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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus zwei verschiedenen Komponenten, der angeborenen
Immunantwort und der erworbenen Immunantwort.

Das angeborene Immunsystem hat die Aufgabe, schnell auf eindringende
Krankheitserreger zu reagieren um eine Ausbreitung der Pathogene zu verhindern.
Zu den Komponenten der angeborenen Immunitat gehéren Monozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen, Mastzellen, NK- Zellen und Granulozyten
(Janeway, Lehrbuch der Immunologie). Die Gruppe der Granulozyten teilt sich auf in
drei differente Subklassen: neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten und
basophile Granulozyten.

Das angeborene Immunsystem hat eine eingeschrankte Spezifitat, es erkennt Muster
PAMPs, handelt schnell, ist aber nicht besonders spezifisch. Eine bessere Spezifitat
und hohe Effektivitat bei der Bekdmpfung von Krankheitserregern wird durch Zellen
der erworbenen Immunantwort erreicht, die B- und T- Lymphozyten (Janeway,

Lehrbuch der Immunologie).

1.2 Murine hamatopoetische Stammzelldifferenzierung

Das etablierte Modell der hamotopoetischen Stammzelldifferenzierung in adulten
Mausen geht von einer hamatopoetischen Stammzelle aus (Osawa, Hanada et al.
1996), die sich uber verschiedene Zwischenstufen entweder in die myeloische oder
lymphoide Linie entwickelt und zu den unterschiedlichen Zellarten ausdifferenziert
(Akashi, Traver et al. 2000; Ceredig, Rolink et al. 2009).

Hamatopoetische Stammzellen (HSC) haben die Fahigkeit, sich selbst zu erneuern.
Diese Fahigkeit verlieren sie jedoch mit fortschreitender Differenzierung. HSC sind in

der Maus stark in der lineage negativen, Stammzellantigen 1 (Sca-1) und
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Stammzellfaktor (c-kit) positiven (LSK)- Population angereichert (Okada, Nakauchi et
al. 1992; Osawa, Hanada et al. 1996; Osawa, Nakamura et al. 1996).

Als lineage negative Zellen werden Zellen bezeichnet, die negativ fir CD3 (Marker
fur T-Zellen), B220 (Marker fur B-Zellen, T-Zellen), Ter-119 (Erythrozyten), CD11b
(Monozyten, Makrophagen) und Gr-1 (Granulozyten) sind. Diese Zellen kdnnen

durch einen lineage negativen Antikérpercocktail markiert werden.

Der nachste Entwicklungsschritt ausgehend von HSC sind multipotente
Progenitorzellen (MPP). Diese Zellen kénnen sich nun weiter in die lymphoide Linie

oder die myeloische Linie differenzieren.

In der Ilymphoiden Linie sind die differenzierungschronologisch néachsten
Vorlauferzellen die gemeinsamen lymphoiden Progenitoren (CLP) aus denen sich T-

Zellen, B-Zellen und NK-Zellen entwickeln kénnen (Akashi, Traver et al. 1999).

In der myeloischen Linie geht die Differenzierung von den gemeinsamen
myeloischen Vorlaufern (CMP) aus, welche sich zum einen zu lin/ Sca-17 c-kit"/
CD34"/ CD16/32" Granulozyten-Makrophagen-Progenitoren (GMP) und im
Anschluss zu Granulozyten oder Monozyten/Makrophagen entwickeln konnen. Der
andere Teil fuhrt von den lin/ Sca-17 c-kit'/ CD34"/ CD16/32"°" gemeinsamen
myeloischen Progenitoren (CMP) zu den lin/ Sca-1/ c-kit'/ CD347 CD16/32
Megakaryozyten-Erythrozyten Progenitoren (MEP) zur Bildung von
Megakaryozyten/Thrombozyten oder Erythrozyten (Akashi, Traver et al. 1999;
Akashi, Traver et al. 2000).

Die nachstehende Abbildung zeigt ein vereinfachtes Schema der murinen
hamatopoetischen Stammzelldifferenzierung in adulten Mausen (modifiziert nach
(Akashi, Traver et al. 2000; Ceredig, Rolink et al. 2009)).

Eine ahnlich verlaufende Stammzelldifferenzierung wird auch im Menschen

beschrieben.
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CLP B-Zellen

O —— T-Zellen
NK-Zellen

Q-0
GMP
HSC MPP Granulozyten
(LSK) /Q - Monozyten/Makrophagen

CMP \
Q ——~ Megakaryozyten/Thrombozyten

Erythrozyten
MEP

Abbildung 1 Vereinfachtes Modell der murinen Hamato  poese

Modell modifiziert nach (Akashi, Traver et al. 2000; Ceredig, Rolink et al. 2009)

1.3 Neutrophile Granulozyten

1.3.1 Ubersicht

Neutrophile Granulozyten sind Blutzellen der angeborenen Immunabwehr und bilden
den grol3ten Anteil an Leukozyten im menschlichen Blut. Sie dienen als erste
Barriere gegen eindringende Krankheitserreger. Die Normalwerte liegen beim
Menschen bei 3500 — 9500 Leukozyten/ul, davon sind ungefahr 50-70 % Neutrophile
(Janeway, Lehrbuch der Immunologie). Bei der Maus (C57BL/6 Wildtyp-Mausen)
liegen die Normwerte der Leukozyten bei 2600 - 3500/ul, davon sind ungefahr 7,5 -
30 % Neutrophile (Jackson, Physiologisches Datenblatt).

Dem Wortstamm nach kommt Granulozyt aus dem Lateinischen fur granulum,

Kdrnchen und dem altgriechischen cytos, Hille.

Neutrophile Granulozyten sind stark granuliert. Die Granula enthalten Enzyme und
Proteine, welche an der Abwehr von Mikroorganismen beteiligt sind. Bei der

Phagozytose von Mikroorganismen kommt es zur Degranulation, danach sterben

3
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neutrophile Granulozyten rasch ab. Wenn sich dies zum Beispiel an der
Hautoberflache ereignet, kommt es zur Bildung von Eiter (Janeway, Lehrbuch der

Immunologie).

Eine der wichtigsten Komplikationen in der Krebstherapie, der fehlende
Abwehrschutz gegen eindringende Pathogene nach einer zytotoxischen
Chemotherapie wird als Neutropenie, d.h. Verminderung der neutrophilen

Granulozyten bezeichnet.

Abbildung 2 Neutrophiler Granulozyt

Neutrophiler Granulozyt des peripheren Blutes aus dem Blutausstrich einer C57BL/6 Maus. Der
Ausstrich wurde nach der Methode von Pappenheim gefarbt und mit der Vergrésserung (63x)

fotographiert.

Da Neutrophile die kirzeste Lebenszeit aller Blutzellen (nachdem sie aus dem
Knochenmark in den Blutstrom gelangt sind) haben, missen die Bildung und der
Turnover sehr dynamisch verlaufen. Es werden daher taglich bis zu 100 Milliarden
Neutrophile im Knochenmark nachgebildet (Dancey, Deubelbeiss et al. 1976;
Demetri and Griffin 1991).

Damit im Bedarfsfall gentigend neutrophile Granulozyten vorliegen muss es somit
einen Sensor geben, welcher die Produktion und Freisetzung der Neutrophilen aus
dem Knochenmark reguliert. Dieser Sensor kann zugleich eine Drehkreuzfunktion
einnehmen, indem er als Zahler fungiert und somit eine ganz spezielle Art von
Sensor darstellt. Dieser Drehkreuzmechanismus wurde zum ersten Mal 1991

vorgeschlagen (Demetri and Griffin 1991).
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Dabei wurde allerdings nicht die Lokalisation des Sensors geklart, weder auf
zellularer noch auf molekularer Ebene. Inzwischen wei3 man, dass sich dieser
Sensor nicht am Ausgang des Knochenmarks befindet, da die
Neutrophilenfreisetzung aus dem Knochenmark auch bei Adhéasionsmolekil-
defizienten Mausen, bei denen keine Neutrophile in die Peripherie transmigrieren

kénnen, funktioniert (Forlow, Schurr et al. 2001; Horwitz, Mizgerd et al. 2001).

Im Jahr 2005 beschrieben Stark et al. das aktuell gultige Modell eines neutrophilen
homoostatischen Feedback-Mechanismus in Adhasionsmolekul-defizienten Mausen.
Dieser Mechanismus ist abhangig von IL-17, IL- 23, T-Zellen und G-CSF.

Die Gruppe schlagt aus ihren erhaltenen Daten ein ,Drehkreuz® im
Gastrointestinaltrakt vor, da in ihrem beschriebenen Modell Neutrophile in den
Magen-Darm-Trakt transmigrieren und dort von Makrophagen und dendritischen
Zellen phagozytiert werden. Dies fuhrt zu einer Absenkung der IL-23 Produktion.

In Wildtypmausen wird das meiste IL-17 in den Mesenteriallymphknoten gebildet.
Zudem wird im Gastrointestinaltrakt, speziell im Dinndarm, das Immunsystem mit
Antigenen der endogenen bakteriellen Flora getriggert. Dies fuhrt zur Freisetzung

von IL-23 aus dendritischen Zellen und Makrophagen (Stark, Huo et al. 2005).

Allerdings wird in spateren Publikationen deutlich, dass dieser Mechanismus wohl so
nur in Adhasionsmolekiil-defizienten Mausen so stattfindet. Es konnte z.B. gezeigt
werden, dass die kurzzeitige Neutralisation von IL-17 mit Hilfe von Antikérpern die
Neutrophilenzahlen in Wildtypm&usen nicht verandern (Furze and Rankin 2008). Das
Fehlen von Makrophagen in den c-FLIP" LysM-cre Mausen fiihrt zur Neutrophilie
und einem Anstieg von G-CSF, aber nicht zu erhdhten IL-17 Spiegeln (Gordy, Pua et
al. 2011). Zudem verlauft die gesteigerte Granulopoese nach antikorper-vermittelten
Neutropenie, oder nach einer Entziindung mit dem Impfadjuvans Alum unabhéangig
von IL-17 (Cain, Snowden et al. 2011).

Daraus lasst sich schlieBen, dass es andere, redundante Regulationen der

Granulopoese gibt/geben muss.

Zusammengefasst sind die Hauptfaktoren der Regulation von peripheren
Neutrophilenzahlen die Produktion, die Freisetzung aus dem Knochenmark,

Margination und Abbau.
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1.3.2 Antikorper-induzierte Neutropenie-Modelle

Ly-6 Proteine gehoren zur Familie der GPI- Ankerproteine, von denen viele an der
Regulation der Aktivierung und Adhasion muriner und humaner Leukozyten beteiligt
sind (Fleming, Fleming et al. 1993). Ly-6G wird unter anderem auf murinen

Neutrophilen exprimiert (Fleming, Fleming et al. 1993).

Um eine neutrophile Depletion in Mausen in vivo zu erreichen, wurde bis vor einigen
Jahren hauptsachlich der Anti-Ly-6G Antikérper Klon RB6-8C5 eingesetzt
(Czuprynski, Brown et al. 1994; Bliss, Gavrilescu et al. 2001). Dieser Antikdrper
kreuzreagiert allerdings auch mit Ly-6C, welches auf Subpopulationen von
Monozyten, T- Zellen, dendritischen Zellen und Neutrophilen exprimiert wird.
Dadurch kommt es bei einer in vivo Depletion mit anti-Ly-6G/C Klon RB6-8C5 auch
zu einer Depletion von CD8 positiven T-Zellen (Matsuzaki, Tsuji et al. 2003).

Es wird beschrieben, dass die in vivo Depletion zu einem Verlust der neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten aus dem peripheren Blutstrom fihrt, aber nicht aus
Leber, Milz und Lunge (Goossens, Jouin et al. 1991) und auch nicht aus dem
Knochenmark (Ribechini, Leenen et al. 2009). Letztere Autoren machen dafir Mcl-1
verantwortlich. Neutrophile im Knochenmark exprimieren hohe Level von Ly-6C, Ly-
6G und Mcl-1. Mcl-1 wirkt dem pro-apoptotischen Effekt des Ly-6G Signalweges
entgegen. Der Mechanismus der neutrophilen Depletion ist Komplementsystem-
unabhéngige Cytotoxizitdtt und beinahe FcRezeptor-unabhéngig, da der
Mechanismus auch in FcR” Mausen funktioniert (Abbitt, Cotter et al. 2009; Cain,
Snowden et al. 2011).

Um eine spezifischere neutrophile Depletion zu erreichen, wird inzwischen haufig der
anti-Ly-6G Klon 1A8 eingesetzt, da er spezifisch Ly-6G bindet und somit nur zu einer
in vivo Depletion von neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut fuhrt (Fleming,
Fleming et al. 1993; Daley, Thomay et al. 2008).
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1.3.3 G-CSF (Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor)

G-CSF ist allgemein akzeptiert als wichtigster Faktor bei der Freisetzung und
Mobilisierung von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark und wird
klinisch zur Stammzellmobilisierung eingesetzt.

Es wurde Mitte der 1980er Jahre von Welte et al. entdeckt und kloniert (Welte,
Bonilla et al. 1987). Mit der Entdeckung und Charakterisierung dieses Faktors konnte

die Neutrophilen — Homdostase naher untersucht und verstanden werden.

Murines G-CSF ist ein hydrophobes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
22,4 kDa und einer Ladnge von 208 Aminosauren. Es ist O-Glykosyliert, besitzt 2

Disulfidbricken und gehort zur IL-6 Superfamilie (Swiss-Prot).

Nachfolgend die Aminosauresequenz von murinem G-CSF.

MAQLSAQRRMKLMALQLLLWQSALWSGREAVPLVTVSALPPSLPLPRSFLLKSLEQ
VRKIQASGSVLLEQLCATYKLCHPEELVLLGHSLGIPKASLSGCSSQALQQTQCLSQ
LHSGLCLYQGLLQALSGISPALAPTLDLLQLDVANFATTIWQQMENLGVAPTVQPTQ
SAMPAFTSAFQRRAGGVLAISYLQGFLETARLALHHLA

Abbildung 3 Aminosduresequenz von murinem G-CSF

Generell wird das Knochenmarkstroma als wichtigste Quelle fir G-CSF benannt. Es
ist jedoch nicht bekannt, welcher der kultivierbaren Stroma-Zellarten den quantitativ

wichtigsten Beitrag leistet (Panopoulos 2008, Watari 1994).

Weitere Experimente zeigten, dass Makrophagen aus dem Knochenmark in vitro
unter Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) G-CSF produzieren (Nishizawa,
Tsuchiya et al. 1990; Pradervand, Maurya et al. 2006; Panopoulos and Watowich
2008). Zudem ist bekannt, dass IL-17 einen upstream regulator fur G-CSF in vivo

darstellt (Fossiez, Djossou et al. 1996).

G-CSF defiziente- (gcsf-/-) oder G-CSF Rezeptor defiziente (gcsfr-/-) Mause sind
neutropen. Die Neutrophilenzahlen im peripheren Blut betragen nur ungefahr 15-30%

der Werte, die in Wildtyp-Geschwistertieren vorliegen. Die Anzahl an myeloischen

7
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Progenitorzellen im Knochenmark ist zudem signifikant erniedrigt (Lieschke, Grail et
al. 1994).

Rekombinantes, humanes G-CSF (Filgrastim) wird klinisch als Medikament fir den
Menschen eingesetzt. Zugelassen ist es zur Verkirzung der Dauer von
Neutropenien, zur Verminderung der Haufigkeit neutropenen Fiebers unter
Chemotherapie und zur Mobilisierung peripherer Blutstammzellen
(Produktmonographie Filgrastim HEXAL, HEXAL, 2010).

1.3.4 Regulation und Neutrophilenproduktion

Es gibt unterschiedliche Wege, wie die Regulation von G-CSF und die Produktion
von Neutrophilen ablaufen kann. Allgemein werden die Neutrophilenzahlen im
peripheren Blut nicht nur durch die Produktion bestimmt, sodern auch durch die
Freisetzung im neutrophilen Knochenmark bestimmt. Im steady-state befinden sich
nur 1-2% der reifen murinen Neutrophilen in der Zirkulation (Semerad, Liu et al.
2002). Die Freisetzung der Neutrophilen aus dem Knochenmark wird durch die
Interaktion von CXCL12 und CXCRA4 reguliert (Petit, Szyper-Kravitz et al. 2002).

Die Stimulation mit Zytokinen, z.B. G-CSF fuhrt zu einer verlangerten Lebensdauer
der Neutrophilen (Adachi, Kubota et al. 1994).

Zum einen konnen inflammatorische Stimulantien (z.B. LPS, TNFa und IL-1B) auf
Zielzellen wirken (Demetri and Griffin 1991). Dies induziert eine G-CSF Expression
Uber intrazellulare Signalmolekile wie NF-kB und C/EBPB (Dunn, Coles et al. 1994).

Bei G-CSF” Méausen sinkt die Anzahl der peripheren Neutrophilen auf 20 bis 30 %
von Wildtyp-Mausen. Die Gabe von G-CSF hebt den durch den knock-out
enstandenen Effekt bei den Neutrophilenzahlen auf. Bei Infektionen kommt es zu
einer gesenkten Neutrophilen- und Monozytensteigerung, im Vergleich zur Antwort in
G-CSF** Tieren (Lieschke, Grail et al. 1994).

Zum anderen kann die Signaltransduktion Uber den IL-17R von THj7-Zellen Uber die
Produktion von IL-17 aktiviert werden und dadurch zur Expression von G-CSF flhren
(Ye, Rodriguez et al. 2001). G-CSF kann weiterhin durch transkriptionale und post-

8
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transkriptionale Mechanismen reguliert werden (Ernst, Ritchie et al. 1989;
Falkenburg, Harrington et al. 1991).

Zirkulierende Neutrophile regulieren in einem negativen Feedback-Mechanismus die
Produktion von IL-23 und THj7-Zellen. Dies bildet einen Feedback-Mechanismus,
welcher die G-CSF Synthese kontrolliert ((Stark, Huo et al. 2005; Smith, Zarbock et
al. 2007; reviewed in (Panopoulos and Watowich 2008)).

Allerdings beschreiben diese Wege die Neutrophilen-Homdostase nicht in ihrem

kompletten Umfang.

1.3.5 Aktuelle Hypothesen zur Regulation der steady-state

Granulopoese

IL-17 und IL-23 gelten als wichtigste Zytokine bei der Regulation der Granulopoese
(Stark, Huo et al. 2005; Smith, Zarbock et al. 2007; Panopoulos and Watowich 2008).
Interleukine sind zu den Peptidhormonen gehdrende Zytokine, die von Leukozyten
produziert werden. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden bereits 37 Interleukine
identifiziert (Tete, Tripodi et al. 2012).

IL-17 gehdrt zu einer Zytokinfamilie mit den Untergruppen IL-17A-F und spielt eine
Rolle bei der Pathogenabwehr, bei inflammatorischen Erkrankungen und bei der
angeborenen und erworbenen Immunantwort (Pappu, Ramirez-Carrozzi et al. 2011).
IL-17 produzierende Zellen werden von IL-23 stimuliert. Dabei induziert IL-23 auch
die IL-17-Produktion in RAG-defizienten Mausen, welche keine B- oder T-Zellen
haben (Uhlig, McKenzie et al. 2006).

Gebildet wird IL-17 hauptsachlich von T-Zell-Subpopulationen wie TH;7-Zellen, NK T-
ahnliche Tn-Zellen und aktivierten CD4" ap-T-Zellen. Allerdings kénnen auch
myeloische Zellen IL-17 produzieren (Cua and Tato 2010).

Li et al. konnten in einem Modell einer akuten Nieren- Ischamie-Reperfusions-
Verletzung in Mausen zeigen, dass IL-23 die nachgeschalteten IL-17 vermittelnden
Signaltransduktionswege aktiviert. Dies fuhrte zu bekannten Veranderungen, wie der

Produktion von spezifischen Zytokinen und dem Rekrutieren von Neutrophilen. Das
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meiste des anfanglich freigesetzten IL-17 in der Niere wurde dabei allerdings nicht
von Lymphozyten, sondern von CD11b*Grl*- Zellen, also von myeloischen Zellen

produziert (Li, Huang et al. 2010).

Das zweite wichtige Zytokin, IL-23, ist ein Heterodimer, bestehend aus der
Untereinheit IL-23a und der Untereinheit IL-12B.
Verbunden sind diese Untereinheiten Uber eine Disulfidbriicke. Sezerniert wird IL-23

von dendritischen Zellen und Makrophagen (Oppmann, Lesley et al. 2000).

Die Arbeitsgruppe von Klaus Ley (Stark, Huo et al. 2005) beschrieb 2005 ein Modell
des momentan giltigen neutrophilen homdostatischen IL-17/IL-23 abhangigen
Feedback-Mechanismus in Adhésionsmolekil- (CD 18, E/P-Selektin, a, B, (LFA-1),

core2-glucosaminyltransferase (Core-2) und E/P/L-Selektin) defizienten Mausen.

Bei diesen Tieren konnten keine neutrophilen Zellen in das Gewebe transmigrieren.
Dadurch konnten apoptotische Neutrophile nicht durch Makrophagen und
dendritische Zellen phagozytiert werden. Dies hatte zur Folge, dass die Produktion

von IL-23 nicht gehemmt wurde.

In Adhéasionsmolekil-defizienten Mausen wird postuliert, dass Makrophagen und
dendritische Zellen IL-23 produzieren. Dies stimuliert T-Zell-Subklassen IL-17 zu
produzieren. Es kommt zu einem Anstieg von IL-17, zu einem Anstieg von G-CSF
und dadurch zu einer gesteigerten Granulopoese.

Somit kénnen mehr Neutrophile zirkulieren und ins Gewebe transmigrieren um spater

apoptotisch zu werden und phagozytiert werden zu kénnen (Stark, Huo et al. 2005).
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Abbildung 4 Vereinfachte Darstellung des Feedback-M  echanismus in Adhasionsmolekil-

defizienten Mausen

Dieser Feedback-Mechanismus (modifiziert nach Stark et al. (Stark, Huo et al. 2005)) hat nur

Gultigkeit in Adhasionsmolekil-defizienten Mausen.

1.3.6 Redundante Regulation der Granulopoese

Die Anzahl der Neutrophilen im peripheren Blut wird nicht nur durch die Produktion,
sondern auch durch die Freisetzung aus dem Knochenmark bestimmt. Im steady-
state zirkulieren nur 1-2 % der reifen Neutrophilen in der Peripherie (Semerad, Liu et
al. 2002). Die Freisetzung der Neutrophilen aus dem Knochenmark ,Egress” wird
dabei durch die Interaktion von CXCL12 und CXCR4 reguliert (Petit, Szyper-Kravitz
et al. 2002).

11
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In C-FLIP"™ Lys-M cre Mausen fehlen Makrophagen durch einen konditionalen
knock-out. Dies fuhrt zwar zu erhohten G-CSF Spiegeln und Neutrophilie, hat aber
keinen Einfluss auf den IL-17 Spiegel (Gordy, Pua et al. 2011). Auch die antikérper-
vermittelte Neutralisation von IL-17 hat keinen Einfluss auf die Neutrophilenzahlen
(Furze and Rankin 2008).

Die gesteigerte Granulopoese bei der antikoérper-induzierten Neutropenie oder der
Entzindung mittels Alum wurde als unabhangig von IL-17 beschrieben (Cain,
Snowden et al. 2011). Alum (hydratisiertes Kalium-Aluminiumsulfat) wird haufig als
Adjuvans in der Produktion von Impfstoffen eingesetzt.

Verkompliziert wird die Klarung der Rolle von IL-17 durch die vielen Syntheseorte,
die IL-17 aufweist und somit IL-17 sowohl eine Rolle in der angeborenen, als auch in

der erworbenen Immunantwort spielen lasst.

1.4 Bakterielle Einflisse

1.4.1 Emergency and steady-state Granulopoese

Es ist bekannt, dass die bakterielle Besiedlung die Entwicklung der angeborenen und
erworbenen Immunabwehr beeinflusst. Bei der emergency Granulopoese, welche im
allgemeinen Sprachgebrauch die Granulopoese bei einer akuten Infektion darstellt,
findet die Vermittlung durch mikrobielle Komponenten statt. Sie wurde bereits
ziemlich genau charakterisiert  (Basu, Hodgson et al. 2000); (reviewed in
(Panopoulos and Watowich 2008)).

Erstmalige Erwahnung fand sie bei der experimentellen, intraperitonealen Infektion
von G-CSF/GM-CSF defizienten Mausen mit Hefen (Candida albicans), welche als
Antwort eine starke Neutrophilie zeigten (Basu, Hodgson et al. 2000). Die emergency
Granulopoese wird dabei als unabhangig von G-CSF und GM-CSF beschrieben
(Basu, Hodgson et al. 2000).

12
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Seit der ersten Beschreibung wird versucht, die Unterschiede zwischen der
Granulopoese im Infektionsfall und der Granulopoese im steady-state zu beschreiben

und zu charakterisieren.

Die konzeptionellen Unterschiede zwischen der emergency Granulopoese und der
Hamatopoese im steady-state werden durch C/EBP dargestellt. C/EBP gelten als
wichtige Regulatoren der Granulopoese.

C/EBPa gilt als Hauptregulator der steady-state Granulopoese. Dies wurde durch
C/EBPa” Mause festgestellt. Diese Mause besitzen keine Granulozyten, da die
Granulozytenbildung durch eine Blockade auf dem Differenzierungsstand der CMP-
Zellen verhindert wird (Zhang, Zhang et al. 1997; Zhang, lwasaki-Arai et al. 2004).
Nach der Differenzierung von CMP zu GMP wird C/EBPa allerdings nicht mehr fur
die Entwicklung reifer Granulozyten bendtigt, da die Zytokine ab diesem Zeitpunkt
abhangig von C/EBPf sind. C/EBPQ ist essentiell fir die emergency Granulopoese.
Das Fehlen von C/EBPf spielt jedoch keine Rolle in der steady-state Granulopoese
(Screpanti, Romani et al. 1995). Eine neuere Publikation zeigt allerdings, dass
sowohl C/EBPa als auch C/EBP eine Rolle bei der Differenzierung und Produktion

von Neutrophilen im Infektionsfall spielen (Cain, Snowden et al. 2011).

1.4.2 Keimfreie Versuchstierhaltung

Die Besiedlung mit bakterieller Flora spielt eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung des Immunsystems im Magen-Darm-Trakt. Peptidoglykane, die von
kommensalen Bakterien produziert werden, kdnnen in die Peripherie austreten und
zu einer gesteigerten Reifung von Neutrophilen in einer NOD 1 (nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 1) abhangigen Weise fihren (Clarke,
Davis et al. 2010).

Im Allgemeinen leben Mause in einer Versuchstierhaltung in SPF-Haltung. Allerdings
sind sie nicht frei von bakterieller Besiedlung. Das wird nur bei sogenannten
keimfreien (germ-free) Mausen erreicht.

Diese Tiere werden entweder durch Kaiserschnittgeburt oder durch Embryotransfer
in keimfreie Empfangermause generiert, in speziellen, keimfreien Isolatoren zur Welt

gebracht, dort aufgezogen und gehalten (Inzunza, Midtvedt et al. 2005). Diese Tiere
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unterscheiden sich durch ihre spezielle Haltung zu Tieren des gleichen Stammes in
SPF-Haltung. Keimfrei gehaltene Tiere haben zum Beispiel veranderte
Proteingrundspiegel im Plasma, unterschiedliche Morphologien des
Gastrointestinaltraktes und zum Teil andere Immunantworten auf eindringende
Pathogene im Vergleich zu Tieren in SPF-Haltung (Smith, McCoy et al. 2007).

Als Beispiel wurde bei Ratten, welche keimfrei gehalten werden, eine im Vergleich
mit SPF gehalten Ratten um 90 % reduzierte Anzahl an Neutrophilen im peripheren
Blut gefunden (Ohkubo, Tsuda et al. 1999). Zudem sind diese Tiere nicht vollstandig
entwickelt und haben durch den Mangel an Kontakt mit Bakterien funktionelle
Defizite in fast allen Organen und auch in der Immunitat, z.B. durch ein reduziertes
lymphatisches System und kleinere Mesenteriallymphknoten (Smith, McCoy et al.
2007).

Ein mogliches Drehkreuz zur Regulation der Neutrophilen-Homdoostase im
Gastrointestinaltrakt sollte von daher kaum benutzt werden, da Neutrophile durch das
Fehlen von kommensalen Bakterien keinen Grund haben sollten, in den Magen-

Darm-Trakt zu wandern um dort eindringende Pathogene zu bekampfen.

1.4.3 Toll-Like Rezeptoren

Das Toll Protein wurde urspringlich in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
identifiziert. Mitte der 1990er Jahre wurde der erste Toll-Like Rezeptor (TLR)
entdeckt. TLRs werden auf Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert und
von Strukturmotiven auf Bakterien, Viren und Pilzen, sogenannten pathogen-
associated molecular pattern (PAMPs) stimuliert (Medzhitov and Janeway 2002,
Akira, Uematsu et al. 2006). Es wurden bisher 10 TLR im Menschen identifiziert und
13 TLR in der Maus. Diese TLRs haben jeweils unterschiedliche Liganden (Gordon
2002; Takeda and Akira 2004; McCoy and O'Neill 2008).

TLRs spielen eine zentrale Rolle in der Initierung von Immunantworten gegen eine
Anzahl von Pathogenen. Allerdings wurde im Laufe der Zeit klar, dass auch andere
pattern-recognition Receptors (PPRs) wie z.B. NOD- like Rezeptoren bei der
Erkennung von PAMPs eine Rolle spielen ((Inohara, Ogura et al. 2001); reviewed in
(Kawai and Akira 2011)).
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TLR 1, 2, 4, 5 und 6 sind an der Zelloberflache lokalisiert und erkennen
hauptsachlich mikrobielle Membrankomponenten. TLR 3, 7, 8 und 9 sind hingegen in
intrazellularen Vesikeln exprimiert und erkennen dort Nukleinsduren (Janeway,

Lehrbuch der Immunologie; (Blasius and Beutler 2010)).

Einer der wichtigsten und bekanntesten Toll-Like Rezeptoren ist TLR 4, welches ein
Sensor fiur LPS und damit fir gram-negative Bakterien ist. Dies hat die Gruppe um
Beutler durch Versuche mit C3H/HeJ-Mausen gezeigt, welche eine Spontanmutation
(loss-of-function) im TLR4 Gen haben (Poltorak, He et al. 1998). Durch diese
Mutation wird bei den Tieren die Immunantwort auf LPS gestért (Poltorak, He et al.
1998) (reviewed in (Kawai and Akira 2011)).

Die LPS-Stimulation l&uft Gber Interaktionen mit unterschiedlichen Proteinen: LPS
bindendes Protein, CD14, MD-2 und TLR4 (Gioannini and Weiss 2007).
Nach der LPS-Erkennung wird TLR 4 oligomerisiert und interagiert mit Toll-

interleukin-1 Rezeptor Domanen (TIR Domanen).

Es gibt 5 verschiedene TIR-Domane enthaltende Adaptorproteine: MyD88 (myeloid
differentiation primary response gene 88), TIRAP (TIR domain-containing adaptor
protein), TRIF (TIR domain —containing adaptor inducing IFN-B), TRAM (TRIF-related
adaptor molecule) und SARM (sterile a and HEAT-Armadillo motifs-containing
protein) (Fitzgerald, Rowe et al. 2003; O'Neill and Bowie 2007; Lu, Yeh et al. 2008).

Die Adaptorproteine MyD88 und TRIF sind zustandig fur die Signalweiterleitung bei
TLR. Bei TLR 4 existieren ein MyD88-abhéngiger und ein MyD88-unabh&ngiger,
dafur TRIF-abhangiger Signalweg. Der MyD88-abhangige Pathway ist verantwortlich
fur die proinflammatorische Zytokinproduktion, wahrend der MyD88-unabhangige
Weg die Induktion von Typ | Interferonen z.B. IFNB und Interferon-induzierten Genen
vermittelt z.B. IRF-3 (Lu, Yeh et al. 2008).
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1.4.4 MyD88- abhangiger und MyD88-unabhéangiger (TRIF-abhangiger)
Pathway

MyD88 wurde zum ersten Mal 1990 beschrieben (Lord, Hoffman-Liebermann et al.
1990) und ist ein im Zytoplasma lokalisiertes Adaptorprotein (Homodimer) mit 296
Aminosauren. Es kann aber auch mit TIRAP ein Heterodimer bilden. Es gibt zwei

Isoformen, die jeweils in verschiedenen Geweben exprimiert sind.

TRIF ist ein Adaptorprotein welches von den Rezeptoren TLR 3 und 4 verwendet
wird. TRIF liegt als Homodimer vor und wird auch als Ticam-1 bezeichnet. Die
Sequenz ist 732 Aminosauren lang und kann mit TIR Domanen interagieren
(Yamamoto, Sato et al. 2003).

L vl |
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Pathway Pathway

Abbildung 5 TLR 4 vermittelter Signaltransduktionsw eg

TLR4 kann sowohl Gber den MyD88 abhéangigen, als auch tber den MyD88-unabhangigen, daftr
TRIF-abhangigen Signalweg vermittelt werden. Bei dem Weg tber MyD88 wird NFkB aktiviert, bei
dem TRIF-abhangigen Weg wird IFN aktiviert.
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MyD88 wird von allen TLR (ausgenommen TLR 3) und den Mitgliedern der IL-1
Rezeptorfamile verwendet. Es Ubertragt Signale die zur Aktivierung von NF-kB und
MAP-Kinasen fihren und dient zur Induktion von inflammatorischen Zytokinen ((Lord,
Hoffman-Liebermann et al. 1990; Zhang, Kirschning et al. 1999); reviewed in (Kawai
and Akira 2011)).

TLR 3 und TLR 4 verwenden TRIF als alternativen Signalweg. Dies fihrt zu einer
Aktivierung von NF-kB und IRF-3 und zur Induktion von IFN Typ 1 sowie zur
Produktion inflammatorischer Zytokine (Yamamoto, Sato et al. 2003; Kawai and Akira
2011).

Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen exprimieren TLRs und kénnen durch
LPS in vivo und in vitro aktiviert werden (Scumpia, Kelly-Scumpia et al. 2010). Eine
Infektion mit E.coli fihrt zu einem Anstieg der LSK-Zellpopulation, welche bekanntlich
stark angereichert mit HSC sind und zu einem Anstieg der Neutrophilenzahlen.

Eine Injektion von LPS in Wildtypméause fuhrt zu einer 8-9 fachen Expansion der
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen. In C3H/HeJ Méausen kam es bei
den oben beschriebenen Versuchen zu keinen Veranderungen. Dies unterstreicht die
Abhangigkeit von TLR4 (Scumpia, Kelly-Scumpia et al. 2010).

Auch kam es zu kleineren Veranderungen in den LSK-Zellzahlen bei MyD88™, TRIF™"
und C3H/HeJ Mausen, welche mit LPS behandelt wurden. Daraus lasst sich
schlieBen, dass TLR4, MyD88 und TRIF eine Rolle bei der Vermittlung des LPS-

Signals an das HSPC Kompartiment spielen kdnnten.

Zusammengefasst zeigten Scumpia et al. eine Erhéhung der HSPC Zahlen nach
Gabe von LPS, die sowohl abhéangig von TLR4 als auch von MyD88 und TRIF ist
(Scumpia, Kelly-Scumpia et al. 2010). Sie schlugen einen Sensor im Knochenmark
vor, der feststellt ob eine Hypozellularitdt im Knochenmark auftritt oder ob die
Neutrophilen im Knochenmark sinken. Dieser Sensor soll in Folge dessen die

Bildung von Granulozyten induzieren.
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1.5 Zielsetzung

Die Neutrophilen-Homoostase im steady-state ist im Vergleich zur Regulation von
Erythrozyten und Thrombozyten noch nicht vollstandig verstanden. Bei Erythrozyten
reguliert der Sauerstoffpartialdruck die renale Erythropoietin (EPO) -Produktion und
somit die Erythropoese ((Beru, McDonald et al. 1987); reviewed in (Jelkmann 2011)).
Bei den Thrombozyten ist der Thrombopoietin-Spiegel abhangig von der Masse
thrombopoetischer Zellen ((Scheding, Bergmann et al. 2002; reviewed in
(Kaushansky 2009)). Bei Neutrophilen ist der Weg noch nicht komplett verstanden,
man weil} allerdings, dass G-CSF eine grof3e Rolle bei der Neutrophilenfreisetzung
aus dem Knochenmark spielt.

Untersuchungen zur Neutrophilen-Homoostase und die Suche nach einem Sensor
fur die Neutrophilenregulation und -freisetzung war Teil der vorliegenden
Dissertation. Zudem wurde die Abh&ngigkeit der homoostatischen Regulation von
kommensalen Bakterien untersucht sowie die Signalweiterleitung Uber Toll Like

Rezeptoren, speziell TLR4.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

2.1.1.1 Allgemeine Reagenzien

100 bp DNA Ladder

Invitrogen

Darmstadt, Deutschland

16 % Formaldehyde (w/v) -

Methanol frei

Pierce, Perbio

Rockford, USA

Ampli Taq DNA Polymerase

Applied Biosystems

Darmstadt, Deutschland

Bouins Solution Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
BSA Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Richard Allan Braunschweig,
Decalcifizierungslésung Scientific Deutschland
EDTA-L6sung (0,5M) FLUKA Steinheim, Deutschland
GelRed TM Biotrend KdIn, Deutschland
LPS from E.coli Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
May-Grinwald Lésung Merck Darmstadt, Deutschland
Oligo dT23 Primers Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Oligonucleotide Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Orange G Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
PBS w/o Ca“* /Mg PAA Célbe, Deutschland
QIA Shredder Qiagen Hilden, Deutschland
RNAse Out Invitrogen Darmstadt, Deutschland
Rneasy Mini Kit Qiagen Hilden, Deutschland
Superscript || Reverse
Transkriptase Invitrogen Darmstadt, Deutschland
dNTP Lonza Basel, Schweiz
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GibcolLife

Trypsin technologies GmbH Darmstadt, Germany
Gibcol/Life

MEM-Medium technologies GmbH Darmstadt, Germany
GibcolLife

L-Glutamin technologies GmbH Darmstadt, Germany
Gibcol/Life

Anti-Anti technologies GmbH Darmstadt, Germany
Gibcol/Life

Natriumpyruvat technologies GmbH Darmstadt, Germany

Primer Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

2.1.1.2 Antikorper

2.1.1.2.1FACS- Antikorper

Alle FACS- Antikdrper wurden insofern nicht anders beschrieben von ebioscience,

Frankfurt am Main, Deutschland bezogen.

Sca-1 PE

c-kit- APC

Gr-1- PE

CD135- PECy5

CD19- eFluor 450

CD34- eFluor 450

CD127- eFluor 450

B220- FITC

CD3- PE

CD16/32- PECy5

CD49b- APC

CD11b- APC

CD16/32- FITC
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CD127- biotin

CD335- FITC

Streptavidin-APC

Streptavidin- PECy7

lineage depletion cocktail
(biotinyliert)

BD Biosciences

Heidelberg, Deutschland

2.1.1.2.2In vivo Antikdrper

anti- Ly-6G (clone 1A8) BioXCell West Lebanon, NH, USA
anti- Ly-6G (clone RB6-8C5) |BioXCell West Lebanon, NH, USA
anti- NK1.1 (clone PK136) BioXCell West Lebanon, NH, USA

Anti- G-CSF (Mab414)

RnD Systems

Wiesbaden, Deutschland

2.1.1.3 ELISA

Mouse M-CSF Quantikine
ELISA

RnD Systems

Wiesbaden, Deutschland

Mouse IL-17 Quantikine ELISA

RnD Systems

Wiesbaden, Deutschland

Mouse G-CSF Quantikine
ELISA

RnD Systems

Wiesbaden, Deutschland

Mouse IL-23 Quantikine ELISA

RnD Systems

Wiesbaden, Deutschland

2.1.1.4 Puffer

MACS-Puffer:

500 ml PBS w/o Ca** Mg**
2 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)

2,59 BSA

sterilfiltriert, Lagerung bei 4 T
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Blutentnahmepuffer:
PBS + 1% BSA + 5,475 uM EDTA
sterilfiltriert, Lagerung bei 4t

Ammoniumchloridpuffer:
0,8% NH,4CI in Aqua bidest
0,1 mM EDTA
gepuffert mit KHCO3 auf pH 7,4
sterilfiltriert, Lagerung bei 4C

TBE-Puffer fir Gelelektrophorese (10 x)

=> zur Elektrophorese 1 x in Aqua bidest verdiinnt eingesetzt

107,8 g TRIS
55 g Borsaure
7,44 g EDTA-Dinatrium-Dihydrat
aufgefullt auf 1 | mit Aqua bidest

2.1.2 Gerate

Abzug Waldner Wangen, Deutschland
BD

BD FACS Aria™ II Biosciences Heidelberg, Deutschland
BD

BD FACS Canto Il Biosciences Heidelberg, Deutschland

Biofuge fresco Heraeus Hanau, Deutschland

Countess Invitrogen Darmstadt, Deutschland

ELISA Reader TECAN Crailsheim, Deutschland

Eppendorf Multipette stream Eppendorf Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research Plus 0,5 - 10 pl Eppendorf Hamburg, Deutschland
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Eppendorf Research Plus 10 - 100 pl Eppendorf Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research Plus 10 - 200 pl Eppendorf Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research Plus 100 - 1000 ul | Eppendorf Hamburg, Deutschland
Bergisch Gladbach,

Gentle MACS Miltenyi Deutschland

Inkubator HERA Cell Heraeus Hanau, Deutschland
Ochsenhausen,

Kihlschrank Liebherr Deutschland
Grenzach-Whylen,

Light Cyler LC480 Roche Deutschland

Megafuge 1. OR Heraeus Hanau, Deutschland

Mikrowelle LG Willich, Deutschland

Integra

Pipetboy acu Biosciences Chur, Schweiz

Schittler Polymax 1040 Heidolph Schwabach, Deutschland

Sterilbank HERA safe Heraeus Hanau, Deutschland

Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg, Deutschland

Integra

Vacusafe Biosciences Chur, Schweiz

Waage Kern Roth Karlsruhe, Deutschland

Wasserbad Memmert Schwabach, Deutschland

ADVIA 120 Bayer Leverkusen, Deutschland

Gelkammer PEQLAB Erlangen, Deutschland

Spannungsgerat Power Pac 300 Bio-Rad Minchen, Deutschland

Mikroskop HBO 50 Zeiss Oberkochen, Deutschland

Mastercycler Gradient Eppendorf Hamburg, Deutschland

Nanodrop PEQLAB Erlangen, Deutschland
Ochsenhausen,

Gefrierschrank -20C Liebherr Deutschland

Gefrierschrank -80C SANYO Munchen, Deutschland
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2.1.3 Verbrauchsmaterial

Combitips Biopur 25 ml Eppendorf Hamburg, Deutschland
Combitips Biopur 5 ml Eppendorf Hamburg, Deutschland

Greiner bio- | Frickenhausen,
Falconréhrchen 15 ml one Deutschland

Greiner bio- | Frickenhausen,
Falconrohrchen 50 mi one Deutschland

Miltenyi Bergisch Gladbach,
Gentle MACS C-tubes Biotech Deutschland

Greiner bio- | Frickenhausen,
Gewebe-Kulturflaschen 75 cm? one Deutschland
Gewebe-Kulturschale Polystyrol PS Greiner bio- | Frickenhausen,
16/60 mm one Deutschland
Handschuhe Micro-Touch Ansell Tamworth, UK

Objekttrager Superfrost

Langenbrinck

Emmendingen,

Deutschland

Pipette serologisch Advant. 10 ml BD Falcon Frankin Lakes, USA
Pipette serologisch Advant. 2 mi BD Falcon Frankin Lakes, USA
Pipette serologisch Advant. 25 ml BD Falcon Frankin Lakes, USA
Pipette serologisch Advant. 5 mi BD Falcon Frankin Lakes, USA
Pipette serologisch Advant. 50 ml BD Falcon Frankin Lakes, USA
Greiner bio- | Frickenhausen,
Pipettenspitzen blau 100-1000 pl one Deutschland
Greiner bio- | Frickenhausen,
Pipettenspitzen gelb 10-200pl one Deutschland
Hessisch Oldendorf,
Pipettenspitzen weiss 0,5-10ul Biozym Deutschland
Greiner bio- | Frickenhausen,
ReaktionsgefalRe 1,5 ml one Deutschland
Rohrchen 12x75 steril 5 ml, Falcon BD Falcon Frankin Lakes, USA
Spritze Insulin 1,0 ml mit Kanule BD Falcon Frankin Lakes, USA
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Sterilfilterspitzen 100-1000 pl Biozym Hessisch Oldendorf,
Deutschland
Hessisch Oldendorf,
Sterilfilterspitzen 10-100 pl Biozym Deutschland
Hessisch Oldendorf,
Sterilfilterspitzen 1-10 pl Biozym Deutschland
Zellsieb 40 um, steril BD Falcon Frankin Lakes, USA
Hirschmann
Kapillaren 9 pl Laborgerate |Eberstadt, Deutschland
Hirschmann
Hamatokrit Einmalkapillaren 60 pl Laborgerate |Eberstadt, Deutschland
Microvette 300 Li-Heparin Sarstedt Numbrecht, Deutschland
Microvette 500 EDTA Sarstedt Numbrecht, Deutschland
Kimberley
Nitrilhandschuhe Clark Weinheim, Deutschland
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2.2 Methoden
2.2.1 Tiere

Um die Regulation der Neutrophilen-Homoostase im nichtinfektiosen Mausmodell in
vivo zu untersuchen, wurden unterschiedliche Mausestamme mit verschiedenen
Rassen eingesetzt.

Als  Wildtypméuse wurden C57BL/6 Mause (Jackson) verwendet, als
immundefizienter Stamm NOD.Cg-Prkdc®®™ 112rg"™*"/SzJ (NSG) Mause. Weiter
wurden C3H/N, C3H/Hel, C3H/HeJ/TLR2-KO, MyD88", TRIF", TLR4" und
keimfreie (GF) C57BL/6 Mause eingesetzt.

Mausestamm Background

C57BL/6 Wildtyp

keimfreie C57BL/6 C57BL/6 Frei von kommensalen Bakterien

TLR4” C57BL/6

MyD88™" C57BL/6

TRIF” C57BL/6

NSG Immundefizient, keine B-/T- und NK-Zellen

C3H/N Wildtyp

C3H/HeJ C3H Punktmutation im TIr4-Gen, loss-of-function

C3H/HeJ/ TLR2-KO | C3H Punktmutation im TIr4-Gen, loss-of-function und
TLR2-KO

Die Tiere wurden in geregelten Tag- und Nachtzyklus gehalten, mit Futter und
Trinkwasser ad libitum. Die Haltung der Tiere erfolgte in den Tierhaltungen der
Universitatsklinik Tubingen.

2.2.2 Antikorper-induziertes Neutropenie -Modell

Um ein Antikdrper-vermitteltes neutropenes Mausmodell zu generieren, wurden

Mause fur 8 Tage mit anti-Ly-6G-Antikdrpern depletiert.
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Die zu verwendende Dosis und Applikationszeitpunkte wurden dabei titriert. Die
optimalen Dosen fur die Versuche waren: anti-Gr-1 (Klon RB6-8C5), 500 ug alle 48 h
I.p.; Dosis fir Klon 1A8: 1 mg alle 36 h.

Um Infektionen zu vermeiden wurde fiur die Dauer der Versuche Amoxicillin

(Amoxanil 200F) ins Trinkwasser gegeben.

2.2.3 Weitere in vivo Modelle

2.2.3.1 Applikation von rh-G-CSF

n = 5 C57BL/6 Mause wurden taglich mit 300 pug pro kg Korpergewicht rh-G-CSF
(Filgrastim) s.c. behandelt (Petit, Szyper-Kravitz et al. 2002). Nach 5 Tagen wurden

die Tiere geopfert und analysiert.

2.2.3.2 NK- Zelldepletion

NK-Zellen wurden in n = 5 C57BL/6 Méausen durch tagliche Applikation von 300 pg
anti-NK1.1 Klon PK136 (BioXCell, West Lebanon, NH, USA) i.p. depletiert. Nach 7
Tagen wurden die Tiere geopfert und das Knochenmark und das Plasma analysiert.

2.2.3.3 LPS-Injektion

n =5 C57BL/6 Wildtyp-Mause wurden 5 Tage alle 36 h mit 2 EU LPS (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) i.p. behandelt. Dies entsprach der maximalen Dosis LPS,
welche in den eingesetzten in vivo Antikdrpern laut Datenblatt der Firma vorliegen

konnte. Danach wurden die Tiere geopfert und analysiert.

2.2.3.4 anti-G-CSF Behandlung mit gleichzeitiger Neutrophilendepletion

Um zirkulierendes G-CSF im peripheren Blut zu neutralisieren, wurden n = 8
C57BL/6 Mause mit 10 pg anti-G-CSF (Mab 414, RnDsystems, Wiesbaden,
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Deutschland) taglich i.p. injiziert. Um gleichzeitig eine antikdrper-induzierte
Neutropenie zu erzeugen, wurde bei n = 4 Tieren je 1 mg anti-Ly-6G Klon 1A8 i.p.
appliziert bzw. 500 ul PBS bei den Kontrolltieren. Nach 8 Tagen wurden die Tiere
geopfert und das Knochenmark auf Progenitorebene durchflusszytometrisch

untersucht.

2.2.4 Transfusion von Neutrophilen

Das periphere Blut von C57BL/6 Mausen, welche entweder zuvor mit rh-G-CSF
stimuliert wurden (Petit, Szyper-Kravitz et al. 2002) oder unstimuliert waren, wurde
durch retrobulbéares Ausbluten mit heparinisierten Kapillaren in EDTA-ROhrchen
gewonnen. Das Blut wurde anschlie3end 1:2 mit sterilem PBS verdinnt. In ein 15 ml
Falcon wurden 3 ml Histopaque 1119 vorgelegt und vorsichtig mit 3 ml Histopaque
1077 Uberschichtet.

Auf diese Zuckerldsungen wurden 6 ml verdiinntes Blut geschichtet und der Ficoll bei

2000 rpm, 30 min bei ausgeschalteter Bremse zentrifugiert.

Es bildeten sich drei Schichten. In der obersten Interphase befinden sich
mononukleédre Zellen, in der unteren Interphase Granulozyten und Erythrozyten. Die
Schicht zwischen den Interphasen und die untere Interphase wurden mit einer
Stangenpipette abgenommen und mit PBS auf 50 ml aufgefillt um die Zuckerldsung
zu verdunnen. Die Zellen wurden bei 300 g fur 8 min abzentrifugiert und im
Anschluss nochmals mit PBS gewaschen und abzentrifugiert.

Das Zellpellet wurde in 500 pl PBS aufgenommen und je Maus 3,5 x 10°
Granulozyten transfundiert. Die Reinheitskontrolle erfolgte im FACS mit der Farbung
auf CD11b und Gr-1 doppeltpositive Zellen.

Direkt vor der Transfusion wurde den Empfangermdusen Blut fir eine
durchflusszytometrische Bestimmung, fir ein Differentialblutbild und Plasma
abgenommen. Dadurch wurde die Neutrophilenzahl im Blut der Empfangermause
bestimmt. Diese Zellzahl wurde mit den Werten 24 h nach Transfusion (am
Analysenzeitpunkt), die mit Hilfe der gleichen Parameter bestimmt wurden,

verglichen.
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2.2.5 Transplantation von Knochenmark

Fur die allogene Transplantation von Knochenmark aus Wildtyp-Mause in Wildtyp-
Mause wurden die Empfangermause am Morgen der Transplantation mit 0,9 Gy im
gamma-Strahler bestrahlt. Die Spenderméause des gleichen Stammes wurden getotet
und die Knochenmarkzellen aus den Femura und Tibiae mit MACS-Puffer gespiilt.
Die Wirbelsdulen wurden ebenfalls prapariert, in kleine Stlicke geschnitten und

anschlielRend mit Morser und Pistill zerrieben.

Die gewonnenen Zellen wurden vereinigt, durch ein 40 um Zellsieb filtriert um
Knochenstlicke zu entfernen und zweimal mit PBS gewaschen (Zentrifugation 300g,
7 min). Danach wurden die Zellen in PBS aufgenommen und im Volumen von 200 pl
in die Empfangermause transplantiert. Nach 4 Wochen war das Engraftment der
Knochenmarkzellen abgeschlossen und die Tiere wurden fir 8 Tage neutrophil
depletiert, im Anschluss geopfert und analysiert.

2.2.6 Herstellung von Blutplasma aus murinem peripheren Blut

Das mit einer heparinisierten Kapillare retrobulbar aus dem Auge gewonnene Blut
wurde in einem Sarstedt EDTA- oder Heparin-Réhrchen aufgefangen. Innerhalb von
30 min nach Entnahme wurde das Blut in Eppendorfcups pipettiert und in einer
Tischzentrifuge bei 6000 rpm (2200 g) fur 10 min bei RT abzentrifugiert. Das
gewonnene Plasma wurde abgenommen, in ein neues Eppendorfgefald tGberfihrt

und bis zur weiteren Verwendung bei -80 T eingefro ren.

2.2.7 Differentialblutbild

Zur Bestimmung der Anzahl der Leukozyten und weiterer Blutzellen aus dem
peripheren Blut von Mausen wurde bei jeder Blutabnahme ein Differentialblutbild
erstellt. Dafur wurden nach Betdubung der Maus mit einer heparinisierten Kapillare

retrobulbar 60 pul Blut abgenommen und in ein Eppendorfgefal3, in dem sich 180 pl
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Blutentnahmepuffer (PBS, 1% BSA, 5,45 uM EDTA) befanden gegeben. Das Blut
und der Puffer wurden gut gemischt und im automatischen Cell Counter ADVIA2120

gemessen.

2.2.8 Aufreinigung von Blut ftr die FACS-Farbung

Zur Erythrozytenlyse wurden 50 pl Blut in ein 15 ml Falcon-Réhrchen gegeben und
mit 2 ml eisgekuhltem Ammoniumchloridpuffer durch vortexen gemischt. Dann wurde
das Blut auf Eis fur 10 min unter Schutteln inkubiert. Das Blut wurde 6 min, 300g
abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde erneut mit 1 ml
Ammoniumchloridpuffer lysiert und 6 min auf Eis geschuttelt, anschlieRend 6 min bei
300g abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet im Anschluss mit
10 ml PBS gewaschen.

Nach erneutem Abzentrifugieren (6 min, 300g) wurden die Zellen in 200 pl MACS-
Puffer fir die FACS-Farbung aufgenommen. Meist wurden 2 Panels geféarbt: Panel 1
um die unterschiedlichen Lymphozyten zu differenzieren: (Zugabe von 1 pl CD3-PE,
1 pl DX5-APC, 1ul B220-FITC). Panel 2 wurde gefarbt um die Granulozyten und
Monozyten/Makrophagenpopulation zu unterscheiden (1ul Grl-PE, 1 pl CD11b-APC
und 1 ul CD16/32-FITC).

2.2.9 Aufreinigung der Milz

Bei der Maus wurde fir die Entfernung der Milz das Bauchfell eréffnet und die Milz
vorsichtig herausprapariert. Die Milz wurde gewogen und im Anschluss in ein gentle-
MACS C-Roéhrchen, in dem sich 4 ml eisgektihlter MACS-Puffer befanden gegeben.
Die Milz wurde im gentleMACS und dem Programm mouse spleen 1 zerkleinert. Falls
sich viel Schaum gebildet hatte, wurde das Rohrchen kurz abzentrifugiert.

Die Zellsuspension wurde tber ein 40 um Filter in ein 50 ml Falcon pipettiert, bei
300g fur 7 min abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml
MACS-Puffer aufgenommen. Um die Erythrozyten zu lysieren wurden 9 ml

eisgekuhlter Ammoniumchloridpuffer zugegeben und unter leichtem Schutteln 30 sec
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lysiert. Die Lyse wurde sofort im Anschluss durch Zugabe von 40 ml MACS-Puffer
gestoppt.

Danach wurde das Rohrchen bei 300g fiir 7 min abzentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet erneut in 20 ml MACS-Puffer gewaschen. Im Anschluss
wurden die Zellen zur FACS-Farbung in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen und in der
Verdinnung 1:10 gezabhilt.

Dann erfolgte eine FACS-Farbung von je 1 Mio. Zellen in 100 pl MACS-Puffer um die
unterschiedlichen Lymphozyten zu differenzieren (Zugabe von 1 pl CD3-PE, 1 pl
DX5-APC, 1l B220-FITC) oder um die Granulozyten und
Monozyten/Makrophagenpopulation zu unterscheiden (1ul Grl-PE, 1 pl CD11b-APC
und 1 pl CD16/32-FITC).

2.2.10 Aufreinigung von Knochenmark zur Depletionsanalyse

2.2.10.1 Aufarbeitung der Knochenmarkzellen

Die Femura und Tibiae aus beiden Hinterlaufen der Maus wurden entnommen und in
eine Petrischale mit MACS-Puffer gelegt. Dabei ist es wichtig, dass die Knochen
nicht austrocknen. Als néchster Schritt wurden die Knochenkdpfe mit einer Schere
abgeschnitten und die Rohrenknochen durch spilen mit einer Insulinspritze vom
Knochenmark befreit. Die Knochenmarkzellen wurden durch auf- und abpipettieren
vereinzelt und durch einen 40 um Filter in ein 50 ml Falcon-Rdhrchen filtriert.

Die Zellen wurden fur 7 min bei 300 g abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Das Zellpellet wurde in 1 ml gekihltem MACS-Puffer aufgenommen und zur
Erythrozytenlyse mit 9 ml kaltem Ammoniumchloridpuffer versetzt. Die Lyse erfolgte
fur 10 min unter Schutteln auf Eis. Anschlieend wurden die Zellen in der
vorgekiihlten Zentrifuge (4C) abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen.

Nach erneutem Abzentrifugieren wurde das Zellpellet in 1 ml MACS-Puffer
aufgenommen, gezahlt (Verdinnung 1:10) und zur weiteren Verwendung auf Eis

aufbewabhrt.
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2.2.10.2 FACS-Farbungen

Fiur die FACS-Farbungen wurden jeweils 1 x 10° Zellen in 50 pul MACS-Puffer als
Farbevolumen eingesetzt. Es wurden hauptséchlich drei Antikdrperpanels gefarbt:

* Panel 1 um gemeinsame lymphoide Progenitoren (CLP) zu detektieren: lin°
CD127" Sca-1" c-kit".

« Panel 2 um myeloische Progenitoren zu detektieren: lin" CD127", Sca-1, c-kit".
Naher charakterisiert werden die Granulozyten/Makrophagen Progenitoren
(GMP) als CD16/32" CD34", die gemeinsamen myeloischen Vorlaufer (CMP)
als CD16/32"" und CD34" und die Megakaryozyten/Erythrozyten Progenitoren
als CD16/32° CD34..

e Panel 3 um LSK-Zellen zu detektieren: lin, Sca-1", c-kit".

Nrl. Nr.2 Nr. 3
pl | Antikorper pl Antikorper ul Antikorper
5 | CD127- pacific blue 5 | CD34- pacific blue 5 | CD34- pacific blue
2,5 | Sca-1- PE 2,5 | Sca-1- PE 2,5 | Sca-1- PE

1,25 | c-kit- APC (= CD117) | 1,25 | c-kit- APC (= CD117) | 1,25 | c-kit- APC (= CD117)

0,6 | CD16/32-PerCP-Cy5

1 | CD135-PECy5 1 | CD135-PECy5
4 | Lineage negativer 4 | Lineage negativer 4 | Lineage negativer
Cocktail Cocktall Cocktall
1 1
CD 127-bio CD 127-bio
Streptavidin PE-Cy7 Streptavidin PE-Cy7 Streptavidin PE-Cy7

Der Lineage negativer Cocktail wurde vorher gemischt aus gleichen Anteilen von
B220-biotinyliert, CD11b- biotinyliert, CD3- biotinyliert, Ter119- biotinyliert und Gr-1-
biotinyliert.

Die Antikorper wurden in eine 96 Well-Platte vorgelegt und mit 1 x 10° Zellen in 50 pl
MACS-Puffer versetzt. Die Zellen wurden 45 min bei 4C im Dunkeln geféarbt, dann
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im Anschluss bei 1400 rpm, 5 min abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und
gegebenenfalls mit Sekundarantikorper (Streptavidin PE-Cy7, Verdiinnung 1:100) far
20 min im Dunkeln, 4 C geféarbt. Nach erneutem Wasc hen mit MACS-Puffer wurden
die Zellen in 170 pul MACS-Puffer aufgenommen, in FACS-ROhrchen Uberfihrt und

mittels Durchflusszytometer BD FACS Canto |l gemessen.

2.2.11 ELISA

Der Gehalt der Analyte G-CSF, M-CSF, IL-17 und IL-23 wurde mittels Quantikine
Elisa Kits nach Angaben des Herstellers bestimmt.

Dazu wurde das Plasma je nach Analyt unverdinnt (IL-17 und IL-23) oder bis zu 1:12
verdunnt (G-CSF und M-CSF) eingesetzt.

Der Standard wurde in ,Calibrator Diluent” gelost und eine 8-wertige Standardkurve
erstellt. Die Hersteller-Kontrolle wurde in destilliertem Wasser gelést und unverdiinnt
eingesetzt.

Jeweils 50 pl Assay Diluent wurde in die mit dem jeweiligen Antikdrper beschickten
Wells pro Well vorgelegt und 50 pl Plasma, Standard oder Kontrolle hinzugeflgt.
Dann wurde der ELISA fir 2 h bei RT inkubiert und im Anschluss 4 - 5 mal mit 400 pl
Waschpuffer gewaschen. Nach dem Trockenklopfen der Platte wurden 100 ul
Konjugat zugegeben und der Assay erneut fir 2 h inkubiert. Nach erneutem 4 - 5
maligen waschen wurden 100 pl Substratldsung zugegeben (je ein Teil Color
Reagent A und ein Teil Color Reagent B gemischt), fir 30 min im Dunkeln inkubiert,
und danach die Farbreaktion durch Zugabe von 100 ul Stoplésung gestoppt.
Innerhalb 30 min wurde dann der Assay im ELISA-Reader bei 450 nm gemessen und
die Referenzmessung bei 540 nm abgezogen.
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2.2.12 Kultivierung von mesenchymalen Stromazellen und Stimulation
mit LPS

Das Knochenmark von C57BL/6 Mausen und C3H/HeJ/TLR2’KO Mausen wurde
durch Ausspilen von Femura und Tibiae geernet. Zusatzlich wurden die
Wirbelsaulen prapariert, in Sticke geschnitten und mit Hilfe eines Mdrsers und

Pistills zerrieben.

Die Zellen und Knochenstiicke wurden vereinigt und mit PBS zweimal gewaschen
(300g, 8 min). Dann wurden die Zellen und Knochen in Medium aufgenommen
((MEM mit 10% FCS, 1% Anti-Anti, 1% L-Glutamin und 1 % Natriumpyruvat) und in
75 cm? Gewebekulturflaschen ausgeséat und im CO,-Brutschrank bei 37¢C und 5%
CO; inkubiert.

Nach 72 h wurden die Knochenstiicke und nicht-adarente Zellen entfernt und die

adharenten mesenchymalen Stromazellen bis zur Konfluenz kultiviert.

Die Endotoxin stimulierten Gruppen der konfluenten MSC aus beiden
Mausestammen wurden mit ¢ = 10 pg/ml LPS im Medium fur 24 h behandelt, die
Kontrollzellen blieben unberihrt.

Am nachsten Tag wurden die MSC abtrypsiniert, zweimal mit PBS gewaschen (300
g, 8 min), die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Das Transkriptionslevel von
G-CSF wurde mittels gRT-PCR und dem Tagman Gene Expression Assay bestimmt

und die Ratio in Bezug auf das Housekeeping Gen (3-Actin berechnet.

2.2.13 RNA- Isolation aus Knochenmarkzellen

Die mit Ammoniumchloridpuffer lysierten Zellen aus dem Knochenmark wurden in 10
ml PBS aufgenommen und bei 300 g, 8 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und der Waschvorgang ein weiteres Mal wiederholt. Danach wurde
das PBS komplett abgesaugt und die Zellen sofort in 600 pl RLT-Puffer mit 1 % -
Mercaptoethanol aufgenommen, gevortext und bis zur weiteren Verwendung bei -80

T eingefroren.
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Zur Aufarbeitung der RNA wurden die Zellen aufgetaut und erneut gevortext. Um die
Zellen zu Homogenisieren wurden die Zellen auf QIA Schredder-Saulchen pipettiert
und fir 2 min bei 13000 rpm (10140 g) in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der
Durchlauf wurde mit dem gleichen Volumen (600 pl) 70 % Ethanol resuspendiert und
600 ul auf die RNeasy Minikit Saulen pipettiert. Dann wurde das Séulchen fur 15 s
bei 10000 rpm abzentrifugiert, der Durchlauf verworfen, die restlichen 600 pl des
Zell-Ethanolgemisches auf die Saule gegeben, erneut 15 s abzentrifugiert und der
Durchlauf verworfen. Dann wurden 700 pl RW1- Waschpuffer auf die Sdule gegeben
und erneut fur 15 s abzentrifugiert.

Im Anschluss wurde das Rohrchen samt Durchlauf verworfen und die Saule in ein
neues 2 ml Rohrchen gestellt. Nach Zugabe von 500 ul RPE-Puffer wurde die Saule
fur 15 s bei 10000 rpm (6160 g) abzentrifugiert, der Durchlauf verworfen und nach
erneuter Zugabe von 500 ul RPE- Puffer fir 2 min bei max. Geschwindigkeit (10140
g) zentrifugiert um die Saule zu trocknen.

Die Saule wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 gestellt und die RNA durch Zugabe
von 30 ul DEPC-Wasser bei 1 min, 10000 rpm (6160 g) eluiert.

Die Konzentrationsbestimmung der RNA wurde im Nanodrop durchgefuhrt und die

RNA bis zur weiteren Verwendung bei -80 T gelagert.

2.2.13.1 DNase | Verdau

Um verunreinigende DNA aus der isolierten RNA zu entfernen wurde ein Verdau mit
DNase | durchgefuhrt. 2 pg RNA wurden eingesetzt und mit RNase und DNase
freiem Wasser auf 16 pl aufgefillt. Hinzu wurden 2 pl 10 x Puffer und 2 pl DNasel
pipettiert, durch vorsichtiges anschnippen gemischt und fiir 15 min bei RT inkubiert.
Durch Zugabe von 2 pl 25 mM EDTA und sofortiges inkubieren fir 10 min bei 65 T
wurde der DNase Verdau gestoppt.

Die DNase verdaute RNA kann bei -80 T gelagert wer den oder direkt zur cDNA

Synthese eingesetzt werden.
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2.2.13.2 cDNA-Synthese

Der Umschrieb der DNase | verdauten RNA in cDNA wurde mittels Superscript I
durchgefuihrt. Dazu wurde ein Mastermix von 4 pl 5x Puffer, 2 pyl DTT, 1 pl
Oligo(dT),3-Primern, 1 pl dNTP, 1 pl RNase Out und 1 pl Superscript 1l pro RNA-
Probe angesetzt, mit 10 pl RNA vorsichtig gemischt und bei 42T fur 50 min
inkubiert.

Um die Enzyme zu inaktivieren wurde die umgeschriebene cDNA fir 15 min bei 70
T inkubiert, danach kurz abzentrifugiert und bei - 20 T gelagert.

Um die Qualitdt der cDNA und den Erfolg des DNase Verdaus zu uberprufen wurde
eine Test-PCR fur B- Actin der cDNA und der DNase-verdauten RNA durchgefuhrt,
bevor die cDNA zur qRT-PCR eingesetzt wurde.

2.2.13.3 B- Actin PCR

Fur jede zu Uberprifende cDNA wurde ein Mastermix mit 16,3 pl Wasser, 2,5 ul 10 x
Puffer, 2 ul dNTP, 0,2 ul Taq HS, 1 pl Primer fwd und 1 pl Primer rev angesetzt. Das
Volumen betrug somit insgesamt 23 ul. Dazu wurden 2 pl DNA bzw. 0,5 pul DNase |
verdaute RNA + 1,5 ul Wasser eingesetzt um auf ein Gesamtvolumen von 25 pl zu

kommen.

B- Actin fwd: TCT TGG GTA TGG AAT CCT GTG GCA
B- Actin rev: ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACATCT

PCR-Programm:

Temperatur |Dauer

95T 2 min

95C 15 sec

58T 45 sec 25 Zyklen
72T 1 min

72T 10 min

10C unendlich
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Das PCR Produkt (Lange des Produkts fur B- Actin 288 bp) wurde auf ein 1,5 %
Agarosegel mit GelRed (1: 1000) aufgetragen, bei 120 V fur 1 h aufgetrennt und
fotographiert.

2.2.14 quantitative Real-Time-PCR

Um die Transkription im Knochenmark zu untersuchen, wurde die aus RNA
umgeschriebene cDNA mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) analysiert.
Verwendet wurde das Light-Cycler System LC480 von Roche und SYBR Green |,
bzw. fir G-CSF eine Tagman Gene Expression Assay Probe.

Fur die quantitative Bestimmung von G-CSF wurden je 40 ng cDNA pro Probe
eingesetzt. Als Referenzgen wurde B-Actin gewahlt. Insgesamt wurden 5 pl cDNA
und 15 pl Mastermix eingesetzt. Der gesamte Mastermix bestand aus 1 pl Tagman
Gene Expression Assay Probe, 4 pul RNase und DNase freiem Wasser und 10 pl

vorgefertigter Mastermix.

Als Programm wurde das im LC480 vorgegebene Programm fir FAM-gelabelte
Proben Hydrolysis Probe/UPL Probe mit 50 Zyklen angewandt. Die Auswertung
erfolgte mit der LC480 Analysesoftware und der Ratio gebildet aus Ziel- und

Referenzgen.

Programm: Hydrolysis Probe/UPL Probe

Temperatur |Zeit

50C 2 min

95C 10 min

95C 15 sec

60C 1 min 50 Zyklen
72T 1 sec

Fur die Bestimmung von CXCL12, wurde SYBR Green | Mastermix und eine cDNA-
Menge von 25 ng in einem Volumen von 5 pl DNase und RNase freiem Wasser
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eingesetzt. Fur einen Ansatz wurden 10 ul SYBR Green | Mastermix, 3,8 ul DNase
und RNase freies Wasser sowie je 0,6 pl Primer (10 pM) forward bzw. reverse
pipettiert, und dann in eine gRT-PCR Microplatte gegeben, in die 5 pl cDNA

vorgelegt waren.
Das Gesamtvolumen pro Well betrug somit 20 pl. Das Programm SYBR Green 96-I
wurde gestartet und die Auswertung erfolgte wiederum mit der LC480-Analysen-

Software durch Bildung der Ratio zwischen Ziel- und Referenzgen.

Programm: SYBR Green 96-I

Temperatur |Zeit

95C 7 min

95C 10 sec

60C 30 sec 50 Zyklen
72T 20 sec

Schmelzkurve

Verwendete Primer:

Primer 5 ->3 Lange des Produkts
CXCL12 fwd AGTAGTGGCTCCCCAGGTTT 115 bp

CXCL12 rev GAGACAGTCTTGCGGACACA
B- Actin fwd TCTTGGGTATGGAATCCTGTGGCA 288 bp
B- Actin rev ACTCCTGCTTGCTGATCCACATCT

Zur Kontrolle der Produktlange wurden die PCR-Produkte auf ein 2%- Agarosegel mit
GelRed aufgetragen, aufgetrennt und fotographiert.
2.2.15 Paraffin-Einbettung der Femura

Zur Herstellung von Paraffinschnitten wurden die Knochen sauber herausprapariert
und in 2 % PFA in PBS auf dem Schiuttler fur 4 h fixiert. Anschlieend wurden die
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fixierten Knochen in PBS gewaschen wund im Anschluss 2 h in
Decalcifizierungslésung auf dem Schiittler decalcifiziert.

Nach der Decalcifizierung wurden die Femura fur 10 min unter haufigen Wechsel in
Aqua bidest gewaschen, in eine Einbettkassette gelegt und bis zur Einbettung in
Paraffin in 3,7%-Formalin in PBS gelegt.

Danach wurde der Femur in einen Paraffinblock automatisch eingebettet und im
Anschluss am Mikrotom 5 pum Schnitte angefertigt und auf einen Objekttrager

gezogen.

2.2.16 HE-Farbung

Die Paraffinschnitte wurden in einen Objekttrager- Halter gestellt und 3 x 3 min mit
Roticlear gewaschen, dann 1 min in Xylol/Ethanol (1:2), dann in einer absteigenden
Alkoholkonzentrationsreihe 2 x 1 min 100% Ethanol, 1 min mit 70% Ethanol, 1 min
mit 50% Ethanol und 30 sec mit Hamatoxylin gefarbt. Der Schnitt wurde mit Wasser
gespult, bis das Spulwasser nur noch leicht hellblau war.

Die Schnitte wurden 1 min mit 50 % Ethanol, 1 min mit 70 % Ethanol und 30 sec bis
1 min mit 0,5 % Eosin gefarbt. Dann wurde der Schnitt mit 70% Ethanol sauber
gespult und wieder mit einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (1 min 70%
Ethanol, 2 x 1 min 100% Ethanol, 1 min Xylol/Ethanol (1:2) und 3 x 3 min mit
Roticlear.

2.2.17 Ausstriche

Blutausstriche wurden durch Auftropfen von einem Tropfen Blut auf einen
Objekttrager und anschlieBendem Ausstreichen unter Zuhilfenahme eines zweiten
Objekttragers angefertigt. Fur die Knochenmarkausstriche wurde ein Tropfen der
lysierten Knochenmarkzellen auf einen Objekttrager gegeben und ausgestrichen. Die
Ausstriche wurden an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet.

Um den Zellkern und das Zytoplasma anzufarben, wurden die Ausstriche nach der
Methode von Pappenheim gefarbt. Dazu wurden die Ausstriche 4 min mit May-
Grunwaldldsung gefarbt und anschlieend mit Aqua dest. gespult. Dann wurde mit

frisch angesetzter, verdiinnter Giemsa-Farbelosung (1:20 in Weise-Puffer (1
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Puffertablette von Merck/ pro Liter Ampuwa)) 8 min gefarbt. Die Ausstriche wurden
mit Aqua dest. gespult und getrocknet.
Zum Eindecken wurden 2 kleine Tropfen Neomount auf den Objekttrager gegeben

und der Objekttrager mit einem Deckglaschen abgedeckt.

2.2.18 Statistik

Die statistische Vergleich der Versuchs-/Kontrollgruppen gelang mit Hilfe des
students t-test (MS Excel). Dabei wurden Werte p < 0,05 als statistisch signifikant
angenommen. Die Werte in den Diagramme sind mit einer Standardabweichung +/-
Standardfehler (SEM) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Antikorper induzierte Neutropenie in C57BL/6 Ma  usen

3.1.1 Etablierung der AntikGrperdosis

Um die Regulation der Neutrophilen-Homdostase im steady-state zu untersuchen,
wurde das Mausmodell der antikorper-induzierten Neutropenie verwendet. Dabel
wurden die Mause unter SPF-Bedingungen in einzeln bellifteten Kafigen (IVC)
gehalten und zuséatzlich eine Antibiotikaprophylaxe mit Amoxicillin fur die Dauer der
Versuche durchgefihrt.

Durch diese Vorsichtsmassnahmen wurden Infektionen der Tiere verhindert. Dies
war wichtig, um eine Abgrenzung zur Granulopoese im Infektionsfall, der

sogenannten emergency Granulopoese zu schaffen.

Durch intraperitoneale Applikation von anti-Ly-6G Antikérpern (Klon RB6-8C5 und
Klon 1A8) wurde eine durchgehende, antikdrper-induzierte Neutropenie in der
Peripherie von Mausen erreicht.

Dabei wurde bei den ersten Versuchen der haufig in der Literatur beschriebene Klon
RB6-8C5 eingesetzt (bindet an Ly-6G und Ly-6C) und spater auf den Klon 1A8
gewechselt, da dieser Klon spezifischer Neutrophile depletiert, da er nur an Ly-6G
bindet. Ly-6C wird zudem unter anderem auch auf Monozyten (Hatakeyama,
Iwabuchi et al. 1994) und CD8+ T-Zellen (Deschamps, Pedailles et al. 1984;
Schlueter, Malek et al. 1997) exprimiert. Die aus den Versuchen mit RB6-8C5

resultierenden Ergebnisse wurden mit dem Klon 1A8 verifiziert.

Die optimale Dosis und das ideale Zeitintervall der Antikorperapplikation wurde durch
in vivo Titration bestimmt. Als Grundlage wurden Publikationen, die den Antikdrper
bereits eingesetzt haben verwendet (Bliss, Butcher et al. 2000; Rodriguez, Fend et
al. 2005).

Bei der Titration wurden unterschiedliche Antikrpermengen von 300 pug — 1 mg der
Klone RB6-8C5 und 1A8 in 500 ul sterilem PBS eingesetzt und die Effektivitat der
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Neutrophilendepletion durch retrobulbare Blutabnahmen und Blutanalyse im FACS
ermittelt.

Die besten Ergebnisse wurden schlussendlich mit der Dosis von 500 pg alle 48 h
(Klon RB6-8C5) und der Dosierung 1 mg alle 36 h (Klon 1A8) erzielt.

Die Kontrolltiere wurden im selben Zeitfenster mit 500 pl PBS i.p. behandelt (Abb. 6).
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Meutrophile 1A8
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Abbildung 6 Applikationsschema der Antikérpergabe u nd Veradnderungen im Blut

Gesamtzahl an Leukozyten im murinen Blut, Angabe in x 1000/ul. Das Blut wurde an Tag 0, an Tag 4
und an Tag 8 abgenommen und das Differentialblutbild am automatischen Cell Counter bestimmt. Die
Blutzellen wurden durchflusszytometrisch charakterisiert und die Anteile der Zelltypen mittels WBC
(white blood cells) verrechnet, um auf die absoluten Zellzahlen schlieRen zu kénnen. In den

neutropenen Tieren sinken die Neutrophilenzahlen und der WBC ab.

3.1.2 Blut

Die applizierten Antikorperdosen fuhrten zu einer starken Reduktion der

Neutrophilenzahlen in der Peripherie und somit zu einer durchgehenden
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Neutropenie. Die Menge an Leukozyten im peripheren Blut sank ungefahr um den
Anteil der Neutrophilen im Blut ab. Das starkere Absinken der gesamten
Leukozytenzahl bei der Depletion mit dem Antikdrperklon RB6-8C5 ist dadurch
begrindet, dass dieser Klon nicht nur an Ly-6G sondern auch an Ly-6C bindet und

somit auch Monozyten depletiert.

Die Depletion der Neutrophilen im Blut wurde mittels FACS- Analyse an Tag 0, 4 und
8 untersucht und analysiert. Nach zweifacher Lyse mit Ammoniumchloridpuffer, um
die storenden Erythrozyten zu entfernen, wurden die Leukozyten gefarbt und im
FACS auf die Oberflachenantigene Gr-1 und CD11b analysiert. Die Gr-1+ und
CD11b+ doppelt-positive Zellpopulation wird als Granulozyten definiert, die Gr-1-
CD11b+ Population als Monozyten/Makrophagen (Abb. 7).
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Abbildung 7 FACS des peripheren Bluts nach neutroph iler Depletion

Durchflusszytometrische Analyse von peripherem Blut aus depletierten Mausen mit Klon RB6-8C5
und 1A8. n = 3 C57BL/6 Méausen wurden fur 8 Tage mit 1 mg 1A8 alle 36 h bzw. 0,5 mg RB6-8C5 alle
48 h behandelt. Nach 8 Tagen wurden die Tiere analysiert und nach Erythrozytenlyse mit Gr-1 und
CD11b gefarbt. Bemerkenswert ist die Abwesenheit von Grl1+/CD11b+ Zellen in den Antikorper-

behandelten Mausen. Dies stellt den Marker fir die Effektivitat der Neutrophilendepletion dar.
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Um die absolute Zellzahl der einzelnen Leukozytenzelltypen im peripheren Blut
feststellen zu koénnen, wurde ein Differentialblutbild mittels automatischem Cell
Counter Typ ADVIA2120 erstellt. Die Gesamtzahl der Leukozyten wurde mit der im
FACS ermittelten Prozentzahl der speziellen Zelluntergruppen verrechnet und so auf

die Absolutzahlen der Zelltypen im peripheren Blut geschlossen.

3.1.3 Knochenmark

Um die Progenitoren im Knochenmark der neutropenen M&ause zu untersuchen,
wurden antikdrper-behandelte C57BL/6 Wildtyp-Tiere und PBS-behandelte
Kontrolltiere an Tag 8 analysiert. Dazu wurden die Tiere ausgeblutet und die Femura
und Tibiae aus den Hinterlaufen prapariert. Die Zellen wurden aus den Knochen
gespult, die Erythrozyten lysiert und die Zellen fur eine durchflusszytometrische
Analyse mit verschiedenen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefarbt.

Die myeloischen Progenitorzellen werden definiert (wie im Methodenteil S. 32
beschrieben) als lineage negativ, Sca-1 negativ, c-kit positiv. Diese Zellpopulation
wurde anschlieBend mit weiteren Markern naher charakterisiert: Granulozyten-
Makrophagen-Progenitoren (GMP) als CD16/32" und CD34", die gemeinsamen
myeloischen  Progenitoren (CMP) als CD 16/32™%°% CcD34" und die
Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitoren (MEP) als CD16/32" und CD34".

Innerhalb von 8 Tagen nach Depletionsbeginn kam es zu einer starken Verschiebung
der myeloischen Progenitoren im Knochenmark. Es kam zu einem Anstieg der LSK-
Zellen und zu einem Anstieg der GMP- Population unabhéngig davon, welcher
Antikdrperklon verwendet wurde. Diese Verschiebungen gingen auf Kosten der MEP-
Population (Abb. 8).

Diese Verschiebungen werden zum einem deutlich sichtbar, wenn man die relativen
Prozentzahlen der Zellpopulationen betrachtet (Abb. 8), zum anderen auch im
Betrachten der Absolutzahlen (Abb. 9). Um die Absolutzahlen zu bestimmen, wurden
die Zellen in beiden Femura und Tibiae hochgerechnet und mit dem im FACS
ermittelten, prozentualen Zellanteil der Population verrechnet.
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Angewandte Formel:

(Anzahl der lebenden Zellen im KM / 100) x Prozent der Progenitoren = Gesamtzahl der Progenitoren
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Abbildung 8 FACS-Analyse des Knochenmarks nach anti korper-induzierter Neutropenie

Durchflusszytometrische Analyse von Knochenmarkzellen nach Erythrozytenlyse mit relativen
Veranderungen der Progenitorzellen in C57BL/6 Wildtyp-Mausen an Tag 8 nach Depletionsbeginn.
Die myeloischen Progenitorzellen sind definiert als lin- CD127 Sca-1" c-kit" und werden dann weiter
differenziert in GMP (CD16/32" CD34"), CMP (CD16/32 CD34") und MEP (CD16/32° CD34).
Interessant ist die starke, signifikante Expansion der LSK Zellen (lin", Sca-1" und c-kit") und der GMP-

Zellen auf Kosten der MEP- Zellen; unabhéngig davon, welcher Antikdrper verwendet wird.

45



3. Ergebnisse
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Abbildung 9 Absolute Zellzahlen im Knochenmark in neutropenen C 57BL/6 an Tag 8

Absolute Zellzahlen im Knochenmark von je n = 3 neutropenen C57BL/6 Mausen. Die Gesamtzahl der
viablen Zellen in beiden Femura und Tibiae wurde mit dem prozentualen Anteil der Zellpopulation aus
dem FACS verrechnet. Es ergeben sich ahnliche Veranderungen, wie in den relativen Veranderungen

gesehen.

Die Zellularitat im Knochenmark neutropener Tiere blieb im Vergleich zu der PBS-
behandelten Kontrollméusen konstant. Um dies zu udberprifen, wurde am
Analysentag ein Femur fixiert, in einer vorgefertigten EDTA-LOsung decalcifiziert und
in Paraffin eingebettet.

Der Femur wurde mit einem Mikrotom geschnitten und die Schnitte mit Hamatoxylin

und Eosin gefarbt.
Im Vergleich der Knochenmarkschnitte von neutropenen Tieren und Kontrolltieren ist
kein Fehlen von Knochenmarkzellpopulationen und der Zellularitat ersichtlich, sodass

davon ausgegangen werden kann, dass die Verdnderungen auf Progenitorebene
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nicht auf Veranderungen der Zellularitat und der Knochenmarkumgebung
zurUckzufihren sind (Abb. 10).

Abbildung 10 Hamatoxylin-Eosin-Farbung des Knochenm arks

Am Tag 8 nach Depletionsbeginn wurden die Tiere analysiert. Ein Femur wurde fixiert, decalcifiziert, in
Paraffin eingebettet und nach dem Schneiden mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Hier als Beispiel die
Femura von C57BL/6 Tieren, links mit PBS behandelt und rechts mit Klon 1A8. Man sieht im Vergleich
keine sichtbaren Veranderungen der Zellularitat. Diese entspricht jeweils dem typischen Bild einer 8-
12 Wochen alten Maus.

Grol3e Bilder: Vergrof3erung 20 x, kleine Bilder unten rechts: Vergrof3erung 63 x.

3.1.4 Zytokingehalt im Blutplasma

Ausgehend von der aktuellen Datenlage spielen bei der Regulation der Neutrophilen-
Homdoostase im steady-state unterschiedliche Zytokine, insbesondere G-CSF, M-
CSF, IL-17 und IL-23 eine Rolle (Demetri and Griffin 1991; Semerad, Liu et al. 2002;
Stark, Huo et al. 2005; Smith, Zarbock et al. 2007).

Um zu untersuchen, welche Zytokine fiur die Verschiebungen im Knochenmark
verantwortlich sind, wurde das Blutplasma von neutropenen Mausen untersucht und
mit PBS-behandelten Kontrolltieren verglichen.

Zuerst wurde der Spiegel von G-CSF (Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor)
und M-CSF (Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor) mittels ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) bestimmt.
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Bei den Tieren, welche mit einem neutropenie-induzierendem Antikérper behandelt
wurden, kam es zu einem starken Anstieg des G-CSF-Spiegels im Plasma. Bei den
Tieren die mit dem Klon RB6-8C5 behandelt wurden, stieg nach 8 Tagen der Gehalt
von 71 pg/ml um das 4,5-fache auf 317 pg/ml an (p = 0,002). Bei den mit 1A8
behandelten Tiere fand man einen Anstieg um das 2,5-fache auf 165 pg/ml (p <
0,001). Der M-CSF-Gehalt blieb konstant bei ca. 1000 pg/ml (Abb. 11).
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Abbildung 11 G-CSF und M-CSF-Gehalt im Plasma von C  57BL/6

Das Plasma der neutropenen Mause und Kontrollméduse wurde am Analysentag gewonnen und der
Zytokingehalt per ELISA gemessen. Jeweils n = 3 Tiere pro Gruppe wurden untersucht und es wurde
ein signifikanter Anstieg an G-CSF in beiden Antikérper-behandelten Gruppen detektiert, wahrend der
M-CSF Gehalt weitgehend konstant blieb.

p-Werte: * < 0,05, **<0,01, ***<0,001

Als nachster Schritt wurden im Signaltransduktionsweg ,stromaufwarts” liegende
Zytokine wie IL-17 und IL-23 im Plasma untersucht.

Der IL-17-Spiegel im Plasma stieg signifikant um das Dreifache von 21,3 pg/ml auf
67,5 pg/ml (RB6-8C5) an, wohingegen sich der Zytokinspiegel nach Behandlung mit
Klon 1A8 auf 43,4 pg/ml verdoppelte (p = 0,08).
IL-23 stieg nur bei den 1A8 depletierten Mause auf 40,8 pg/ml an, wéhrend bei den
RB6-8C5 depletierten Tiere kein Anstieg an IL-23 detektiert werden konnte.
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IL-23 wird von Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen sezerniert.

Da der Klon RB6-8C5 auch an Ly-6C und damit an Monozyten bindet und somit
auch zur Depletion der Monozytenpopulation filhren kann ist dieser Sachverhalt
wahrscheinlich fur den fehlenden Anstieg von IL-23 verantwortlich.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die spezifische Depletion der
Neutrophilen mit Klon 1A8 im peripheren Blut von C57BL/6 Wildtypmausen zu einem
Anstieg von G-CSF, IL-17 und IL-23 fuhrt.

3.1.5 Kontrollexperiment mit NK1.1-Antikdrper

Um zu untersuchen, ob die von uns beobachteten Effekte spezifisch fur eine
antikorper-induzierte Neutrophilendepletion sind oder durch Veranderungen der
Knochenmark-Zell-Umgebung zustande kommen, wurden C57BL/6 Mause in einem
Kontrollexperiment taglich mit einem NK-Zell depletierenden Antikdrper NK1.1 (Klon

PK 136) behandelt und nach 7 Tagen analysiert.

Der Erfolg der NK-Zelldepletion in der Peripherie wurde durch FACS-Analyse des
peripheren Bluts auf CD335 (NK-Zellmarker) und CD49b (Klon DX5) untersucht. Da
die doppeltpositiven Zellen bei den NK1.1 behandelten Tieren nicht mehr detektiert
werden konnten, darf daraus auf eine erfolgreiche Depletion der NK-Zellen im Blut

geschlossen werden (Abb. 12).

PBS

NK1.1

FSC
CD49b

CD335
Abbildung 12 Effektive Depletion der NK-Zellen nach Gabe von anti-NK1.1

Die Depletionseffizienz der NK-Zellen wurde durch FACS-Analyse des peripheren Bluts Uberprift.
Dabei wurde das periphere Blut per FACS auf CD49b und CD335 untersucht. Bei den NK1.1
depletierten Tieren kommt es zu einem Verlust der doppelt-positiven Population, was auf eine

effektive NK-Zelldepletion hindeutet.
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3. Ergebnisse

Am Analysentag an Tag 7 nach Depletionsbeginn konnten keine signifikanten
Veranderungen in der Anzahl der Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark
detektiert werden. Man kann somit davon ausgehen, dass der von uns beobachtete
positive Feedback-Mechanismus bei den Wildtyp-Tieren spezifisch auf die Depletion

von neutrophilen Granulozyten zurtickzufihren ist (Abb. 13).
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Abbildung 13 Knochenmarkanalyse der NK1.1 injezierten C57BL/6 Ti  ere

In n =5 C57BL/6 Mause wurde fiir 7 Tage jede 36 h 300 ug NK1.1- Antikdrper i.p. appliziert. Nach 7
Tagen wurden die Tiere analysiert und das Knochenmark auf myeloische Progenitoren und LSK-

Zellen untersucht. Es kam es nicht zu signifikanten Veranderungen auf Progenitorebene.

3.2 Antikorperinduzierte Neutropenie in immundefizi enten NSG

Mausen

Eine Hauptquelle von IL-17 stellen Lymphozyten, insbesondere T-Zell-Untereinheiten
dar (Takatori, Kanno et al. 2009; Cua and Tato 2010). Um den Einfluss von
Lymphozyten auf die Neutrophilen-Homoostase im steady-state zu untersuchen,

wurden immundefiziente NSG Mause eingesetzt. Diese Mause haben weder reife B-
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Zellen, noch T-Zellen, noch NK-Zellen. Die Mause wurden fur 8 Tage mit

neutrophilen-depletierendem Antikorper behandelt und analysiert.

3.2.1 Knochenmark

Im Knochenmark kam es nach 8-tdgiger Depletion von neutrophilen Granulozyten in
NSG Mausen zu einer starken Expansion der LSK- Zellpopulation (p(RB6-8C5) =
0,04 und p(1A8) < 0,001). Zudem stieg die Anzahl an GMP und CMP auf Kosten der
MEP an (Abb. 14). Dies war nicht nur in relativen Zahlen gesehen der Fall, sondern
auch in Absolutzahlen gesehen. Die Absolutzahlen wurden auf die Gesamtzahl der
lebenden Zellen in beiden Hinterlaufen der Maus berechnet und ausgewertet (Abb.
15).

Lebende Zellen lin- Sca-1- c-kit*
Kontrolle
60%
RB6-8C5
1A8

Abbildung 14 Relative Verschiebungen im Knochenmark neutropener NSG Mause
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Durchflusszytometrische Analyse an Tag 8 der Erythrozyten-lysierten Knochenmarkzellen in
neutropenen NSG Mausen. Es kann eine starke Expansion der LSK-Zellen beobachtet werden, wie

auch eine Verschiebung der myeloischen Progenitoren zu Gunsten der GMP, auf Kosten der MEP.

p < 0.001
8 1
)
>
o 6 9
©
S
= p = 0.04
£ . p=0,02
E i .
4 o p= 0.05
° , 1
XS 'I' p < 0.001
§ * k%
FH
: 1 — I
% 2 J.
N T
T E
LSK ' GMP ' CMP ' MEP

[JKontrolle [JRrB6-8C5 [ 1A8

Abbildung 15 Absolute Zahlen im Knochenmark neutropener NSG Maus e

n = 5 NSG Mause wurden neutropen depletiert und die hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen im Knochenmark per Durchflusszytometrie bestimmt und umgerechnet auf die
Gesamtzahl der lebenden Zellen in beiden Hinterlaufen. Dabei stiegen die Anzahl der LSK und GMP-

Zellen signifikant an.

Im Blut wurde die erfolgreiche Neutrophilendepletion mittels FACS durch das Fehlen

der CD11b"* und Gr1* doppeltpositiven Zellen nachgewiesen.
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3.2.2 Zytokingehalt im Blut

Bei der Analyse nach 8 Tagen Neutrophilen-Depletion wurde den Tieren Blut
abgenommen und das Plasma abzentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde auf
unterschiedliche Zytokine (G-CSF, M-CSF, IL-17 und IL-23) per ELISA untersucht.

Der Gehalt an G-CSF im Plasma stieg um das 10-fache von 35 pg/ml bei den PBS-
Kontrolltieren auf 370 pg/ml bei den RB6-8C5 depletierten (p = 0,003) Tieren an. Bei
den mit Klon 1A8 behandelten Tieren stieg der G-CSF Level um das 30-fache auf

1064 pg/ml an (p< 0,001) (Abb. 16). Dagegen blieb der Gehalt an M-CSF
weitestgehend konstant.
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Abbildung 16 G-CSF und M-CSF-Gehalt im Plasma von NSG-Mausen nac h Depletion

Das Plasma der antikdrper-induzierten neutropenen NSG-Mause und der PBS-Kontrollgruppe wurde
an Tag 8 generiert und der Zytokingehalt mittels ELISA gemessen. Jeweils n = 5 Tiere wurden
untersucht und es konnte ein hoch signifikanter Anstieg an G-CSF in beiden antikérper-behandelten
Gruppen festgestellt werden, wahrend der M-CSF Gehalt nahezu konstant blieb.

p-Werte: * < 0,05, **<0,01, ***<0,001

Die IL-17-Spiegel im Plasma lagen bei den immundefizienten NSG- Mausen unter

der vom Hersteller angegebenen Detektionsgrenze, sodass der Anstieg von G-CSF
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nicht durch den von Stark et al. gefundenen Feedback-Mechanismus erklart werden
kann. Dieser Mechanismus schreibt IL-17 eine prominente Rolle in der Regulation

der Neutrophilenhomdostase Uber G-CSF zu.

Es muss somit weitere, T-Zell-unabhangige Mechanismen geben, die die

neutrophilen Homdoostase im steady-state erklaren kénnen.

3.3 Granulozytentransfusion

Um zu untersuchen, ob G-CSF abhangig von der neutrophilen Masse reguliert wird,
wurden die Neutrophilen von C57BL/6 Empfangerm&usen Uber 8 Tage depletiert und
danach mit isolierten und aufgereinigten Neutrophilen aus Spendermausen
transfundiert. Dies fiihrte zu einem Anstieg der Neutrophilenzahlem im peripheren
Blut in den Empfangertieren.

Dabei wurden beim ersten Versuch die Donortiere mit 300 pg/kg Kérpergewicht rh-G-
CSF stimuliert. Dies hatte einen starken Anstieg der Neutrophilen im Blut zu Folge,
sodass aus diesen Tieren eine erhohte Anzahl von Neutrophilen fir die Transfusion
gewonnen werden konnte. Im nachsten Versuch wurden unstimulierte Donortiere
verwendet. Das hatte zur Folge, dass mehr Tiere ausgeblutet werden mussten um

auf die gleiche Gesamtzahl an Neutrophilen zu kommen.

Die Neutrophilenaufreinigung wurde mittels Ficoll (Histopaque 1077 und Histopaque
1119) durchgefiihrt und 3,5x10° Zellen in neutropene M&use transfundiert. Kurz vor
der Transfusion und 24 h danach wurde Blut von den Empfangertieren
abgenommen, durchflusszytometrisch bestimmt, ein Differentialblutbild erstellt und
das Plasma abzentrifugiert.

Der G-CSF-Gehalt des Plasmas wurde mittels ELISA bestimmt und die Differenz des

G-CSF-Spiegels vor Transfusion vs. danach berechnet.

Im FACS konnte im Blut eine Erhdéhung der Granulozytenzahl detektiert werden,
allerdings spiegelt sich dieser Sachverhalt nicht in starken Veranderungen des G-
CSF Gehalts wieder. Es kam zu keinen signifikanten Veranderungen, die

Anderungen waren sehr heterogen (Abb. 17).
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Diese Ergebnisse wurden sowohl mit Neutrophilen aus unstimulierten als auch aus

rh-G-CSF stimulierten Tieren erzielt.

Daraus kann geschlossen werden, dass die Neutrophilenmasse nicht direkt den
G-CSF Spiegel bestimmt.

600
400
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-200
-400

Unterschiede G-CSF [pg/ml]
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Abbildung 17 Veréanderungen des G-CSF Gehalts vor und nach Transf  usion von Neutrophilen

Untersuchung des G-CSF Gehalts im Plasma 24 h nach Transfusion von 3,5x10° Neutrophilen in n =
9 C57BL/6- Mause im Vergleich mit dem G-CSF Gehalt kurz vor Transfusion. Der G-CSF Spiegel
wurde mittels ELISA bestimmt und die Differenz vorher vs. nachher gebildet. Es ergeben sich

heterogene Daten, ohne signifikante Veranderungen.

3.4 Injektion von rh-G-CSF

3.4.1 Veranderungen im Knochenmark

Um die transkriptionale Regulation von G-CSF als Antwort auf Neutrophilie zu
untersuchen, wurden C57BL/6 Mause taglich mit 300 pg pro kg Korpergewicht rh-G-
CSF s.c. gespritzt.

Nach 5 Tagen wurden die Tiere getotet, analysiert und das Blut und Knochenmark
untersucht.

Im Knochenmark war eine Expansion an hamatopoetischen Stamm- und

Progenitorzellen (LSK) um das 4-fache in Absolutzahlen (p < 0,001) und ein 3-facher
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Anstieg der GMP (p = 0,007) auf Kosten der MEP (p < 5 x10”°) (Abb. 18 und 19)
dokumentierbar.
Lebende Zellen lin- Sca-1- c-kit*
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Abbildung 18 Relative Veranderungen im Knochenmark bei rh-G-CSF  behandelten Mausen

An Tag 5 nach der Behandlung mit rh-G-CSF wurden die Tiere geopfert und durchflusszytometrisch
analysiert. Bemerkenswert sind die phanotypisch gleichen relativen Verénderungen verglichen mit

neutropenen Tiere: ein relativer Anstieg der LSK- Population und GMP, ein Abfall der MEP.
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Abbildung 19 Absolute Veranderungen im KM bei rh-G-CSF behandelt en C57BL/6 Mausen

Auch in absoluten Zahlen wurden bei den neutrophilen, rh-G-CSF behandelten C57BL/6 Mausen

ahnliche Veranderungen im Vergleich mit neutropenen Wildtypmausen beobachtet.
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3.4.2 G-CSF Gehalt auf Transkriptionsebene

Als nachstes wurde RNA aus kernhaltigen Knochenmarkzellen isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Der G-CSF Gehalt auf Transkriptionsebene wurde mit dem LC480
System und dem Tagman Gene Expression Assay (Referenzgen [3-Actin) bestimmt
und quantifiziert.

In den cDNA-Proben der Wildtypmause kam es zu einem Anstieg von G-CSF. Bei
den Tieren, die mit rh-G-CSF behandelt wurden konnte ein signifikanter Abfall an G-
CSF beobachtet werden, obwohl sich die neutrophilen und neutropenen Tiere
phénotypisch gesehen nicht voneinander unterscheiden lassen (Abb. 20).
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Abbildung 20 Ratio von G-CSF auf Transkriptionsebene

Aus lysierten Knochenmarkzellen unterschiedlich behandelter C57BL/6- Mause wurde RNA isoliert, in
cDNA umgeschrieben und mittels gqRT-PCR analysiert. Die Ratio wurde gegeniiber dem Referenzgen
B-Actin berechnet. Bei der Gabe von exogenem rh-G-CSF wurde eine signifikante Reduktion der G-

CSF Transkription detektierbar, wohingegen bei den neutropenen Tieren die Transkription leicht
anstieg.

p-Werte: * < 0,05, **<0,01, ***<0,001
Dies deutet auf einen negativen Feedback-Mechanismus hin, bei der die G-CSF

induzierte neutrophile Leukocytose zu einer Herabregulierung der G-CSF
Transkription im Knochenmark fuhrt.
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Diese angestiegene G-CSF Transkription bei Neutropenie und das Absinken nach
Gabe von exogenem G-CSF, welches zu einer Neutrophilie fuhrt, ist ein Anzeichen
fur einen Sensing-Mechanismus der neutrophilen Masse, nachgefolgt von einem
negativen regulatorischen transkriptionalen Feedback-Mechanismus.

Durch die vergleichbaren Ergebnisse, welche bei antikérper-induzierter Neutropenie
in Wildtyp-Mausen und NSG Mausen erhalten wurden kann geschlossen werden,
dass der positive Feedback-Mechanismus unabhangig von IL-17 und THj7-Zellen
und NK-Zellen ist.

3.5 Germ-free Mause (Keimfreie Wildtypmause)

Es ist beschrieben, dass die bakterielle Besiedlung bei der Entwicklung der
angeborenen und erworbenen Immunantwort einen starken Einfluss hat (reviewed in
(Gordon 2002; Medzhitov and Janeway 2002)).

Unsere nachste Hypothese war, dass die steady-state Granulopoese indirekt von der
mikrobiellen Besiedlung beeinflusst wird. Daher haben wir keimfrei gehaltene
C57BL/6 Mause im steady-state untersucht, denen durch eine spezielle Haltung in

Isolatoren die komplette bakterielle Besiedlung fehlt.

3.5.1 Neutrophile Depletion in keimfreien C57BL/6 M&usen

Verglichen mit C57BL/6 Mausen unter SPF-Bedingungen haben keimfreie C57BL/6
Mause eine verminderte Anzahl an Leukozyten (7300 Zellen/ul vs. 3400 Zellen/pl; p
= 0,045) und Gr1*/CD11b" Neutrophilen (1424 Zellen/ul vs. 374 Zellen/ul; p = 0,006).
Diese Ergebnisse spiegeln bereits beschriebene Beobachtungen in keimfrei
gehaltenen Ratten wieder, die um 90 % verminderte Neutrophilenzahlen im Blut
haben, verglichen mit Ratten in SPF-Haltung (Ohkubo, Tsuda et al. 1999).

Um den Einfluss von mikrobieller Besiedlung in der neutrophilen Homdostase zu

untersuchen, wurden die keimfrei gehaltenen Wildtypmause mit 1A8-Antikdrper bzw.
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PBS i.p. gespritzt. Dabei wurden eine erhdhte Antikérperdosis (1,25 mg) und langere
Zeitintervalle zwischen den Injektionen gewahlt, da die Tiere nur innerhalb spezieller
Isolatoren gespritzt werden konnten, was die Handhabung deutlich erschwerte und
die Gefahr von Komplikationen erhohte.

An Tag 8 wurden die Tiere geopfert, analysiert und das Knochenmark und Blut
untersucht.

Die Effizienz der Depletion wurde mittels FACS-Farbung des Blutes (Grl und
CD11b) ermittelt. Es ergab sich eine fast vollstandige Depletion an neutrophilen
Granulozyten in der Peripherie (Abb. 21).

Kontrolle

2%| 1A8

CD11b

Gr1

FSC

Abbildung 21 Bestimmung der Depletionseffizienz in keimfreien C5  7BL/6 Mausen

Die keimfreien C57BL/6 Tiere wurden fiir 8 Tage mit 1,25 mg 1A8 alle 48 h depletiert. Die erhdhte
Dosis und die verlangerten Injektionsintervalle wurden gewahlt, um Komplikationen zu vermeiden.
Durch das Fehlen der Grl® und CD11b" doppeltpositiven myeloischen Zellen, ist die effektive
Neutrophilendepletion nachgewiesen.

3.5.1.1 Knochenmark

Im Knochenmark der keimfreien Wildtypmause wurden nach antikdrper-induzierter

Neutropenie auf Vorlauferebene &hnliche Veranderungen im Vergleich zu SPF-
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gehaltenen Mausen unter den gleichen Versuchsbedingungen detektierbar. Die
Anzahl der LSK- und GMP Zellen stieg sowohl absolut, als auch relativ an.

Die LSK-Zellen stiegen von 0,31x10° + 0,14x10° Zellen in der PBS-Kontrolle zu
1,72x10° + 0,54x10° Zellen in den Antikérper-behandelten Tieren an (p = 0,025).

Bei den GMP-Zellen konnte ein Anstieg von 3,18x10° + 0,28x10° (PBS) zu 9,25x10°
+0,49x10° (1A8), (p = 0,04) gezeigt werden (Abb. 22).

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der positive Feedback-

Mechanismus auf Progenitorebene unabhéngig von kommensalen Bakterien verlauft.
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Abbildung 22 Absolute Zahlen im Knochenmark neutropener keimfrei er C57BL/6 Mause

n = 3 keimfreie C57BL/6 Mause wurden mit 1,25 mg 1A8 a 48 h depletiert und an Tag 8 analysiert.
Die hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark wurden per
Durchflusszytometrie detektiert und auf die Gesamtzahl der lebenden Zellen in beiden Hinterlaufen
umgerechnet. Dabei stiegen die Anzahl der LSK und GMP-Zellen signifikant an.

p-Werte: * < 0,05, **<0,01, ***<0,001

3.5.1.2 Zytokingehalt im Plasma

Auf Zytokin-Ebene im Plasma wurde eine signifikanten Erhéhung des G-CSF

Spiegels der keimfreien C57BL/6- Mause bezogen auf die Kontrollgruppe vs. 1A8-
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depletierte Gruppe deutllich. Der G-CSF Gehalt stieg um das 8,5-fache von 34 pg/ml
auf 293 pg/ml an (p = 0,015) (Abb. 23).

. W 1A8
Germ-free| ]
C57BL/6
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Abbildung 23 G-CSF im Plasma von keimfreien C57BL/6 im Vergleich  mit C57BL/6

Jeweils n = 3 keimfreie C57BL/6 Mause wurden mit 1,25 mg 1A8 alle 48 h depletiert oder erhielten
PBS als Kontrolle. An Tag 8 wurden die Tiere analysiert. Das Blutplasma wurde per ELISA auf den G-
CSF Gehalt untersucht und mit C57BL/6 Mausen unter SPF- Bedingungen verglichen. Unter beiden
Bedingungen konnte nach Antikdrper-induzierter Neutrophilendepletion ein Anstieg an G-CSF
dokumentiert werden. Jedoch war der G-CSF Gehalt in den keimfreien C57BL/6 Mausen im steady-

state geringer im Vergleich zu den SPF- C57BL/6 M&usen.

Es kann somit gezeigt werden, dass der Verlust an mikrobieller Besiedlung zu einem
Absinken des G-CSF-Grundspiegels fuhrt (ca. 35 pg/ml), verglichen mit dem G-CSF

Gehalt in SPF-gehaltenen Mausen des selben Stammes (ca. 70 pg/ml).

Da die keimfreien M&use aber ahnliche Feedback-Antworten wie Mause unter SPF-
Bedingungen liefern, kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die
Besiedlung mit kommensalen Bakterien keine unabdingbare Vorraussetzung fur die

homoostatische Feedback-Granulopoese darstellt.

3.5.2 Injektion der maximalen LPS- Dosis im Antikorper

Als in vivo verwendete Antikérper wurden ,Endotoxin low" Antikorper verwendet.

Allerdings sind auch dort Reste von Endotoxin enthalten, da eine komplette Freiheit
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an Endotoxin in der Umgebung aus technischen Grinden nicht gewahrleistet werden

kann (Hrncir, Stepankova et al. 2008).

Fur die Uberpriifung, ob diese geringen Endotoxin-Konzentrationen fiir die von uns
beobachteten Ereignisse verantwortlich sind, wurden C57BL/6 Mause mit der
maximalen Dosis an LPS, die im Antikdrper laut Herstellerfirma vorliegen kann (2
EU/mg Antikorper, LAL Test) behandelt. Nach 8 Tagen intraperitonealer Applikation
jede 36 h wurden die Tiere getdtet und analysiert.

Es kam auf Knochenmarkebene nicht zu signifikanten Verdnderungen im Vergleich
zur Kontrollgruppe (PBS-behandelt) (Abb. 24), so dass davon auszugehen ist, dass
die sehr geringe Konzentration an Endotoxin im Antikérper nicht fur die zu

beobachtenden Verschiebungen im Knochenmark verantwortlich ist.

N

[] PBs
] Lrs

N
a

o
(@) ]

I
-

Zellzahl x 10° in beiden Femura und Tibiae
—'
H

LSK GMP CMP MEP

Abbildung 24 Knochenmarkanalyse der mit 2 EU LPS injezierten C57 BL/6 Mause

N =5 C57BL/6 Mause wurden mit 2EU LPS aus E.coli in 200 pl PBS fiir 8 Tage i.p behandelt. Nach 8
Tagen wurden die Tiere analysiert und das Knochenmark auf Progenitorebene untersucht. Es fanden

sich keine signifikanten Veréanderungen im Vergleich mit den PBS behandelten Kontrolltieren.
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3.6 Applikation von anti-G-CSF mit gleichzeitiger N eutrophilen-
Depletion

Um den Einfluss von zirkulierendem G-CSF in der Peripherie von Wildtypmausen
Uberprufen zu kénnen, wurden n = 8 C57BL/6 Méause mit 10 pg anti-G-CSF (Mab
414) taglich Gber einen Zeitraum von 8 Tagen behandelt (Shojaei, Wu et al. 2009).

Gleichzeitig wurde bei n = 4 Mausen eine antikdrper-induzierte Neutropenie mit 1 mg
Klon 1A8, jede 36 h durchgefuhrt. n = 4 Mause bekamen PBS als Kontrolle i.p.
gespritzt. Nach 8 Tagen wurden die Tiere analysiert und das Knochenmark auf

Progenitorebene per FACS analysiert.

Im peripheren Blut sieht man als einzige Veranderung die erwartete signifikante
Reduktion von Neutrophilen in der Versuchs-Gruppe. Die Zahl der Monozyten und

Lymphozyten veranderte sich nicht (Abb. 25).
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Abbildung 25 Peripheres Blut der anti-G-CSF behande  Iten und neutrophil-depletierten C57BL/6

Das periphere Blut von anti-G-CSF behandelten und gleichzeitig neutrophil depletierten C57BL/6
Méause oder Kontrolltieren wurde an Tag 8 abgenommen und das Differentialblutbild bestimmt. Der
erhaltene WBC wurde mit den Prozentzahlen der Subpopulationen aus dem FACS verrechnet und

somit auf die Absolutzahlen der Zellen geschlossen.
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Im Knochenmark kam es sowohl bei den LSK-Zellen (p = 0,92), als auch bei den
GMP (p = 0,14), CMP (p = 0,90) und MEP- Populationen (p = 0,16) nicht zu
signifikanten Veranderungen (jeweils n = 4 pro Gruppe) (Abb. 26).

n.s.
6 o |
n.s.
= —
x n.s.
& 1
o n.s.
|_
s 41 1
5
£
()
L
' £
°
(O]
o
# 2
= 2 r
@
ol
N
LSK GMP CMP MEP

[l 128 [] Kontrolle

Abbildung 26 Absolute Progenitorzahlen der anti-G-C  SF behandelten und neutrophil-
depletierten C57BL/6

Das Knochenmark der anti-G-CSF behandelten und neutrophil-depletierten C57BL/6 bzw. der
Kontrolltiere wurde an Tag 8 geerntet, die roten Blutzellen lysiert und per FACS der Anteil der
Progenitorzahlen ermittelt. Diese Prozentzahlen wurden mit der Gesamtzellzahl in den beiden

Hinterlaufen verrechnet und so auf die Absolutzahlen geschlossen.

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die erhdhten G-CSF
Spiegel der neutropenen Tiere ursdchlich fur Feedback-Phanomene auf
Knochenmarkebene verantwortlich sind und eine G-CSF Neutralisation den
Feedback komplett unterbindet.
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3.7 Einfluss von Toll-Like Rezeptoren

Da auch bei keimfreien Mausen Endotoxinreste im Wasser und im Futter vorhanden
sind (Hrncir, Stepankova et al. 2008), haben wir den Einfluss von Toll-Like
Rezeptoren auf die Neutrophilen-Homdostase tberprift.

Endotoxin (LPS) ist der Ligand von TLR 4. Daher haben wir C3H/HeJ Mause
eingesetzt, die eine Spontanmutation im TIr4 Gen aufweisen. Diese Tiere sind
resistent gegen Endotoxin und auf C3H Hintergrund gezichtet. Als Kontrolltiere
wurden daher C3H/N Mause verwendet.

Alle Tiere wurden nach dem ublichen Antikdrper-Applikationsschema fir 8 Tage mit
Klon 1A8 behandelt bzw. mit PBS als Kontrolle gespritzt, danach geopfert und das
Blut und Knochenmark auf Knochenmarkprogenitorebene, transkriptionaler Ebene

und Proteinebene analysiert.

3.7.1 C3H/N und C3H/HeJ Mause

Die Effizienz der Depletion im Blut wurde mittels FACS auf die Grl® und CD11b"
doppeltpositive Zellpopulation Uberprift. Im Knochenmark wurden myeloische
Progenitorzellen (GMP, CMP und MEP) und LSK-Zellen untersucht.

Bei den C3H/N Méausen, die als Wildtypkontrollen dienten, wurden erwartungsgemaf
ahnliche Veranderungen wie in C57BL/6, NSG und keimfreien C57BL/6 Mausen
detektiert. Es kam zu einem starken, signifikanten Anstieg von LSK und GMP und zu
einer Absenkung der MEP-Zellen. Dies war sowohl in relativen als auch in absoluten
Zahlen zu beobachten (Abb. 28).

Auch im Blutplasma liel3 sich ein signifikanter Anstieg von G-CSF beobachten (Abb.
32).

Eine méausestammspezifische Phanomenologie des beschriebenen Feedback kann
daher ausgeschlossen werden.
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Abbildung 27 Absolute Zahlen im Knochenmark neutropener C3H/N Ma  use

In der Versuchsgruppe wurde eine antikérper-induzierte Neutropenie bei C3H/N Mausen durchgefihrt
oder die Kontrollgruppe mit PBS behandelt. An Tag 8 wurden beide Gruppen geopfert und analysiert.
Die hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark wurden per
Durchflusszytometrie bestimmt und auf die Gesamtzahl der lebenden Zellen in beiden Hinterlaufen

umgerechnet. Dabei stiegen die Anzahl der LSK und GMP-Zellen signifikant an (n = 4 pro Gruppe).

Bei den C3H/HeJ Tieren wurden nach 8 Tagen Depletion der Neutrophilen mit 1A8
vergleichbare Zellzahlen im Knochenmark zwischen der PBS-Gruppe und der
Antikdrpergruppe erreicht.

Die GMP waren in absoluten Zellzahlen der beiden Hinterlaufe vergleichbar 4,2x10°
(PBS) und 4,06x10° (1A8) p = 0,73 wie auch die Anzahl der MEP 2,41x10° (PBS)
und 2,19x10° (1A8) in den beiden Hinterlaufen der Mause.

Die Anzahl an LSK-Zellen stieg nur leicht und nicht signifikant von 0,14x10° auf
0,28x10° an (p = 0,17) (Abb. 28 und 29).
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Abbildung 28 Relative Veranderungen im Knochenmark neutropener C3H/HeJ-Mausen

C3H/HeJ Mause wurden mit anti Ly-6G Klon 1A8 depletiert oder mit PBS behandelt. Die
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark wurden per Durchflusszytometrie
bestimmt und mit der PBS-Kontrollgruppe verglichen. Es kam relativ gesehen zu keinen signifikanten

Unterschieden (n = 5 pro Gruppe).
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Abbildung 29 Absolute Zahlen im Knochenmark neutropener C3H/HeJ Mause

Auch in Absolutzahlen gesehen konnten keine Veranderungen bei den neutropenen C3H/HeJ Mausen

im Vergleich mit der Kontrollgruppe detektiert werden.
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3.7.2 C3H/HeJ/TLR2-KO Mause

In der nachsten Versuchsreihe wurden C3H/HeJ/TLR2-KO Mause, also Tiere mit
einer Spontanmutation im TIr4 Gen und zusatzlichem klassischen knock-out des
TLR2 Gens flr die Analyse verwendet.

Auch bei diesen Tieren blieb die Anzahl an myeloischen Progenitoren im
Knochenmark konstant. Die GMP blieben bei 3,9x10° (Kontrolle) zu 3,55x10° (1A8)
recht unverandert, p = 0,63, die CMP blieben bei 0,41x10° (PBS) vs. 0,49x10° (1A8)
und die MEP bei 1,31x10° (PBS) 0,68x10° (1A8) p = 0,41 recht konstant.

Es konnten auch keine Verdnderungen der LSK-Zellen detektiert werden. Diese
Zellpopulation blieb fast unverandert bei 0,75x10° (PBS) zu 0,68x10° (1A8) bezogen

auf die lebenden Zellen in beiden Femura und Tibiae (Abb. 30).
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Abbildung 30 Absolute Zahlen im Knochenmark neutropener C3H/Hed/  TLR2-KO Méause

In C3H/HeJ/ITLR2-KO Mause wurden eine antikérper-induzierten Neutropenie durchgefiihrt und an
Tag 8 die hAmatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen im Knochenmark per Durchflusszytometrie
bestimmt und auf absolute Zellzahlen in beiden Hinterlaufen der Mause umgerechnet. Es ergaben

sich keine signifikanten Veranderungen im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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Aus dem Blutplasma wurden ELISAs fiir das Zytokin G-CSF angefertigt. Der G-CSF-
Spiegel stieg in den C3H/N Mausen nach Neutropenie um das 8,5 fache von 156
pg/ml auf 1318 pg/ml an (p = 0,002). Die Wildtypmause des C3H-Stammes
verhielten sich somit ahnlich wie Wildtyptiere des C57BL/6 Stammes. Dahingehen
wurde bei den C3H/HeJ Mausen und den C3H/HeJ/TLR2-KO Mausen nur ein
leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg detektiert (Abb. 31).

Daraus lasst sich schlie3en, dass die Erhohung des G-CSF Spiegels nach
antikorper-induzierter Neutropenie abhangig von TLR4 ist.
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Abbildung 31 G-CSF im Plasma von unterschiedlichen neutropenen M &usen auf C3H-
background

Der G-CSF-Gehalt im Plasma von Kontrolltieren und Antikdrper-behandelten C3H/N Wildtyp, C3H/HeJ
und C3H/HeJ/TLR2-KO Mausen wurde mittels ELISA bestimmt. Bemerkenswert ist der signifikante
Anstieg an G-CSF in den C3H/N Wildtypméausen und die nicht signifikanten Verdnderungen in den
C3H/HeJ und C3H/HeJ/TLR2-KO Mausen (n =5 pro Gruppe).

Auffallend ist der erhdhte steady-state Level an G-CSF bei den Mausen mit dem
Background des Stammes C3H im Vergleich zu Méausen des C57BL/6 Stammes.
Dies deutet darauf hin, dass unter nicht-infektiosen, steady-state Bedingungen

verschiedene Mausstamme unterschiedliche Grundspiegel an G-CSF aufweisen.
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3. Ergebnisse

3.7.3 TLR4" Mause

Die Ergebnisse bei den C3H/HeJ Tieren zeigen eine Abhangigkeit des Feedback-
Mechanismus von TLR4. Allerdings handelt es sich bei den C3H/HeJ Tieren nicht um
klassische knock-out Tiere sondern um mutierte Tiere. Aus diesem Grunde wurden
im nachsten Versuch klassische TLR4 knock-out Mause auf C57BL/6 background
getestet.

Diese Tiere wurden mit Klon 1A8 fir 8 Tage neutrophil depletiert und im Anschluss
getotet und auf Verschiebungen auf Proteinebene im Plasma und im Knochenmark

auf Progenitorebene analysiert.

Erneut stellten sich keine signifikanten Anderungen auf Progenitorebene im
Knochenmark dar. Die LSK Zellen stiegen nicht signifikant von 1,26x10° (Kontrolle)
auf 1,75x10° an p = 0,27, die GMP stiegen von 2,49x10° auf 3,0x10° p= 0,22. Die
MEP Zellen sanken leicht ab von 2,32x10° auf 1,87x10° Zellen (p = 0,38) (Abb. 33).
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Abbildung 32 Absolute Zahlen im Knochenmark neutropener TLR4 " Mause

Die Neutrophilen im peripheren Blut von je n = 5 TLR4™ Mause auf C57BL/6 Background wurden
depletiert oder mit PBS behandelt und die Tiere an Tag 8 geopfert und analysiert. Die
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark wurden per Durchflusszytometrie
bestimmt und umgerechnet auf die Gesamtzahl der lebenden Zellen in beiden Hinterlaufen.
Bemerkenswert sind die nicht signifikanten Verdnderungen der LSK und myeloischen

Progenitorzellen.
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Auf Plasmaebene blieb der G-CSF Spiegel unverandert: 78,3 pg/ml in den PBS-
behandelten Kontrollen vs. 77,3 pg/ml in den neutropenen Mausen (p = 0,38) (Abb.
34). Diese Levels sind vergleichbar mit den steady-state G-CSF-Spiegeln im Plasma
von C57BL/6 Tieren.
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Abbildung 33 G-CSF im Plasma von TLR4 " Mausen im Vergleich mit C57BL/6

TLR4” Mause auf C57BL/6 background wurden mit 1,25 mg 1A8 alle 48 h depletiert und an Tag 8
analysiert. Das Blutplasma wurde per ELISA auf den G-CSF-Gehalt untersucht und mit C57BL/6
Mausen unter SPF- Bedingungen verglichen. Bei den TLR4™ Mausen kam es nicht zu veranderten G-
CSF Spiegeln, zudem war im steady-state die Menge an G-CSF vergleichbar mit der Gruppe an
C57BL/6 Tieren.

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der in dieser Arbeit

beschriebene positive Neutrophilen regulierende Feedback-Mechanismus abhéangig
von TLR4 ist.

3.8 Adaptormolekul-Defiziente Tiere

3.8.1 MyD88-KO Mause

Als Adapterproteine fur TLR4 dienen MyD88 und TRIF. Es gibt in der Signalkaskade
von TLR4 sowohl den MyD88-abhangigen, als auch den MyD88-unabhangigen,
dafur TRIF-abhangigen Weg.
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3. Ergebnisse

Um zu untersuchen uber welchen Signaltransduktionsweg die Weiterleitung in vivo
erfolgt, wurden MyD88” Mause neutrophil depletiert und nach 8 Tagen analysiert. Im
Blutplasma war ein 6-facher, hochsignifikanter Anstieg von G-CSF von 56 pg/ml auf
347 pg/ml zu beobachten (p = 0,0001) (Abb. 34).
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Abbildung 34 G-CSF im Plasma von MyD88 " Mausen im Vergleich mit C57BL/6

N=5 MyD88"' Méause wurden mit 1 mg 1A8 alle 36 h depletiert und an Tag 8 analysiert. Das
Blutplasma wurde per ELISA auf G-CSF untersucht und mit C57BL/6 M&usen unter SPF-
Bedingungen und unter keimfreien Bedingungen verglichen. Bei allen Mausen kam es zu einem
signifikanten G-CSF Anstieg, der steady-state Level der MyD88"' und C57BL/6 Tiere ist vergleichbar.

Im Knochenmark kann man wieder die gleichen Verschiebungsverhéltnisse auf
Progenitorebene beobachten wie bei den C57BL/6 Wildtyp-Mausen: einen
signifikanten Anstieg der LSK-Zellen und GMP-Zellen und ein Absinken der MEP-
Zellen (Abb. 35).
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Abbildung 35 Absolute Zahlen im Knochenmark neutropener MyD88 " Méause

MyD88"' Méause auf C57BL/6 Hintergrund wurden neutrophil depletiert und an Tag 8 analysiert und die
Knochenmarkzellen durchflusszytometrisch analysiert. Aufgrund der relativen Verhéltnisse der
Populationen wurde auf die Gesamtzellzahl in den Hinterlaufen geschlossen. Bemerkenswert sind die
signifikanten Veranderungen der LSK und GMP- Zellen, vergleichbar mit C57BL/6 Wildtyp-Tieren (n =
5 pro Gruppe).

Diese Ergebnisse in MyD88” Mausen deuten darauf hin, dass der Signalweg zwar

Uber TLR4, aber nicht tber das Adaptorprotein MyD88 verlauft.

3.8.2 TRIF" Mause

Da der gefundene Feddback-Mechanismus unabhangig von MyD88 erscheint,
wurden TRIF” Mause auf C57BL/6 Hintergrund eingesetzt und mit 1A8 oder PBS
behandelt. Nach 8 Tagen antikorper-induzierter Neutropenie wurden die Tiere

geopfert und das Knochenmark und Blut analysiert.
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Im Knochenmark stiegen die LSK-Zellen signifikant von 1,06x10° (PBS) auf 2,54x10°
(1A8) Zellen in beiden Hinterlaufen an (p = 0,02). Die myeloischen Progenitoren
veranderten sich jedoch kaum. Die GMP stiegen von 4,47x10° auf 6,12x10° Zellen in
Femura und Tibiae (p = 0,46), die MEP blieben unverandert (1,89x10° zu 1,93x10>; p
=0,94) (Abb. 36).
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Abbildung 36 Absolute Zahlen im Knochenmark neutropener TRIF " Mause

TRIF" Mause auf C57BL/6-Hintergrund wurden mit 1 mg 1A8 alle 36 h depletiert und an Tag 8
analysiert. Die Kontrollgruppe wurde mit PBS in den gleichen Zeitintervallen behandelt. Die
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark wurden per Durchflusszytometrie
bestimmt und umgerechnet auf die Gesamtzahl der lebenden Zellen in beiden Hinterlaufen.
Bemerkenswert sind zwar die signifikanten Verénderungen der LSK- Zellen aber nicht die der

myeloischen Progenitoren (n = 4 pro Gruppe).

Das Blutplasma der neutropenen TRIF” Mause wurde auf den Zytokingehalt
untersucht, die G-CSF Spiegel stiegen im Vergleich mit den Kontrolltieren nicht
signifikant von 184 pg/ml (PBS) auf 422 pg/ml (1A8) an, p = 0,08 (Abb. 38).
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Abbildung 37 G-CSF im Plasma von TLR4 " und TRIF " Mausen im Vergleich mit C57BL/6

Das Blutplasma von neutropenen TLR4” und TRIF" Mause auf C57BL/6-Hintergrund wurde per
ELISA auf den G-CSF Spiegel untersucht und mit C57BL/6 Mausen unter SPF- Bedingungen
verglichen. Bei den TLR4™ und TRIF" Mausen kam es nicht zu signifikanten Erhéhung des G-CSF
Gehalts nach antikérper-induzierter Neutropenie.

Diese Ergebnisse sind ein starkes Indiz, dass der Neutrophilen regulierende positive
Feedback-Mechanismus Uber TLR4 und TRIF, auf dem MyD88- unabhéngigen

Signalweg vermittelt werden konnte.

3.9 Die Rolle des Egress

Das Angebot an Neutrophilen hangt zum einen von der Produktion der Neutrophilen,

zum anderen von der Freisetzung aus dem Knochenmark ab. Als Regulator fur die

75



3. Ergebnisse

Freisetzung der Neutrophilen aus dem Knochenmark gilt CXCL12. Es wurde bereits
gezeigt, dass eine gestiegene Granulopoese mit einer Neutrophilenfreisetzung und
einer Herabregulation von CXCL12 im Knochenmark einhergeht (Ueda, Kondo et al.
2005; Eash, Greenbaum et al. 2010; Delano, Kelly-Scumpia et al. 2011).

Aus diesen Grinden wurde die Menge an CXCL12 auf Transkriptionsebene im
Knochenmark unter verschiedenen Bedingungen detektiert.

Aus lysierten Knochenmarkszellen wurde wie oben beschrieben cDNA generiert und
je 25 ng cDNA fir eine gRT-PCR mit SYBR Green eingesetzt. Es wurde bei den mit
rh-G-CSF behandelten Tieren eine 10-fache Reduktion an CXCL12 festgestellt, im
Vergleich zum steady-state Level in C57BL/6 Mausen. Bei den keimfreien C57BL/6
und den NSG Mausen wurden hohere CXCL12-Grundspiegel sichtbar (Abb. 31).

Nach antikorper-induzierter Neutropenie in NSG, C57BL/6 und keimfreien C57BL/6
Méausen, aber auch in den C3H/HeJ- bzw. TLR4 defizienten Mausen wurde nach 8
Tagen bei allen Mausen eine meist signifikante Herabregulierung im Knochenmark
beobachtet (Abb. 38).

Daraus kann man schlie3en, dass bei allen Mausestammen die Antikdrper induzierte
Neutropenie zu einer Herabregulation von CXCL12 auf transkriptionaler Ebene im
Knochenmark und in Folge dessen zu einer Freisetzung neutrophiler Granulozyten

aus dem Knochenmark fuhrt.
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Abbildung 38 CXCL12 Level auf Transkriptionsebene in unterschied  lichen Mausen

Das Knochenmark von jeweils n = 3 C57BL/6 M&usen pro Gruppe wurde geerntet und mittels RNeasy
Mini kit RNA isoliert und mit Superscript 1l in cDNA umgeschrieben. Danach wurde die Ratio im LC
480 mittels SYBR Green und dem Referenzgen B-Actin bestimmt. Bemerkenswert ist die signifikante
Herabregulation bei den rh-G-CSF Tieren, wie auch die meist signifikante Herabregulation bei den
neutrophil depletierten Tieren im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren.
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3.10 MSC in vitro Versuche

Als wichtigste Quelle fir G-CSF gelten nicht-hamatopoetische Stromazellen (MSC)
aus dem Knochenmark. Es ist jedoch nicht bekannt, welche kultivierbare Zellen den
Hauptanteil liefern (Watari, Ozawa et al. 1994; Panopoulos and Watowich 2008).
Desweiteren ist bekannt, dass bei Mausen und Menschen mit einer akuten Infektion
der G-CSF Spiegel im Rahmen der emergency Granulopoese erhoht ist (Cheers,
Haigh et al. 1988; Watari, Asano et al. 1989; Kawakami, Tsutsumi et al. 1990).

Da TLRs auf hamatopoetischen Stamm-, Progenitorzellen und Stromazellen zu
finden sind untersuchten wir, ob die Stimulation von TLR4 auf kultivierten MSC
mittels LPS zu einem direkten Anstieg von G-CSF fuhrt.

Aus dem Knochenmark von C57BL/6 Mausen und C3H/HeJ/TLR2-KO Mausen
wurden mesenchymale Stromazellen kultiviert und mit LPS behandelt oder
unbehandelt gelassen. Die RNA wurde isoliert, DNase | verdaut und in cDNA
umgeschrieben.

Die G-CSF Expression auf Transkriptionsebene wurde mit qRT-PCR und eines
Tagman Gene expression Assay bestimmt. Dabei wurde die Ratio zum

housekeeping Gen B-Actin berechnet.

Bei den LPS- behandelten MSCs aus C57BL/6 Mausen fand man einen mehr als
1000-fachen Anstieg an G-CSF im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen.
Bei den MSC-Zellen der C3H/HeJ/TLR2-KO Méausen (defizient fir LPS-Antwort) kam
es jedoch zu keiner Expansion des G-CSF Gehalts im Vergleich der LPS-
behandelten Zellen vs. den unbehandelten Kontrollzellen. Desweiteren war der
Grundspiegel im Vergleich mit der G-CSF Expression aus den MSCs der C57BL/6
Mause deutlich reduziert (Abb. 40).

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass mesenchymale Stromazellen G-CSF

transkribieren und dass es Uber TLR4 gelingt, eine massive transkriptionelle

Hochregulation zu erreichen.
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Abbildung 39 G-CSF Transkription der LPS stimulierten MSC

MSC von C57BL/6 und C3H/HeJ/TLR2-KO Méausen wurden kultiviert und der TLR4-Signalweg durch
Zugabe von ¢ = 10 pg/ml LPS fur 24 h stimuliert. Danach wurde RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben
und eine gRT-PCR fir G-CSF durchgefiihrt. Der G-CSF Level stieg in den C57BL/6 MSC um das
1000x an, wohingegen der Level in C3H/HeJ/TLR2-KO MSC nicht beeinflusst wurde.

3.11 Transplantation von Knochenmark

Der Feedback-Mechanismus wurde in Wildtypmausen, immundefizienten NSG,
keimfreien C57BL/6 und auch in C3H/N Mausen gefunden, aber nicht in TLR4-
defizienten Mausen, oder in Mausen mit einer Spontanmutation im TIr4 Gen
(C3H/HeJ).

Um zu analysieren, ob das hamatopoetische oder das stromale Kompartiment flr
diese Effekte verantwortlich sind, wurden Transplantationsexperimente mit dem

Knochenmark von C3H/N Mausen und C3H/HeJ Mausen durchgefuhrt, bei denen
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jeweils das Knochenmark von einer Mauselinie in lethal bestrahlte Empfangermause
der anderen Linie transplantiert wurde.

Nach der vollstandigen Rekonstitution des Knochenmarks wurden die Tiere fir 8
Tage mit einem Neutrophilen-depletierenden Antikorper (Klon 1A8) behandelt und
danach geopfert und analysiert.

Bei der Analyse sollte Uberprift werden, ob der Feedback-Mechanismus von den
Spendertieren oder den Empfangertieren Ubertragen werden kann, um die Aussage
treffen zu koénnen, ob Stromazellen oder hdmatopoetische Zellen fiur die Effekte

verantwortlich sind.
Allerdings konnten die Ergebnisse aus diesem Experiment nicht verwertet werden,

da die Tiere eine Graft-versus-Host-Disease (GvHD) aufgrund eines background-

mismatch bekamen, so dass diese Fragestellung noch unbeantwortet ist.
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4 Diskussion

4.1 Regulation der Neutrophilen-Homoostase im stead  y-state

Der Mechanismus der Neutrophilen-Homdostase ist im Gegensatz zur Erythropoese
und zur Thrombopoese noch nicht vollstdndig verstanden. Bei der Erythropoese
reguliert der Sauerstoffpartialdruck den EPO-Spiegel (McDonald, Lin et al. 1986;
Lacombe and Mayeux 1998; Jelkmann 2004) und somit die Menge an zu
produzierenden Erythrozyten.

Bei der Thrombopoese wird TPO konstitutionell in Hepatozyten exprimiert und
indirekt Uber die Masse thrombopoetischer Zellen reguliert (Lok, Kaushansky et al.
1994; McCarty, Sprugel et al. 1995; Stoffel, Wiestner et al. 1996; Kaushansky 2009)

und beeinflusst so die Menge an neu zu produzierenden Thrombozyten.

4.1.1 Neutrophiler Drehkreuzmechanismus

Frihere Beobachtung mit einer Heraufregulation von G-CSF in neutropenen
Patienten nach einer myelosuppressiven Chemotherapie und Neutropenie fuhrten zu
der Idee, dass es einen Neutrostat geben muss, der die Freisetzung von
neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark kontrolliert.

Allgemein zirkulieren nur 1-2 % der Neutrophilen in der Peripherie. Der Hauptanteil
der neutrophilen Masse befindet sich ,ruhend” im Knochenmark und wird erst bei
Infektionen bzw. im Bedarfsfall freigesetzt. Dies nennt sich ,Egress® (lat.

»<Auswandern®) (Semerad, Liu et al. 2002).

Dieser Neutrostat kann entweder mit einem Sensor ausgestattet sein, der den
Neutrophilen-Spiegel Uberprift oder sogar einen Drehkreuzmechanismus an der
Schwelle zwischen Blut und Knochenmark darstellen, der die Anzahl der

Neutrophilen, die in die Peripherie abgegeben werden, zahilt.
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Zur Regulation der Neutrophilen-Homdéostase wurde schon 1991 (Demetri and Griffin
1991) der obig kurz angerissene neutrophile Drehkreuzmechanismus vorgeschlagen.
Allerdings konnte zu diesem Zeitpunkt keine Lokalisation geklart werden.

Auf der Suche nach dem Sensor schlugen Stark et al. (Stark, Huo et al. 2005) im
Jahr 2005 ein Drehkreuz mit mit der Lokalisation im Gastrointestinaltrakt vor, da das
meiste IL-17 in den Mesenteriallymphknoten gebildet wird. Desweiteren werden
Bakterien im Gastrointestinaltrakt getriggert um die Produktion von IL- 23 in den
dendritischen Zellen und Makrophagen anzuregen (Stark, Huo et al. 2005).

Stark et al. und andere Arbeitsgruppen nahmen dabei an, dass IL-17 ausschlief3lich
von T-Zellen und T-Zell-Subpopulationen gebildet werden. Allerdings sind
mittlerweile einige andere IL-17 produzierende Zelltypen gefunden worden, wie unter
anderem auch myeloische Zellen (Michel, Keller et al. 2007; Cella, Fuchs et al. 2009;
Hayday 2009; Takatori, Kanno et al. 2009; Passos, Silver et al. 2010).

In einem Modell einer akuten Infektion in Mausen wurde gezeigt, dass IL-23 die
downstream-liegenden IL-17-vermittelnde Pathways aktiviert (Li, Huang et al. 2010).
Dies fuhrt zur Produktion von inflammatorischen Zytokinen, wie auch zur
Bereitstellung von Neutrophilen. Interessanterweise wurde der Hauptanteil des
initialen 1L-17 in der Niere dabei nicht von Lymphozyten, sondern von CD11b*Gr1*

Zellen produziert (Li, Huang et al. 2010).

Durch die in dieser Dissertation dargestellten Ergebnisse kann man davon
ausgehen, dass der beschriebene positive Feedback-Mechanismus nicht nur
unabhangig von T- und B-Zellen verlauft, wie auch die Ergebnisse mit RAG1”
Mausen zeigen (Cain, Snowden et al. 2011), sondern auch unabhéngig von NK-
Zellen ist.

Dies konnte von uns durch die Verwendung von NSG Mausen gezeigt werden (Bugl,
Wiesner et al. 2010). Diese Tiere besitzen weder reife B- und T-Zellen, noch reife
NK-Zellen (Shultz, Lyons et al. 2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in
Wildtyp-Mausen, aber nicht in NSG Mausen IL-23 und IL-17 als Antwort auf
Antikdrper-induzierte  Neutropenie hochreguliert werden und somit keine

unabdingbare Vorraussetzung darstellen.
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Zudem sind die Ergebnisse ein Hinweis darauf, dass der Feedback-Mechanismus
auch unabhingig von myeloischen Gr1*CD11b" Zellen in der Peripherie ist, da diese
Zellen aus der Peripherie mittels antikdrper-induzierter Neutropenie depletiert

wurden.

4.1.2 Zellularitat im Knochenmark und Spezifitat

In dem von uns verwendeten Tiermodell kann von einer vollstandigen antikoérper-
induzierten Neutropenie in der Peripherie ausgegangen werden. Jedoch wurde im
Knochenmark keine Depletion der neutrophilen Granulozyten erreicht. In
Hamatoxylin- und Eosin-Farbungen der Femurschnitte wurden zudem keine
Veranderungen der Zellularitat festgestellt. Ebenso konnte bei der
Knochenmarkzellanalyse im FACS eine Granulozytenpopulation weiterhin detektiert

werden.

Das grenzt unsere beschriebenen Ergebnisse von den Ergebnissen von Scumpia et
al. ab (Scumpia, Kelly-Scumpia et al. 2010), die zum Teil &hnliche Versuche (Gabe
von anti-Gr-1 in unterschiedliche Mausstamme, Blick auf hAmatopoetische Stamm-
und Progenitorzellen) durchgefuhrt haben und dabei eine Reduktion der Zellularitat
im  Knochen nach Antikérperapplikation beschrieben haben. Durch die
Hypozellularitit und den daher entstehenden Veranderungen in der
Knochenmarkzellumgebung wird aus der Sicht von Scumpia et al. die Erhéhung der
LSK-Zellpopulation ausgelst.

Um zu dberprifen, ob die beobachteten Veranderung nur von einer Stérung in der
Umgebung des Knochenmarks abhéngig sind bzw. von Dbeispielsweise
inflammatorischen Milieu bedingt durch die FcR-abhangige Phagozytose AK-
opsonisierter Zellen, wurden fir einen Zeitraum von 7 Tagen C57BL/6 Mause taglich
mit 300 pg eines NK-Zell-depletierenden Antikoérper (Nishikado, Mukai et al. 2011)
behandelt. Die Effektivitdt dieser Depletion konnte im peripheren Blut
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden.

Im Knochenmark kam es dabei nicht zu Veranderungen der hamatopoetischen
Stamm- und Progenitorzellpopulationen, sodass man von einem spezifischen,
Neutrophilen-abhangigen positiven Feedback- Mechanismus sprechen kann.
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4.1.3 Antikdrperwahl zur in vivo Neutrophilen-Depletion

Zur Erzeugung der peripheren Neutropenie wurde zur Beginn dieser Dissertation der
anti-Grl Antikodrper, Klon RB6-8C5 eingesetzt. Dieser Antikérper depletiert nicht nur
neutrophile Granulozyten, sondern zum Teil auch Monozyten und Makrophagen, da
er nicht nur an Ly-6G bindet sondern auch an Ly-6C, welcher auf Monozyten,
Makrophagen und CD8+ T-Zellen exprimiert ist (Curtsinger, Lins et al. 1998), und
einen Einfluss auf das STAT- Signaling hat (Ribechini, Leenen et al. 2009).

Zudem fuhrt die Verwendung dieses Antikorpers zu einer reduzierten Mobilisierung
der hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen durch G-CSF (Pelus, Bian et al.
2004). Daher wurde im Verlauf der Dissertation der spezifischere Antikorper 1A8
verwendet, der ausschlief3lich neutrophile Granulozyten bindet (Ribechini, Leenen et
al. 2009). Mit diesem Antikorper wurden die mit dem Klon RB6-8C5 erhaltenen
Ergebnisse verifiziert und zudem die spateren Versuche nur noch mit diesem

Antikdrperklon durchgefihrt.

4.1.4 Transkriptionales G-CSF

Die Menge an G-CSF auf transkriptionaler Ebene im Knochenmark ist bei antikorper-
induzierten, neutropenen Tieren im Vergleich zu unbehandelten Tieren erhoht. Bei
Tieren die mit rh-G-CSF behandelt wurden, sank der G-CSF Gehalt auf RNA-Ebene
signifikant ab.

Dies zeigt einen negativen Feedback-Mechanismus auf Transkriptionsebene im

steady-state.

In NSG Mausen findet man im steady-state geringere Neutrophilenzahlen als in
C57BL/6 Wildtypkontrollen. Dies wird mit einer gesenkten Granulopoese im steady-
state in Verbindung gebracht.

Bei diesen immundefizienten Mausen ist die Transkription von G-CSF um ein 3-

faches im Vergleich mit C57BL/6 Tieren verstarkt.
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Die verstéarkte Transkription deutet darauf hin, dass die Neutropenie im steady-state
der immundefizienten Tiere sowohl durch eine verminderte Produktion, als auch

durch eine verminderte Freisetzung aus dem Knochenmark zustande kommt.

4.2 Einfluss von TLRs

Es ist nicht einfach die Granulopoese im steady-state von der Granulopoese im
Infektionsfall abzugrenzen. Die erhaltenen Ergebnisse mit der Erhdhung der
hamatopoetischen Stammzellen und G-CSF spiegeln a&hnliche Veranderungen
wieder, die auch im Entztindungsfall auftreten kénnten (Cain, Snowden et al. 2011).
Allerdings handelt es sich bei unseren neutrophilen-depletierenden Modellen um
Versuche, fur die nur eine minimale Inflammation beschrieben wird (Cain, Snowden
et al. 2011).

Des Weiteren wurde zur Vermeidung einer Infektion stets Amoxicillin als
Antibiotikaprophylaxe ins Trinkwasser gegeben und der Zustand der M&ause per

Sichtkontrolle Gberpruft, so dass ein Infektionsfall ausgeschlossen werden kann.

42.1 Keimfreie Tiere und Endotoxin

Entzindungen werden hauptséchlich tber TLR4 und TLR 2 vermittelt, und flhren
wie oben beschrieben zu ahnlichen Verédnderungen auf Progenitorebene im
Knochenmark und bei G-CSF. Wir haben aus diesem Grunde einen Einfluss von
TLR2 und TLR 4 vermutet. Diese beiden Toll-Like Rezeptoren kdnnen durch
Bakterien bzw. durch Bestandteile der Bakterienwand getriggert werden und somit
eine Immunantwort auslésen (Morrison and Ryan 1987; Medvedev, Kopydlowski et
al. 2000). LPS ist ein Agonist fur TLR 4 (Poltorak, He et al. 1998; Hoshino, Takeuchi
et al. 1999; Qureshi, Lariviere et al. 1999). TLR 2 gilt als ein verstarkender Mediator
(Underhill, Ozinsky et al. 1999; Yang, Mark et al. 1999).

Um den Einfluss von kommensalen Bakterien zu uUberprufen, wurden keimfreie
Mause, welche frei von Bakterien leben, fir 8 Tage mit dem Antikérperklon 1A8

behandelt, im Anschluss geopfert und analysiert.
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Eigentlich haben wir erwartet, dass der Feedback-Mechanismus abhangig von
kommensalen Bakterien sein musste, da bei diesen Tieren eigentlich kein LPS aus

Bakterien vorliegt, welches TLRA4 triggern kdnnte.

Der dennoch auftretende positive Feedback-Mechanismus in diesen Mausen lasst
sich dadurch erklaren, dass die Mause zwar eigentlich keimfrei gehalten werden und
somit keine Bakterien den TLR4 Signaltransduktionsweg direkt triggern kdnnen.
Allerdings kann eine komplette Freiheit an Endotoxin in unserer Umgebung nicht
gewahrleistet werden, da Endotoxin aufRerordentlich stabil ist.

Endotoxin kommt in der Bakterienwand von gram-negativen Bakterien vor und ist
thermostabil (Rylander 2002). Reste sind auch in autoklaviertem Futter und
Trinkwasser detektierbar (Rylander 2002; Hrncir, Stepankova et al. 2008; Fagundes,
Amaral et al. 2012).

Bei keimfreien Mausen finden sich im Grundzustand niedrigere Level an G-CSF.
Dies kann dadurch erklart werden, dass diese Tiere in einer grof3teils bakterienfreien
Umgebung leben und dadurch niedrigere Neutrophilenzahlen bendtigen, da die
Gefahr recht gering ist, dass sich das Immunsystem mit eindringenden Pathogenen
auseinandersetzen muss. Dadurch sind auch die G-CSF Grundspiegel im Vergleich
mit Mausen des gleichen Stammes unter SPF- Bedingungen vermindert.

4.2.2 Einfluss von Endotoxin im AntikGrper

Der Antikorper zur Induktion der peripheren Neutropenie gilt zwar als ,Endotoxin
low", allerdings enthéalt er noch Restmengen Endotoxin. Jedoch kann Endotoxin laut
Datenblatt des Antikorpers nur in sehr kleinen Mengen vorhanden sein.

Um auszuschliel3en, ob dieser Endotoxingehalt ausreicht, um die Verschiebungen
der Progenitoren und die Erhohung der LSK-Population im Knochenmark zu
erzeugen, wurden Wildtyptiere fur die Dauer von 7 Tagen mit der Hochstmenge LPS
die in dem eingesetzten Antikdrper vorliegen kann (2 EU/mg Antikorper, LAL Test) i.p

injeziert, danach die Tiere geopfert und analysiert.

Es konnten dabei keine Verschiebungen auf Knochenmarkebene im Vergleich zu

den PBS- injezierten Kontrollmausen gefunden werden, so dass davon auszugehen
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ist, dass diese Konzentration an Endotoxin nicht ausreicht, um diese Verschiebungen

ZU erzielen.

4.2.3 Einfluss von TLR4 und TLR2

Um den Einfluss von TLR4 und TLR2 bei der Neutrophilen-Homodostase zu
Uberprufen wurden C3H/HeJ (Poltorak, He et al. 1998; Qureshi, Lariviere et al. 1999)
Mause und C3H/HeJ/TLR2-KO Mause (Takeuchi, Hoshino et al. 1999; Ronnefarth,
Erbacher et al. 2006) neutrophil depletiert. Die C3H/HeJ-Tiere sind durch eine
Spontanmutation im TIr4 Gen resistenter gegen LPS (Poltorak, He et al. 1998;
Qureshi, Lariviere et al. 1999). Die C3H/HeJ/TLR2-KO Méause haben zuséatzlich noch

einen klassischen knock-out des TIr2 Gens.

Bei diesen Tieren konnten nach antikdrper-induzierter Neutropenie keine
Verschiebungen im Knochenmark auf myeloischer Progenitorenebene beobachtet
werden, sowie kein Anstieg des G-CSF-Spiegels im Blutplasma detektiert werden.
Allerdings kam es bei den neutropenen C3H/HeJ Mausen zu einer leichten Erhéhung
der LSK-Population im Vergleich zu den Kontrolltieren der gleichen Linie.

Bei den C3H/HeJ/TLR2-KO Mausen schien die Abhangigkeit des positiven
Feedback-Mechanismus noch etwas deutlicher auszufallen, da noch geringere
Veranderungen im Vergleich der Kontrollgruppe mit der neutrophilen-depletierten

Gruppe auftraten, als bei den C3H/HeJ Tieren beobachtet werden konnte.

Somit kann davon ausgegangen werden dass der positive feedback loop abhangig
von TLR 4 ist. Méglicherweise wird dieser Effekt durch den zusatzlichen knock-out
von TLR2 noch in seiner Deutlichkeit verstarkt.

Dies wirde darauf hindeuten, dass zusatzlich zu Endotoxin auch grampositive
Bakterien einen verstarkenden Einfluss haben kdnnen, da TLR 2 ein Mediator der
Immunantwort auf gram-positive Bakterien ist (Underhill, Ozinsky et al. 1999;
Yoshimura, Lien et al. 1999).

Interessanterweise verstarkt bakterielles Peptidoglykan die Neutrophilenfunktion

durch NOD 1, aber nicht Gber NOD 2 oder den TLR 4 Signaltransduktionsweg

((Clarke, Davis et al. 2010)). Agonisten gegen TLR 2 und 4 regulieren die Funktion
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der Neutrophilen und wirken bei der Inhibierung der Neutophilen-Apoptose bei der
antimikrobiellen Immunantwort mit (Radsak, Hilf et al. 2003; Radsak, Salih et al.
2004).

Da diese Tiere auf einem anderen Hintergrund (C3H), als die anderen bisher
eingesetzten Wildtyptiere sind (C57BL/6) wurden auch C3H/N Tiere untersucht.
Diese Tiere stellen die Wildtypkontrolle dieses Stammes dar. Diese Tiere verhalten
sich nach Depletion gleich wie C57BL/6 Wildtyp-Tiere, haben aber andere baseline
Zytokin-Grundspiegel. Als Beispiel kann erwdhnt werden, dass der Grundspiegel an
G-CSF gegenuber C57BL/6 Tieren erhoht ist. Diesen erhdohten Spiegel findet man
aber konsistent bei allen Tieren des Hintergrundstammes, d.h. es handelt sich um
einen mausestammspezifischen Marker und verhalt sich somit &hnlich wie
Leukozyten — oder Thrombozytenzahlen, welche stammspezifisch variieren

(Datenblatter Jackson),

4.2.4 TLR4 knock-out Tiere

Da es sich bei den C3H/HeJ Mausen nicht um einen TLR4 knock-out im klassischen
Sinne handelt, sondern nur um eine Mutation im TIr4 Gen, haben wir TLR4” Mause
untersucht, die zudem auf C57BL/6 Background waren (Hoshino, Takeuchi et al.
1999).

Bei diesen Mausen konnte wiederum kein positiver Feedback-Mechanismus
beobachtet werden: die myeloischen Progenitoren waren im Vergleich zur
Kontrollgruppe unverandert, die G-CSF Spiegel wurden nicht erhéht. Dadurch kann
der Schluss gezogen werden, dass der Feedback-Mechanismus tatsachlich
unabhéngig von TLR 4 ist.

4.2.5 Adaptorproteine MyD88 und TRIF

Toll-like-Rezeptoren benétigen ein Adapterprotein um nach Bindung ihres Liganden

ein Signal weiter zu leiten. Bei TLR4 gibt es zwei unterschiedliche Wege: den MyD88
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abhangigen und den MyD88-unabhangigen Weg (Yamamoto, Sato et al. 2002). Der
MyD88-unabhéngige Weg ist TRIF-abhangig (Yamamoto, Sato et al. 2003) (Okazaki,
Furuno et al. 2002) und stimuliert Typ 1 Interferone.

4.2.5.1 MyD88-/- Tiere

MyD88 knock-out Mause (Lord, Hoffman-Liebermann et al. 1990) besitzen eine
Deletion im Exon 3 des myeloid differentiation primary response gene 88 locus
(Adachi, Kawai et al. 1998). Diese Tiere wurden auf C57BL/6 Background generiert
und haben einen ahnlichen G-CSF Spiegel im Plasma im Vergleich zu C57BL/6
Wildtypkontrollen.

Bei den MyD88" Tieren fand sich nach antikorper-induzierter Neutropenie im
Vergleich mit Kontrolltieren ein Anstieg an G-CSF und eine Verschiebung der
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen in Richtung GMP, auf Kosten der
CMP. Zudem war ein Anstieg von LSK- Zellen zu erkennen.

Dies spricht fur die Unabhangigkeit des TLR4 vermittelten Feedback-Mechanismus

von MyD88, und dient als Indiz fir eine somit endosomale Beteiligung tGber TRIF.

4.25.2 TRIF" Tiere

Aus diesem Grunde wurden TRIF? Mause (Yamamoto, Sato et al. 2003) eingesetzt,
die wiederum auf C57BL/6 Background sind. Diese Tiere zeigten keinen signifikanten
Veranderungen auf Knochenmarkprogenitorebene und auf Proteinebene. Da bei den
TRIF” Mausen der G-CSF Anstieg im Plasma allerdings nur knapp nicht signifikant
war, konnte dies darauf hindeuten, dass der Transkriptionsweg sowohl vom MyD88-
abhéngigen als auch vom MyD88-unabhangigen Signalweg vermittelt werden
konnte. Daher kann davon ausgegangen werden, dass der Mechanismus TLR4

abhangig ist und méglicherweise tber das Adaptorprotein TRIF vermittelt wird.
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4.2.5.3 Moglicher weiterer Mechanismus Uber Autophagie

Autophagie ist ein Teil der angeborenen Immunantwort (Walker, Popov et al. 1997;
Kobayashi, Sunako et al. 2001). Die Gruppe um Xu et al. definiert einen neuen
Pathway bei dem eine durch LPS ausgeltste Autophagie in Makrophagen durch
einen MyD88-unabhéangigen aber TRIF-abhdngigen TLR4 Signalweg reguliert wird
(Xu, Jagannath et al. 2007). Somit spielt dort LPS die Rolle als Sensor.

Der beschriebene Signalweg unterscheidet sich vom autophagischen Todessignal
Signaltransduktionsweg (Gozuacik and Kimchi 2004; Yu, Lenardo et al. 2004)
dadurch, dass die Zellviabilitat nicht beeintrachtigt wird.

Ob dies auch bei der antikdrper-induzierten Neutropenie auftreten kann, wurde
wahrend dieser Dissertation nicht Gberprtift.

Daher konnten die nachsten Versuche in diese Richtung zielen, Mause
unterschiedlichen Stammes wahrend der Neutropenie oder zum Analysezeitpunkt auf

Autophagiemerkmale zu untersuchen.

Allerdings wurde in vitro die LPS- induzierte Autophagie durch die Zugabe von
Polymyxin B, einem Antibiotikum welches die biologischen Effekte von LPS durch
Bindung an Lipid A blockiert, gehemmt (Duff and Atkins 1982; Palsson-McDermott
and O'Neill 2004; Xu, Jagannath et al. 2007). In den durchgeftihrten Versuchen der
vorliegenden Dissertation wurde als Antibiotikaprophylaxe Amoxicillin eingesetzt,
welches gegen gram-positive und einige gram-negative Bakterien wirkt.

Ob Amoxicillin eine Autophagie hemmende Wirkung besitzt, wurde noch nicht

untersucht.

4.2.6 Rolle des Egress

CXCL12 spielt bei der Freisetzung von Neutrophilen aus dem Knochenmark eine
entscheidende Rolle. Das gréRte Anteil der Neutrophilen befindet sich im
Knochenmark und wird erst bei Bedarf z.B. wahrend der emergency Granulopoese in

die Peripherie abgegeben (Semerad, Liu et al. 2002).
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Eine gesteigerte Granulopoese wird mit der Herabregulation von CXCL12 in
Verbindung gebracht (Semerad, Liu et al. 2002; Link 2005; Eash, Greenbaum et al.
2010). Zudem setzt G-CSF Neutrophile aus dem Knochenmark frei, indem die
Verbindung zu CXCL12-positiven Knochenmarknischen durch CXCR4, welches auf
der Oberflache von Neutrophilen exprimiert wird, gestért wird (Ma, Jones et al. 1999).
Dies ist konform mit den hier detektierten CXCL12-Leveln nach antikdrper-induzierter
Neutropenie. In allen Mausen wurde CXCL12 herabreguliert wenn man neutropene
Tiere mit Kontrolltieren vergleicht.

4.3 Transplantation Knochenmark von C3H/N in C3H/He J

Bei einer allogenen Knochenmarktransplantation wurden Knochenmarkzellen aus
C3H/N Wildtypmause in bestrahlte C3H/HeJ Mause transplantiert und umgekehrt.
Nach 4-wdchigem Engraftment wurden in den Empfangermausen beider Stamme
neutrophile Granulozyten depletiert und nach 8 Tagen die Tiere geopfert. In diesem
Versuch sollte Uberpruft werden, ob Knochenmarkzellen oder Stromazellen fur den

homoostatischen Feedback-Mechanismus verantwortlich sind.

Allerdings konnte nicht ausgewertet werden, welche Knochenmarkzellen fir den
homoostatischen Feedback-Mechanismus verantwortlich sind, da die Tiere eine

Graft-versus-Host-Disease (GvHD) bekamen.

Bei einer GVHD greifen immunkompetente Zellen des Spenders die Empfangermaus
an. Die immunkomprimierte Maus sto3t die Zellen nicht ab und exprimiert
Gewebeantigene die nicht im Donor vorkommen (Billingham 1966; Pidala 2011).
Hauptsachlich tritt dieses Problem bei nicht zusammenpassenden MHC auf
(Korngold 1993).

Die C3H/HeJ Maus hat einen H2 Haplotyp k. Bei der C3H/N Maus sollte eigentlich
der gleiche Haplotyp vorliegen. Es wurden allerdings nur die Haplotypen von C3H
Méausen der Firma Jackson beschrieben. Da die C3H/N Tiere von der Firma Charles
River stammten muss davon ausgegangen werden, dass eine vollstadndige
Histokompatibilitat nicht gegeben ist (Daten Jackson und Charles River).
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Um die Gefahr einer GvHD in Zukunft zu verringern, sollen in kommenden
Versuchen das Knochenmark von TLR4" M&usen in C57BL/6 Mause transplantiert
werden, und umgekehrt. Bei der Transplantation zwischen diesen Tieren handelt es
sich um eine syngene Transplantation, da die Tiere bis auf dem klassischen knock-
out von TLR4 genetisch identisch sind. Diese Tiere haben den Haplotyp2b (Daten

Jackson). Damit kann die Gefahr einer GvHD nahezu ausgeschlossen werden.

4.4 In vitro Experimente mit MSC

Die in vitro Experimente mit kultivierten MSCs aus dem Knochenmark von
C3H/HeJ/TLR2-KO Mausen und C57BL/6 Mausen deuten auf einen Produktionsort
von G-CSF in mesenchymalen Stromazellen hin. Der G-CSF Spiegel steigt stark
nach Exposition mit LPS an. Nach Stimulation des TLR4 Signalweges mit LPS
kommt es bei den MSCs aus C57BL/6 Tieren zu einem 1000-fachen Anstieg der G-
CSF Transkription, bei den stimulierten Zellen der C3H/HeJ/TLR2-KO Mause kam es
jedoch zu keinem Anstieg der Regulation der G-CSF Transkription.

Dies deutet auf die Funktion von TLR4-positivem Knochenmarkstroma als Sensor
hin, welches G-CSF in einer TRIF-abhangigen Weise hochreguliert.

Dies fuhrt somit zu einen positiven feedback loop der Gber die Expansion von LSK
und GMP Zellen und einer Verminderung von CXCL12 reguliert wird.
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6 Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten werden durch einen weitgehend unverstandenen
homoostatischen Feedback-Mechanismus reguliert. Diese Regulation richtet sich
nach dem Bedarf in der Peripherie. Es wird sozusagen nur die Anzahl an

Neutrophilen produziert bzw. freigesetzt, die wirklich benétigt wird.

Es ist schon lange bekannt, dass die Knochenmarkzellularitat invers mit dem G-CSF-
Spiegel korreliert. Allerdings ist der Mechanismus, der die Produktion mit der

Freisetzung verbindet, noch unbekannt.

In dieser Arbeit wird ein positiver Feedback-Mechanismus beschrieben, der mit
einem Anstieg von G-CSF im Plasma und starken Verschiebungen auf der Ebene
von myeloischen Knochenmarkprogenitorzellen und hamatopoetischen Stammzellen
einhergeht.

Nach Antikdrper-vermittelter Depletion der Neutrophilen entsteht ein Anstieg der
GMP-Population (Granulozyten/Makrophagen-Progenitoren) auf Kosten der MEP-
Population (Megakaryozyten/Erythrozyten Progenitoren). Desweiteren findet man
eine starke Expansion an h&matopoetischen Stammzellen, den sogenannten LSK-
Zellen.

Der Mechanismus &hnelt den beobachtbaren Verdnderungen nach Gabe von
rekombinanten G-CSF und ist in der Tat mit einem starken Anstieg des Plasma G-
CSF assoziiert. Die hier gezeigten Daten unterstreichen sogar die Kausalitat des G-
CSF Anstiegs (G-CSF unterbindet komplett den Feedback).

Dieser Mechanismus ist unabhéngig von Lymphozyten, kommensalen Bakterien und
dem Adaptorprotein MyD88.

Vermittelt wird dieser Feedback-Mechanismus Uber TLR4 in einem MyD88-
unabh&ngigen, dafur TRIF-abhangigen Signaltransduktionsweg.

Ein moglicher Sensor bei der Regulation der Neutrophilen-Homodostase fur diesen

TLRA4/TRIF-abhangigen regulatorischen Feedback-Mechanismus im steady-state

106



6. Zusammenfassung

kénnten, abgeleitet aus unseren Ergebnissen, mesenchymale Stroma Zellen aus

dem Knochenmark darstellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit kann durch folgende Abbildung
zusammengefasst werden:

NeuﬂophMef

ProduktionT

Egress t Germ-free
cs7eLs  C97BUE Nsa

unabhéngig

von Lymphozyten, \ ‘ /
kommensalen

Bakterien und
MyD88
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sensor?| TLR4+ MSCs

GCSFt <.=:~

Protein

Abbildung 40 Zusammenfassende Abbildung des positiven Feedback-M echanismus

Nach Injektion des neutrophilen-depletierenden Antikérpers (Klon 1A8) kommt es zu einer peripheren
Neutropenie. Dies fihrt zu einem Anstieg des G-CSF Spiegel im Plasma. Durch den erhéhten G-CSF-
Spiegel kommt es zum einer Erh6hung der hamatopoetischen Stammzellpopulation (LSK-Zellen) und
zu einem Anstieg der GMP Population auf Kosten der MEP Population.

Dieser positive Feedback-Mechanismus ist unabhéngig von Lymphozyten, kommensalen Bakterien
und MyD88, dafiir abhangig von TLR4 und TRIF.

Der Sensor dieses positiven Feedback-Mechanismus kénnte sich im mesenchymalen
Knochenmarkstroma befinden.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis
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