsprechen gepoolten Daten von 2 unabhangigen Experimenten
mit insgesamt 6 Spendern.

Interessanterweise unterschied sich das Zytokinmilieu, welches in dem naiven Ko-Kultur
System generiert wurde, fundamental von dem, welches sich in dem Ko-Kultursytem mit re-

programmierten Monozyten fand (Abbildung 17). Im ersteren war TNF das dominierende
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Zytokin in der sehr frilhen inflammatorischen Phase (nach 18 h), wahrend das Tyl-typische
IFN-y und das Tr1-charakteristische IL10 in spateren Phasen akkumulierten (nach 40 h). In
dem Ko-Kultursytem mit re-programmierten Monozyten waren die Konzentrationen dieser
Zytokine deutlich reduziert, stattdessen zeigten sich hier IL6 und spater (nach 40 h) das
Tyl7-charakteristische Zytokin IL17A. Bemerkenswerterweise liessen sich in der Ko-Kultur
von re-programmierten, isolierten Monozyten mit frisch isolierten T Zellen keine Ty17 Zellen
induzieren (Daten nicht gezeigt). Wir schliessen daraus, dass die Re-Programmierung von

PBMC Kulturen fir die Entstehung bzw. die Konvertierung zu Ty17 Zellen notwendig ist.

Da M1 und M2 Makrophagen als klassische Vertreter inflammatorischer monozytarer Zellen
angesehen werden (14), fragten wir uns, ob die von uns generierten Monozyten einem
dieser klassischen Vertreter entsprechen konnten. Die Analyse der in M1 und M2
Makrophagen typischerweise exprimierten intrazellularen Zytokine zeigte, dass re-
programmierte Monozyten einen IL6"IL10°IL12/23p40°TGF-B™ Phanotyp aufweisen und
damit einen Intermediérzustand zwischen den GM-CSF induzierten 1L10°1L12/23" M1- und
den M-CSF induzierten IL10"IL12/23"° M2-Makrophagen darstellen (Abbildung 18). Die hier
charakterisierten re-programmierten Monozyten weisen also einen einzigartigen Phanotyp

auf, der weder einem M1 noch M2 Makrophagen entspricht.

Zusammenfassend zeigen unsere Analysen, dass re-proprammierte Monozyten nicht, wie
friher angenommen, in einem immun-paralytischen Stadium persistieren und dadurch
bedingt eine eingeschrankte Neigung zur Phagozytose aufweisen, sondern dass sie
augenscheinlich ihre phanotypische und funktionelle Orientierung hin zur Modulation von
adaptiven Immunantworten &ndern. Hiermit tragen sie zum einen zu einer verstarkten T Zell
Proliferation aber auch zu einer Modulation des Zytokinmilieus bei, welches Ty17-dominierte

Immunantworten begunstigt.
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Abbildung 18: Das Zytokinprofil bakteriell re-progr ammierter Monozyten entspricht
einem Intermediar-Zustand zwischen M1 und M2 Makrop hagen. MO, M1 und M2
Makrophagen wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, generiert und die
Uberstande an d8 auf die 0.g. Zytokinkonzentrationen untersucht. Re-programmierte
Monozyten wurden an d2 nach erneuter Phaozytose von E. coli Bakterien isoliert und fur
weitere 24 Stunden in Medium kultiviert, bevor die Uberstande auf die Konzentrationen 0.9.
Zytokine hin analysiert wurden. Das Experiment stellt gepoolte Daten von zwei
unabhangigen Experimenten mit insgesamt 4 Spendern dar.
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Ergebnisse , In vivo Modell B*: Stammzelltransplantation von NSG Mausen zur

Generierung ,humaner* Surrogatmonozyten

Die Transplantation adulter huNSG Mause erlaubt die Generierung myelomonozytarer
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Abbildung 19: Die Humanisierung von NSG Mausen erla  ubt die Generierung von

CD14" Monozyten und CD15 * Granulozyten. NSG Mause wurden, wie in Material und
Methoden beschrieben, mit humanen CD34" SC humanisiert und 12 Wochen nach
Transplantation auf das Vorhandensein humaner CD45" Zellen (A), humaner CD14"
Monozyten (B), humaner CD15" Granulozyten (C) und humaner myelo-monozytarer CD33"
Vorlaufer Zellpopulationen (D) analysiert. Angegeben sind die Einzeldaten und Mediane der
angegebenen Zellpopulationen, welche sich auf die Gesamtheit der CD45" Zellen beziehen.
Die Daten stellen gepoolte Daten aus Stammzelltransplantationsreihen mit jeweils 3

humanen SC Spendern dar.
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Da wir als langfristig die oben beschriebenen Phanomene auch in vivo untersuchen wollten,
mussten wir zunachst ein Mausmodell generieren, welches ein Surrogatmodell zur
menschlichen Hamatopoese darstellen kann. Hierzu transplantierten wir den oben
beschriecbenen NSG Mausstamm mit menschlichen CD34" Stammzellen (SC) und
untersuchten, ob sich Uberhaupt eine monozytdre Zelllinie generieren lasst. Die
durchflusszytometrische Analyse von CD14" Monozyten und CD15" Granulozyten zeigte,
dass sich bereits in der Woche 12 nach Transplantation relevante Mengen an CD14"
Monozyten (Mittelwert 18.4 + 7.7%) und CD15" Granulozyten (Mittelwert 11 + 4%)
generieren liessen (Abbildung 19). Der Pool an unreifen Knochenmarks-standigen CD33"
Vorlaufer Zellpopulationen war hierbei betrachtlich (Mittelwert 58 + 7%). Wir schliessen
daraus, dass die myelomonozytare Zelldifferenzierung in adult transplantierten huNSG
Mausen auch ohne die exogene Gabe von hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren, wie dem
GM-CSF oder dem M-CSF, gut moglich erscheint.

huNSG-generierte Monozyten zeigen ein phanotypisch vergleichbares

Rezeptorexpressionsprofil zu humanen Kontrolimonozy ten.

Um den Reifegrad der huNSG-generierten Monozyten naher zu charakterisieren,
bestimmten wir in einem nachsten Schritt die Expression antigen-prasentierender Molekile,
wie dem HLA-DR und T Zell ko-stimulatorischer Molekule wie dem CD80 und CD86
(Abbildung 20). Es zeigte sich, dass in huNSG Mausen die HLA-DR Expression (Mittelwert:
92 + 13.9%) vergleichbar mit humanen Referenzwerten war und dass die basale Expression
des ko-stimulatorischen Moleklls CD86 (MFI: 40 £ 21.8) dem humaner, adulter Kontrollen
ahnelte. Wie zu erwarten, fehlte in den steril gehaltenen huNSG Mausen das auch zur B7
Familie gehdrende CD80, welches durch die Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen
induziert wird, nahezu vollstandig (Mittelwert: 7 £ 8%). Zum Nachweis der prinzipiellen
Induzierbarkeit ko-stimulatorischer Molekile wurden Knochenmarks-standige Monozyten in
vitro mit IFN-y stimuliert. Unter diesen Kautelen konnte eine deutliche Hoch-Regulation des
CD86 Molekils gezeigt werden (MFI huNSG Mause unstimuliert: 46.5 + 19.7, stimuliert 99 +
24, humane Kontrolle unstimuliert 69 + 34.2, stimuliert 169 + 78.4).
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Abbildung 20: NSG-generierte Monozyten zeigen eine den menschlichen Kontrollen

vergleichbare Expression an Antigen-prasentierenden und T Zell ko-stimulierenden

Molekilen. Peripheres Blut von huNSG Mausen wurde in der 12. Woche nach
Transplantation auf die Expression von HLA-DR (A), CD86 (B) und CD80 (C) hin untersucht.
Angegeben sind die Einzelwerte und Mediane der genannten Zellpopulationen in % (A, C)
bzw. der MFI (B) bezogen auf die Gesamtheit der CD45" Zellen. (D) Durch in vitro
Stimulation mit IFN-y lasst sich die CD86 Expression auf NSG-generierten Monozyten
hochregulieren. Knochenmarks-standige huNSG Monozyten bzw. menschliche PBMC
Kontrollen wurden in vitro mit IFN-y stimuliert und vorher bzw. nach 24 Stunden auf die
Expression von CD86 hin untersucht. Die Daten stellen gepoolte Daten aus

Stammzelltransplantationsreihen mit jeweils 3 humanen SC Spendern dar.
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Diese Daten weisen darauf hin, das in adult transplantierten huNSG Mausen das
Knochenmarksstroma bzw. das dort herrschende Zytokinmilieu trotz des murinen MHC
Hintergrundes ausreichend gute Konditionen zur Induktion von humanen, antigen-

prasentierenden MHC Molekilen und zur Expression ko-stimulatorischer Molekiile bietet.

huNSG-generierte CD14 * Monozyten zeigen eine verminderte T Zell stimulier ende

Kapazitat bei erhaltener Phagozytoseleistung.
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Abbildung 21: HUNSG-generierte Monozyten kbnnen ein e T Zell Blastenformation nach

OKT3 Stimulation induzieren. huNSG-generierte Milzzellen von Woche 12 transplantierten
Mausen wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, CFSE-markiert und fir 5 Tage
in der An- bzw. Abwesenheit von OKT kultiviert. Dargestellt sind exemplarisch die Scatter
Plots (A) bzw. Mittelwerte und Standardabweichungen (normalisiert auf Kontrollméause ohne
OKT) von 3 huNSG Mausen, welche mit 2 verschiedenen SC Spendern humanisiert worden

waren.
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Abbildung 22: HUNSG-generierte Monozyten induzieren eine T Zell Proliferation nach

OKT3 Stimulation. huNSG-generierte Milzzellen von Woche 12 transplantierten Mausen
wurden CFSE-markiert und fir 5 Tage in der An- bzw. Abwesenheit von OKT Kkultiviert.
Dargestellt sind exemplarisch die Uberlagerten Histogramme einer huNSG Maus und einer
menschlichen Kontrolle jeweils mit den - OKT Kontrollen (grau straffiert) und den + OKT
Proben (schwarze Linie) von 3 huNSG Mausen, welche mit 2 verschiedenen SC Spendern

humanisiert worden waren.

In einem weiteren Schritt analysierten wir die funktionelle Kapazitat huNSG-generierter
Monozyten in Bezug auf ihre Fahigkeit zur T Zell Stimulation und zur Phagozytoseaktivitét.
Hierbei wahlten wir die T Zell Blastenformation und die Proliferation durch eine mAB
Antikdrper-mediierte (OKT) T Zell Rezeptorligation als Mass fur die Fahigkeit zur T Zell
Stimulation. Wenn der OKT3 Antikdrper nicht kreuz-vernetzt wird, ist die T Zell Proliferation
abhangig von dem Vorhandensein und der Anzahl an Antigen-prasentierenden Zellen, hier
z.B. Monozyten, und ihrer Fahigkeit, ko-stimulatorische Molekiile in ausreichender Dichte zu
exprimieren (23). Es zeigte sich hierbei, dass die T Zell Blasten Formation (Abbildung 21)
(Mittelwert A Blasten (mit OKT - ohne OKT): huNSG Mause: 42 + 16%, humane Kontrollen:
57 £ 12%) und mehr noch die Proliferation (Abbildung 22) nach OKT3 Stimulation im

Verhaltnis zu adulten Kontrollmonozyten verringert, aber prinzipiell erhalten ist.
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Abbildung 23: huNSG-generierte Monozyten weisen ein e den menschlichen Kontrollen

vergleichbare Phagozytosekapazitat auf. = huNSG-generierte Monozyten (Woche 12 nach
Transplantation) bzw. menschliche Kontrollen wurden, wie in Material und Methoden
beschrieben, fur 1 hr mit gfp-E. coli Bakterien ko-inkubiert und die Frequenz gfp® CD14"
Monozyten im Verhaltnis zu allen CD14" Monozyten quantifiziert. Dargestellt sind die
originalen Dot Plots (A) und die Einzelwerte mit den entsprechenden Medianen von 3
unabhangigen Experimenten mit insgesamt 5 Mausen, welche mit SC eines humanen

Spenders humanisiert wurden, bzw. 5 verschiedenen menschlichen Kontrollproben.

Um weitere Aspekte der Funktionalitat zu untersuchen, wurde die phagozytare Aktivitat von
huNSG-generierten Monozyten gegeniber gfp-exprimierenden E. coli Bakterien getestet.
Bereits in der 12. Woche nach Transplantation konnten wir eine hohe Phagozytoseaktivitét
der huNSG-generierten Monozyten nachweisen, welche sich nicht signifikant von der
Phagozytoseleistung adulter Kontrollmonozyten unterschied (Mittelwert huNSG Mause: 42.5
*+ 5.8% vs. humane Kontrollen: 56 + 6.8%) (Abbildung 23).

Aus diesen Daten schliessen wir, dass huNSG-generierte Monozyten gewisse funktionelle
Defizienzen im Bereich der Aktivierung von huNSG-generierten T Zellen zeigen, dass sie
aber in Bezug auf die Phagozytose von Bakterien bereits in Woche 12 nach Transplantation

funktionell kompetent sind.
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huNSG-generierte CD14 * Monozyten zeigen nach in vivo Gabe von moderaten LPS

Dosen eine unzureichende pro-inflammatorische Zytok inantwort.
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Abbildung 24: Die pro-inflammatorische Zytokinantwo rt von huNSG-generierten

Monozyten fehlt nach in vivo Gabe von moderaten LPS Dosen. Humanisierte NSG
Mause wurde in vivo mit 10ug LPS stimuliert. Als Kontrollen wurden isolierte menschliche
Monozyten in vitro mit 200ng/ml LPS stimuliert. Die Konzentrationen an IL1B (A, B) und IL6
(C, D) wurden vor bzw. nach Stimulation mittels eines Multiplex Bead Assays quantifiziert.
Die Daten reprasentieren gepoolte Daten von zwei humanisierten Mausen (A, C) bzw. 2

humanen Kontrollproben (B, D), welche in Duplikaten bzw. Triplikaten analysiert wurden.
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Abbildung 25: huNSG-Monozyten kénnen nach in vitro Stimulation mit LPS adaquate

Mengen an TNF synthetisieren. huNSG-generierte und menschliche Kontrollmonozyten
wurden in vitro mit 100ng/ml LPS stimuliert und die intrazellulare TNF Synthese
durchflusszytometrisch ermittelt. Die Daten reprasentieren gepoolte Daten von zwei
humanisierten Mausen bzw. 2 humanen Kontrollproben, welche in Duplikaten bzw.

Triplikaten analysiert wurden.

Um die Funktionalitat in Bezug auf die Synthese und Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine naher zu untersuchen, wurden huNSG Mause in vivo mit moderaten Dosen von
LPS (10ug pro Maus) stimuliert. Unter diesen Dosen zeigten huNSG Mause praktisch keine
IL1B und IL6 Sekretion. Der Vergleich zu humanen Kontrollmonozyten, welche in vitro mit
niedrigen Dosen an LPS (100ng/ml) stimuliert wurden, bestatigte, dass Monozyten
Ublicherweise auf eine LPS Stimulation mit einer hohen Sekretion an IL1p und IL6 reagieren
(Abbildung 24). In vitro stimulierte huNSG-generierte Monozyten zeigten ebenso wie die
humanen Kontrollmonozyten eine starke intrazellulare TNF Synthese (Abbildung 25), so
dass wir davon ausgehen, dass auch in vivo nach einer entsprechend hohen LPS

Stimulation pro-inflammatorische Zytokine induzierbar sein sollten.
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DISKUSSION

»In vitro Modell A*: Bakterielle Re-Programmierung humaner M onozyten

Viele Jahre lang herrschte die Meinung vor, dass das Krankheitshild der Sepsis einer
unkontrollierten Inflammation entspricht. Ein Grossteil der experimentellen Therapieansatze
Zielte daher darauf ab, die initiale pro-inflammatorische Immunantwort zu mitigieren (24). In
letzter Zeit konnten aber eine Reihe von Untersuchungen belegen, dass ein Grossteil der
Patienten nicht durch die exzessive Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine sterben,
sondern durch eine progredient zunehmende Immunsuppression (24), (12), (25). Bislang
weiss man wenig Uber die verschiedenartigen Elemente, welche in der zweiten Phase eines
septischen  Schocks zur Re-Programmierung und der damit einhergehenden
Immunsuppression beitragen. Da Monozyten eine Schliisselrolle in dem angeborenen
Immunsystem einnehmen und massgeblich zur Einleitung der adaptiven Immunantwort
beitragen, wollten wir in dieser Arbeit die phanotypischen und funktionellen Anderungen von

Monozyten in der anti-inflammatorischen Phase einer Inflammation nédher charakterisieren.

Wir haben daher ein in vitro Modell der bakteriellen Re-Programmierung mit peripheren
mononuklearen Zellen (PBMCs) entwickelt, welche zunachst mit geringen Dosen an E. coli
Bakterien vorstimuliert, bis zum Tag 2 (d2) in einem Gentamycin-haltigen Medium kultiviert
und nachfolgend mittels verschiedenartigster Methoden charakterisiert wurden. Im
Gegensatz zu existierenden Studien zur frihen anti-inflammatorischen Phase haben wir
bewusst darauf verzichtet, zum einen die Re-Programmierung mittels LPS vorzunehmen und
zum anderen an primar isolierten Monozyten zu arbeiten. Hintergrund unserer Uberlegungen
waren die Tatsachen, das eine Exposition gegenuber lebenden Bakterien mdglicherweise
andere funktionelle Konsequenzen als die alleinige Stimulation des Toll-like receptor 4
(TLR4) haben koénnte und dass eine Kokultivierung mit physiologischerweise vorhandenen
anderen Zellen in PBMC Kulturen besser eine komplexe Interaktion dieser Zellen erlauben

wirde und damit dem Zustand der Realitat naher ware.

Die hier dargestellten Daten zeigen eindriicklich, dass bakteriell re-programmierte, CD14"
Monozyten einen distinkten (IL6™IL10°IL12/23°TGF-B"™) Phanotypen mit einer eindriicklich
reduzierten Fahigkeit zur Phagozytose aufweisen, dass sie aber gleichzeitig wesentlich zu
einer vermehrten T Zell Proliferation und zur Induktion eines Ty17-polarisierten Zytokinmileus

beitragen kénnen.
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Ein Grossteil der in der Literatur beschriebenen Ph&nomene, welche in der anti-
inflammatorischen Phase beobachtet werden koénnen, wurden zuallererst hohen
Konzentrationen an dem anti-inflammatorisch wirksamen Zytokin IL10 zugeschrieben (26),
(22), (27), (28), (29). Auch in Bezug auf Monozyten konnte gezeigt werden, dass die initiale
hyper-inflammatorische Antwort mit den hiermit einhergehenden Anderungen des
Zytokinmilieus urséchlich fur Funktionseinschrankungen sein kann (30), (31). In unseren
Untersuchungen konnten wir bestatigen, dass die bakterielle Re-Programmierung von
PBMCs zu hohen Konzentrationen an IL1a und ekzessiven Konzentrationen an IL10 fihrt.
Obwohl die Zugabe eingefrorener Uberstande von re-programmierten PBMCs eine deutliche
Hemmung der Phagozytoseleistung auf frisch gewonnene PBMCs ausiben konnte, war
interessanterweise die isolierte Zugabe der Zytokine IL1a oder IL10 nicht in der Lage, eine
Phagozytosehemmung zu initieren. Die kombinierte Gabe beider Zytokine konnte dann
allerdings eine der bakteriellen Vorstimulation vergleichbare Phagozytosehemmung
auslosen. Passend hierzu wird in der Literatur beschrieben, dass die alleinige Gabe von IL10
keine ,Immunparalyse” bei (psoriatischen) Patienten induzieren kann (32). In vitro Studien,
welche die Koinkubation von PBMCs mit Salmonella typhi flagella Bakterien untersuchten,
konnten zeigten, dass IL10- oder IL1B-neutralisierende Antikérper alleine die Funktionalitét
von re-programmierten Monozyten oder T Zellen nicht wiederherstellen kénnen (33).
Interessanterweise konnten in unserem in vitro Modell Anti-IL10 Antikdrper, nicht aber der
IL1 Rezeptor Antagonist IL1Ra die Phagozytose-hemmende Wirkung von Uberstanden
revertieren. Passend zu Literaturdaten weisen unsere Daten auf die zentrale Rolle des IL10

in der Ausldsung einer anti-inflammatorischen Immunsuppression hin.

Eine Reihe von friheren Arbeiten konnte zeigen, welche wichtige Rolle die in exzessivem
Ausmass entstehenden apoptotischen Zellen in der Mediierung und Perpetuierung der
Immunsuppression spielen (24), (22). Allerdings konzentrierten sich diese Untersuchungen
darauf, funktionelle Einschrankungen des adaptiven Immunsystems im Rahmen einer
gesteigerten Apoptose zu beschreiben. Bislang war unklar, ob die Gegenwart apoptotischer
Zellen auch die Funktionalitdt von Monozyten beeinflussen kann. Um eine ursachliche
Beteiligung von apoptotischen Zellen in der Phagozytosehemmung re-programmierter
Monozyten auszuschliessen, fihrten wir Ko-Kultur Experimente von PBMCs mit autologen,
apoptotischen PBMCs durch. Interessanterweise waren auch hohe Konzentrationen an
apoptotischen Zellen nicht in der Lage, den Phanotyp oder die Funktionalitdit von PBMC-
standigen Monozyten zu andern. Wir schliessen daraus, dass die Gegenwart apoptotischer

Zellen nicht urséchlich fur die Inhibition der Phagozytose in unserem Modellsystem war.
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Frihere ,Gene expression profiling® Untersuchungen an bakteriell re-programmierten
Monozyten konnten zeigen, dass die meisten transkriptionell regulativ veranderten Antworten
auf eine modifizierte intrazellulare Signaltransduktion des TLRs zurtickzuftihren sind (34),
(35). Allerdings exprimieren Monozyten ein grosses Arsenal an pattern recognition receptors
(PRR), welches in seiner Gesamtheit die komplexe phagozytare Synapse formiert (36). Da in
unserem Modell die bakterielle Re-Programmierung von Monozyten eine selektive Hemmung
der spateren Phagozytoseleistung fiir Bakterien, nicht aber flr apoptotische Zellen
induzierte, analysierten wir die mRNA und Oberflachenprotein Expression einer Reihe von
an der Phagozytose von Bakterien beteiligten Molekilen. In der Tat zeigte sich hier, dass die
Exposition gegeniber E. coli Bakterien letztlich in einer Herunter-Regulation von dreien in
der Phagozytose wichtigen Rezeptorklassen fuhrte, ndmlich den FcyRs, den Komplement
Rezeptoren (CRs) und den Scavenger Rezeptoren (SRs). Funktionelle Experimente, welche
wir in Gegenwart von 1gG-depletiertem Serum oder dem SR-Liganden oxLDL durchfihrten,
konnten eindrtcklich die Bedeutung der FcyR und SR Herunter-Regulation in der Induktion
der Phagozytosehemmung von re-programmierten Monozyten belegen. Passend hierzu
finden sich in der Literatur Hinweise, dass eine Herunter-Regulation des SR MARCO
(macrophage receptor with collagenous structure) auf alveoldaren Makrophagen zu einer
erhdhten Neigung fur sekundédre Pneumokokken Infektionen in der post-infektiésen Phase
viraler Erkrankungen beitragen kann (37). In der frihen Phase septischer Erkrankungen
scheinen also distinkte Rezeptorfamilien fir die Phagozytose von Bakterien und die
Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine verantwortlich zu sein, und die Herunter-
Regulation selektiver Rezeptorklassen scheint letztlich die mit der Re-Programmierung von

Monozyten einhergehenden Phanomene zu erklaren.

Auf den ersten Blick erscheint eine Herunter-Regulation essentieller Phagozytose
Rezeptoren nach bakteriellem Erstkontakt eine paradoxe Reaktion zu sein. Allerdings
erscheint es mdglich, dass eine derartige Regulation einer funktionellen Konversion der
Monozyten entspricht, welche transient - auf Kosten der angeborenen Immunitat - die
Induktion einer verbesserten adaptiven Immunantwort ermdglicht. In der Tat zeigen frihere
Berichte, dass die sogenannte Endotoxin-Toleranz mit einer reduzierten HLA-DR Expression
und einem Verlust der Antigen-prasentierenden Funktion einhergeht (8). Die ph&anotypische
Analyse unserer re-programmierten Monozyten konnte diese friheren Berichte bestatigen.
Gleichzeitig konnten wir aber auch zeigen, dass re-programmierte Monozyten eine Hoch-
Regulation der T Zell kostimulierenden Molekile wie dem CD80 und CD86 aufweisen.

Passend hierzu zeigten re-programmierte PBMCs eine erhdhte Neigung zur Induktion einer
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T Zell Proliferation und trugen durch die Sekretion von IL6 und TGF-B dazu bei, dass eine
Twl7-dominierte adaptive Immunantwort eingeleitet wurde. Interessanterweise finden sich in
der Literatur Hinweise, dass ein relevanter physiologischer Stimulus fur die Konvertierung
von naiven CD4" T Zellen in Ty17 Zellen die Erkennung und die Phagozytose infizierter
apoptotischer Zellen durch dendritische Zellen (DCs) darstellt (38). Da sich in unserem
Kultursystem DCs allerdings nicht in relevanten Mengen nachweisen liessen (Daten nicht
dargestellt) und tberdies beschrieben ist, dass die Induktion von Ty17 Zellen auch durch die
Ko-Kultur von CD45RO* CD4" Gedéachtnis T Zellen mit LPS-vorstimulierten Monozyten
erreicht werden kann (39), vermuten wir, dass die von uns beobachtete IL17 Sekretion in
erster Linie durch die Zytokine, welche von re-programmierten PBMCs ausgeschittet
wurden, induziert wurden. Neben der Induktion inflammatorischer Mediatoren sind Tyl7
Zellen an der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten beteiligt (40), (41). In Bezug auf
gramnegative Infektionen konnte in einem Mausmodell mit intraperitonealer Gabe von E. coli
Bakterien gezeigt werden, dass die Neutralisierung von IL17 zu einer reduzierten Infiltration
von neutrophilen Granulozyten und einer verminderten Beseitigung von Bakterien fihren
kann (42). Allerdings ist die Rolle des IL17 in der Pathogenese der monozytdren Re-
Programmierung bislang unzureichend charakterisiert und es muss daher offen bleiben, ob
die Beobachtung einer Tyl7 Zell Induktion nach bakteriellem Erstkontakt eine klinische
Relevanz besitzt. Passend zu unseren Beobachtungen wurde unlangst eine Untersuchung
publiziert, welche zeigte, dass eine Ty17 dominierte Immunantwort zur immunsuppressiven

Phase nach Verbrennungen beitragen kann (43).

Unsere in vitro Untersuchungen erweitern die Kenntnisse der funktionellen Konversion von
Monozyten in der Phase der bakteriellen Re-Programmierung und weisen darauf hin, dass
die phagozytare Kapazitat von Monozyten ein geeigneter Biomarker in der Diagnose einer
persistierenden Immunsuppression  septischer Patienten sein kdnnte. Schwere
Verminderungen der Phagozytoseleistung von Monozyten sollten als starker Indikator fir
eine persistierende Immunsuppression des Patienten angesehen werden und konnten
durchaus dazu beitragen, dass klinische Entscheidungen, wie die Durchfihrung einer
.second-look* Operation bei abdominell erkrankten Patienten oder supportive

immunsuppressive Therapien, z.B. mit Steroiden, differenzierter gefallt werden kénnen.
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»In vivo Modell B*: Stammzelltransplantation von immun-perm issiven NSG Mausen

zur Generierung ,humaner* Surrogatmonozyten

Es ist gut bekannt, dass sich die in Mausmodellen gewonnenen Daten zur Pathogenese und
Modulation der Sepsis schwierig auf den Menschen Ubertragen lassen (44). Wir haben
unsere umfangreichen Untersuchungen zur anti-inflammatorischen Phase der Sepsis daher
zunachst damit begonnen, ein in vitro Modell mit menschlichen PBMCs zu generieren und
naher zu verstehen. In den letzten Jahren gelang es aber - in dem Bemihen fir den
Menschen relevante préklinische Daten in Mausmodellen zu generieren - definierte immun-
permissive Mausstamme zu kreieren, welche humanisiert werden koénnen (HIS Mause =
-human immune system“ mice) und welche sich als wichtiges Instrument zur Schaffung eines
Surrogatmodells der menschlichen Immunantwort erwiesen haben (45). In der Tat konnten in
humanisierten Mausen wichtige Studien zu einer Reihe von viralen Erkrankungen wie HIV,
EBV, CMV, Dengue Fieber und Hepatitis C durchgefuhrt werden (46), (47). Allerdings gibt es
bislang nur sehr vereinzelt Daten zur Induktion von bakteriellen Erkrankungen in
humanisierten Mausen (48), (49). Da wir letztlich an dem Ziel arbeiten, humanisierte Mause
zur Induktion einer gramnegativen Sepsis zu nutzen und sich die Forschungsbemuihungen
von uns und anderen Wissenschaftlern bislang darauf konzentriert haben, das adaptive
Immunsystem in diesen HIS Mausen naher zu charakterisieren, haben wir in diesem 2. Tell
der Arbeit zunachst die Entstehung des ,angeborenen” Immunsystems in huNSG Mausen

naher untersucht.

Hierzu haben wir NSG Mause mit menschlichen CD34" Stammzellen (SCs) transplantiert
und das Entstehen bzw. die Differenzierung von CD14" Monozyten naher charakterisiert. Wir
konnten hierbei zeigen, dass die Generierung von Monozyten auch ohne die exogene
Supplementation myelo-monozytar wichtiger hdmatopoetischer Wachstumsfaktoren méglich
ist und der entstehende Phénotyp dem von humanen Kontrollen gleicht. Allerdings weisen
die huNSG-generierten Monozyten gewisse funktionelle Defizienzen auf, welche
moglicherweise durch die Gabe von GM-CSF oder M-CSF doch positiv beeinflusst werden

kdnnten.

In ersten Analysen konnten wir zeigen, dass sich in huNSG Mé&usen ein betrachtlicher Pool
an CD33" Vorlauferzellen generieren lasst und sich bereits in der 12. Woche nach
Transplantation sowohl CD14" Monozyten als auch CD15" Granulozyten in der Peripherie

und im Knochenmark nachweisen lassen. Diese, verglichen mit lymphozytaren Reihen,
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relativ problemlose Generierung der myelo-monozytaren Reihe beruht méglicherweise auf
der friher beschriebenen Kreuzreaktivitdit des murinen G-CSF mit seinem humanen
Homolog (46). Interessanterweise konnte trotz des murinen MHC Hintergrundes sowohl ein
mit menschlichen Kontrollen vergleichbare HLA-DR Expression als auch eine Expression
wichtiger ko-stimulatorischer Molekile auf den entstehenden Monozyten verzeichnet
werden. Wir vermuten daher, dass insb. die HLA-DR Expression nicht durch das

umgebenden HLA Milieu gesteuert, sondern konstitutiv genetisch determiniert ist.

Funktionell zeigte sich, dass huNSG-generierte CD14" Monozyten durch Kokultivierung mit
IFN-y das fur die Kostimulation der T Zellen wichtige CD86 Molekil zwar nicht in dem
gleichen Ausmass wie menschliche Kontrollen aber doch betrachtlich hochregulieren. Die
Fahigkeit NSG-generierter Monozyten zur Induktion einer T Zell Proliferation war verringert
aber prinzipiell erhalten. In friitheren Untersuchungen konnten wir und andere Arbeitsgruppen
zeigen, dass sowohl in NSG als auch in NOD/shi-scid/yc” (NOG) Mausen i) die Starke der
alloimmunen T Zell Antworten im Vergleich zu menschlichen T Zellen reduziert ist (50), ii)
dass die funktionelle Differenzierung von NK Zellen beeintrachtigt ist (50), (51) und dass iii)
wichtige Subpopulationen von aktivierten und Gedachtnis B Zellen in Milz und Knochenmark
im Sinne einer partiellen Differenzierungsblockade fehlen (50), (52). Aufgrund dieser
vorbeschriebenen funktionellen Limitationen wichtiger adaptiver Immunzellen ist es gut
mdglich, dass die von uns beobachtete verminderte T Zell Proliferation nicht eigentlich ein
Ausdruck einer verminderten Fahigkeit der Monozyten zur Kostimulation, sondern einer
reduzierten T Zell Funktionalitdt an sich ist. Zur abschliessenden Klarung dieser Frage
misste eine Ko-Kultivierung der NSG-generierten Monozyten mit funktionell intakten

menschlichen T Zellen erfolgen.

Interessanterweise zeigte sich, dass die Fahigkeit von NSG-generierten Monozyten zur
Phagozytose von E. coli Bakterien mit der Phagozytoseleistung menschlicher Kontrollproben
vergleichbar war. Da die Fahigkeit zur Phagozytose gleichzeitig eine der ontogenetisch am
frihesten auftretenden immunologischen Antworten ist, vermuten wir, dass die
Anforderungen an das hierfir notwendige Zytokinmilieu bzw. das umgebende Stroma
geringer sind als fur die Einleitung adaptiver Immunph&nomene, wie z.B. einer Kostimulation

von T Zellen.

Da die genetischen Modifikationen des NSG Hintergrundes in erster Linie T, B und NK Zellen
betreffen, haben Manz und Mitarbeiter vermutet, dass das murine myeloide Kompartment

von NSG Mausen, welches nach der sublethalen Bestrahlung wieder erscheint, das
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Anwachsen eines humanen myeloiden Kompartments behindern kénnte (46). Im Gegensatz
zu diesen Beflirchtungen konnten wir menschliche Monozyten bereits ab Woche 4 bis hin zu
Woche 30 nach hé@matopoetischer SC Transplantation nachweisen (Daten nicht gezeigt).
Zwar scheinen NSG Mause sowohl das murine als auch das menschliche myeloide
Kompartment gleichzeitig unterhalten zu kdnnen, allerdings zeigen neuere Arbeiten von
Chen und Mitarbeitern, dass die hydrodynamische Schwanzveneninjektion einer das
humane M-CSF kodierenden Plasmid DNA die Generierung von ,humanen“ Monozyten
dramatisch verbessern kann (53). Zwar fehlen in der o0.g. Arbeit weitergehende funktionelle
Untersuchungen, wir vermuten aber, dass die Supplementation von h&matopoetischen

Wachstumsfaktoren unser Modell in idealer Weise erweitern wiirde.

Bislang gibt es nach unserem Kenntnisstand nur 2 Arbeiten, welche eine bakterielle Infektion
in huNSG Mausen induziert haben, beide haben hierbei neonatal und nicht adult
transplantierte Mause verwendet (48), (49). Hotchkiss und Mitarbeiter haben das ,Caecale
Ligation und Punktionsmodell* verwendet, bei dem mehrere Punktionen in das distale lleum
der Mause vorgenommen werden und das Abdomen anschliessend verschlossen wird.
Dieses Modell wird als Goldstandard der Sepsis in Mausmodellen angesehen, weil es -
vergleichbar zu der natlrlich entstehenden Sepsis - zu allmédhlich entstehenden
gramnegativen Infektionen kommt. Mittels dieses Modells konnten sie zeigen, dass moderate
Mengen an IL18 und TNF und betrachtliche Mengen an IL6 sezerniert werden und eine
extensive Apoptose-induzierte Depletion von T und B Zellen auftritt (48). Passend hierzu
konnten Fang und Mitarbeiter zeigen, dass neonatale huNSG Mause IL6 nach einer lethalen
Salmonella typhi Infektion sezernierten (49). Limitierend war aber bei beiden
Untersuchungen, dass der Fokus nicht auf der Charakterisierung der monozytaren Funktion
lag und unklar bleibt, welche Rolle die angeborene Immunitat in diesen beiden
Modelluntersuchungen spielte. Zusatzlich hierzu konnten wir in eigenen Arbeiten zeigen,
dass NSG-generierte Monozyten von neonatal transplantierten Mausen erhebliche
phanotypische und funktionelle Defizienzen gegeniiber humanen Kontrollmonozyten
aufweisen (54). Obwohl wir zeigen konnten, dass sich neonatal transplantierte NSG Mause
sehr wohl zu spezifischen Untersuchungen zu Besonderheiten und Limitationen neonataler
humaner Monozyten eignen, sollte in Anbetracht der erheblichen funktionellen Defizienzen
Untersuchungen zur bakteriellen Sepsis besser in adult transplantieten NSG Mausen
erfolgen. Unsere Untersuchungen zur Zytokinsynthese in adult transplantierten Mausen
zeigten zwar fehlende Antworten nach in vivo Gabe moderater Dosen an LPS, allerdings

konnte in vitro eine betrachtliche Synthese inflammatorischer Zytokine gezeigt werden. Wir
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vermuten daher, dass auch in Abhangigkeit von dem Ausmass der vorliegenden
Humanisierung (gemessen an dem % CD45" Zellen) hohere als die von uns eingesetzten
LPS Dosen notwendig sind, um eine adequate Sekretion inflammatorischer Zytokine zu
erzielen. Auch wiirden wir — auch in Anbetracht der im Modell A dargestellten Erkenntnisse -
in kinftigen Experimenten nicht auf das prinzipiell gut standardisierbare und damit gut
reproduzierbare LPS als Inflammationsstimulus zurtckgreifen, sondern systemische E. coli
Infektionen induzieren. Zusammenfassend zeigen unsere im Modell B dargestellten Daten,
dass adulte NSG Mause wichtige Aspekte des angeborenen humanen Immunsystems
rekapitulieren konnen, dass aber eine Optimierung des Systems durch die Gabe
hamatopoetischer Wachstumsfaktoren sinnvoll sein konnte. Unter diesen Kautelen kénnte
das Modell sowohl fiir Grundlagenwissenschaftler als auch fiir klinisch tatige Arzte potentiell

attraktiv sein.
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ZUSAMMENFASSUNG

Septische  Erkrankungen werden durch eine initiale pro-inflammatorische Phase
charakterisiert, welche von einer zweiten anti-inflammatorischen Phase abgel6st wird.
Bekannt ist, dass im Rahmen der 2. Phase einer Sepsis Monozyten eine veranderte
Funktionalitdt aufweisen kénnen. Hierzu z&hlen unter anderem eine verminderte TNF
Sekretion und eine verminderte Fahigkeit zur T Zell Stimulation. Es wird angenommen, dass
diese anti-inflammatorische Phase einer Sepsis stark begunstigend auf das Auftreten

nosokomialer Infektionen wirkt.

In dieser Arbeit werden zwei eigene, unlangst publizierte Arbeiten ndher beschrieben (54),
(55), welche zum einen bakteriell vor-stimulierte, sog. re-programmierte Monozyten in ihrer
Funktionalitdt naher beschreiben und zweitens die Grundlage dazu legen, diese in vitro

Beobachtungen auch in vivo tierexperimentell untersuchen zu kénnen.

Es zeigt sich, dass durch die bakterielle Re-Programmierung ein Monozyt mit einem
distinkten Phanotyp entsteht, welcher zwar eine deutlich verminderte Fahigkeit zur
Phagozytose besitzt, welcher aber gleichzeitig in der Lage ist, adaptive Immunantworten von
T Zellen zu modulieren und das entstehende Zytokinmilieu hin zu einem Ty17 dominierten
Milieu zu veradndern. Unsere Daten erweitern das gegenwartige Wissen um die Re-
Programmierung von Monozyten und weisen darauf hin, dass eine eingeschrankte
Phagozytoseleistung von Monozyten ein  Warnhinweis auf eine persistierende
Immunsuppression ist und sich die Bestimmung der Phagozytosekapazitat moglicherweise

als Biomarker einer Sepsis eignen wirde.
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ANHANG

Ubersicht der in dieser Arbeit zitierten CD Molekiil e

CD3

CDh4

CD8

CD11b/CD18

CD14

CD15

CD16

CD33

CD36

CD45

CD64

CD80 und 86

CD206

Komplex aus den invarianten Untereinheiten CD3y, d oder € und den

dimeren C Ketten
Ko-Receptor fir MHC Klasse Il Molekile
Ko-Receptor fir MHC Klasse | Molekile

Untereinheiten von Mac-1, einem Komplement Rezeptor, welcher aus
CD11b und CD18 besteht.

auf Monozyten exprimiertes Membranprotein, welches an LPS bindet
Adhasionsmolekil, welches Phagozytose und Chemotaxis mediiert

niedrig affiner Fcy Rezeptor (FcyRIll), welcher u.a. auf Monozyten

exprimiert wird

Marker mit unbekannter Funktion, welcher u.a. auf unreifen myeloiden

Vorstufen exprimiert wird
Plattchen-assoziiertes Glykoprotein IV oder Illb

Protein, welches auf allen hamatopoetischen Zellen ausser

Erythrozyten exprimiert wird

Glykoprotein, welches als hoch-affiner Fcy Rezeptor (FcyRI) an

monomere IgG Antikdrper bindet

Ko-stimulatorische Molekile, welche auf Monozyten exprimiert werden
und an das CD28 Molekiil von T Zellen binden

C-Type Lektin Protein, welches im Rahmen der Pathogen

Neutralisierung an komplexe Kohlehydratstrukturen bindet

69



