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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die Transplantation von hédmatopoetischen Stammzellen wurde zu Beginn des Atomzeitalters
erdacht zur Behandlung der Strahlenkrankheit (Lorenz E. 1952). E. Donnall Thomas setzte sie
erstmals in der Leukdmie-Behandlung ein (Thomas et al. 1975a; Thomas et al. 1975b) und be-
kam fiir seine Arbeit auf diesem Gebiet spiter den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin
verlichen. Heute ist die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) eine etablierte The-
rapieform fiir zahlreiche maligne und einige nicht-maligne Erkrankungen. Die wichtigsten Indi-

kationen der HSZT sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Die einfachste Variante der HSZT ist die autologe HSZT. Dabei sind der Spender und der Emp-
fanger der transplantierten Stammzellen dieselbe Person. Im Gegensatz dazu stammt bei der
allogenen HSZT das Transplantat von einem Fremdspender. Die syngene HSZT bezeichnet den
Sonderfall, dass Spender und Empfénger eineiige Zwillinge, also genetisch identisch sind (Ar-

mitage 1994).

Das Prinzip der autologen HSZT besteht darin, vom Patienten himatopoetische Stammzellen zu
gewinnen, ihn einer Hochdosischemotherapie zu unterziehen und ihm anschlieBend die konser-
vierten eigenen Stammzellen zurlickzuinfundieren. Dieses Vorgehen erlaubt eine Dosiseskalati-
on von Chemotherapeutika jenseits der normalerweise tolerierten Maximaldosis, indem die
dosislimitierende Knochenmarkstoxizitdt umgangen wird, die ansonsten eine hdmatopoetische

Erholung verhindern wiirde (Mason & Ho 1997).

Allerdings vermdgen es auch intensive Therapieregime im Allgemeinen nicht, Tumoren bis auf
die letzte Zelle zu zerstoren. Auflerdem besteht die Gefahr der Kontamination des Autotrans-
plantats mit Tumorzellen. Es resultiert daher beim Patienten ein Zustand von minimaler Rest-
krankheit (Minimal Residual Disease); die maligne Erkrankung wird gewissermallen chronifi-
ziert. Tumorrezidive zum Teil auch lange Zeit nach autologer HSZT stellen ein erhebliches

Problem dar (Vaughan et al. 2009).
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Die allogene HSZT bietet demgegeniiber die Vorteile, dass das Stammzelltransplantat frei von
malignen Zellen ist, vor allem aber Lymphozyten enthélt, die in der Lage sind, eine Immunreak-
tion gegen verbliebene maligne Zellen des Empfingers zu vermitteln. Diese Immunantwort
wird Graft-versus-Leukemia- oder Graft-versus-Tumor-Effekt genannt. Sie hat das Potenzial,

die Erkrankung zu heilen im Sinne einer dauerhaften Remission (Weiden et al. 1981).

Tabelle 1: Mit hamatopoetischer Stammzelltransplantation behandelte Krankheiten (nach Copelan
et al., 2006)

Autologe HSZT

Maligne Erkrankungen: Multiples Myelom
Non-Hodgkin-Lymphome
Morbus Hodgkin
Akute myeloische Leukamie
Neuroblastom
Ovarialkarzinom
Keimzelltumoren

Andere Erkrankungen:  Autoimmunerkrankungen
Amyloidose

Allogene HSZT

Maligne Erkrankungen: Akute myeloische Leukamie
Akute lymphatische Leukamie
Chronische myeloische Leukamie
Myelodysplastische Syndrome
Myeloproliferative Erkrankungen
Non-Hodgkin-Lymphome
Morbus Hodgkin
Chronische lymphatische Leukamie
Multiples Myelom

Andere Erkrankungen:  Aplastische Andmie
Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie
Fanconi-Anamie
Blackfan-Diamond-Anamie
Thalassaemia major
Sichelzellanamie
Schwerer kombinierter Inmundefekt
Wiskott-Aldrich-Syndrom
Angeborene Stoffwechseldefekte

Die Spender-Immunzellen richten sich jedoch nicht nur gegen Tumorzellen, sondern auch ge-
gen normales Gewebe. Die Zerstorung dieses Gewebes wird klinisch als Graft-versus-Host

Disease (GVHD) beschrieben. Auf sie wird im folgenden Kapitel nidher eingegangen.

Bei der allogenen HSZT gilt es zunichst, einen geeigneten Spender auszuwihlen. Erste Wahl

sind dabei Geschwister mit identischem Haupt-Histokompatibilititskomplex-(MHC-)Genotyp.

-5-



Einleitung

MHC-Proteine, beim Menschen auch Human Leukocyte Antigens (HLA) genannt, sind Gly-
koproteine der Zelloberfldche, die eine entscheidende Rolle fiir die Antigenprésentation spielen.
Je unterschiedlicher die HLA-Genotypen von Spender und Empfénger, desto groBler ist die Ab-
stoBungsreaktion nach einer Transplantation. Da die Gene fiir HLA eng benachbart auf Chro-
mosom 6 liegen und als Haplotypen vererbt werden, haben zwei Geschwister etwa eine Chance

von 25 Prozent, HLA-identisch zu sein (Copelan 2006).

Ist kein HLA-identisches Geschwisterkind vorhanden, muss auf einen unverwandten Spender
zuriickgegriffen werden. Es bestehen umfangreiche Fremdspenderdatenbanken, in denen poten-
zielle HLA-typisierte Spender oder auch HLA-typisiertes, eingefrorenes Nabelschnurblut ver-
zeichnet sind (Hurley et al. 2007). Wird auch auf diesem Weg kein passender Spender gefun-
den, besteht noch die Moglichkeit der haploidentischen Spende, das heifit die Spende von einem
erstgradigen Verwandten, der nur einen identischen HLA-Haplotyp aufweist (Aversa et al.

1998).

Neben den Major Histocompatibility Antigens spielen auch andere Antigene, die auBerhalb des
MHC-Lokus kodiert sind, eine Rolle fiir die Vertrédglichkeit von transplantiertem Gewebe. Dies
ist unter anderem daran erkennbar, dass das Risiko fiir GVHD groBer ist bei HLA-identischen
unverwandten Spendern als bei ebenfalls HLA-identischen verwandten Spendern (Welniak et
al. 2007). AuBerdem sind sogenannte Minor Histocompatibility Antigens, die auf Genen des Y-
Chromosoms kodiert werden, verantwortlich fiir die hohere Inzidenz an GVHD und die niedri-
gere Riickfallrate der zugrundeliegenden Erkrankung bei minnlichen Empféangern von Trans-

plantaten, die von weiblichen Spendern stammen (Randolph et al. 2004).

Es gibt unterschiedliche Arten der Gewinnung der zur Transplantation bendtigten himatopoeti-
schen Stammezellen. Knochenmark, gewonnen durch wiederholte Aspiration des posterioren
Beckenkamms bei einem narkotisierten Spender, stellte lange Zeit die iibliche Quelle himato-
poetischer Stammzellen dar (Copelan 2006). Aus dieser Zeit stammt der Begriff ,,Knochen-
marktransplantation, der auch noch héufig fiir die Transplantation von auf andere Weise ge-

wonnenen himatopoetischen Stammzellen gebraucht wird.

Inzwischen wurde das Knochenmark als am héufigsten herangezogene Quelle fiir hdmatopoeti-
sche Stammzellen abgeldst durch peripheres Blut. Durch Gabe von G-CSF (Granulozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor) werden Stammzellen aus dem Markstroma mobilisiert, worauf-
hin mittels Leukapherese eine ausreichende Zahl Stammzellen gewonnen werden kann. Diese

Stammzellen werden durch das Oberflichenantigen CD34 (Cluster of Differentiation 34) cha-
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rakterisiert (Nowrousian et al. 2003). Zur kurzen Erlduterung: Leukozyten werden unterschie-
den durch Membranmolekiile, die sie exprimieren und iiber die sie mittels Durchflusszytometrie
identifiziert werden konnen. Diesen Membranmolekiilen werden Nummern der CD-

Nomenklatur zugeordnet (Cambrosio & Keating 1992).

Periphere Blutstammzellen haben im Vergleich zu Knochenmark den Vorteil, dass sie, neben
der weniger invasiven Art der Gewinnung, zu einer schnelleren hdmatopoetischen Rekonstitu-
tion beim Empfanger fiihren. Sie enthalten indes mehr T-Zellen und haben eine héhere Inzidenz

akuter und chronischer GVHD als transplantiertes Knochenmark zur Folge (Cutler et al. 2001).

Als dritte mogliche Quelle fiir hAmatopoetische Stammzellen dient das bereits erwdhnte Nabel-
schnurblut. Dieses wird unmittelbar nach der Geburt abgesaugt und eingefroren. Es ist reich an
héimatopoetischen Stammzellen und erfordert eine weniger strenge HLA-Ubereinstimmung,
weil die darin enthaltenen T-Zellen groftenteils naiv sind, also noch nicht durch Antigene akti-
viert worden sind. Nachteile sind zum einen die relativ langsame hdmatologische und immuno-
logische Erholung des Empfangers von Nabelschnurblutstammzellen, zum anderen die begrenz-
te Menge. Das letztgenannte Problem kann jedoch umgangen werden, indem einem erwachse-

nen Patienten zwei derartige Transplantate verabreicht werden (Ringden & Le Blanc 2005).

Die Therapie, die den Patienten auf die eigentliche HSZT vorbereitet, wird als Konditionierung
bezeichnet. Thre Ziele sind die Eliminierung maligner Zellen und bei allogener HSZT zusétzlich
die Unterdriickung des Immunsystems des Empfangers, um eine TransplantatabstoBBung zu ver-

hindern (Welniak et al. 2007).

Die klassische Konditionierung ist myeloablativ, das heiflt sie bewirkt eine Schidigung des
Knochenmarks in einem solchen Ausmal}, dass eine eigenstindige Erholung der Hdmatopoese
nicht mehr moglich ist. Die myeloablative Konditionierung beinhaltet meistens eine Kombinati-
on von Ganzkdrperbestrahlung und Chemotherapie. Thre hohe Toxizitit beschrankt ihre An-

wendung weitgehend auf relativ junge Patienten mit guter Belastbarkeit (Armitage 1994).

Die Beobachtung, dass ein immunvermittelter Graft-versus-Tumor-Effekt einen groen Anteil
am Erfolg der allogenen HSZT hat, fithrte zu der Hypothese, dass auf eine myeloablative Kon-
ditionierung zum Zweck der Tumoreradikation verzichtet werden konne. Darauf aufbauend
entwickelte man nicht-myeloablative Konditionierungsregime. Diese sind in erster Linie im-
munsuppressiv, um ein Engraftment, also ein Anwachsen der transplantierten Stammzellen im
Knochenmark des Empfingers, zu ermoglichen. Sie sind aufgrund ihrer geringeren Toxizitét

auch fiir éltere und schwichere Patienten geeignet. Um trotzdem auch eine ausreichende Wir-
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kung gegen die Grunderkrankung zu erreichen, werden heute als Mittelweg vor allem Konditio-

nierungsregime von reduzierter Intensitét eingesetzt (Pollack et al. 2009).

Dem groflen Potenzial insbesondere der allogenen HSZT, anderweitig nicht kurativ behandelba-
re Erkrankungen von Blutzellen zu heilen, stehen die teils erheblichen Komplikationen entge-
gen, die sie mit sich bringt. Als Erstes ist hier das Transplantatversagen zu nennen. Das Schei-
tern des Engraftments oder die Abstolung des Transplantats nach erfolgtem Engraftment kann
in einer Reaktion von verbliebenen immunkompetenten Zellen des Empféangers gegen die Spen-
der-Stammzellen begriindet sein, die auch als Host-versus-Graft-Reaktion bezeichnet wird (Gi-

ralt & Bishop 2009).

Die akute GVHD, sozusagen das Gegenteil der Host-versus-Graft-Reaktion und die wichtigste

Komplikation der allogenen HSZT, wird erst im folgenden Kapitel niher erléutert.

Von groBBer Bedeutung ist ferner die Infektionsanfalligkeit der Patienten im Rahmen der HSZT.
Der Vorgang der Immunrekonstitution in der Phase zwischen der Ausschaltung des alten Im-
munsystems und der vollen Funktionsfihigkeit des neuen, transplantierten Immunsystems dau-
ert mindestens ein Jahr. In dieser Zeit sind sowohl das zelluldre als auch das humorale Immun-
system beeintrichtigt (Lum 1987). Gewebeschiddigung durch die Konditionierungstherapie so-
wie Katheter, die im Rahmen der Behandlung gelegt werden, pradisponieren die Patienten zu-
sdtzlich fiir opportunistische Infektionen (Copelan 2006). Bei allogener HSZT sind Infektionen
hiufiger als bei autologer HSZT, weil auch nach erfolgter Transplantation Immunsuppressiva
verabreicht werden. Es werden zahlreiche PraventionsmaB3nahmen ergriffen, um Infektionen zu
vermeiden, darunter umfassende HygienemaBBnahmen sowie prophylaktische virustatische und
antimykotische Therapie. Aspergillose ist die Hauptursache von infektionsbedingten Todesfl-

len nach allogener HSZT (Sullivan et al. 2001).

Weitere hiufige Frithkomplikationen der HSZT sind Mukositis (vor allem oropharyngeal und
intestinal), venookklusive Lebererkrankung (auch bekannt als sinusoidales Obstruktionssyn-

drom) sowie Schiadigungen der Lunge (Copelan 2006).

Auch langfristig treten nach HSZT ernste Komplikationen auf. Was die chronische GVHD be-
trifft, sei wieder auf das nichste Kapitel verwiesen. Daneben ist Hypogonadismus eine sehr
héufige Folgeerscheinung. Nach Transplantation kommt es bei den meisten Frauen zu persistie-
render Anovulation, und auch Méanner werden fiir gewdhnlich infertil. Patienten, die ihre Fami-
lienplanung noch nicht abgeschlossen haben, sollten daher vor Therapiebeginn eine Kryokon-

servierung von Eizellen bzw. Spermien erwédgen (Somali et al. 2005).

-8-
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Sekunddrmalignome stellen ein weiteres Problem dar. Ursachen fiir Sekundérmalignome sind
die mutagene Wirkung der konditionierenden Therapie sowie die {iber einen lingeren Zeitraum
stark eingeschrinkte Immunfunktion und der damit einhergehende Ausfall der immunzellver-
mittelten Elimination entarteter Zellen. Uberlebende der HSZT sollten Karzinogene, insbeson-
dere Tabakrauch, vermeiden und Nachsorgeuntersuchungen zur Krebsfritherkennung in An-

spruch nehmen (Copelan 2006).

1.2. Graft-versus-Host Disease

Die allogene HSZT hat eine grofle Bedeutung erlangt fiir die kurative Therapie von hdmatologi-
schen Malignomen und Erbkrankheiten der Blutzellen. Der Erfolg dieses wichtigen Verfahrens
wird jedoch beschrénkt durch das — haufig todlich endende — Auftreten von GVHD (Pasquini et
al. 2010).

Bereits vor etwa flinfzig Jahren wurde die GVHD beschrieben als ein Syndrom, in dem immun-
kompetente Spenderzellen allogenes Gewebe von immunkompromittierten Empfangern erken-
nen und angreifen (Billingham 1966-1967). Denn die in allogenen Transplantaten enthaltenen
T-Zellen richten sich nicht nur gegen Pathogene und Tumorzellen, sondern auch gegen norma-

les Empféangergewebe, welches sie als ,,nicht-selbst* erkennen (Shlomchik 2007).

GVHD kann also immer dann auftreten, wenn T-Zellen von einer Person auf eine andere Person
tibertragen werden, die diese T-Zellen nicht eliminieren kann. Dies kann der Fall sein bei Blut-
transfusionen und bei der Transplantation von soliden Organen, vor allem aber bei allogener
HSZT, wo sowohl die Menge der iibertragenen T-Zellen erheblich ist als auch das Immunsys-

tem des Empfingers besonders beeintrachtigt ist (Ferrara & Deeg 1991).

Das Risiko fiir GVHD und ihr Schweregrad hiangen von verschiedenen Faktoren ab, darunter
das Alter des Transplantatempfangers, die Toxizitdt der vorausgegangenen Konditionierungs-
therapie, der Art der Stammzellgewinnung sowie die durchgefiihrte Prophylaxe (Blazar et al.
2012). Am wichtigsten sind aber die Unterschiede von genetisch determinierten Merkmalen
zwischen Spender und Empfanger, ndmlich den HLA und den Minor Histocompatibility Anti-
gens. Auch bei HLA-Ubereinstimmung tritt bei 40 Prozent der Patienten nach Transplantation

eine behandlungsbediirftige akute GVHD auf, wofiir Unterschiede in Minor Histocompatibility

-9.
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Antigens verantwortlich sind. Dadurch, dass Transplantationen von unverwandten Spendern

haufiger werden, steigt auch die Zahl der Patienten mit GVHD (Ferrara et al. 2009).

Man unterscheidet die akute GVHD von der chronischen GVHD. Per definitionem tritt die aku-
te GVHD in den ersten 100 Tagen nach Transplantation auf, die chronische GVHD danach.
Allerdings ist diese Abgrenzung nicht immer sinnvoll, weil sich akute und chronische GVHD
auch unabhédngig vom Zeitpunkt ihres Auftretens als charakteristische Krankheitsentitdten pra-
sentieren. Inzwischen wurden spat auftretende (late-onset) akute GVHD sowie ein Overlap-
Syndrom, das Kennzeichen akuter und chronischer GVHD aufweist, benannt (Filipovich et al.
2005). Late-onset akute GVHD und das Overlap-Syndrom treten verstarkt nach einer Konditio-

nierung von reduzierter Intensitét auf, die zunehmend Verwendung findet (Ferrara et al. 2009).

Akute GVHD manifestiert sich iiberwiegend als Entziindung in den Organen Haut, Darm und

Leber (Martin et al. 1990). Die Symptome der akuten GVHD sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Die klinische Erscheinung der chronischen GVHD ist vielgestaltig und dhnelt Autoimmuner-
krankungen (ebenfalls Tabelle 2). Chronische GVHD folgt héufig der akuten GVHD, kann aber
in selteneren Fillen auch auftreten, ohne dass vorher die akute Form bestand. Abgesehen von
Rezidiven der Grundkrankheit stellt sie die Hauptursache fiir einen spéten Tod nach allogener

HSZT dar (Lee et al. 2002b).

Tabelle 2: Symptome der GVHD (nach Ferrara et al., 2009)

Symptome der akuten GVHD

Haut: Makulopapularer Ausschlag
Oberer GI-Trakt: Nausea

Anorexie
Unterer Gl-Trakt: Wassrige Diarrhoe

Schwere Bauchschmerzen
Blutige Diarrhoe oder lleus
Leber: Cholestatische Hyperbilirubindmie

Symptome der chronischen GVHD

Haut: Dyspigmentation
Alopezie
Poikiloderma
Lichen-planus-ahnliche Eruptionen
Sklerotische Merkmale
Nageldystrophie oder -verlust
Mund: Xerostomie
Ulzerationen
Lichen-ahnliche Merkmale
Mikrostomie

Augen: Xerophthalmie
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Narbige Konjunktivitis
Bewegungsapparat:  Fasziitis

Myositis

Gelenksteifheit durch Kontrakturen
Weibliches Genitale:  Vaginalsklerose

Ulzerationen

GI-Trakt: Anorexie
Osophagusstrikturen
Leber: Ikterus
Transaminasenerhéhung
Lunge: Restriktive o. obstruktive Funktionsstérungen

Bronchiolitis obliterans
Pleuraerguss

Herz: Perikarditis
Knochenmark: Thrombozytopenie
Anamie

Neutropenie

Die Pathogenese der akuten GVHD lésst sich in drei Schritte untergliedern. Zunédchst kommt es
aufgrund einer Gewebeschadigung im Empfangerkorper, verursacht durch die zugrundeliegende
Erkrankung und die Konditionierung, zur Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen
(APCs). Die Bedeutung der Gewebeschiddigung als Initiator der GVHD wird schon daran er-
kennbar, dass eine Konditionierung mit reduzierter Intensitét zu einer geringeren Inzidenz an

GVHD fiihrt als eine myeloablative Konditionierung (Mielcarek et al. 2003; Scott et al. 2006).

Eine wichtige Rolle in der Pathogenese der akuten GVHD spielt das angeborene Immunsystem.
Die Verletzung der Darmmukosa als Nebenwirkung zytostatischer Therapie oder durch Infekti-
onen bewirkt, dass Pathogen-assoziierte molekulare Muster wie Lipopolysaccharid (LPS) die
Schleimhautbarriere iliberwinden und iiber Pathogen-Erkennungsrezeptoren (PRR) wie Toll-
like-Rezeptoren einen Zytokinsturm ausldsen, der eine akute GVHD begiinstigt. Der antiin-
flammatorische PRR NOD-2 (Nukleotid-bindende Oligomerisierungsdoméne 2) hat dagegen
einen inhibitorischen Effekt auf GVHD und NOD-2-Polymorphismen erhéhen Inzidenz und
Schweregrad von GVHD (Holler et al. 2004; Penack et al. 2010).

Das beschidigte Gewebe produziert proinflammatorische Zytokine (zum Beispiel Tumornekro-
sefaktor o [TNF-a] und Interleukin 1 [IL-1]) und Chemokine, lokale APCs exprimieren darauf-
hin vermehrt Adhéisionsmolekiile, MHC-Proteine und kostimulatorische Molekiile (Hill et al.
1997; Reits et al. 2006; Ferrara et al. 2009).
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Dadurch wird gefordert, dass die Empfanger-APCs in Schritt 2 den Spender-T-Zellen Polypep-
tide, zum Beispiel Minor Histocompatibility Antigens, prasentieren und diese damit zur Prolife-
ration und Differenzierung anregen (Shlomchik et al. 1999). Auf biochemischer Ebene kommt
es dabei nach Kontakt zwischen Antigen und T-Zell-Rezeptor zu intrazelluldren Signalkaska-
den, welche die Transkription von Genen fiir Zytokine wie IL-2 anschalten. Diese Interaktion
zwischen APCs und T-Zellen kann in allen sekunddren lymphatischen Organen stattfinden
(Beilhack et al. 2005), initial scheint der Hauptort aber der Gastrointestinaltrakt zu sein (Murai
et al. 2003).

Schritt 3 ist schlieBlich die Gewebezerstérung durch Spender-T-Zellen. Diese werden durch
Chemokine von den lymphatischen Geweben zu den Zielorganen geleitet (Wysocki et al. 2005).
CDS8" T-Zellen treten mit MHC-Klasse-I-exprimierenden Parenchymzellen in Kontakt und in-
duzieren Verletzungen iiber den CD95/CD95-L-Signalweg und die Produktion von zytolyti-
schen Granula. CD4" T-Zellen hingegen, ihrerseits aktiviert durch MHC-Klasse-II-tragende
APCs, tragen iiber die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren wie TNF, IL-1 und
Interferon (IFN) sowie die Aktivierung von Makrophagen ihren Teil zur Gewebezerstérung bei

(Shlomchik 2007).

Im Prinzip wird GVHD dadurch begrenzt, dass naive T-Zellen, die von transplantierten Stamm-
zellen abstammen, im Empfanger-Thymus Selbst-Toleranz lernen. Allerdings beginnt der Thy-
mus bereits in der Pubertit, sich zuriickzubilden, und biifit im Laufe des Lebens an Funktion
ein. Dazu kommt bei HSZT-Patienten noch die Schadigung der Thymusepithelzellen durch die
zytoreduktive Therapie (Mackall et al. 1995) sowie durch akute GVHD. So ist zu erkldren, dass
eine chronische GVHD entstehen kann. Insgesamt ist deren Pathophysiologie jedoch weniger
gut verstanden als die der akuten GVHD. Bekannt ist, dass TH,-Zell-vermittelte Immunantwor-
ten eine wichtige Rolle spielen mit dem Resultat der Bildung autoreaktiver, Antikdrper-
produzierender B-Zellen (Blazar et al. 2012). Anders als bei Pathogen-spezifischer Immunitit,
wo das Antigen eliminiert werden kann, liegt in der GVHD-Situation eine chronische Antigen-
stimulation vor, denn die attackierten Antigene werden nie vollstindig beseitigt (Shlomchik

2007).

Tatsdchlich ist GVHD ein sich selbst verstirkender Prozess: Jede weitere Gewebeschiadigung
fiihrt zu mehr Entziindung, die wiederum den Graft-versus-Host-Mechanismus befeuert (Blazar
et al. 2012). Wenn sich dieser Circulus vitiosus erst einmal etabliert hat, ist es nicht einfach, ihn
therapeutisch zu durchbrechen. Daher nimmt die Pravention der GVHD einen sehr hohen Stel-

lenwert ein. Die effektivste Art, eine GVHD zu verhindern, ist die T-Zell-Depletion. Dabei
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werden T-Zellen ex vivo durch negative Selektion mittels Antikorpern oder physikalischen Se-
parationsverfahren oder durch positive Selektion mittels CD34" Siulen aus dem Transplantat
eliminiert. Die Ex-vivo-T-Zell-Depletion zeigte jedoch, bei HLA-Ubereinstimmung zwischen
Spender und Empfianger, keine Vorteile hinsichtlich harter Endpunkte wie krankheitsfreiem
Uberleben (Marmont et al. 1991) und hat daher an Bedeutung eingebiit. Eine weitere Moglich-
keit ist die T-Zell-Depletion in vivo durch Verabreichung von Anti-T-Zell-Antikérpern (Appel-
baum et al. 2009), darunter das polyklonale Antithymozytenglobulin (ATG) sowie der mono-
klonale Anti-CD52-Antikorper Alemtuzumab, auf die in den folgenden Kapiteln niher einge-

gangen wird.

Mit den T-Zellen werden die Haupteffektoren der GVHD ausgeschaltet. Dadurch kann sowohl
akute als auch chronische GVHD erheblich eingeschriankt werden, jedoch zu dem Preis von
mehr Infektionen und mehr Rezidiven der malignen Grunderkrankung, denn auch die Immunre-

konstitution und der Graft-versus-Tumor-Effekt werden beeintrachtigt (Wagner et al. 2005).

Alternative etablierte Pharmaka zur GVHD-Prophylaxe sind die Calcineurin-Inhibitoren Cyc-
losporin oder Tacrolimus sowie der mTOR-(Mammalian Target of Rapamycin-)Inhibitor Si-
rolimus, meist verabreicht in Kombination mit Methotrexat oder Mykophenolat-Mofetil. Alle

diese Immunsuppressiva haben eine nicht zu vernachlédssigende Toxizitét (Ferrara et al. 2009).

Wenn sich trotz Priventionsmafinahmen Symptome einer akuten GVHD zeigen, besteht die
Erstlinientherapie in der Gabe von Steroiden. Abgesehen von leichter Haut-GVHD, die eventu-
ell topisch behandelt werden kann, miissen die Steroide in hoher Dosis intravends verabreicht
werden. Uber diverse Mechanismen wirken Glukokortikoide antiinflammatorisch und hemmen
die Lymphozytenaktivitét (Ferrara et al. 2009). Allerdings fiihren sie in weniger als Hilfte der
Fille zu einer kompletten Remission (MacMillan et al. 2002).

Patienten mit steroidrefraktirer akuter GVHD haben eine schlechte Prognose (Blazar et al.
2012). Fiir die Zweitlinientherapie stehen zahlreiche Ansitze zur Verfligung, viele sind aber
noch im experimentellen Stadium. Zu nennen sind ATG, IL-2-Rezeptor-, Anti-CD147- und
TNF-Antikorper, aulerdem extrakorporale Photopherese und zelluldre Therapien wie die Ver-
abreichung von mesenchymalen Stammzellen (Bacigalupo 2007). Vielversprechend ist auch der
Einsatz regulatorischer T-Zellen (T.,). In Mausversuchen wurde nachgewiesen, dass vom
Spender stammende CD4'CD25" T, alloreaktive T-Zellen hemmen, ohne den Graft-versus-
Tumor-Effekt aufzuheben (Edinger et al. 2003). Solche selektiven Therapien werden vermutlich

in Zukunft eine wesentliche Rolle spielen.
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1.3. Antithymozytenglobulin (ATG)

Polyklonales ATG ist die aufgereinigte IgG-Fraktion aus Sera von Kaninchen, Pferden oder
seltener Ziegen, die mit humanen Thymozyten oder T-Zell-Linien immunisiert wurden. Thy-
mozyten sind Zellsuspensionen von humanen Thymuszellen; das Thymusgewebe wird von Pa-

tienten gewonnen, die sich einer Herzoperation unterziechen (Mohty 2007).

ATG ist ein starkes Immunsuppressivum, das iiberwiegend in der Transplantationsmedizin zur
Anwendung kommt. Bei der Transplantation solider Organe (Niere, Leber, Pankreas, Herz,
Lunge) soll mit ATG eine AbstoBungsreaktion, bei der allogenen HSZT ein Transplantatversa-
gen wie auch eine GVHD verhindert werden. Daneben gehort ATG zur Standardtherapie bei
Patienten mit Aplastischer Anémie, die nicht stammzelltransplantiert werden, denn die Aplasti-
sche Andmie ist meist autoimmunologischer Genese. In Zukunft kdnnten auch andere Autoim-

munerkrankungen mit ATG behandelt werden (Gaber et al. 2010).

Haufige akute Nebenwirkungen von ATG sind Fieber und Schiittelfrost. Langfristig ist die Rate
an Epstein-Barr-Virus-(EBV-)positiven lymphoproliferativen Erkrankungen nach Transplanta-
tion erhoht im Vergleich zu Patienten, die kein ATG bekommen (Finke et al. 2009).

Eine Metastudie, die sechs randomisierte kontrollierte Studien iiber ATG als GVHD-Prophylaxe
bei allogener HSZT analysiert, kommt zu dem Schluss, dass ATG das Gesamtiiberleben nicht
erhoht, aber die Inzidenz hohergradiger akuter GVHD (> Grad II) reduziert. Der Nutzen fiir
chronische GVHD hinsichtlich der Lebensqualitit bleibt unklar (Theurich et al. 2012).

Unter den aktuell kommerziell verfiigbaren Priparaten sind Atgam®, ein Pferde-ATG des Her-
stellers Pfizer (New York, USA), sowie die Kaninchen-ATGs Thymoglobulin® von Genzyme
(Cambridge, USA) und ATG-Fresenius S” (Fresenius Biotech, Grifelfing). Wihrend fiir Thy-
moglobulin® die Kaninchen tatsichlich mit Thymozyten immunisiert werden, geschieht die
Immunisierung fiir ATG-Fresenius® mit kultivierten Jurkat-Zellen, einer Zell-Linie, die akti-
vierten T-Zellen dhnelt. Angesichts der unterschiedlichen Herstellung dieser Medikamente kann
man nicht ohne Weiteres von den Eigenschaften eines ATG-Préparates auf die eines anderen
schlieBen (Mohty 2007). In unseren Experimenten wurde ausschlielich ATG-Fresenius® ver-

wendet (siehe 2.1.).

Der menschliche Thymus besteht zum Grofiteil aus T-Zellen, enthdlt aber in betrdchtlichen

Mengen auch Stromazellen, APCs sowie B-Zellen (Isaacson et al. 1987). Folglich enthalten
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ATG-Zubereitungen Antikorper gegen ein sehr breites Spektrum von Antigenen. Einige dieser
Antigene sind T-Zell-spezifisch, manche werden aber auch auf natiirlichen Killerzellen, Mo-

nozyten, dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen gefunden (Mohty 2007). Tabelle 3

zeigt eine Ubersicht iiber die bekannten Zielantigene von ATG.

Tabelle 3: Zusammenfassung bekannter Zielantigene von ATG (nach Mohty 2007)

Immunreaktionen Adhasion und Zellmigration Heterogene Signalwege
CD1a CD11a/CD18 (LFA-1) CD2
CD3/TCR, CD4, CD8 CD44, CD49/CD29 (VLA-4) CD5

CDe6, CD7, CD16 CD50 (ICAM-3), CD51/61 CD6

CD19, CD20 CD54 (ICAM-1) CD11b
CD25, CD28 CD56 CD29
CD30, CD32 CD58 (LFA-3), LPAM-1 CD38, CD40
CD40, CD80 CD102 (ICAM-2) CD45

CD86, CD152 (CTLA-4) CD195 (CCR5) CD95

HLA Klasse | und Il CD197 (CCRY7) CD126
32-Mikroglobulin CD184 (CXCR4) CD138

Der Hauptwirkungsmechanismus von ATG ist die T-Zell-Depletion. ATG fiihrt dosisabhingig
zu niedrigen T-Zell-Zahlen nicht nur im peripheren Blut, sondern auch in den Lymphknoten
und in der Milz, den Orten also, wo die adaptive Immunantwort initiiert wird (Preville et al.
2001). Die T-Zell-Depletion wird erreicht durch Komplement-abhéngige Lyse, die im periphe-
ren Blut vorherrscht, aber auch durch Antikorper-abhingige, Zell-vermittelte Zytotoxizitit so-
wie Apoptose-Induktion iiber Fas/FasL-Interaktionen und nachfolgende Phagozytose durch

Makrophagen in den lymphatischen Geweben (Genestier et al. 1998).

Der Korper versucht, einen Verlust an T-Zellen durch neue Proliferation zu kompensieren, um
die Homoostase wiederherzustellen. Die T-Zell-Proliferation nach ATG-Gabe fiihrt zu einer
verdnderten Zusammensetzung der T-Zell-Subspezies. ATG bewirkt eine iiber Jahre anhaltende
Umkehr des Verhiltnisses von CD4" zu CD8" T-Zellen. Offenbar kénnen die im Thymus gebil-
deten CD4" Zellen nicht im gleichen MaBe regeneriert werden wie die extrathymisch produzier-
ten CD8" Zellen; die Folge ist eine relative Uberregeneration von CD8" T-Zellen (Miiller et al.
1997). Ahnliches ist zu beobachten bei Gedichtnis-T-Zellen, deren Anteil nach T-Zell-
Depletion zunimmt, wohingegen der Anteil naiver T-Zellen abnimmt (Ge 2002). AuBBerdem hat
sich gezeigt, dass ATG in vitro zu einer Expansion von CD4'CD25" T, fiihrt (Lopez et al.
2006).
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Aber die Wirkung von ATG beschrinkt sich nicht auf T-Zellen. Wie oben erwihnt, enthélt
ATG auch Antikorper gegen B-Zellen. ATG kann naive, aktivierte B-Zellen und im Knochen-
mark angesiedelte Plasmazellen in die Apoptose treiben, vermutlich iiber die Quervernetzung
von Oberfldchenantigenen (Zand et al. 2005). Dieser Effekt erstreckt sich auch auf die neoplas-
tischen Plasmazellen des Multiplen Myeloms, die zusétzlich {iber Komplement-vermittelte Lyse
eliminiert werden. Eine Einbeziehung von ATG in die Behandlung des Plasmozytoms ist daher

denkbar (Zand et al. 2006; Timm et al. 2006).

Dariiber hinaus bindet ATG an DCs und induziert dabei ebenfalls die Komplement-vermittelte
Lyse. Auflerdem hemmt ATG die Fahigkeit von T-Zellen, nach Stimulation durch DCs zu
proliferieren (Monti et al. 2003). Auch in vivo ist der DC-depletierende Effekt von ATG nach-
gewiesen (Fang et al. 2005).

Ein weiterer Angriffspunkt von ATG ist die Leukozytenmigration. ATG enthdlt Antikorper
gegen Integrine, Chemokinrezeptoren und Leukozytenadhésionsrezeptoren. ATG bewirkt die
Herunterregulierung von Oberfldchenantigenen {iber den Mechanismus der Internalisierung von
Antigen-Antikorper-Komplexen. Solange der Antikorper vorhanden ist, wird der entsprechende
Signalweg gehemmt. Dieser Vorgang wird auch Modulation genannt. Uber die Modulation
verschiedener Zelloberflichenmolekiile, die die Leukozytenmigration steuern, hemmt ATG das
Rollen von Leukozyten auf dem Endothel, deren stabile Adhésion und Transmigration (Michal-

let et al. 2003; Chappell et al. 2006).

Es wird also deutlich, dass das polyklonale ATG neben der T-Zell-Depletion — die zwar wichtig
ist, um GVHD zu verhindern, die aber auch den Graft-versus-Tumor-Effekt beeintrichtigt —

noch zahlreiche weitere komplexe immunmodulatorische Wirkungsmechanismen aufweist.

1.4. Der CD52-Antikoérper Alemtuzumab

In den 1970er Jahren wurde eine Methode entwickelt, Antikdrper einer bestimmten Spezifitit in
unbegrenzter Menge herzustellen. Der entscheidende Schritt war die Fusion von Plasmazellen
mit Tumorzellen, wodurch eine sogenannte Hybridomzelllinie mit unbeschriankter Teilungsfa-

higkeit entsteht, die monoklonale Antikdrper produziert (Kohler & Milstein 1975).
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Im folgenden Jahrzehnt fanden Waldmann und Hale einen Maus-Antikorper, der die Fahigkeit
besall, humane T-Zellen zu lysieren, dabei aber hamatopoetische Stammzellen aussparte. Dieser
Antikorper vom Typ [gM wurde Campath-1M genannt (abgeleitet von ,,Cambridge Pathology®,
wo er erforscht wurde) (Hale et al. 1983). Spéter wurde er weiterentwickelt zu einem IgG-
Isotyp namens Campath-1G. Da allerdings artfremde Antikérper stark immunogen sind und
daher bei wiederholter Gabe ihre Wirksamkeit verlieren, ging man dazu iiber, Maus-Antikorper
zu humanisieren, das heifit deren fiir die Spezifitit verantwortlichen Antigen-bindenden Domi-
nen mit einem humanen Geriist zu einem chimédrischen Immunglobulin zu verschmelzen. Auf
diese Weise wurde aus Campath-1G das humanisierte Campath-1H (Riechmann et al. 1988),

das heute Alemtuzumab heift.

Alemtuzumab ist also ein humanisierter monoklonaler Antikorper. Er richtet sich gegen ein
Epitop des Antigens CD52. CD52 ist ein kleines Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
etwa 28 kDa. Es wird von einem einzelnen Gen kodiert, das auf Chromosom 1 liegt, und seine
Peptidsequenz besteht aus nur zwolf Aminosduren. An seinem N-Terminus hdngt ein komple-
xes Kohlenhydrat mit negativ geladenen N-Acetylneuraminséure-Resten, der C-Terminus ist
tiber ein Glykosylphosphatidylinositol-Lipid in der Zellmembran verankert (Xia et al. 1993;
Treumann et al. 1995). CD52 wird auf der Oberfliche normaler und maligner Leukozyten ex-
primiert, nicht aber auf hdmatopoetischen Vorlduferzellen, Erythrozyten oder Thrombozyten. In
besonders grofler Menge wird CD52 auf Lymphozyten gefunden, wo es geschétzte fiinf Prozent
der Zelloberfliche bedeckt (Hale 2001), was die Lymphozyten zu einem hervorragenden Thera-
pieziel macht. Interessanterweise kommt CDS52 nicht nur auf Blutzellen, sondern auch auf
Epithelzellen der Fortpflanzungsorgane und auf reifen Spermien vor. Reproduktive Nebenwir-

kungen von Alemtuzumab sind aber nicht bekannt (Ravandi & O'Brien 2005).

Die Funktion von CD52 ist unklar. Vermutet wird aber, dass es mit seinen negativen Ladungen
quasi als ,,Antiadhdsionsmolekiil* eine Rolle fiir Zellmobilitit und Zell-Zell-Interaktionen spielt

(Ferrajoli et al. 2001).

Alemtuzumab entfaltet seine therapeutische Wirkung, indem es an CD52 auf der Oberflache
von Zielzellen bindet, woraufhin diese iiber verschiedene Mechanismen zerstort werden: durch
Komplement-vermittelte Lyse, Antikdrper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitit (Lowenstein et al.
2006) und Apoptose-Induktion (Smolewski et al. 2005). Bei therapeutischen Alemtuzumab-
Dosen resultiert eine fast vollsténdige Lymphozyten-Depletion im peripheren Blut; in den lym-
phatischen Organen verbleibt allerdings im Tierversuch ein gewisser Pool an T- und B-Zellen

(Hu et al. 2009). Da Zellen des angeborenen Immunsystems wie NK-Zellen weniger CD52 ex-
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primieren, werden sie von Alemtuzumab weniger getroffen (Brett et al. 1996). Auch
CD4'CD25" T, werden offenbar relativ ausgespart oder regenerieren sich iiberproportional
(Cox et al. 2005); allerdings ist die Datenlage hierzu widerspriichlich (Lopez et al. 2006). Die
zuletzt genannten Faktoren konnten jedenfalls dazu beitragen, dass eine Alemtuzumab-
Behandlung, abgesehen von Patienten mit sehr hoher Morbiditit, trotz der Lymphopenie nicht

zu einer dramatisch hohen Inzidenz an gewohnlichen oder opportunistischen Infektionen fiihrt.

Der Campath-1-Antikorper wurde entwickelt zur Depletion von T-Zellen in allogenen Kno-
chenmarktransplantaten. Heute wird Alemtuzumab auch in vivo fiir die Prophylaxe und Thera-
pie der GVHD eingesetzt. Ahnlich wie ATG vermag Alemtuzumab eine GVHD zu verhindern,
jedoch zum Preis eines erhdhten Risikos fiir Transplantatversagen und Rezidive der malignen
Grunderkrankung (Hale 2002). Die Transplantation solider Organe ist ein weiterer klinischer
Einsatzbereich. Alemtuzumab wird verwendet in der Nieren-, Leber- und Pankreastransplantati-

on zur Pravention einer Transplantatabstoung (Ferrajoli et al. 2001).

Wie oben erwihnt, tragen auch maligne T- und B-Zellen CD52. Auf bestimmten Leukédmiezel-
len wird CD52 sogar stirker exprimiert als auf normalen Lymphozyten (Ginaldi et al. 1998).
Dies macht Alemtuzumab zu einem vielversprechenden Wirkstoff gegen lymphatische Neopla-
sien. Die Effektivitit von Alemtuzumab in der Therapie der Fludarabin-refraktiren chronischen
lymphatischen Leukdmie (CLL) ist erwiesen (Keating 2002). Auch die T-Zell-Prolymphozyten-
leukdmie (T-PLL), sonst schwer zu behandeln, spricht gut auf Alemtuzumab an (Pawson et al.
1997; Dearden et al. 2001). Bei Non-Hodgkin-Lymphomen wurde Alemtuzumab im groBen Stil
getestet, jedoch mit begrenztem Erfolg. Gute Ergebnisse wurden einzig bei Lymphomen mit

Hautbeteiligung erzielt (Lundin et al. 1998).

Inzwischen wird Alemtuzumab auch bei schweren Formen von Autoimmunerkrankungen ein-
gesetzt. Die meisten Daten existieren fiir die Multiple Sklerose (MS). Die Anwendung von
Alemtuzumab bei MS basiert auf dem Wissen, dass die Krankheit durch T-Zell-abhéngige ent-
ziindliche Demyelinisierung des ZNS entsteht. In einem frithen Krankheitsstadium senkt Alem-
tuzumab, verglichen mit [FN-B, signifikant den Zuwachs an Behinderung, einen entscheidenden
Endpunkt der MS (Coles et al. 2008). Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis wurde {iber einen

zumindest kurzfristigen Nutzen von Alemtuzumab berichtet (Isaacs et al. 1992).

Alemtuzumab ist also ein sehr wirkungsstarkes Medikament. Als solches hat es jedoch auch
heftige unerwiinschte Wirkungen, deren Kenntnis fiir den klinischen Gebrauch unabdingbar ist.

Einige Stunden nach der intravendsen Verabreichung kommt es typischerweise zu einem Zyto-
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kin-Release-Syndrom mit den folgenden, nach ihrer Héufigkeit geordneten Erscheinungen: Ri-
gor, Fieber, Ubelkeit, Erbrechen, Hautausschlag, Dyspnoe und arterielle Hypotonie (Keating
2002). Die meisten dieser akuten Nebenwirkungen &uflern sich als ,,grippedhnliche” Symptome,
treten hauptsichlich nach der ersten Alemtuzumab-Infusion auf und nehmen {iblicherweise im
Laufe der folgenden Anwendungen in ihrer Intensitdt ab. Die prophylaktische Gabe von Anti-
histaminika und Paracetamol sowie eine besonders langsame Infusion kdnnen die Symptome
weitgehend verhindern und werden deshalb empfohlen. Thrombozytopenie und Neutropenie
sind hiufige Komplikationen bei Patienten mit CLL, die mit Alemtuzumab behandelt werden.
Mit Transfusionen und Wachstumsfaktoren bekommt man sie aber in der Regel gut in den Griff

(Keating et al. 2004).

Die schwere Lymphopenie, die durch Alemtuzumab ausgeldst wird, ist einerseits therapeutisch
erwiinscht, andererseits pradisponiert sie zu Infektionen. Insbesondere stark vorbehandelte Pati-
enten neigen zu bakteriellen und Pilzinfektionen sowie Reaktivierungen von Viren der Familie
der Herpesviridae (Keating 2002). Inzwischen gehdren eine antibakterielle und antivirale Pro-
phylaxe zum Standardschema bei der Alemtuzumab-Therapie maligner Erkrankungen (Keating
et al. 2004). Ebenfalls mit der Immunsuppression in Verbindung gebracht wird das Auftreten
von EBV-positiven lymphoproliferativen Erkrankungen bei Patienten mit einer Alemtuzumab-
Behandlung in ihrer Vorgeschichte, iiber das mehrfach berichtet wurde (Ghobrial et al. 2003;
Kluin-Nelemans et al. 2008).

Bei Autoimmunerkrankungen hat Alemtuzumab ein besonderes Nebenwirkungsspektrum. So
entwickeln MS-Patienten auffillig oft eine Autoimmunerkrankung der Schilddriise, namentlich
Morbus Basedow (Coles et al. 1999). AuBlerdem scheint die idiopathische thrombozytopenische
Purpura (ITP), ein Zustand, in dem sich das Immunsystem gegen eigene Thrombozyten richtet,
vermehrt nach Alemtuzumab-Behandlung aufzutreten (Coles et al. 2008). Weshalb sich diese
»Verschiebung® der Autoimmunitét auf andere Ziele vollzieht, ist unklar. Es kommt auBerdem
vor, dass Patienten mit systemischer Vaskulitis neutralisierende Antikorper gegen das eigentlich
wenig immunogene, weil humanisierte Alemtuzumab bilden (Lockwood et al. 1993). Insgesamt
verhindern die betrachtlichen unerwiinschten Wirkungen von Alemtuzumab bisher einen breite-

ren Einsatz bei Autoimmunerkrankungen.
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1.5. Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) sind die wichtigsten APCs. Sie sind darauf spezialisiert, Antigene
aufzunehmen, zu verarbeiten und anderen Zellen zu prasentieren (Novak & Bieber 2008). Erst
in den 1970er Jahren wurde diese wichtige Zellart von Ralph M. Steinman und Kollegen ent-
deckt und aufgrund ihrer Morphologie nach dem griechischen Wort ,,dendron (Baum) benannt
(Steinman & Cohn 1973). Fiir die Erforschung der DCs wurde Steinman 2011 postum der No-
belpreis fiir Physiologie oder Medizin verlichen.

Wie man heute weil3, stellen DCs eine sehr heterogene Gruppe von Zellen dar. Obwohl sich
DCs auch aus der lymphatischen hdmatopoetischen Reihe entwickeln kdnnen (Doulatov et al.
2010), stammen sie in der Mehrzahl aus der myeloischen Reihe ab, und zwar von dem Makro-
phagen-DC-Vorldufer (Macrophage Dendritic Cell Progenitor, MDP) (Fogg et al. 2006). Der
MDP differenziert im Knochenmark entweder zu Monozyten oder — unter dem Einfluss des
Zytokins FIt-3-Ligand (Waskow et al. 2008) — zu dem gemeinsamen DC-Vorldufer (Common
Dendritic Cell Progenitor, CDP). Aus dem CDP entstehen schlieBlich die unmittelbaren Vorstu-
fen der DCs (Precursor-DCs, Pre-DCs), welche bereits im peripheren Blut gefunden werden
(Liu et al. 2009).

Die Unterscheidung zahlreicher DC-Subtypen ist komplex, uneinheitlich und unterliegt standi-
ger Verdnderung (Hart 1997; Shortman & Liu 2002; Rossi & Young 2005; Dudziak et al. 2007;
Geissmann et al. 2010; Kushwah & Hu 2011; Lewis & Reizis 2012). Ublicherweise werden die
DCs in zwei grofle Untergruppen unterteilt: konventionelle DCs und nicht-konventionelle DCs.
Die konventionellen DCs stammen von Pre-DCs ab und iiben die klassischen, unten aufgefiihr-
ten DC-Funktionen aus. Die nicht-konventionelle DCs umfassen plasmazytoide DCs und von

Monozyten abstammende DCs (Kushwah & Hu 2011).

Von Monozyten abstammende DCs &hneln abgesehen von ihrer Herkunft den mobilen konven-
tionellen DCs. Sie sind unter allen DC-Gruppen die fiir die In-vitro-Erforschung am leichtesten
zugangliche. Auch flir unsere Experimente haben wir DCs aus Monozyten kultiviert (siche

2.1).

Plasmazytoide DCs unterscheiden sich in ihrer Morphologie, Abstammung und Funktion von
konventionellen DCs. Sie heillen plasmazytoid, weil sie in ihrer Gestalt den Plasmazellen glei-
chen. Sie gehen aus dem CDP hervor, jedoch nicht aus den Pre-DCs; anders als konventionelle

DCs, die sich ihrer terminalen Differenzierung in der Peripherie unterziehen, schlieen plasma-
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zytoide DCs ihre Entwicklung im Knochenmark ab und besiedeln erst dann die Peripherie
(Lewis & Reizis 2012). Entscheidend fiir das Einschlagen dieses eigenstindigen Weges ist die
Induktion des Transkriptionsfaktors E2-2 (Cisse et al. 2008). Die Hauptaufgabe plasmazytoider
DCs ist die massive Produktion von Typ-I-Interferonen (IFN-o und IFN-B) als Reaktion auf
virale Infektionen; sie sind aber auch zur Antigenprasentation fahig (Cella et al. 1999; Colonna

et al. 2004).

Die DCs der Epidermis wurden bereits im 19. Jahrhundert von ihrem Namensgeber Paul
Langerhans beschrieben. Er hielt sie damals allerdings fiir Nervenzellen (Langerhans 1868).
Langerhans-Zellen sind insofern eine Besonderheit, als sie sich offenbar aus embryonalen Vor-
laufern entwickeln, welche die Epidermis bereits vor der Geburt besiedeln und sich dort diffe-
renzieren. Erwachsene Langerhans-Zellen konnen sich in situ durch Proliferation selbst erneu-

ern (Chorro et al. 2009).

Nur kurz erwédhnt seien hier die follikuldren DCs, die eine ganz eigene Zellart darstellen. Sie
sind keine Leukozyten, sondern stromaler Herkunft, und interagieren mit B-Zellen in der Keim-

zentren der sekundédren lymphatischen Organe (Tew et al. 2001).

Nun zu den klassischen DC-Funktionen: DCs bevdlkern die Korperoberflichen wie die Haut
und die Schleimhéute des Respirations- und Gastrointestinaltraktes. Als Wéchter an den Gren-
zen des Organismus zur Umwelt spiiren sie mit ihren langen Ausldufern gefdhrliche Antigene

auf und vermitteln deren Bekdmpfung durch T-Zellen (Novak & Bieber 2008).

Zunichst 16st ein Stimulus die terminale Reifung oder Aktivierung der im Wartestand befindli-
chen DCs aus, zum Beispiel ein mikrobielles Produkt {iber einen Toll-like Rezeptor (Kadowaki
et al. 2001). Die Aktivierung fiihrt zur Sekretion von Zytokinen, zur Expression von kostimula-
torischen Molekiilen und Chemokinrezeptoren. Die Zytokine dienen der Rekrutierung weiterer
DCs und NK-Zellen (Rossi & Young 2005), durch die Chemokinrezeptoren wird die Wande-
rung der DCs in die Lymphknoten erleichtert (Scandella et al. 2002).

Zur Antigenaufnahme nutzen DCs Phagozytose, Endozytose, Pinozytose und spezifische Re-
zeptoren (Rossi & Young 2005). Die Antigene werden zerlegt und ihre Bruchstiicke auf MHC-
Proteine geladen. Diesen Vorgang nennt man Antigenprozessierung. Der Komplex aus MHC-
Protein und Antigenfragment wird an der Zelloberfliche transportiert. Spezifische T-Zellen
erkennen mit ihren T-Zell-Rezeptoren présentierte Antigene, worauthin sie sich weiter differen-
zieren und proliferieren. Antigene, die aus dem Extrazelluldrraum stammen, werden auf typi-

scherweise auf MHC-II-Proteinen prasentiert, wohingegen MHC-I-Proteine Antigene des eige-
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nen zytosolischen Kompartimentes tragen. Doch DCs besitzen die Fahigkeit der Kreuzprésenta-
tion von Antigenen. Das bedeutet, dass extrazellulire Antigene auf MHC-I-Proteine geladen

werden, was die Aktivierung von CD8" T-Zellen ermdglicht (Albert et al. 1998).

Die am weitesten fortgeschrittene klinische Anwendung von DCs ist die Krebs-Immuntherapie
mit dendritischen Zellvakzinen. Dafiir werden DCs aus dem Blut von Patienten mit einer malig-
nen Erkrankung ex vivo kultiviert und mit Tumorantigenen beladen. Nach Reinfusion der auto-
logen DCs sollen sie eine T-Zell-Reaktion gegen den Tumor initiieren oder verstiarken. Die
meisten Erfahrungen bestehen bei Melanom-Patienten, aber auch zahlreiche andere Tumorarten

werden untersucht (Gilboa 2007).

Es wire allerdings zu kurz gegriffen, die Rolle von DCs lediglich in der Abwehr von Pathoge-
nen und malignen Zellen zu sehen. DCs haben ihre Aufgabe ebenso in der Vermittlung von
Immuntoleranz. So priasentieren DCs im Thymus Selbst-Antigene und tragen damit zur negati-
ven Selektion von T-Zellen bei (Gallegos & Bevan 2004). Auch in der Peripherie pragen DCs
T-Zellen in der Abwesenheit von Infektionen in Richtung Toleranz, indem sie sténdig Selbstan-
tigene prisentieren, ohne zugleich kostimulatorische Molekiile oder Zytokine zu exprimieren

(Scheinecker et al. 2002).

Des Weiteren muss das Immunsystem nicht nur Fremd von Selbst unterscheiden. Wichtiger
noch ist die Unterscheidung zwischen harmlosen und gefdhrlichen Signalen. Antigenitét ist
zwar notwendig fiir Immunogenitét, aber in vielen Féllen nicht ausreichend (Matzinger 2002).
Zum Beispiel konnen bakterielle Antigene eine starke Reaktion hervorrufen, wenn sie mit ei-
nem Adjuvans verabreicht werden, wiahrend sie im Darm toleriert werden (Uhlig & Powrie
2003). In diesem sensiblen Bereich sind DCs die Weichensteller, die T-Zellen stimulieren oder
unterdriicken, je nachdem, welche Gefahrensignale beteiligt sind (Grohmann et al. 2003). DCs
konnen also auch Toleranz induzieren gegeniiber den Antigenen, die sie prasentieren (Steinman
et al. 2003). Um das Enzym, das eine maBgebliche Rolle dabei spielt, geht es im folgenden Ka-
pitel.
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1.6. Das Enzym Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) und der Tryp-
tophan-Stoffwechsel

Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO, auch IDO-1; EC 1.13.11.52) ist ein intrazelluldres Enzym,
das den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Kynureninweges im Tryptophan-
stoffwechsel katalysiert, nimlich die Oxidation von Tryptophan zu N-Formylkynurenin. 1967
von Osamu Hayaishi und Mitarbeitern entdeckt (Yamamoto & Hayaishi 1967), dauerte es noch
Jahrzehnte, bis IDOs wirkliche Bedeutung auf dem schmalen Grat zwischen Pathogenabwehr

und Immunpathologie erkannt wurde.

L-Tryptophan ist eine essenzielle Aminoséure, das heiflt Sdugetiere konnen sie nicht de novo
produzieren und sind auf die exogene Zufuhr angewiesen. Tryptophan ist die am seltensten in
Proteinen von Séugetieren vorkommende Aminosdure. Fin kleiner Teil des aufgenommenen
Tryptophan wird in Proteine eingebaut, fiir den Rest gibt es in menschlichen Zellen zwei Kata-
bolisierungswege. Erstens den Serotoninweg, der der Herstellung des Neurotransmitters Seroto-
nin und des Hormons Melatonin dient; zweitens den Kynureninweg, bei dem Tryptophan zu
diversen biologisch aktiven Metaboliten abgebaut wird, die kollektiv als Kynurenine bezeichnet
werden, und schlie8lich zu Nikotinamid, das auch als Niacin oder Vitamin B; bezeichnet wird
(Takikawa 2005). Niacin kann also entweder iiber die Nahrung aufgenommen werden oder, bei

ausreichenden Tryptophanvorriten, iiber den Kynureninweg selbst produziert werden.

Eine dritte Moglichkeit des Tryptophanabbaus, die im Darm vorkommit, ist die bakterielle De-
gradation unter anderem iiber den Indolweg (Smith & Macfarlane 1997). Eine graphische Uber-
sicht iiber den Tryptophanstoffwechsel bietet Abb. 1.

IDO ist das Schliisselenzym des Kynureninweges. Es katalysiert die oxidative Spaltung der 2,3-
Doppelbindung im Pyrrolring von Tryptophan. Dabei entsteht N-Formylkynurenin, das an-
schlieBend durch Abspaltung von Ameisensdure zu dem stabilen Endprodukt Kynurenin meta-

bolisiert wird (King & Thomas 2007).

IDO wird von einem Gen mit 10 Exons kodiert, das sich iiber ca. 15 Kilobasenpaare auf Chro-
mosom § erstreckt (Kadoya et al. 1992). Die IDO-Proteinsequenz besteht aus 403 Aminoséduren
mit einem Molekulargewicht von etwa 45 kDa (Tone et al. 1990). In der Tertidrstruktur ist IDO

in zwei a-helikale Doménen gefaltet. Als prosthetische Gruppe, das heif3it als fest an das Enzym
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gebundenes Koenzym, ist ein Ham-Molekiil zwischen den beiden a-Helizes positioniert

(Sugimoto 20006).
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Abb. 1: Schema des Tryptophanstoffwechsels. Die von IDO katalysierte Reaktion ist beschriftet. (Bear-
beitet nach Zhu et al. 2011.)

Erst in jiingerer Zeit entdeckte man die Existenz eines Isoenzyms von IDO. Man nannte es In-
dolamin-2,3-dioxygenase 2 (IDO-2). Das IDO-2-Gen dhnelt dem IDO-1-Gen und liegt neben
diesem auf Chromosom 8. Evolutionsbiologisch sind die beiden IDOs wahrscheinlich durch
genetische Duplikation entstanden. Die enzymatische Aktivitdt von IDO-2 gleicht weitgehend
der von IDO-1, das Expressionsmuster ist jedoch unterschiedlich (Ball et al. 2007; Ball et al.
2009).
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IDO-1 und IDO-2 sind nicht die einzigen Enzyme, welche die Reaktion von Tryptophan zu
Kynurenin katalysieren konnen. Viel ldnger schon als IDO ist das Enzym Tryptophan-2,3-
dioxygenase (TDO; EC 1.13.11.11) bekannt (Kotake & Masayama 1936). TDO hat eine engere
Substratspezifitit als IDO, das seinen Namen der Tatsache verdankt, dass es verschiedene In-
dolamine zur Reaktion bringen kann. Die Expression von TDO ist weitgehend auf die Leber
beschrankt. Von dort aus kontrolliert das Enzym den Tryptophanserumspiegel. Es ist unabhén-

gig von immunologischen Signalen (Thackray et al. 2008).

IDO hingegen wird nahezu ubiquitdr exprimiert und auf komplexe Art reguliert. Besonders
hohe IDO-AKktivitdt wird in der Plazenta gemessen (Kudo et al. 2004) und in Organen mit gro-
fen Schleimhautoberflichen wie Darm oder Lunge sowie in lymphatischen Organen wie Thy-
mus und Milz; auBBerdem im Nebenhoden (Takikawa et al. 1986). Die Transkription des IDO-
Gens reagiert sehr stark auf Signale des Immunsystems und kann in vielen verschiedenen Zell-
arten induziert werden. Der wichtigste bekannte Stimulus ist das Zytokin IFN-y (Ozaki et al.
1988; Taylor & Feng 1991), das die IDO-Induktion iiber die Transkriptionsfaktoren STAT-1
(Signal Transducer and Activator of Transcription 1) und IRF-1 (Interferon Regulatory Factor
1) vermittelt (Chon et al. 1996).

Es besteht ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Entziindung, IFN-y und IDO-Expression,
aber neben IFN-y gibt es weitere Molekiile, die IDO induzieren konnen bzw. das IFN-y-Signal
verstirken konnen (Mellor & Munn 2004): der Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien
LPS sowie die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a (Babcock & Carlin 2000; Wang
et al. 2010).

Auch Antikorper gegen CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Antigen 4; auch bekannt
als CD152) konnen IDO induzieren, und zwar durch Bindung der Zelloberflachenmolekiile B7-
1 und B7-2 (CD80 bzw. CD86; Grohmann et al. 2002). Uber CTLA-4 kénnen Tee DCs dazu
anregen, IDO zu exprimieren (Fallarino et al. 2003). DCs konnen dann die IDO-Expression
selbststéindig aufrechterhalten, indem sie Transforming Growth Factor  (TGF-B) synthetisieren
und dieses autokrin oder parakrin wiederum IDO induziert (Belladonna et al. 2008). Die IDO-
Produktion von DCs ist fiir die Modulation des zelluldren Immunsystems besonders bedeutsam.
Interessanterweise hat IDO-1 in diesem Zusammenhang eine intrazelluldre Signalfunktion, die
von seiner katalytischen Aktivitét, also dem Tryptophanabbau, unabhingig ist: TGF-B bewirkt
die Phosphorylierung von ITIMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs) in der
nicht-katalytischen Doméne von IDO-1, woraufthin IDO-1 verschiedene nachgelagerte Signalef-

fektoren aktivieren kann, die zur Auspragung eines regulatorischen Phénotyps in plasmazytoi-
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den DCs fiithren. IDO-2 besitzt unvollstdndige ITIMs und entbehrt deshalb einer solchen Signal-
funktion (Pallotta et al. 2011).

Auch posttranslational wird die IDO-Aktivitét reguliert. Als Hémprotein ist IDO nach der
Translation auf die Bereitstellung seines Koenzyms angewiesen, um seine Wirksamkeit entfal-
ten zu konnen. Aulerdem ist IDO nur aktiv, wenn das Eisenion in der Him-Gruppe in reduzier-
ter Form (Fe*") vorliegt, und ist daher abhingig vom intrazelluldren Redox-Status (Taniguchi et
al. 1979). Sowohl durch Beeinflussung der Him-Biosynthese als auch durch Verdnderung des
Redoxpotenzials mit Antioxidanzien lésst sich die IDO-Aktivitét in vitro steuern (Thomas et al.
2001). Ein anderer Weg, IDO auszuschalten, ist die Proteolyse. Die proteasomale Degradation
von IDO kann durch Stickstoffmonoxid (NO) verstarkt werden (Hucke et al. 2004) und ge-
schieht abhingig von SOCS-3 (Suppressor of Cytokine Signaling 3; Orabona et al. 2008). Uber
SOCS-3 kann beispielsweise das proinflammatorische Zytokin IL-6 zum Abbau von IDO bei-

tragen und so Toleranz durchbrechen (Grohmann et al. 2001).

Die Wirkung von IDO beruht auf zwei maf3geblichen Mechanismen: zum einen auf dem Entzug
der essenziellen Aminosdure Tryptophan, zum anderen auf der Akkumulation von Metaboliten,
sie selbst immunsuppressiv sind. Sduger-Zellen kénnen einen Aminosdure-Mangel {iber den
mTOR-Signalweg wahrnehmen und ihre Teilungsaktivitét entsprechend den lokalen Bedingun-
gen anpassen (Rohde et al. 2001). Tryptophandepletion im Mikromilieu von IDO-
exprimierenden DCs hemmt die Proliferation von T-Zellen (Munn et al. 1999) und macht die T-

Zellen anfilliger fiir Apoptose (Lee et al. 2002a).

Fiir diverse Tryptophanabbauprodukte wurde eine T-Zell-toxische Wirkung gezeigt, darunter
Kynurenin, 3-Hydroxykynurenin, 3-Hydroxyanthranilsédure (Terness et al. 2002) und Chinolin-
sdure (Fallarino et al. 2002a). Kynurenin aktiviert den Transkriptionsfaktor AhR (Aryl Hydro-
carbon Receptor) in naiven T-Zellen, was deren Differenzierung zu T,., bewirken kann (Mez-

rich et al. 2010).

Urspriinglich wurde IDO jedoch nicht als Vermittler von Toleranz betrachtet, sondern aus-
schlieBlich fiir seine Rolle in der Pathogenabwehr. Tatsdchlich vermag IDO in vitro durch Ver-
brauch von Tryptophan in Wirtszellen die Proliferation von intrazelluldren Erregern, die selbst

kein Tryptophan synthetisieren kdnnen, zu hemmen (Pfefferkorn 1984).

Erst 1998 wurde die immunsuppressive Funktion von IDO im Zusammenhang mit Toleranz an
der fetomaternalen Grenzflache beschrieben: Die IDO-abhidngige Unterdriickung von T-Zell-

Reaktionen in der Plazenta stellt einen wichtigen Mechanismus dar, der eine Abstoflung des
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genetisch unterschiedlichen (allogenen) Fetus durch die schwangere Mutter verhindert (Munn et

al. 1998).

Nach heutigem Versténdnis wird IDO immer dort, wo eine Entziindung auftritt, via [FN-y hoch-
reguliert, um einer iiberschieBenden Immunantwort entgegenzuwirken. Das Zytokin IFN-y hat
also eine ambivalente Rolle: Einerseits zeigt es zahlreiche proinflammatorische Effekte, ande-
rerseits wirkt es auch als Begrenzer von Entziindung (Wilke et al. 2011). Was zunéchst paradox
erscheint, wird begreiflich, wenn man die Folgen eines defekten Tryptophankatabolismus auf
Autoimmunerkrankungen und andere chronisch-entziindliche Erkrankungen untersucht: Durch
IDO-Hemmung kann man im Tiermodell eine Autoimmunenzephalomyelitis ausldsen (Sakurai
et al. 2002) und eine Kolitis verstiarken (Gurtner et al. 2003), und ein gestorter Tryptophanabbau
liegt der Entziindungsaktivitdt der Erbkrankheit Septische Granulomatose zugrunde (Romani et

al. 2008).

Von hoher medizinischer Relevanz ist auch die Bedeutung von IDO bei Krebs. Tumorzellen
schaffen es auf verschiedene Weise, der Erkennung und Zerstérung durch das Immunsystem zu
entgehen, was man zusammenfassend als Tumor-Immunescape oder -Immunoediting bezeich-
net (Dunn et al. 2002). Die meisten menschlichen Tumoren exprimieren konstitutiv IDO, und
IDO verhindert die AbstoBung ansonsten immunogener Tumorzellen (Uyttenhove et al. 2003).
Es ist auBerdem bekannt, dass APCs die Fahigkeit der Kreuzprasentation von Tumorantigenen
gegeniiber CD8" T-Zellen besitzen. Dies geschieht vermutlich in Tumor-drainierenden Lymph-
knoten, wo das Immunsystem initial auf Tumoren aufmerksam wird (Huang et al. 1994), denn
dort werden IDO-exprimierende DCs gefunden, die Antigen-spezifische T-Zell-Anergie vermit-

teln (Munn et al. 2004a) und T, aktivieren konnen (Sharma et al. 2007).

Basierend auf diesen Erkenntnissen werden IDO-Inhibitoren als Tumorimmuntherapie vorkli-
nisch (Muller et al. 2005) und inzwischen auch in klinischen Phasen getestet (Lob et al. 2009).
Bemerkenswert ist, dass 1-Methyl-L-Tryptophan bevorzugt IDO-1 hemmt, wihrend das ent-
sprechende D-Stereoisomer ein selektiver IDO-2-Inhibitor ist. 1-Methyl-D-Tryptophan hat ei-
nen stirkeren Antitumoreffekt als die L-Form, was vermuten ldsst, dass speziell IDO-2 am Tu-
morimmunescape-Mechanismus beteiligt ist (Metz et al. 2007). In Hirntumoren ist hingegen das
Isoenzym TDO aktiv; das von ihm gebildete Kynurenin aktiviert den oben erwéhnten AhR-

Signalweg und scheint so zum Immunescape beizutragen (Opitz et al. 2011).

Daneben spielt IDO eine Rolle in der Pathogenese der HIV-Infektion. HIV infiziert Makropha-

gen und induziert dort IDO (Grant et al. 2000). Dies ist zunédchst einmal wenig erstaunlich, da
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IDO wie oben erklart generell mit Entziindungszustéinden assoziiert ist und intrazelluldre Erre-
ger durch Tryptophanaushungerung in Schach halten kann. Es kann aber auch das Gegenteil
erreicht werden, indem IDO die adaptive Immunabwehr gegen das Virus behindert und die
Makrophagen in der Folge als Reservoir fiir HIV dienen. Die bei HIV-Infektion nachgewiese-
nen systemisch niedrigen Tryptophanspiegel konnten zudem zur allgemeinen Immunschwiche
beitragen (Fuchs et al. 1990). Ein weiterer Aspekt ist die Neurotoxizitit des Tryptophanmetabo-

liten Chinolinsdure, die zur HIV-assoziierten Neuropathie beitragen konnte (Kerr et al. 1997).

Eine andere Wirkung von IDO auf das ZNS ist die Schaffung eines Serotoninmangels. Allge-
mein kann mit chronischen Entziindungen eine Affektstorung einhergehen; man spricht in die-
sem Zusammenhang von ,,inflammatorischer Depression® (Dantzer et al. 2008). Schon friih
wurde spekuliert, dass die Depression als Nebenwirkung der Behandlung mit rekombinantem
IFN-y durch IDO verursacht werden konnte, zumal auch Serotonin als [DO-Substrat herhalten
kann (Byrne et al. 1986). Inzwischen wurde in Tierversuchen gezeigt, dass IDO in der Tat an
der Pathogenese von Schmerz und Depression beteiligt ist (O'Connor et al. 2009; Kim et al.

2012).

SchlieBlich ist IDO an der Toleranz von Transplantaten beteiligt und wird in diesem Bereich
therapeutisch genutzt. Lokale IDO-Expression hemmt Abstoungsreaktionen in der Xenotrans-
plantation, also der Transplantation zwischen verschiedenen Spezies (Mulley et al. 2008). Mit-
hilfe von Adenoviren ldsst sich das IDO-1-Gen in zu transplantierende Zellen transferieren, was
deren Uberleben in allogenen Empfingern verlingert (Alexander et al. 2002). Auch in der
GVHD scheint IDO, insbesondere im Kolon, eine wichtige Rolle zu spielen. Knock-out-Méuse
mit deaktiviertem IDO-Gen zeigen im Vergleich zum Wildtyp nach allogener HSZT vermehrte
Darmentziindung und T-Zell-Infiltration und sterben schneller an GVHD (Jasperson et al.
2008). Wichtige IDO-exprimierende Zellen im Rahmen der GVHD scheinen Monozyten und
APCs zu sein (Hainz et al. 2005; Jasperson et al. 2009). IDO-Hochregulierung in APCs hat da-

her ein therapeutisches Potenzial in der Pravention der GVHD.
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1.7. Zielsetzung der Arbeit

In einer 2011 abgeschlossenen klinischen Studie wurden bei Patienten, die sich einer allogenen
HSZT unterzogen, die durch das Enzym IDO gebildeten Tryptophanmetaboliten untersucht.
Dabei fiel auf, dass es nicht nur im Rahmen einer GVHD, sondern auch am Tag der Transplan-
tation zu einem Ansteigen sdmtlicher immunsuppressiver Metaboliten kam (Landfried et al.
2011). In einer detaillierten Analyse zeigte sich, dass dieser Anstieg ausschlieBlich bei Patienten
auftrat, die im Rahmen der Vorbehandlung zur Transplantation eine Serotherapie mit ATG er-
halten hatten, und dass dieser Anstieg sogar dosisabhingig erfolgte, wihrend zwei Patienten, die
den monoklonalen Antikdrper Alemtuzumab erhielten, keine deutliche Induktion zeigten (Abb.

2).

12

10 7

B Kynurenin/Kreatinin

B Chinolinsdure/Kreatinin

Kein ATG ATG3x10 ATG3x20 Alemtuzumab
mg/kg mg/kg 20 mg

Abb. 2: Kynurenin und Chinolinsdure im Urin von HSZT-Patienten am Transplantationstag. Mittel-
werte von im Urin gemessenem Kynurenin bzw. Chinolinsdure im Verhaltnis zu Kreatinin (umol/mmol).
Fallzahlen: Kein ATG n=10, ATG 3 x 10 mg/kg n=17, ATG 3 x 20 mg/kg n=11, Alemtuzumab 20 mg n=2.
Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne ATG-Behandlung waren signifikant fir Kynurenin und
Chinolinsaure, Unterschiede zwischen ATG-Dosisgruppen waren signifikant fir Kynurenin. (Daten von
Prof. Dr. Ernst Holler, Klinik fur Innere Medizin Ill, Universitatsklinikum Regensburg)

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von ATG im Vergleich zum Einfluss von Alemtuzumab
auf humane DCs in vitro zu untersuchen. Der IDO-induzierende Effekt sollte auf Ebene der
mRNA, auf Proteinebene sowie auf Ebene der entsprechenden Tryptophanmetaboliten unter-

sucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Kultivierung von humanen dendritischen Zellen aus Monozyten

Durch das Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitdtsklinikums
Regensburg wurden uns die durch Leukapherese gewonnenen mononukledren Zellen des peri-
pheren Blutes gesunder Spender bereitgestellt. Daraus wurde durch Elutriation (Dichtegradien-
tenzentrifugation iiber Ficoll-Hypaque [PAN Biotech, Aidenbach] und anschliefende Gegen-
stromzentrifugation in der Avanti Centrifuge J-20 XP [Beckman Coulter, Brea, USA]) die Frak-

tion der Monozyten isoliert.

2.1.1. Erste Versuchsreihe

Die so gewonnenen Monozyten wurden in der ersten Versuchsreihe sieben Tage in 1,5 ml Me-
dium pro 1 x 10® Monozyten bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, in Brutschriinken des Modells
BBD 6220 (Heraeus, Hanau). Das Medium setzte sich zusammen aus 90 % RPMI-1640 (PAN-
Biotech) und 10 % FCS-DC (fetales Kélberserum fiir dendritische Zellen; BioWhittaker,
Walkersville, USA).

Das RPMI-1640 wurde vor Benutzung stets mit den Antibiotika Penicillin und Streptomycin in
den Konzentrationen 50 U/ml bzw. 50 pg/ml (Pen Strep, Gibco, Life Technologies, Carlsbad,
USA) sowie mit der Glutamin-Quelle L-Alanyl-L-Glutamin (Biochrom, Berlin) in der Konzent-

ration 2 mmol/l versetzt; darauf wird im weiteren Text nicht mehr gesondert hingewiesen.
Es wurden Zellkulturflaschen vom Hersteller Corning (Corning, USA) verwendet.

Zur Differenzierung in dendritische Zellen wurden den Zellkulturen die Zytokine GM-CSF
(Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor; 144 U/ml) und IL-4 (224 U/ml;
beides von PeproTech, Rocky Hill, USA) hinzugegeben (Bender et al. 1996).

Bei einem Teil der Kulturen wurden an Tag 5 zur Reifungsstimulation der dendritischen Zellen
10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS, aus Salmonella abortus equi; Alexis, Griinberg) in die Zell-
kulturflaschen gegeben; die so konditionierten Zellen werden fortan als mDC (Mature Dendritic

Cells) bezeichnet.
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Bei einem anderen Teil der Kulturen wurde an Tag 5 10 ng/ml TGF-B1 (mammalian derived;
Peprotech) in die Zellkulturflaschen gegeben; die auf diese Weise konditionierten Zellen wer-

den fortan tDCs (TGF-treated Dendritic Cells) genannt.

Nach sieben Tagen wurden die Zellen mit einem Umkehrmikroskop (Axiovert 25, Zeiss, Ober-
kochen) hinsichtlich ihrer Morphologie inspiziert, geerntet und die entstandenen dendritischen
Zellen gezahlt. Dazu wurde eine Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld, Lauda-Konigshofen) be-

nutzt.

Anschliefend wurden dendritische Zellen in der Konzentration 1 x 10° pro 1 ml Medium, beste-
hend aus 98 % RPMI-1640 und 2 % AB-Serum (humanem Serum der Blutgruppe AB; PAN
Biotech), in Well-Platten gegeben und mit verschiedenen Konzentrationen der Medikamente
ATG-Fresenius S®, Alemtuzumab (MabCampath®, Genzyme) oder Interferon y-1b (Imukin®,

Boehringer Ingelheim) versetzt.

Nach 24 Stunden wurde der Inhalt der Wells unter Zuhilfenahme eines Zellschabers (Cell
Scraper 25 cm, Sarstedt, Niimbrecht) geerntet, abzentrifugiert, der Uberstand eingefroren (siche
2.4.), das Zellpellet zweimal mit PBS (Dulbecco’s PBS, PAA Laboratories, Pasching, Oster-
reich) gewaschen und anschlieend lysiert (siehe 2.2. bzw. 2.3.).

2.1.2. Zweite Versuchsreihe

In der zweiten Versuchsreihe wurden jeweils 5 x 10° Monozyten in 7,5 ml Medium (90 %
RPMI-1640, 10 % FCS-DC, dazu 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4) fiir acht Tage bei 37
°C und 5 % CO, inkubiert. Bei einem Teil der Zellen wurden die Substanzen LPS (10 ng/ml)
oder IFN-y (200 U/ml) nach sechs Tagen hinzugegeben.

Fiir einen zusédtzlichen Ansatz bestand das Medium aus 98 % RPMI-1640 und 2 % AB-Serum;

auf Zytokine wurde hier verzichtet.

ATG oder Alemtuzumab wurden in der festen Konzentration von 100 pg/ml zeitgleich mit den
Zellen (Tag 0), nach sechs Tagen oder zu diesen beiden Zeitpunkten direkt in die Zellkulturfla-

schen gegeben.

Nach Ablauf der acht Tage wurden die Zellen mit dem Durchlichtmikroskop Evos XL (AMG,
Bothel, USA) fotografiert, der Inhalt der Zellkulturflaschen abzentrifugiert, 2 ml vom Uberstand
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eingefroren und die entstandenen dendritischen Zellen gezéhlt, einmal mit PBS gewaschen und

anschlieBend lysiert oder fiir die Durchflusszytometrie verwendet.

2.2. Quantifizierung von mRNA der Gene IDO-1 und IDO-2 mittels Po-
lymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir das Lysieren der kultivierten Zellen sowie die Isolation der enthaltenen RNA wurde bei
einem Teil der Proben der RNeasy Kit (Qiagen, Hilden), bei einem anderen Teil der Proben der
peqGOLD Total RNA Kit (Peqlab Biotechnologie, Erlangen) geméfl den Anleitungen der Her-

steller benutzt.

Die Konzentration der isolierten RNA wurde photometrisch mit dem NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer unter Verwendung der gleichnamigen Software (beides von Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA) bestimmt.

Zusitzlich wurde die Qualitidt der RNA mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit gemi3 Anleitung
tiberpriift. Dabei kamen das Gerdt Agilent 2100 Bioanalyzer und die Software 2100 Expert (al-

les von Agilent Technologies, Santa Clara, USA) zum Einsatz.

AnschlieBend wurde die isolierte RNA mittels Reverse-Transkription-PCR (RT-PCR) in eine
komplementdre cDNA umgeschrieben. Hierzu wurden 0,5 ug RNA aus jeder Probe mit DNase-

und RNase-freiem Wasser (Gibco, Life Technologies) auf ein Volumen von 13 pl verdiinnt.

Als Néchstes wurden jeweils 1 pl Random Decamers (Primer mit einer zufélligen Sequenz aus
zehn Basen; Ambion, Life Technologies) und 1 pl Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTP)
dazugegeben. Die dANTP waren eine Mischung aus 60 pul RNase- und DNase-freiem Wasser
sowie je 10 ul dATP, dGTP, dTTP und dCTP aus dem Ultrapure dNTP Set (Amersham
Biosciences, Piscataway, USA) oder alternativ aus dem Deoxynucleoside Triphosphate Set

(Roche Diagnostics, Mannheim).

Mit dem PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, St. Bruno, Kanada) durchliefen die

Proben das folgende Heizprogramm:
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1. 65 °C fir 5 Minuten
2. 42 °C fir 2 Minuten
3. 42 °C fiir 50 Minuten
4. 70 °C fiir 15 Minuten

Nach Schritt 1 wurden jeweils 4 pl Finffachpuffer (M-MLV RT 5x Buffer) und nach Schritt 2 1
ul reverse Transkriptase (M-MLV Reverse Transcriptase; beides von Promega, Madison, USA)

zum Starten der Reaktion hinzupipettiert.

In der quantitativen Realtime-PCR (qRT-PCR) wird aus der gesamten cDNA nur die DNA ei-
nes bestimmten Gens mithilfe der sequenzspezifischen Primer vervielfiltigt. Wir verglichen die
Menge der produzierten DNA des gesuchten Gens mit der produzierten DNA des ,,Housekee-
pers” 18S-TRNA. Da 18S-rRNA von allen Zellen gleichmifBig exprimiert wird, kann man im
Ergebnis beurteilen, in welchen Proben das gesuchte Gen relativ stark und in welchen Proben es
relativ wenig exprimiert wurde. Das Verfahren nennt sich Realtime-PCR, weil das Gerét in
Echtzeit mithilfe eines den Proben zugesetzten Fluoreszenzfarbstoffs, der sich in die Doppel-

strang-DNA einlagert, die DNA-Menge bei jedem Heizzyklus misst.

Fiir die qRT-PCR wurde von einer 1:10-Verdiinnung der cDNA-Proben jeweils 1 ul eingesetzt.
Hinzu kamen jeweils 5 pl vom Farbstoff SYBR Green I (QuantiFast SYBR Green, Qiagen;
Produkt enthilt Taq-Polymerase), 3 pnl RNase- und DNase-freies Wasser, 0,5 pl Forward-Primer
und 0,5 pl Reverse-Primer. Die Primer wurden zuvor 1:10 in RNase- und DNase-freiem Wasser

verdinnt.

Im Folgenden sind die als Primer verwendeten Oligonukleotide mit ihrer Basensequenz aufge-

listet (alle von Eurofins MWG Operon, Ebersberg):

- 18S-rRNA forward:  5°-ACC GAT TGG ATG GTT TAG TGA G-3¢
- 18S-rRNA reverse: 5¢-CCT ACG GAA ACCTTG TTA CGA C-3¢

- IDO-1 forward: 5°-GGT CAT GGA GAT GTC CGT AAG GT-3°

- IDO-1 reverse: 5¢-CCA GTT TCT TGG AGA GTT GGC AG-3°

- IDO-2 forward: 5-GCA-TTC GTC ATA GCA AGG AAA GTG G-3¢
- IDO-2 reverse: 5°-CTG TCA GCA AGT GGT CCT GTC-3¢

Die qRT-PCR fand dann im Realplex Mastercycler statt, die Aufzeichnung und Auswertung der
Daten geschah mit der gleichnamigen Software (Eppendorf, Hamburg).

Das qRT-PCR-Programm wies folgende Heizzyklen auf:
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95 °C fur 5 min
95°C fir8s

45x
60 °C fir 20 s
95°Cfiur15s
60°Cfirl15s
60 °C -95 °C fur 10 min
95°Cfur15s

N kWD =

2.3. Nachweis von IDO mittels Western Blot

Die kultivierten Zellen eines Versuchsansatzes (sieche 2.1.) wurden mit jeweils 100 ul RIPA
Buffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; diesem zugesetzt wurde zuvor auf ein Volumen von 10
ml eine Tablette des Complete Mini Protease Inhibitor von Roche Diagnostics) lysiert und da-

nach bei -80 °C aufbewahrt.

Als néchster Schritt wurden die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben photometrisch
ermittelt. Dabei wurde mit dem D¢ Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califor-
nia, USA) gemiB Anleitung gearbeitet. Als Photometer wurde der E-max Precision Microplate
Reader (MWG-Biotech, Ebersberg) mit der Software ,,SOFTmax* (Molecular Devices, Sunny-
vale, USA) verwendet.

Fiir die SDS-Gelelektrophorese wurde ein Gel hergestellt, das in seinem unteren Anteil aus ei-
ner in Tabelle 4 beschriebenen Stammlosung, 1 % TEMED (Tetramethylethylendiamin, Sigma-
Aldrich) und 6 %o in 10-prozentiger APS-Losung (Ammoniumperoxodisulfat, Merck, Darm-
stadt), in seinem oberen Anteil aus einer ebenfalls in Tabelle 4 beschriebenen Stammldsung, 1

%0 TEMED und 8 %o 10-prozentiger APS-Lsung bestand.
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Stammldsungen fiir die Western-Blot-Gele

Untergel- Obergel-
Stammlésung | Stammlésung

Tris/HCI-Lésung
(Tris[hydroxymethylJaminomethan [USB, 25ml;1,5M; [25ml; 0,5 M;
Cleveland, USA], auf den angegebenen pH- | pH 8,8 pH 6,8

Wert titriert mit HCI [Merck])

10-prozentige SDS-Ldsung

(Natriumdodecylsulfat, Sigma-Aldrich) Tmi Tml
30-prozentige Acrylamid-Losung

(Rotiphorese® Gel 30; Carl Roth, Karlsruhe) | 40 ™ 17 mi
Aqua bidestillata 34 mi 57 ml

Alle oben genannten Losungen wurden mit Aqua bidestillata angesetzt.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte in einer
Laufappatur von Biometra (Gottingen) unter Zugabe von Laemmli-Elektrodenpuffer (8 mM
Tris, 0,19 M Glycin [Merck], 0,1 % SDS in Aqua bidestillata). In die Taschen dieses Gels wur-
den jeweils 5 pg Protein, mit PBS auf ein Volumen von 10 pl aufgefiillt und zusétzlich mit 10

ul SDS-Probenpuffer (siche unten) versetzt, pipettiert.
Der SDS-Probenpuffer setzte sich folgendermal3en zusammen:

- 10ml Glycerin (Sigma-Aldrich)

- 5ml 1M Tris/HCI-Lsung, pH 6,8

- 2g SDS

- 5ml 2-Mercaptoethanol (Gibco, Life Technologies)
- 10 mg Bromphenolblau (Sigma-Aldrich)

Als Standardprobe zum Vergleich der Molekulargewichte diente Kaleidoscope Precision Plus
Protein (Bio-Rad Laboratories). Mit dem Gerét Blue Power Plus (SERVA Electrophoresis, Hei-

delberg) wurde eine Spannung von zunédchst 60 V, dann 110 V erzeugt.

Fir das Blotten, also das Ubertragen der Proteinbanden vom Gel auf eine Membran, auf der sie
mit Antikdrpern markiert und sichtbar gemacht werden koénnen, wurde eine Blotapparatur von
Biometra verwendet. Auf deren untere Fliche, die der Anode entspricht, wurden nacheinander

folgende Schichten gelegt:
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- drei Lagen Filterpapier (Whatman Chromatography Paper 3 mm, GE Healthcare, Chal-
font St. Giles, UK) getrankt in einen Puffer aus 0,3 M Tris/HCI-Lésung (pH 10,4) und
20 % Methanol (Merck)

- drei Lagen Filterpapier getrinkt in einen Puffer aus 25 mM Tris/HCI-Losung (pH 10,4)
und 20 % Methanol

- eine Blotmembran (Immobilon-P Transfer Membrane, Millipore, Billerica, USA)

- das SDS-Gel (siche oben)

- drei Lagen Filterpapier getrdnkt in einen Puffer aus 4 mM e-Amino-n-Capronsédure

(Sigma-Aldrich) und 20 % Methanol

Mit dem bereits zuvor benutzten Gerdt Blue Power Plus wurde eine Spannung von 11 V er-

zeugt.

Nach erfolgtem Blotten wurden die unspezifischen Bindungen mithilfe einer Blockldsung blo-
ckiert, welche aus einer 5-prozentigen Losung von Magermilchpulver (Sucofin, TSI, Zeven) in
TBS-Tween bestand. Mit TBS-Tween wird hier eine Losung aus 0,1 % TWEEN 20 (Sigma-
Aldrich) in TBS-Puffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl [Merck]) bezeichnet.

Danach wurde die Blotmembran mit den Antikorpern inkubiert; die Angaben hierzu finden sich
in Tabelle 5. Vor und nach jeder Antikdrper-Inkubation wurde die Blotmembran jeweils dreimal

in TBS-Tween gewaschen.

Tabelle 5: Fiir den Western Blot verwendete Antikorper

IDO

Primarantikorper Mouse anti IDO

Hersteller: Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA)
Verdinnung: 1:2.000

Inkubationszeit: 1 Stunde

Sekundarantikorper Goat anti Mouse, konjugiert mit HRP
Hersteller: Dako (Glostrup, Danemark)
Verdinnung: 1:2.500

Inkubationszeit: 1 Stunde

B-Aktin

Primarantikorper Goat anti B-Aktin

Hersteller: Abcam (Cambridge, UK)
Verdiinnung: 1:1.000

Inkubationszeit: 1,5 Stunden
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Sekundarantikorper Rabbit anti Goat, konjugiert mit HRP
Hersteller: Dako

Verdiinnung: 1:2.000

Inkubationszeit: 1 Stunde

Vor dem Entwickeln der Proteinbanden auf einem Film wurde die Blotmembran kurzzeitig in
eine Enhanced Chemiluminiszenz-Mischung (ECL-Mix) gelegt. Diese war folgendermalien

zusammengesetzt:

- 200 ml Wasser

- 20ml Tris/HCI-Losung, pH 8

- 2ml 250 mM L&sung von Luminol-Natrium-Salz (Sigma-Aldrich) in Wasser

- 0,9ml 90 mM Losung von p-Coumarinsiure in Dimethylsulfoxid (beides von Sigma-

Aldrich)

Zu 10 ml ECL-Mix wurden frisch 3 ul  30-prozentige H,0,-Losung (Fishar, Saarbriicken)
gegeben.

SchlieBlich wurde ein Film (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
fiir eine Zeitspanne zwischen wenigen Sekunden bis wenigen Minuten belichtet und in dem

Gerit Curix 60 (AGFA, Mortsel, Belgien) entwickelt.

Zum Abldsen der Antikdrper von der Blotmembran, bevor mit einem neuen Antikorper inku-

biert wurde, wurde die Re-Blot Plus Mild Solution (Millipore) verwendet.

2.4. Messung von Tryptophan und Tryptophanmetaboliten mittels

Fliissigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie

Uberstéinde aus den abzentrifugierten Zellkulturen (siehe 2.1.) wurden bei -20 °C aufbewahrt.
Mittels Fliissigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) wurden die
Konzentrationen von Tryptophan und verschiedenen Tryptophanmetaboliten in den Uberstin-

den gemessen.

Die massenspektrometrischen Messungen wurden freundlicherweise durch das Institut fiir

Funktionelle Genomik der Universitdt Regensburg libernommen. An dieser Stelle sei auf die
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Verdffentlichung von Wentao Zhu et al. in Analytical and Bioanalytical Chemistry hingewie-
sen, in der auf die Methode der quantitativen Bestimmung von Tryptophanmetaboliten durch

LC-MS/MS eingegangen wird (Zhu et al. 2011).

2.5. Detektion von Oberflichenantigenen mittels Durchflusszytomet-

rie

Fiir die Detektion verschiedener Oberfldchenantigene wurden die Zellen mit fluoreszenzgeférb-
ten Antikdrpern gegen diese Antigene markiert und anschlieBend mittels FACS (Fluorescence-
Activated Cell Sorting) analysiert. Die verwendeten Antikorper waren entweder mit dem Farb-

stoff PE (Phycoerythrin) oder FITC (Fluoresceinisothiocyanat) gekoppelt.

Jeweils 500.000 kultivierte Zellen (siehe 2.1.) wurden zweimal mit 1 ml FACS-Puffer gewa-
schen. Der FACS-Puffer bestand aus PBS, versetzt mit 0,6 mg/ml Octagam® (Octapharma,
Langenfeld) und 0,1 % NaN; (Merck). Den gewaschenen Zellen wurden Antikdrper gegen
CDla (mit PE markiert), CD14 (FITC), CD83 (FITC), HLA-DR (FITC), CD80 (FITC) und CD
86 (FITC) oder CD209 (PE), CD11b (FITC), CDl1l1c (FITC) und CD18 (FITC) und CD54
(FITC) jeweils in der in der Produktbeschreibung empfohlenen Menge hinzugegeben. Zusitz-
lich zu den spezifischen Antikérpern wurde auch jeweils ein unspezifischer, mit PE oder FITC
markierter Antikdrper der entsprechenden Ig-Klasse als Isotypkontrolle verwendet. Die Anti-
koérper stammten von Beckman Coulter (CDla, CD14, CD83, HLA-DR, Isotypen), BD
Biosciences (Franklin Lakes, USA; CD80, CD86), R&D Systems (Minneapolis, USA; CD209 =
DC-SIGN), eBiosciene (San Diego, USA; CD11b, CD11c, CD18) sowie Cymbus Biotechnolo-
gies (Southampton, Grofbritannien; CD54).

Nach 20 Minuten bei 4 °C im Dunkeln folgten zwei weitere Waschschritte mit FACS-Puffer,
um die ungebundenen Antikdrper zu entfernen, und die Fixierung mit 300 pl 1-prozentigem
Paraformaldehyd (Merck). Die Messungen erfolgten am Gerdt FACSCalibur und wurden mit

der Software CellQuest Pro (beide von BD Biosciences) ausgewertet.
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2.5. Statistik

Bei Stichproben aus mindestens drei unabhingigen Experimenten wurden der Mittelwert

(arithmetisches Mittel) und die Standardabweichung ausgerechnet.

Die statistische Signifikanz von Unterschieden verschiedener Ansdtze wurde mit dem zweiseiti-
gen, ungepaarten Student’s t-Test gepriift. Hierbei wurden die Werte p < 0,05 als signifikant (*),
p < 0,01 als sehr signifikant (**) und p < 0,001 als hochst signifikant (***) betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellkulturen

3.1.1. Morphologische Auffilligkeiten von kultivierten dendritischen Zellen bei

Zugabe verschiedener Stimuli
Im Rahmen der Zellkulturen fiel auf, dass sich die Morphologie der Zellen deutlich unterschied,
je nachdem, wie die Zellen behandelt worden waren.

Die dendritischen Zellen, die nicht mit Antikdrpern in Beriihrung gekommen waren, lagen am

Ende der Inkubationszeit als runde Zellen iiberwiegend einzeln vor. Typische Zellauslaufer

waren lichtmikroskopisch nicht zu erkennen (Abb. 3).

Abb. 3: Zellkulturfotos Negativkontrolle. 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10
% FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). Fotografiert an Tag 8. Links VergréRerung 10 x
(weilRer Balken entspricht 400 um). Rechts Vergréferung 20 x (weilRer Balken entspricht 200 pm). Exemp-
larische Bilder aus vier unabhangigen Experimenten.

Wurde hingegen LPS hinzugefiigt, so fanden sich viele Zellen zu grolen Aggregaten zusammen
(Abb. 4).
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Abb. 4: Zellkulturfotos LPS. 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC
sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4), zusatzlich Gabe von 10 ng/ml LPS an Tag 6. Fotografiert an
Tag 8. Links VergroRerung 10 x (weifer Balken entspricht 400 pm). Rechts VergroRerung 20 x (weiller
Balken entspricht 200 ym). Exemplarische Bilder aus vier unabhangigen Experimenten.

Bei Zugabe von ATG bildeten sich groBere Zellen mit jeweils zwei lénglichen, in entgegenge-
setzte Richtungen zeigenden Auslidufern. Andere Zellen aggregierten zu kleinen Verbiinden
(Abb. 5).

Abb. 5: Zellkulturfotos ATG. 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC
sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4), zusatzlich Gabe von 100 ug/ml ATG an Tag 6. Fotografiert
an Tag 8. Links VergroRerung 10 x (weilBer Balken entspricht 400 pym). Rechts VergrofRerung 20 x (weilker
Balken entspricht 200 um). Exemplarische Bilder aus vier unabhangigen Experimenten.

Derartige Verdnderungen traten bei den Kulturen mit Alemtuzumab nicht auf. Die Alemtuzum-
ab-behandelten Zellen présentierten sich dhnlich wie die oben gezeigten Zellen der Negativkon-

trolle (Abb. 6).
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Abb. 6: Zellkulturfotos Alemtuzumab. 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 %
FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4), zusatzlich Gabe von 100 pg/ml Alemtuzumab an
Tag 6. Fotografiert an Tag 8. Links Vergroferung 10 x (weifer Balken entspricht 400 um). Rechts Vergro-
Rerung 20 x (weilRer Balken entspricht 200 pm). Exemplarische Bilder aus vier unabhangigen Experimen-
ten.

Wurde schlieBlich ATG in die Zellkulturflaschen gegeben, die Zytokine GM-CSF und IL-4 aber
weggelassen, so entstanden ebenfalls lingliche Zellen, die allerdings deutlich weniger dicht

lagen als in den anderen Anséitzen (Abb. 7).

Abb. 7: Zellkulturfotos ATG ohne Zytokine. 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI,
10 % FCS-DC), zusatzlich Gabe von 100 ug/ml ATG an den Tagen 0 und 6. Fotografiert an Tag 8. Links
VergréBerung 10 x (weifder Balken entspricht 400 um). Rechts VergroRRerung 40 x (weilRer Balken ent-
spricht 100 pm). Exemplarische Bilder aus vier unabhéngigen Experimenten.

Beim Betrachten der leeren Zellkulturflaschen nach Ernte der Zellen konnte man feststellen,
dass bei den IFN-y-Proben erheblich mehr adhérierte Zellen in den Flaschen verblieben waren

als bei allen anderen Proben (Abb. 8).
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Abb. 8: Fotos leere Zellkulturflaschen ohne und mit IFN-y. 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medi-
um (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). Links keine weiteren Zusat-
ze, rechts zusatzlich Gabe von 200 U/ml IFN-y an Tag 6. Fotografiert an Tag 8 nach (!) Ernte. VergroRe-
rung 10 x (weiller Balken entspricht 400 pym).

3.1.2. Zellausbeute

Bei der Zellausbeute zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in Abhéngigkeit der ver-
schiedenen Zusitze. Im Mittel konnten etwa zwischen 25 und 30 Prozent der eingesetzten Mo-

nozyten nach acht Tagen als intakte Zellen gezéhlt werden (Abb. 9).
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E 40 # Bezeichnung
£ 35 T T 1 - (Negativkontrole)
%D c 30 - 2 LPS[dg]
T e _ 3 IFN-y [d6]
i §> ;5) | 4 ATG[dO]
£ 8 5  ATG[d6]
£ = 15 6 ATGI[d0 & d6]
g 10 7 Alem[do]
E’ > 8  Alem[d6]
N - 9 Alem[dO & d6]
i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 10 ATGIHO& dé]
ohne Zytok.

Abb. 9: Zellausbeute. Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten mit Angabe der Standardabwei-
chungen. Je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml
GM-CSF und 224 U/ml IL-4). Zusatze zu den in eckigen Klammern angegebenen Zeitpunkten direkt in die
Zellkulturflaschen (LPS: 10 ng/ml; IFN-y: 200 U/ml; ATG und Alemtuzumab: 100 pyg/ml). Ansatz ATG [d0 &
d6] ohne Zytok.: GM-CSF und IL-4 wurden weggelassen. Ernte an Tag 8, Zahlen der Gberlebenden Zellen.
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3.2. Induktion der Transkription von IDO-1 und IDO-2

3.2.1. IDO-mRNA in Abhidngigkeit von der gegebenen ATG-Dosis

Die Auswertung der quantitativen Realtime-PCR ergab, dass die mRNA der Gene IDO-1 und
IDO-2 vermehrt in den mit LPS, aber auch in den mit ATG behandelten Proben vorlag.

Im ersten Versuchsansatz, in dem die Monozyten zunéchst sieben Tage zu dendritischen Zellen
differenzierten und erst danach, fiir 24 Stunden in Well-Platten, mit ATG oder Alemtuzumab
inkubiert wurden, ist eine dosisabhéngige IDO-Induktion durch ATG erkennbar. Alemtuzumab

bewirkt keine gesteigerte IDO-Transkription (Abb. 10).

10,0
1,0
BID0-1/18S
E1D0-2/18S
0,1 +
0'0 B i A A i H H
- ATG 10 ATG 100 Alem 10 Alem 100

Abb. 10: Expression von IDO-1 bzw. IDO-2 relativ zu 18S abhéngig von der Konzentration der ge-
gebenen Zusatze. n = 1. Zellkultur: Monozyten inkubiert in der Konzentration 1 x 10° Zellen in 1,5 ml
Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). An Tag 7 Ernte und je 1
x 10° Zellen inkubiert in 1 ml Medium (98 % RPMI, 2 % AB-Serum) in 6-Well-Platte fiir 24 h mit/ohne
ATG/Alemtuzumab (Konzentrationen in pg/ml).

3.2.2. IDO-mRNA in Abhingigkeit vom Zeitpunkt der Gabe der Zusitze

Bei den Zellkulturen, in denen die Zusétze bereits zu fritheren Zeitpunkten hinzugefiigt wurden,
zeigte LPS die grote IDO-Induktion, wobei diese in unseren Versuchen, verglichen mit der

Negativkontrolle, signifikant war fiir IDO-2.
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Auch bei Zugabe von ATG stieg die gemessene Menge an IDO-mRNA deutlich. IDO-1 stieg
stiarker als IDO-2. Am grofiten war der Effekt bei ATG-Gabe erst an Tag 6, bei einer Gesamt-
kulturdauer von acht Tagen. Signifikant war die Zunahme von IDO-1 bei Gabe an Tag 0 und
Ernte bereits an Tag 4 sowie von IDO-2 bei Gabe an Tag 0 und Tag 6 und Ernte an Tag 8.

Bei den Zellen, die mit Alemtuzumab behandelt waren, waren die Unterschiede zur Negativ-

kontrolle vergleichsweise gering. Hier wurde allerdings IDO-2 stédrker exprimiert als IDO-1.

IFN-y bewirkte in unseren Versuchen eine geringere IDO-Expression als die Negativkontrolle,

diese Ergebnisse sind jedoch nicht statistisch signifikant (Abb. 11).

10
*
1
0,1
B8 1D0-1/18S
0,01 IDO-2/18S
0,001 -
0,0001 -

LPS [d6] IFN-y ATG ATG ATG ATG[dO Alem Alem Alem
[d6] [do] [do]; [d6] &d6] [dO] [d6] [dO &
geernt. do6]
da

Abb. 11: Expression von IDO-1 bzw. IDO-2 relativ zu 18S abhdngig vom Zeitpunkt der Gabe der
Zusatze. Mittelwerte aus je nach Ansatz zwei bis vier gleichartigen Experimenten mit Angabe der Stan-
dardabweichungen. Zellkultur: je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-
DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). Zusatze zu den in eckigen Klammern angegebenen
Zeitpunkten direkt in die Zellkulturflaschen (LPS: 10 ng/ml; IFN-y: 200 U/ml; ATG und Alemtuzumab: 100
pg/ml). Ernte an Tag 8 (ATG [d0] geernt. d4: bereits an Tag 4). Ansatze mit p < 0,05 sind mit * gekenn-
zeichnet.
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3.3. Induktion von IDO auf Proteinebene

3.3.1. Nachweis von IDO in Abhidngigkeit vom gegebenen Stimulus

Im Western Blot konnte IDO-Protein in den Proben nachgewiesen werden, die mit LPS oder mit

ATG behandelt waren, nicht aber in den mit Alemtuzumab behandelten Proben (Abb. 12).

Bezeichnung
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Abb. 12: Western-Blot-Analyse der Expression von IDO in Abhédngigkeit des gegebenen Stimulus.
Je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF
und 224 U/ml IL-4). Zusatze an Tag 6 direkt in die Zellkulturflaschen (LPS: 10 ng/ml; ATG und Alemtuzu-
mab: 100 pyg/ml). Ernte an Tag 8. Die B-Aktin-Farbung dient als Beladungskontrolle.

3.3.2. Nachweis von IDO in Abhingigkeit vom Zeitpunkt der ATG-Gabe

Wurde ATG zu unterschiedlichen Zeitpunkten in die Zellkultur gegeben, zeigte sich Folgendes:
Bei einer Kulturdauer von acht Tagen ergab die einmalige ATG-Gabe an Tag 6 im Western Blot
ein stirkeres IDO-Signal als die zweimalige Gabe an Tag 0 und Tag 6 sowie die einmalige Ga-

be nur an Tag 0 (Abb. 13).

Bezeichnung
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Abb. 13: Western-Blot-Analyse der Expression von IDO in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der ATG-
Gabe. Je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-
CSF und 224 U/ml IL-4). Zusatze zu den in eckigen Klammern angegebenen Zeitpunkten direkt in die
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Zellkulturflaschen (LPS: 10 ng/ml; ATG: 100 ug/ml). Ernte an Tag 8. Die B-Aktin-Farbung dient als Bela-
dungskontrolle.

3.4. Verinderung der Konzentrationen von Tryptophan und Tryp-

tophanmetaboliten

3.4.1. Effekte auf ausdifferenzierte dendritische Zellen

Wurden die Monozyten zunéchst fiir sieben Tage zur Differenzierung zu dendritischen Zellen
gebracht und dann fiir 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen ATG inkubiert, resultier-
te eine dosisabhiingige Abnahme der massenspektrometrisch im Uberstand gemessenen Tryp-
tophan-Konzentration: je mehr ATG, desto weniger Tryptophan. Der analoge Versuchsaufbau

mit Alemtuzumab ergab keine derartige Veranderung (Abb. 14).
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Abb. 14: Dosisabhédngige Tryptophan-Konzentration. n = 3 oder 2 (Alem). Angabe der Mittelwerte mit
Standardabweichungen. Zellkultur: Monozyten inkubiert in der Konzentration 1 x 10° Zellen in 1,5 ml Me-
dium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). An Tag 7 Ernte und je 1 x
10° Zellen inkubiert in 1 ml Medium (98 % RPMI, 2 % AB-Serum) in 6-Well-Platte fiir 24 h mit/ohne
ATG/Alemtuzumab (Konzentrationen in pg/ml).

Die Konzentrationen der im Uberstand gemessenen Tryptophanmetaboliten Kynurenin, Anthra-

nilsdure und 3-Hydroxyanthranilséure stiegen in Abhéngigkeit der gegebenen ATG-Dosis, wo-
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bei Alemtuzumab wiederum keinen derartigen Effekt tétigte. Fiir Chinolinsdure war ein Anstieg

nur bei Gabe der hoheren Dosis von 100 pg/ml ATG zu sehen (Abb. 15).
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Abb. 15: Dosisabhéangige Konzentration von Tryptophanmetaboliten. n = 3 oder 2 (Alem). Angabe
der Mittelwerte mit Standardabweichungen. Im ersten Ansatz (Medium pur) lag Chinolinsaure unter der
Quantifizierungsgrenze (Saule fehlt). Zellkultur: Monozyten inkubiert in der Konzentration 1 x 10° Zellen in
1,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). An Tag 7 Ernte
und je 1 x 10° Zellen inkubiert in 1 ml Medium (98 % RPMI, 2 % AB-Serum) in 6-Well-Platte fur 24 h
mit/ohne ATG/Alemtuzumab (Konzentrationen in pg/ml).

In einem alternativen Versuchsansatz wurden die dendritischen Zellen zusétzlich zu den oben
erklirten Kulturbedingungen an Tag 5 mit LPS stimuliert. Dazu kam dann an Tag 7 bis 8 IFN-y,
ATG oder Alemtuzumab. Das Resultat ist kontrdr zu dem der vorherigen Versuche: ATG fiihrt

zu einem Anstieg von Tryptophan und zu einem Abfall von Kynurenin, Kynurenséure und
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Anthranilsdure, und zwar umso ausgeprégter, je mehr ATG gegeben wurde. Alemtuzumab zeigt

keinen vergleichbaren Effekt, ebensowenig IFN-y (Abb. 16).
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Abb. 16: Dosisabhidngige Konzentration von Tryptophan und Tryp-

. . # Bezeichnung
tophanmetaboliten bei reifen dendritischen Zellen. n = 2 (jedes Saulen- 1 Medium pur
muster kennzeichnet ein Experiment). In Ansatz 1 und 2 des ersten Experi- )
mentes lag Kynurensdure unter der Quantifizierungsgrenze (S&ulen fehlen). 2 ibC-
Zellkultur: Monozyten inkubiert in der Konzentration 1 x 10° Zellen in 1,5 ml 3 mbC-
Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml 4 mDC +IFN-y
IL-4). mDC: an Tag 5 zuséatzliche Gabe von 10 ng/ml LPS. An Tag 7 Ernte und 5 mDC+ATG1
je2x 10° Zellen inkubiert in 2 ml Medium (98 % RPMI, 2 % AB-Serum) in 12- 6 mDC +ATG 10
Well-Platte fiir 24 h mit den rechts angegebenen Zusatzen (IFN-y: 200 U/ml; 7 mDC +ATG 100
ATG und Alemtuzumab: 1, 10 oder 100 pg/ml). 8 mDC + Alem 1

9 mDC +Aem 10
10 mDC + Alem 100
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Ahnlich wie zuvor mit LPS stimulierten wir die Zellen in einem weiteren Versuch an Tag 5 mit
TGF-B. Hier fiel insbesondere auf, dass in den TGF-behandelten Proben hohere Konzentratio-
nen des Serotoninmetaboliten 5-Hydroxyindol-3-essigsdure messbar waren als in den anderen

Proben (Abb. 17).

5-Hydroxyindol-3-essigsaure

HIAA (uM)
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2 iDC +IFN-y 0 mDC+IFN-y B8  tDC +IFN-y

3 iDC +ATG1 1 mDC +ATG1 © tDC+ATG1

4 iDC+ATG 10 2 mDC+ATG1D 20 tDC+ATG1
5 iDC +ATG 100 1B  mDC+ATG 100 21 tDC +ATG 100
6 iDC +Alem 1 #  mDC+Alem1 22  tDC +Alem1

7 iDC +Alem 10 % mDC+Alem 0 23 tDC +Alem 10
8 iDC +Alem 100 © mDC +Alem 100 24 tDC +Alem 100

Abb. 17: Anstieg von 5-Hydroxyindol-3-essigsdure unter dem Einfluss von TGF-f. n = 2. Angabe der
Mittelwerte. Zellkultur: Monozyten inkubiert in der Konzentration 1 x 10° Zellen in 1,5 ml Medium (90 %
RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). mDC/tDC: an Tag 5 zusatzliche Gabe
von 10 ng/ml LPS bzw. TGF-B. An Tag 7 Emte und je 2 x 10° Zellen inkubiert in 2 ml Medium (98 % RPMI,
2 % AB-Serum) in 12-Well-Platte fir 24 h mit den oben angegebenen Zusatzen (IFN-y: 200 U/ml; ATG
und Alemtuzumab: 1, 10 oder 100 pg/ml).

3.4.2. Effekte auf Monozyten wihrend ihrer Differenzierung zu dendritischen Zel-

len

Daneben untersuchten wir die Gabe von verschiedenen Zusétzen zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten der Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen. LPS, gegeben an Tag 6 bei
insgesamt acht Tagen Zellkultur, bewirkte den grofiten Abfall der Tryptophan-Konzentration;

die Verdnderung im Vergleich zu entsprechenden Proben ohne LPS (iDC -) war hdchst signifi-
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kant. Auch ATG-Gabe fiihrte zu einem Tryptophan-Abfall, wobei dieser am stirksten ausge-
pragt und signifikant war bei zweimaliger ATG-Gabe an Tag 0 und Tag 6. Ebenfalls signifikant
war der Effekt bei einmaliger ATG-Gabe an Tag 6. Alemtuzumab oder IFN-y zeigten keine
signifikante Tryptophan-Verminderung. Eine zweimalige ATG-Gabe an Tag 0 und Tag 6 be-
wirkte dann keine Tryptophan-Reduktion, wenn in der Zellkultur die Zytokine GM-CSF und IL-
4 weggelassen wurden (Abb. 18).
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Abb. 18: Tryptophan-Konzentration in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der Gabe der Zusitze. Mittelwer-
te aus je nach Ansatz finf bis sieben gleicharti%en Experimenten mit Angabe der Standardabweichungen
(ATG [dO] geernt. d4: n = 2). Zellkultur: je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 %
FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). Zuséatze zu den in eckigen Klammern angegebenen
Zeitpunkten direkt in die Zellkulturflaschen (LPS: 10 ng/ml; IFN-y: 200 U/ml; ATG und Alemtuzumab: 100
pug/ml). Ernte an Tag 8 (ATG [dO] geernt. d4: bereits an Tag 4). Ansatz ATG [d0 & d6] o. Zytok.: GM-CSF
und IL-4 wurden weggelassen. * bedeutet p < 0,05, *** p < 0,001.

Analog dazu stiegen die Tryptophan-Metabolite Kynurenin, Anthranilsdure, 3-
Hydroxyanthranilsdure sowie Chinolinséure in LPS- und ATG-behandelten Proben, nicht oder
kaum aber bei Alemtuzumab-behandelten Proben. Auch einige dieser Ergebnisse sind signifi-

kant (Abb. 19).
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Abb. 19: Konzentration von Tryptophanmetaboliten in Abhédngigkeit vom Zeitpunkt der Gabe der
Zusitze. Mittelwerte aus je nach Ansatz finf bis sieben gleichartigen Experimenten mit Angabe der Stan-
dardabweichungen (ATG [d0] geernt. d4: n = 2). Zellkultur: je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medi-
um (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). Zuséatze zu den in eckigen
Klammern angegebenen Zeitpunkten direkt in die Zellkulturflaschen (LPS: 10 ng/ml; IFN-y: 200 U/ml; ATG
und Alemtuzumab: 100 pg/ml). Ernte an Tag 8 (ATG [d0] geernt. d4: bereits an Tag 4). Ansatz ATG [d0 &
d6] o. Zytok.: GM-CSF und IL-4 wurden weggelassen. * bedeutet p < 0,05, ** p <0,01, *** p £ 0,001.
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3.5. Expression von Oberflachenantigenen

In der Durchflusszytometrie zeigte sich, dass das Oberflichenantigen CD14 in LPS- und ATG-
behandelten Proben deutlich weniger, in Alemtuzumab-behandelten Proben jedoch kaum weni-
ger exprimiert wurde als in Proben mit unreifen DCs ohne weitere Zusétze. CD1a wurde durch
LPS leicht unterdriickt, durch ATG und Alemtuzumab hingegen leicht angeregt. Ahnlich ver-
hielt es sich mit CD209 (Abb. 20).
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Abb. 20: FACS-Analyse der Oberflachenantigene CD14, CD1a und CD209. Gerechnet wurde mit den
Medianen der gemessenen Fluoreszenzintensitaten nach Abzug der Isotypenkontrolle. n = 3. Angabe der
Mittelwerte mit Standardabweichungen. Zellkultur: Je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 %
RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). Zusatze an Tag 6 direkt in die Zellkul-
turflaschen (mDC: 10 ng/ml LPS; ATG und Alemtuzumab: 100 pug/ml). Ernte an Tag 8.

Die Expression der Reifungs- bzw. Aktivierungsmarker CD83, CD80, CD86, HLA-DR und
CD54 wurde von LPS jeweils stark erhoht, von ATG maBig stark erhoht und von Alemtuzumab
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vermindert. Die Unterschiede bei Gabe von LPS und ATG im Vergleich mit iDC waren signifi-
kant fiir CD80 (Abb. 21).
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Abb. 21: FACS-Analyse der Oberflaichenantigene CD83, CD80, CD86, HLA-DR und CD54. Gerechnet
wurde mit den Medianen der gemessenen Fluoreszenzintensitaten nach Abzug der Isotypenkontrolle. n =
3. Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichungen. Zellkultur: Je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml
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Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4). Zuséatze an Tag 6 direkt
in die Zellkulturflaschen (mDC: 10 ng/ml LPS; ATG und Alemtuzumab: 100 yg/ml). Ernte an Tag 8. * be-
deutet p < 0,05.

Das Integrin CD11b wurde durch alle Zusétze herunterreguliert, am stirksten durch LPS, am
wenigsten stark durch Alemtuzumab. Signifikant war der LPS-vermittelte Effekt. Auch die
CD11c-Expression wurde durch LPS-Gabe abgeschwécht, im geringen Malle auch von Alemtu-
zumab. In ATG-behandelten Proben wurde dagegen im Mittel eine leicht erhdhte CD1l1c-
Menge gemessen. CD18 wurde von LPS deutlich und von ATG geringfiigig herunterreguliert,
von Alemtuzumab schwach hochreguliert (Abb. 22).
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Abb. 22: FACS-Analyse der Oberflachenantigene CD11b, CD11¢c und CD18. Gerechnet wurde mit den
Medianen der gemessenen Fluoreszenzintensitaten nach Abzug der Isotypenkontrolle. n = 1 fir CD18, n =
2 fur CD 11b, n = 3 fur CD11c. Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichungen auf3er bei CD18. Zell-
kultur: Je 5 x 10° Monozyten inkubiert in 7,5 ml Medium (90 % RPMI, 10 % FCS-DC sowie 144 U/ml GM-
CSF und 224 U/ml IL-4). Zusatze an Tag 6 direkt in die Zellkulturflaschen (mDC: 10 ng/ml LPS; ATG und
Alemtuzumab: 100 pg/ml). Ernte an Tag 8. * bedeutet p < 0,05.
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4. Diskussion

4.1. Die Morphologie, das Adhisionsverhalten und das Uberleben der

Kkultivierten Zellen

Die Generierung von DCs aus Monozyten mit Hilfe der Zytokine GM-CSF und IL-4, wie wir
sie durchgefiihrt haben, ist eine etablierte Methode. Die dabei in vitro entstehenden Zellen stel-
len ein gutes Modell fiir die in vivo vorkommenden DCs dar (Sallusto & Lanzavecchia 1994;

Bender et al. 1996; Pickl et al. 1996).

Mit den Konzentrationen der weiteren von uns in die Zellkulturen gegebenen Zusitze haben wir
versucht, die physiologische bzw. therapeutische In-vivo-Situation nachzuahmen und dariiber
hinaus dosisabhingige Effekte nachzuweisen. Uber ATG sind verschiedene pharmakokinetische
Studien beschrieben. Bei Patienten, denen 6 mg/kg Korpergewicht ATG vor allogener HSZT
verabreicht wurde, ermittelten Waller et al. Spitzenwerte von durchschnittlich 64 pg/ml ATG im
Blut, die im Median nach 15 Tagen auf < 1 pg/ml abgefallen waren (Waller et al. 2003). Rem-
berger et al. maflen bei dhnlichen Patienten die Kaninchen-IgG-Spiegel im Serum am Trans-
plantationstag und teilten diese in die Gruppen niedrig (< 70 pg/ml) und hoch (> 70 pg/ml) ein;
ein hoher Kaninchen-IgG-Spiegel war mit einer niedrigen Inzidenz akuter GVHD korreliert
(Remberger & Sundberg 2005). Unsere Versuche mit Konzentrationen von 1, 10 und (in den
meisten Féllen) 100 pg/ml ATG im Zellkulturmedium bilden also in ihrer Groenordnung die
In-vivo-Verhéltnisse ab. Die verwendeten Alemtuzumab-Mengen sind jeweils an ATG ange-

lehnt.

Dass die DCs, die mit LPS in Kontakt kommen, eine starke Tendenz zur Verklumpung zeigen
(Abb. 4), ist vermutlich in der Hochregulation von Adhéisionsmolekiilen begriindet. Wie in Abb.
21 gezeigt wird, fiihrte LPS in unseren Versuchen zu einer besonders hohen Expression von
CD54 (entspricht ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1). Dieser Sachverhalt ist auch in
der Literatur fiir DCs beschrieben (Mihret et al. 2011). ATG bewirkte eine etwas geringere
CD54-Expression als LPS. Diese Ergebnisse decken sich mit der beobachteten Zellaggregation,
die bei LPS am stérksten, bei ATG am zweitstidrksten ausfiel (Abb. 3 bis 6). Gegen den Zu-
sammenhang spricht allerdings, dass die Integrine CD11b und CD18, die als Bindungspartner
fiir Adhdsionsmolekiile dienen konnen, durch LPS herunterreguliert werden (Abb. 22).
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Bei unseren DCs waren die liblichen schmalen Zellauslaufer, die dieser Zellart ihren Namen
geben, nicht erkennbar (Abb. 3 bis 7), was allerdings bei der einfachen lichtmikroskopischen
Betrachtung ungeférbter Zellen auch nicht zu erwarten war. ATG fiihrte jedoch bei einem be-
trachtlichen Teil der DCs zur Ausbildung jeweils zweier breiter, bipolar angeordneter Zellfort-
sdtze (Abb. 5). Die gleiche Beobachtung machten wir bei Monozyten, die zwar mit ATG ver-
setzt, aber nicht mit GM-CSF und IL-4 zur Differenzierung zu DCs gebracht worden waren
(Abb. 7). Wie es dazu kommt, ist unklar; dhnliche Befunde anderer Arbeitsgruppen sind uns

nicht bekannt.

Beim Uberleben der DCs zeigten sich keine groBen Unterschiede (Abb. 9). Nur wenn die Zyto-
kine GM-CSF und IL-4 weggelassen wurden, wurden wesentlich weniger Zellen gezahlt. Weder
die Gabe von LPS noch von IFN-y, ATG oder Alemtuzumab fiihrte zu einer deutlich verminder-
ten Zellausbeute. Auch wenn Antikorper die Oberflache der dendritischen Zellen besetzen, kann
unter Kulturbedingungen, wie wir sie hatten, mangels Phagozyten keine Opsonierung stattfin-
den. Offenbar bewirkten ATG und Alemtuzumab in der Zellkultur auch keine Komplement-

vermittelte Lyse, obwohl Serum vorhanden war.

Mit GM-CSF und IL-4 aus Monozyten geziichtete DCs sind nicht-adhérent (Chapuis et al.
1997). Durch lichtmikroskopische Betrachtung vergewisserten wir uns, dass nur ein &uflerst
geringer Anteil der Zellen nach der Ernte in den Zellkulturflaschen verblieben war. Einzig bei
den IFN-y-Proben blieb ein relevanter Teil der DCs in den Flaschen haften und entzog sich so-

mit der Ernte (Abb. 8), was in Kapitel 4.3. weiter besprochen wird.

4.2. Durchflusszytometrische Charakterisierung der Zellen

CD14 ist der wichtigste Marker fiir Monozyten und Makrophagen. Er ist Teil des LPS-
Rezeptorkomplexes (Ziegler-Heitbrock & Ulevitch 1993). Die von uns kultivierten Zellen ha-
ben auf dem Differenzierungsweg zu DCs ihre CD14-Expression weitgehend verloren — umso

mehr, wenn sie mit LPS oder ATG behandelt worden waren (Abb. 20).

CDla ist ein MHC-Klasse-I-dhnliches Protein. Es wird unter anderem auf DCs, nicht aber auf
unstimulierten Monozyten gefunden (Blumberg et al. 1995). CD209, besser bekannt als DC-
SIGN (Dendritic Cell Specific Intercellular Adhesion Molecule 3 Grabbing Non-Integrin), ist
ein C-Typ-Lektin, dessen Expression auf DCs beschrankt ist. Es wirkt als Adhdsionsmolekiil,
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das, wie sein Name sagt, [CAM-3 bindet, und hat dariiber hinaus weitere Funktionen (Svajger et
al. 2010). Sowohl CDl1a als auch CD209 wurden von unseren Zellen in hohem Maf3e exprimiert
(Abb. 20).

Die generell niedrige CD14- und hohe CD1a und CD209-Expression beweist, dass aus den ein-
gesetzten Monozyten nach acht Tagen Kultur mit GM-CSF und IL-4 DCs geworden sind.

CDS83 ist ein Reifungsmarker fir DCs. Er wird hochreguliert wihrend der Entwicklung von
unreifen DCs, die auf die Antigenaufnahme und -prozessierung spezialisiert sind, zu reifen DCs,
deren Aufgabe die Antigenprasentation gegeniiber T-Zellen in den sekunddren lymphatischen
Organen ist (Prechtel & Steinkasserer 2007). Fiir die Interaktion mit den T-Zellen sind kostimu-
latorische Molekiile wie CD80 und CD86 (= B7-1 bzw. B7-2) von Bedeutung; diese werden
ebenfalls im Zuge der DC-Reifung hochreguliert (Slavik et al. 1999). Bei DCs, die aus Monozy-
ten von Spendern mit koronarer Herzkrankheit generiert werden, ist eine erhohte Expression
von CD80 und CD86 nachweisbar. Dies ldsst darauf schlie3en, dass das durch die Arterioskle-
rose geschaffene proinflammatorische Zytokinmilieu, aus dem die Monozyten stammen, bereits

ausreicht, um diese kostimulatorischen Molekiile zu induzieren (Dopheide et al. 2007).

HLA-DR ist ein MHC der Klasse II, seine Funktion ist also die Antigenprésentation. Es kenn-
zeichnet wie CD80 und CD86 reife DCs in Abgrenzung zu unreifen DCs (Tureci et al. 2003).
Die HLA-DR-Expression von Monozyten wird in der Intensivmedizin als prognostischer Mar-
ker tiberwacht, weil eine ausbleibende HLA-DR-Erholung eine Immunschwiche anzeigt und
mit dem erhohten Risiko fiir Sekundérinfektionen einhergeht (Lukaszewicz et al. 2009; Gouel-
Cheron et al. 2012).

CD54 ist die CD-Bezeichnung fiir das Adhésionsmolekiill ICAM-1. ICAM-1 ist ein Ligand des
Integrins LFA-1 (Lymphocyte Function Associated Antigen 1), aber auch des unten niher be-
schriebenen Integrins Mac-1 (Macrophage Antigen 1; Maio & Del Vecchio 1992). Durch Bin-
dung an Integrine stabilisiert ICAM-1 die sogenannte immunologische Synapse zwischen APC
und T-Zelle (Grakoui et al. 1999). ICAM-1 wird durch diverse Entziindungsmediatoren wie
proinflammatorische Zytokine hochreguliert (Roebuck & Finnegan 1999) und kann als Marker
fiir die Aktivitét fiir APCs gelten, zeigt also an, ob diese kostimulatorische Molekiile bilden und

zur Antigenprésentation bereit sind (Sheikh & Jones 2008).

Unsere FACS-Analysen ergaben wie zu erwarten eine deutliche Induktion der DC-Reifungs-
bzw. -Aktivierungsmarker CD83, CD80, CD86, HLA-DR und CD54 durch LPS (Abb. 21).

Aber auch ATG vermochte die DCs zur Reifung zu bringen, wenngleich die genannten Marker
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weniger stark exprimiert wurden als bei LPS. Alemtuzumab hingegen zeigte keinen derartigen

Effekt, die DCs blieben im unreifen, inaktiven Zustand.

Gillet-Hladky et al. haben ebenfalls den Effekt von ATG auf die Reifung von DCs untersucht.
Auch sie brachten Monozyten von gesunden Spendern zur Differenzierung zu DCs, allerdings
unter etwas anderen Bedingungen: eine etwas hohere Zelldichte in Well-Platten, 200 U/ml GM-
CSF und 500 U/ml IL-4 statt, wie bei uns, 144 U/ml GM-CSF und 224 U/ml IL-4. Aul3erdem
tauschten sie das Medium mehrmals gegen frisches aus. Von Tag 6 bis Tag 8 wurden ihre DCs
mit unterschiedlichen Stimuli zur Reifung gebracht. Bei einem Teil der Proben gaben sie von
Anfang an 100 pg/ml ATG ins Medium. Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass die Reifungs-
marker CD83, CD80, CD86 und HLA-DR von den Zellen, diec ab Tag 0 ATG ausgesetzt waren
und zusétzlich von Tag 6 bis Tag 8§ mit TNF-a stimuliert wurden, weniger stark exprimiert wur-
den als bei gleichem Versuchsaufbau ohne ATG. Wurde die Reifungsinduktion weggelassen,
fiihrte ATG zu einer niedrigeren CD54-Expression als normale iDCs. ATG scheint also unter
diesen Umsténden die Reifung von Monozyten/DCs zu hemmen (Gillet-Hladky et al. 2006).
Wenn dagegen, wie bei unseren Durchflusszytometrie-Versuchen, ATG erst an Tag 6 die be-
reits weitgehend differenzierten DCs mit ATG behandelt werden, ist der Effekt gegenteilig: Die
Reifung wird angeregt. Dariiber hinaus ist hervorzuheben, dass wir nicht ,.Zellen + ATG + Rei-
fungsstimulus* mit ,,Zellen + ATG* verglichen haben (wie Gillet-Hladky et al.), sondern ,,Zel-
len ohne Zusatz“ mit ,,Zellen + LPS* bzw. ,,Zellen + ATG*.

CD11b, CD11c und CDI18 sind Integrine. Integrine sind heterodimere Zelloberflichenproteine,
welche die Adhdsion von Zellen untereinander oder zu extrazelluldrer Matrix vermitteln. Sie
spielen eine entscheidende Rolle bei der Leukozytenmigration aus dem Blut zu entziindeten und
lymphatischen Geweben. Sie sind aus einer a- und einer B-Untereinheit zusammengesetzt.
CD11b und CD11c sind a-Integrine, ihre alternativen Namen lauten Integrin oy (ITGAM) bzw.
Integrin ax (ITGAX). CDI18, auch bekannt als Integrin B, (ITGB2), gehort zur Integrin-f-
Familie. CD11b und CD18 bilden zusammen den Komplex Mac-1 (= Integrin oyf,), der von
verschiedenen Zellen der myeloiden Reihe, unter anderem DCs, exprimiert wird (Hyun et al.
2009). Die Einheit aus CD11c und CDI18 heifit auch p150,95 (= Integrin axf,) und hat ihre
Hauptfunktion als Fibrinogenrezeptor (Mazzone & Ricevuti 1995). CD1l1c gilt auch Marker zur
Identifikation von DCs, weil es insbesondere von dieser Zellart exprimiert wird (Bradford et al.

2011).

Integrine konnen, zum Beispiel als Reaktion auf Chemokine, rasch durch Konformationsiande-

rungen der extrazelluldren Doménen ihre Affinitét fiir Liganden erhohen. Diesen Vorgang nennt
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man Inside-Out-Signaling. So kdnnen Leukozyten, die im nicht-adhésiven Zustand zirkulieren,
sehr schnell auf veridnderte Bedingungen reagieren (Harris et al. 2000). Aber Adhésionsproteine
konnen auch in intrazelluldren Vesikeln gespeichert sein und nach einer Stimulation an die
Zelloberflidche mobilisiert werden. Mediatoren wie TNF konnen auf diese Weise Mac-1 und

p150,95 auf Monozyten hochregulieren (Miller et al. 1987).

In unseren Versuchen wurden CD11b und CD18 auf mDCs und in geringerem Ausmal auf mit
ATG behandelten DCs herunterreguliert (Abb. 22). Eine hohe Expression der Reifungsmarker
CD83, CD80, CD86, HLA-DR und CD54 (Abb. 21) ging also einher mit einer niedrigen Ex-
pression der Integrine CD11b und CD18. Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass reife DCs
nicht mehr auf bestimmte Chemokine ansprechen (Caux et al. 2000) — denn diese Fahigkeit ist

fiir reife DCs, die ihren Bestimmungsort bereits erreicht haben, nicht mehr von Bedeutung.

4.3. Der IDO-induzierende Effekt von ATG

Allgemein ist zu ATG anzumerken, dass die in Kapitel 1.3 dargelegte Art seiner Herstellung
gewisse Unterschiede zwischen verschiedenen Chargen erwarten ldsst. In-vitro-
Vergleichsstudien haben allerdings gezeigt, dass diese Unterschiede gering sind (Popow et al.
2012). Fiir alle in dieser Arbeit gezeigten Versuche wurde nur eine Packung ATG Fresenius”
verwendet. Es sind jedoch abweichende Ergebnisse mdglich, wenn bei der Reproduktion der

Experimente ein ATG-Préparat eines anderen Herstellers benutzt wird.

In der quantitativen PCR zeigte sich, dass ATG IDO konzentrationsabhéngig zu induzieren
vermag: 100 pg/ml ATG erhohen die IDO-mRNA mehr als 10 pg/ml (Abb. 10). Allerdings

wurde dieser Versuch nur einmal durchgefiihrt, sodass seine Aussagekraft begrenzt ist.

In Abb. 11 sieht man, dass die gemessene IDO-Induktion am hochsten ist bei ATG-Gabe zwei

Tage vor Ernte der DCs. Der Effekt scheint also von recht kurzer Dauer zu sein.

AuBerdem konnten wir demonstrieren, dass auch das IDO-2-Gen durch ATG induziert wird.
Gillet-Hladky et al. beschrieben die Produktion von IDO-mRNA durch ATG-behandelte DCs,
allerdings vor Entdeckung des Isoenzyms IDO-2 (Gillet-Hladky et al. 2006). Es ist bisher um-
stritten, welche Rolle IDO-2 bei Entziindungsvorgidngen spielt. So steigert eine Malaria-

Infektion nicht die Expression von IDO-2, und IFN-y-Knock-out-Méuse erhalten ihre IDO-2-
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Spiegel aufrecht, was nahelegt, dass dieses Zytokin nicht der Hauptregulator von IDO-2 ist
(Ball et al. 2007). Andere Studien zeigen hingegen, dass IFN-y und auch LPS IDO-2 in Pre-DCs
und DCs induzieren kdnnen (Metz et al. 2007; Lob et al. 2008). Auch Toxoplasmose und
Leishmaniose fiihren zur Expression von IDO-2-mRNA (Divanovic et al. 2012).

Unter den in Abb. 11 beschriebenen Bedingungen wurden in den Kontrollproben wie auch in
den Alemtuzumab-Proben sogar héhere Mengen IDO-2-mRNA als IDO-1-mRNA nachgewie-
sen. IDO-1 war jedoch durch LPS und durch ATG stirker induzierbar.

Anhand der Western-Blot-Ergebnisse wird deutlich, dass IDO nicht nur als Gentranskript, son-
dern auch als Protein in ATG-behandelten DCs vorliegt (Abb. 12). Interessant ist die Betrach-
tung von verschiedenen Zeitpunkten, an denen ATG zur Zellkultur hinzugefiigt wurde: Die in
Abb. 13 gezeigten Banden lassen vermuten, dass IDO zu jedem Zeitpunkt, an dem ATG gege-
ben wird, gebildet wird. Allerdings ist das Protein acht Tage spéter nicht mehr im gleichen
Ausmal} nachweisbar wie zwei Tage spater. Dies impliziert eine kurze Halbwertszeit des Pro-
teins unter unseren Kulturbedingungen. Bei zweimaliger Stimulation mit ATG hat die zweite
Gabe einen geringeren Effekt als die erste Gabe — die Zellen sind offenbar in ihrer Kapazitét,

IDO zu bilden, bereits weitgehend erschopft.

Die Befunde der massenspektrometrischen Messungen sind fiir diese Arbeit von besonderer
Bedeutung. Denn die Expression von IDO-Protein ist nicht gleichzusetzen mit Tryptophan-
abbauender IDO-Enzymaktivitit (Fallarino et al. 2002b; Munn et al. 2004b). In Kapitel 3.4.
wird daher gezeigt, dass das produzierte IDO auch tatsdchlich Tryptophan degradiert.

Aus Abb. 14 und 15 geht eine Dosisabhingigkeit der ATG-Wirkung hervor: Je mehr ATG zu
den DCs gegeben wird, desto stirker vermindert sich die Tryptophan-Konzentration im Uber-
stand und erhdht sich die Konzentration der entsprechenden Tryptophan-Metaboliten. Wenn die
Zellen jedoch erst LPS, dann einen Tag spéter ATG ausgesetzt werden, titigt ATG paradoxer-
weise einen gegenteiligen Effekt (Abb. 16). Hier ist eine Parallele zu den oben dargelegten Er-
gebnissen von Gillet-Hladky et al. erkennbar, auch wenn die Vergleichbarkeit eingeschrénkt ist,
weil sich der Versuchsaufbau erheblich unterscheidet (siehe Kapitel 4.2.). Von ihnen wurde
gefunden, dass ATG, wenn zusédtzlich zu verschiedenen Reifungsstimuli wie beispielsweise
LPS gegeben, die Reifungsinduktion durch Stimuli beeintréchtigen kann (Gillet-Hladky et al.
2006). Ein additiver Effekt von ATG und LPS scheint in vitro jedenfalls nicht vorhanden zu

sein.
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Als Nebenbefund stellten wir fest, dass TGF-B zu einer auffilligen Erhohung des Tryptophan-
Metaboliten 5-Hydroxyindol-3-essigsdure (HIAA) fiihrt (Abb. 17). TGF-B scheint also einen
Tryptophanabbau in Richtung Serotonin-Weg zu bewirken (vgl. Abb. 1). Es ist bekannt, dass
zwischen Serotonin und TGF-f ein Zusammenhang besteht. So vermag Serotonin die TGF-§-
Genexpression zu induzieren (Buskohl et al. 2012). Wichtiger in diesem Zusammenhang ist,
dass TGF-pB seinerseits, tiber den Transkriptionsfaktor KLF-11 (Krippel-like Factor 11), der
auch TIEG-2 (TGF-B-Inducible Early Gene 2) genannt wird, das Serotonin-abbauende Enzym
Monoaminoxidase A (MAO-A) aktivieren kann (Grunewald et al. 2012).

Wie aus Abb. 18 und 19 hervorgeht, ist der Tryptophanabbau auf dem Kynureninweg am
starksten ausgepragt bei zweimaliger Stimulation der Zellen mit ATG. Wenn ATG nur einmal
gegeben wird, ist tendenziell die Gabe an Tag 6 wirkungsvoller als die Gabe an Tag 0, bei einer

Gesamtkulturdauer von acht Tagen.

Eine wichtige Frage ist bisher offengeblieben: Warum zeigte IFN-y in unseren Versuchen keine
deutliche IDO-Induktion, wie man eigentlich erwartet hétte? IFN-y gilt gemeinhin als das wich-
tigste IDO-hochregulierende Zytokin (Ozaki et al. 1988; Taylor & Feng 1991). Unsere massen-
spektrometrische Messergebnisse lassen nur auf eine méaBig gesteigerte IDO-Aktivitit durch
IFN-y schliefen (Abb. 18 und 19), auf RNA-Ebene ist gar keine IDO-Induktion erkennbar
(Abb. 11).

Prinzipiell denkbar ist, dass die verwendete I[FN-y-Konzentration von 200 U/ml zu niedrig war.
In der Literatur findet sich ein Beleg, wonach bei der Leukémiezelllinie THP-1 eine deutlich
gesteigerte IDO-Aktivitét erst ab etwa 750 U/ml IFN-y feststellbar ist (Corm et al. 2009). Mdg-
licherweise wire auch eine weitere stimulierende Substanz notig gewesen, um einen befriedi-
genden Effekt zu erzielen. Zum Beispiel erhdhen TNF-a und IL-1 synergistisch die IFN-
induzierte IDO-Aktivitdt durch Hochregulierung des IFN-y-Rezeptors (Shirey et al. 2006).

Eine andere potenzielle Erklédrung hat mit der Emte der Zellen zu tun. Bei den IFN-y-Proben
blieben auffillig viele Zellen in den Zellkulturflaschen héngen und konnten nicht aus diesen
mobilisiert werden (Abb. 8). Gerade die Zellen, die sich von IFN-y haben stimulieren lassen,
sind also womdglich an den Kulturflaschen adhériert und haben sich damit der Analyse ihrer
RNA entzogen. In den Uberstéinden konnte trotzdem eine gewisser Tryptophanabbau (Abb. 18)

und eine entsprechende Akkumulation von Tryptophanmetaboliten (Abb. 19) gemessen werden.
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Die Ansétze ohne die Zytokine GM-CSF und IL-4, die in Abb. 18 und 19 abgebildet sind, sind
nur sehr eingeschrankt verwertbar, weil vermutlich deutlich weniger Zellen tiberlebt haben als

in den anderen Ansétzen (Abb. 7 und 9).

Dass von Monozyten abstammende DCs in vitro nur wenig CD52 exprimieren (Buggins et al.

2002), konnte den geringen Effekt von Alemtuzumab in unseren Experimenten erkldren.

4.4. Die mogliche Bedeutung der IDO-Induktion fiir die Wirkung von
ATG

Da Tryptophanmetaboliten eine starke T-Zell-suppressive Wirkung haben (Fallarino et al.
2002a; Terness et al. 2002) und eine Verschiebung zu T,, herbeifiihren (Mezrich et al. 2010),
liegt der Verdacht nahe, dass ein relevanter Anteil an der Wirkung von ATG IDO-vermittelt ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen libereinstimmend, dass ATG in DCs IDO auf Ebene von
RNA, Protein und IDO-abhingigen Tryptophanmetaboliten induziert.

Als moglicher Mechanismus wire eine direkte Induktion von IDO vorstellbar. Zielantigene von
ATG sind unter anderem CD152 (CTLA-4) und CD86 (Pistillo et al. 2002; Monti et al. 2003).
Durch Bindung an diese Antigene kann IDO induziert werden (Grohmann et al. 2002; Fallarino

et al. 2003).

Die IDO-Induktion kénnte jedoch auch reaktiv im Rahmen des ebenfalls durch ATG ausgelos-
ten Zytokin-Release-Syndroms stattfinden. In diesem Falle wiirde ATG zur Ausschiittung von
Zytokinen fiihren, welche ihrerseits als eine Art natiirlichen Abschaltmechanismus das immun-
suppressive Enzym IDO induzieren. Allerdings bewirkt auch Alemtuzumab in der klinischen

Anwendung ein Zytokin-Release-Syndrom, induziert aber offenbar kaum IDO (Abb. 2).

Unsere durchflusszytometrischen Analysen deuten darauf hin, dass ATG dhnlich wie LPS als
DC-Reifer oder -Aktivator wirkt. Aber auch bei LPS ist der Mechanismus nicht ausschlie8lich
IFN-y-vermittelt, sondern am Beispiel von LPS wurde gezeigt, dass dieses unabhingig von
IFN-y iiber die Aktivierung von JNK (C-Jun-N-terminale Kinasen) IDO induzieren kann (Jung
et al. 2007; Wang et al. 2010).
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Der genaue Mechanismus der IDO-Induktion durch ATG ist jedenfalls noch zu ergriinden. Dazu
sind weitere experimentelle Ansétze erforderlich. Denkbar wire beispielsweise der Einsatz ei-
nes IFN-y-Antikorpers zur Blockade der Wirkung dieses Zytokins. Mit spezifischen IDO-
Inhibitoren konnte die Wirkung verschiedener Enzym-Isotypen voneinander unterschieden wer-
den. Zum anderen konnte man Transkriptionsfaktoren untersuchen, die moglicherweise eine
Rolle fiir die IDO-Regulation spielen. SchlieBlich gilt es herauszufinden, ob noch andere Zellen

des Immunsystems aufler den DCs von ATG zur IDO-Expression angeregt werden.

Eine weitere Frage ist, ob die durch ATG vermittelte IDO-Induktion, wie sie in vitro zweifels-
frei nachgewiesen werden kann, auch in vivo einen klinisch relevanten Effekt auf die Patienten
hat. Es ist bekannt, dass bei Auftreten einer akuten GVHD nach allogener HSZT auch ohne das
Zutun von ATG die IDO-Aktivitdt zunimmt (Landfried et al. 2011; Xu et al. 2013). Moglicher-
weise steigert ATG die IDO-Aktivitdt im klinischen Setting zusitzlich und wirkt auf diese Wei-
se der GVHD entgegen. Unklar ist, wie lange IDO aktiviert sein muss, damit sich ein immuno-
logischer Effekt bei transplantierten Patienten zeigt. Zur Klarung dieser Fragestellungen sind

weitere klinische Untersuchungen nétig.
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5. Zusammenfassung

Die allogene hdmatopoetische Stammzelltransplantation hat eine grole Bedeutung erlangt fiir
die kurative Therapie von schweren hidmatologischen Erkrankungen. Diese Behandlungsform
kann jedoch erhebliche Komplikationen mit sich bringen, deren wichtigste die Graft-versus-
Host Disease (GVHD) ist. Bei der GVHD greifen vom Spender stammende T-Zellen Empfan-
gergewebe an, welches sie als fremd erkennen. Initiiert wird diese Immunreaktion durch Ent-
ziindungsvorgéinge in geschidigtem Gewebe, die insbesondere durch Antigen-prisentierende

Zellen im Gastrointestinaltrakt vermittelt werden.

Schon seit Léngerem finden gegen T-Zellen gerichtete Antikorper in der Priavention und Thera-
pie der GVHD Verwendung. Antithymozytenglobulin (ATG) ist ein Medikament, das Antikor-
per gegen ein breites Spektrum an Antigenen verschiedener Immunzellen enthilt. Alemtuzumab
ist ein humanisierter monoklonaler Antikérper gegen CD52, das von Lymphozyten in besonders
groBBer Menge exprimiert wird. Sowohl ATG als auch Alemtuzumab fiihren zu einer Depletion

von T-Zellen, weisen aber auch andere immunmodulatorische Wirkungen auf.

Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) ist ein Enzym, das fiir den Abbau der Aminosdure Tryp-
tophan zu Kynurenin verantwortlich ist. Seine Rolle liegt in der Vermittlung von Immuntole-
ranz: IDO-exprimierende dendritische Zellen (DCs) hemmen die T-Zell-Proliferation und for-
dern die Bildung regulatorischer T-Zellen. Es gibt Hinweise darauf, dass die Induktion von IDO
ein Mechanismus ist, liber den ATG immunsuppressiv wirkt und eine GVHD verhindern oder
mildern kann. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von ATG im Vergleich zum Einfluss von

Alemtuzumab auf humane DCs in vitro zu untersuchen.

Dazu wurden die Monozyten gesunder Spender mit den Zytokinen GM-CSF und IL-4 versetzt,
worauthin sie sich zu DCs differenzierten. Zusédtzlich wurde ein Teil der Zellen mit Lipopoly-

saccharid (LPS), ATG, Alemtuzumab oder anderen Substanzen stimuliert.

Morphologisch zeigten die mit LPS behandelten Zellen im Vergleich mit Kontrollproben eine
auffillige Verklumpung zu groen Aggregaten, was vermutlich in der Hochregulation von Ad-
hisionsmolekiilen wie CD54 begriindet ist. ATG bewirkte hingegen die Ausbildung jeweils

zweier breiter, bipolar angeordneter Zellfortsétze.

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen zeigte einen Verlust des Monozytenmar-

kers CD14 bei gleichzeitiger Auspriagung der DC-Marker CD1a und CD209. Dariiber hinaus
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fihrten LPS und ATG, nicht aber Alemtuzumab, zur Induktion von CD83, CD80, CD86, HLA-
DR und CD54, die auf eine stattgefundene Reifung der DCs hindeuten, sowie zu einer Herun-

terregulation der Integrine CD11b und CD18.

Durch quantitative Realtime-PCR konnten wir belegen, dass ATG und auch — wenngleich in
geringerem Ausmall — Alemtuzumab zur vermehrten Bildung von mRNA der Gene IDO-1 und
IDO-2 fithren. Im Western Blot war das IDO-Protein nur in Proben nachweisbar, die mit LPS
oder ATG behandelt worden waren. Zudem wurden die IDO-Banden schwicher, wenn ldngere
Zeit zwischen ATG-Gabe und Zellernte vergangen war, was mit einer begrenzten Stabilitéit des

Proteins in der Kultur zu erkléren ist.

Massenspektrometrisch wurde die Konzentration von Tryptophan und seinen Metaboliten ge-
messen. Dabei ergaben sich ein Abfall von Tryptophan und ein entsprechender Anstieg der
Kynurenine unter dem Einfluss von ATG; unter Alemtuzumab blieben solche Verdnderungen
aus. Bei zweimaliger ATG-Gabe war der Effekt noch stérker ausgeprégt als bei einmaliger Ga-
be. Diese Ergebnisse beweisen eine tatséchliche enzymatische Aktivitit des produzierten IDO-

Proteins.

Waren die Zellen hingegen mit LPS vorstimuliert, hatte ATG keine additive, sondern eine ge-
genteilige Wirkung auf die Tryptophan- und Kynurenin-Konzentrationen. Offenbar stehen diese

beiden DC-reifenden Substanzen also in einem komplexen Zusammenspiel.

Insgesamt zeigen die fiir diese Arbeit erhobenen Daten, dass ATG DCs zur Reifung bringt und
in diesen Zellen das Enzym IDO auf Ebene von RNA, Protein und IDO-abhéngigen Tryp-
tophanmetaboliten induziert. Ob dieser Effekt direkt durch Bindung der in ATG enthaltenen
Antikorper an ihre Zielantigene ausgeldst wird oder indirekt unter Vermittlung anderer Zytoki-

ne, bleibt in weiteren Versuchen zu kléren.
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