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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Makrophagen sind an der Entziindungsregulation bei der hd&mophilen Arthropathie
beteiligt. Wir konnten mit unseren Untersuchungen zeigen, dass sich Monozyten von
Patienten mit Hdmophilie, welche durch Kultivierung zu Makrophagen differenziert
wurden, von Monozyten gesunder Blutspender unterscheiden. Diese Unterschiede
betreffen unter anderem die Unfahigkeit von Makrophagen von Hamophilie-
Patienten, in Gegenwart von M-CSF zu wachsen und zu polarisieren. Das Zytokin
M-CSF vermittelt hier physiologischerweise eine Makrophagendifferenzierung in
einen anti-inflammatorischen M2-Phénotyp. Als Folge der M-CSF-Resistenz weisen
Makrophagen von Hdmophilie-Patienten funktionelle Defizite in Funktionen auf, die
mit der Wundheilung assoziiert sind. Hierzu zahlen eine verminderte Clotinvasion
sowie eine gestorte Phagozytose von roten Blutzellen. Auf struktureller Ebene detek-
tierten wir in Makrophagen von Hamophilie-Patienten sowohl unter einer M-CSF als
auch unter einer GM-CSF Stimulation eine reduzierte Filopodienbildung. Des Weite-
ren waren typische Aktivitatsmarkerin Makrophagen von Hamophilie-Patienten un-
ter einer M-CSF Stimulation kaum nachweisbar, wéahrend diese in Gegenwart von
GM-CSF noch exprimiert waren. GM-CSF stellt in diesem Zusammenhang einen
Wachstumsfaktor dar, welcher Makrophagen zu einem pro-inflammatorischen M1-
Phénotyp differenziert. Zusammenfassend lassen diese Daten auf eine Stérung der
M-CSF-vermittelten Funktionen in Makrophagen von H&mophilie-Patienten im
Rahmen der Wundheilung schlieBen, welche insbesondere durch eine reduzierte
Clotinvasion und eine verminderte Phagozytose représentiert sind. Die GM-CSF-
abhangige Differenzierung in entziindliche M1-Makrophagen ist hingegen zumindest
teilweise erhalten. Wir postulieren daher, dass Makrophagen von Hamophilie-
Patienten Entziindungen, wie sie z.B. im Rahmen der hdmophilen Arthropathie vor-
kommen, fordern, wéhrend kritische Schritte zur Geweberegeneration und Wundhei-

lung unterbleiben.



Zusammenfassung

Summary:

Macrophage polarization is deregulated in hemophilia. Macrophages are implicated

in modulating inflammation in hemophilic arthropathy. Here, we show that mono-
cytes from hemophilia patients that we cultured to generate macrophages are distinct
from monocytes isolated from healthy blood donors. These differencesare exempli-
fied by the inability of hemophilia macrophages to spread and polarize in response to
M-CSF, a cytokine that promotes M2 macrophage differentiation. As a result, hemo-
philia macrophages exhibit deficits in functions associated with wound healing such
as clot invasion and RBC phagocystosis. Mechanistically, we detected reduced filo-
podia formation in hemophilia macrophages following stimulation with M-CSF as
well as GM-CSF. However, failure of hemophilia macrophages to spread affected the
expression of macrophage activation markers much stronger after stimulation with
M-CSF than GM-CSF, which has been shown to induce a pro-inflammatory M1
macrophage phenotype. Together, our data indicate a specific impairment of M-CSF-
mediated macrophage functions involved in wound healing such as phagocytosis and
clot invasion in hemophilia. GM-CSF signaling, on the other hand, remained partial-
ly intact suggesting that hemophilia macrophages are able to contribute to the in-

flammatory response that is associated with hemophilic arthropathy.
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2 Einleitung, eigene Fragestellung

2.1 Uberblick tiber Hamophilie

Die Hamophilie, auch Bluterkrankheit genannt, ist nach dem Von-Willebrandt-
Syndrom die h&ufigste angeborene Stérung des plasmatischen Gerinnungssystems
und wird X-chromosomal-rezessiv vererbt (8; 51). Hierbei lassen sich zwei verschie-
dene Erkrankungsformen unterscheiden. Je nachdem welcher Gerinnungsfaktor be-
troffenist, ist von Hamophilie A bzw. Hamophilie B die Rede. Die Hamophilie A ist
durch eine Mutation im F8-Gen, h&ufig durch eine Intron 22-Inversion, und einem
daraus resultierenden Verlust oder Mangel des Gerinnungsfaktors VIII gekennzeich-
net (51). Durch eine Mutation im F9-Gen wird ein Mangel/Verlust des Gerinnungs-
faktors IX manifestiert(12). Diese Form der Gerinnungsstorung wird als Hamophilie
B bezeichnet und tritt 6-mal seltener als die Himophilie A auf, welche eine Frequenz
von 1:5000 hat (51). Beide Formen fuihren zu einer gestorten sekundaren Hamostase,
welche das intrinsische Gerinnungssystem betrifft. Die Gerinnung kann zwar zu-
néchst Gber das exogene System angestoRen werden, allerdings wird die fortgesetzte
Aktivierung sehr schnell durch den Inhibitor TFPI (=tissue factor pathway inhibitor)
bzw. durch AT (=Antithrombin) gehemmt. Durch einen Mangel an Faktor VIII bzw.
Faktor IX féllt die Verstarkerfunktion des endogenen Systems aus, welche fur die
Uberwindung der inhibitorischen Wirkung von TFPI und AT notwendig ist (40).

Die Folge ist eine verminderte Bildung von aktiviertem Faktor X und Thrombin und
in der Folge von quervernetztem Fibrin, welches als Endprodukt der plasmatischen
Hamostase zusammen mit den Blutplattchen fir den dauerhaften Wundverschluss
benotigt wird (4; 12).

Eine funktionsfahige Gerinnungskaskade ist fiir den Organismus sehr wichtig, da sie
zu einer adaquaten Reaktion auf eine Gewebeverletzung fihrt (53). Auf die initiale
Blutstillung unter Ausbildung eines Plattchen-Fibringerinnsels folgt die Einleitung
der Wundheilung. Hierbei werden Zelltrimmer durch Phagozyten entferntund neues
Gewebe durch Fibroblasten aufgebaut (2; 42). Damit die Wundheilung problemlos
ablaufen kann, ist eine intakte Hdmostase, unter anderem in Form von stabilen Fib-
rinthromben, notwendig (79). Liegt wie im Falle der Hamophilie eine gestorte Blut-
gerinnung vor, so kommt es neben Blutungsereignissen auch zu einer verzgerten
Wundheilung (22; 41).
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Wie genau sich das klinische Bild der Hdimophilie manifestiert, hangt mit der ver-
bleibenden Restaktivitat des Faktors VIII (Hamophilie A) bzw. des Faktors IX (H&-
mophilie B) ab. Auf Grundlage dieser Aktivitdt kann die Erkrankung in die vier
Schweregrade Subhdamophilie (Restaktivitat >15-50%), leichte Form (5-15%), mit-
telschwere Form (1-5%) und schwere Form (<1%) unterteilt werden (31). Bei allen
Formen koénnen Blutungen in das subkutane Gewebe, in die Muskulatur sowie in
Gelenke entstehen (4). Der Schweregrad entscheidet vielmehr dartber, in welchem
Alter, in welcher Situation und wie hdufig solche Blutungen auftreten. Die Subha-
mophilie bzw. die leichte Form der Himophilie fallt meist erst im Erwachsenenalter
nach Verletzungen/Eingriffen auf, die mit Nachblutungen oder verzdgerter Wundhei-
lung einhergehen. Spontanblutungen sind jedoch eine Raritat bei der Subh&mophilie
(51). Im Gegensatz dazu tritt die schwere Form der Hamophilie bereitsim Kindesal-
ter in Form von Spontanblutungen in Erscheinung (85). Diese Blutungsereignisse
betreffen haufig die grolien Gelenke, wie z.B. das Sprung-, Knie- und Ellenbogenge-
lenk, in selteneren Féllen auch das Huftgelenk (5; 31). Treten diese Einblutungen
héaufiger auf, so kann sich als Komplikation eine hd&mophile Arthropathie entwickeln
(43; 51; 61; 85; 87). Die meisten Blutungen und deren Komplikationen lassen sich
durch eine Substitution mit entsprechenden Gerinnungsfaktor-Konzentraten behan-
deln, die entweder aus Plasma isoliert oder rekombinant hergestellt werden (31; 61;
85; 87). Hierbei unterscheidet man zwischen einer prophylaktischen und einer on-
demand-Therapie. Wéhrend bei einer prophylaktischen Therapie eine regelmaRige
Substitution des Gerinnungsfaktors unabhéngig von Blutungsereignissen erfolgt,
wird bei einer on-demand-Therapie nur bedarfsgerecht, d.h. vor Operationen oder
nach Verletzungen und Spontanblutungen, therapiert. Eine prophylaktische Therapie
wird hingegen zur Vermeidung spontaner Blutungen und den damit einhergehenden
Komplikationen eingesetzt (31; 51; 87). Neben der Therapie mit Gerinnungsfaktoren
gibt es auch weitere Mdglichkeiten der Behandlung- insbesondere bei leichteren
Formen-, zum Beispiel mittels Antifibrinolytika oder Desmopressin (DDAVP) (29;
31). Trotz dieser groRen Bandbreite an Therapiemdglichkeiten lassen sich bestimmte
Komplikationen, insbesondere die Entwicklung einer hdamophilen Arthropathie, auch
durch eine bestmdgliche und langfristige Prophylaxe aktuell noch nicht vollstandig
verhindern (87; 88). Da dieses Krankheitsbild mit einer stark eingeschrénkten Le-
bensqualitét einhergeht, ist es wichtig, die exakten Mechanismen, die zur Entwick-

lung der hamophilen Arthropathie fiihren, zu erforschen. Nur so ist es mdglich, neue
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und effektive Therapieansatze zu entwickeln, um die Entwicklung einer hamophilen

Arthropathie zu verhindern.

2.2 Hamophile Arthropathie

Unter der hamophilen Arthropathie versteht man eine chronisch deformierende Ge-
lenkerkrankung, die mit Symptomen wie Schmerzen, Schwellung des betroffenen
Gelenks, Bewegungseinschrankungen, Achsabweichungen, Muskelatrophie und
Muskelkontrakturen einhergeht (31; 83). In Abb. 1 ist ein typisches klinisches Bild
der hamophilen Arthropathie abgebildet. Die hamophile Arthropathie betrifft insbe-
sondere die groRen Gelenke, wie Sprunggelenk, Knie und Ellenbogen, und muss
nicht selten operativin Form von Arthrodesen oder Endoprothesen behandelt werden
(5; 83). Bei vielen Blutern findet selbst unter einer optimalen Therapie zwischen der

2. und 4. Lebensdekade eine relevante Gelenkzerstérung statt und betrifft insofern

vor allem erwachsene Patienten (61).

|

Abb. 1: klinisches Bild der schweren hamophilen Arthropathie des rechten Kniegelenks bei
einem Patienten mit schwerer Hamophilie (126)

5
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Unter einer on-demand-Therapie treten hdufig Spontanblutungen auf und es entwi-
ckeln sich daher bereits im Kindesalter Gelenkschéden, welche kontinuierlich an
Intensitdt zunehmen. Diese Sch&den umfassen klinische Manifestationen wie Ge-
lenkschwellungen, Muskelatropathie, Krepitationen unter Bewegung, Flexions- und
Extensionsverlust und Gelenkschmerzen. Sie koénnen radiologisch, zum Beispiel
durch periartikuldre Osteoporosen, einen verschmalerten Gelenkspalt oder subchond-
rale Zysten erfasst werden. Solche radiologischen Veranderungen treten bereits re-
gelmaRig im 5. Lebensjahr auf und sind sehr kritisch anzusehen, da inshesondere
wahrend des Wachstums eine starke Progredienz der Gelenkschédigung stattfindet
(92; 107; 109).

Die derzeit beste Therapie zur Verzdgerung einer hamophilen Arthropathie besteht in
einer Verhinderung der Entstehung von Gelenkblutungen. Um dieses Ziel zu errei-
chen, ist eine prophylaktische Substitutionstherapie mit Gerinnungsfaktor VIII oder
IX, welche bereits im friihen Kindesalter begonnen werden sollte, duRerst wichtig. Es
konnte gezeigt werden, dass deutlich weniger Gelenkschéden im Kindesalter und
friihen Erwachsenenalter unter einer Substitutionstherapie als bei einer on-demand-
Therapie auftreten (67; 85; 87; 88). Allerdings kann auch unter Prophylaxe die Ent-
wicklung einer hdamophilen Arthropathie langfristig gesehen nicht komplett verhin-
dert werden (87; 88). Interessant ist auch die Tatsache, dass bei der Entwicklung der
h&mophilen Arthropathie neben den Einblutungen in die Gelenke noch weitere Fak-
toren eine Rolle spielen mussen. Nur so lésst sich die grof3e Variabilitat bzgl. Intensi-
tat und Anzahl der Blutungen, die zu einer hdmophilen Arthropathie fihren, erklaren.
Bei manchen Patienten kommt es ndmlich direkt nach einer einzigen Blutung zu ei-
ner Gelenkschadigung, wahrend andere Hamophilie-Patienten auch nach etlichen
Gelenkblutungen kein morphologisches Korrelat in der radiologischen Diagnostik
zeigen (67). Um die vielschichtigen Einfliisse, die zu einer hdmophilen Arthropathie
flhren, ansatzweise zu verstehen, ist es unerlasslich, die molekularen Mechanismen

der Erkrankung aufzukléaren und vollstdndig zu verstehen.

2.3 Molekulare Mechanismen der hamophilen Arthropathie

Die Mechanismen, die zu der Entwicklung einer hamophilen Arthropathie fiihren,
sind multifaktoriell, komplex und daher bis heute nur im Ansatz verstanden. Als ei-

ner der wichtigsten Mechanismen wird die Ablagerung von roten Blutzellen (RBC)
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in die Synovia als Folge der Gelenkeinblutung angesehen. Diese flhrt im Folgenden
zu einer Eisenfreisetzung in Form von Ham (80; 99; 100). Das freigesetzte Eisen
flhrt Uber verschiedene Wege zur Inflammation und GefaRneubildung in der Syno-
via, wodurch es letztlich zu dem Kklinischen Bild der hdmophilen Arthropathie tber
eine Knochen- und Knorpelzerstérung des entsprechenden Gelenks kommt (1; 100;
110). Zum einen flhrt Eisen zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS),
welche toxisch sind und neben der Initiierung einer Entziindungsreaktionauch direkt
zum Knorpelschaden fihren. Zum anderen kommt es, unter anderem durch Eisen
vermittelt, zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Dieser Faktor ist
wiederum in der Lage, eine Reihe von entziindungsassoziierten Genen (IL-6, IFNy
und TNFa) anzuschalten, die wiederum zur Perpetuierung der Entziindungsreaktion
fihren. Darlber hinaus kénnen Entziindungsmediatoren in Zusammenarbeit mit
VEGF (=Vascular Endothelial Growth Factor) die Neoangiogenese einleiten. NF-xB
flhrt zudem Uber verschiedene Matrix-Metalloproteinasen (MMP) zur Zerstérung
des Knorpels (103). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Eisen durch die Ex-
pression von c-myc und durch die Inhibierung von p53 die Proliferation von Synovi-
ozyten herbeifihrt. Die proliferationsbedingte Gewebehypoxie fuhrt zur Aktivierung
von HIF-1o und darauffolgend zur Neubildung von BlutgeféaRen in der Synovia (An-
giogenese) (36; 118). Diese Vorgange sind pradisponierend fiir weitere Gelenkblu-
tungen, da die neugebildeten, unreifen BlutgefaRe wesentlich verletzungsanfalliger
sind als die etablierten (74; 103). Hieraus ergibt sich ein Teufelskreis aus Gelenkblu-
tung, Inflammation und Angiogenese zur protrahierten Gelenkzerstorung, die neben
mechanischen Faktoren durch die Freisetzung von ROS und Gewebe-Proteasen zu-
stande kommt (101) (Abb. 2). Die Proteasen fiilhren zusammen mit dem freigesetzten
Eisen zu einem katabolen Stoffwechsel, indem unter anderem die Proteoglykan-
Synthese und somit die Bildung der extrazellularen Knorpelmatrix gehemmt wird
und eine Apoptose der Chondrozyten stattfindet (28; 100; 101). Das Zusammenspiel
von Enzymen, Zytokinen, ROS, Eisen und einigen verschiedenen Zelltypen wie Fib-
roblasten, Makrophagen oder Endothelzellen miindet letztendlich in einer Knorpel -
und Gelenkzerstorung mit dem typischen klinischen Bild der h&mophilen Arthropa-
thie (100; 101; 103).
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Abb. 2: vereinfachter Pathomechanismus der hdmophilen Arthropathie.

Durch eine Reihe von molekularen Einflissen, getriggert durch Eisen, kommt es zum Teu-
felskreis, bestehend aus Blutungen, Inflammation und Neoangiogenese: Durch Gelenkein-
blutungen kommt es zu Eisenablagerung im Gelenk. Dieses Eisen flihrt einerseits direkt, z.B.
durch die Freisetzung von ROS, andererseits indirekt tiber die Aktivierung verschiedener
Signalwege (NF-«kB, c-myc, usw.), zur Inflammation und Neoangiogenese. Die im Folgen-
den freigesetzten Gewebeproteasen fiilhren Uber einen katabolen Stoffwechsel letztendlich
zur Knorpel- und Gelenkzerstérung. Die (iber die Neoangiogenese neu gebildeten Gefalle
sind viel verletzungsanfélliger als die etablierten, weshalb es immer wieder zu Gelenkeinblu-
tungen kommtund die Gelenkzerstérung immer ausgepragter wird.

2.4 Rolle der Makrophagen bei der hAmophilen Arthropathie

Wahrend der Wundheilung wandern Monozyten aus dem Blut in das verletzte Ge-
webe ein und differenzieren sich zu Makrophagen (monocyte derived macrophages,
MDM) (46). In der frihen Phase der Wundheilung polarisieren sich die Makropha-
gen, stimuliert durch sog. Danger Signals, zu inflammatorischen M1-Makrophagen.
Dieser klassische Phanotyp leitet eine Tw1-Antwort ein und sezerniert hierbei in-
flammatorische Zytokine wie IL-1p, IL-6 oder TNF (46; 69; 86). Um die Inflamma-
tion zu beenden und ein Geweberemodeling zu starten, findet normalerweise ein
Phénotypen-Switch von M1 zu dem anti-inflammatorischen M2-Makrophagen statt,
der z.B. durch Sekretion von IL-4 und IL-13 zustande kommen kann. In der spéten
Phase der Wundheilung, in welcher der alternative M2-Typ aktiv ist, dominiert somit
eine Tu2-Antwort mit Phagozytose von Zelltrimmern und anschlieBender Gewe-
bereparatur (50; 69; 86; 97; 98).
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Der Einfluss von Eisen und die hieraus resultierende Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen bei rezidivierenden Gelenkblutungen lassen vermuten,
dass der oben beschriebene Phanotypen-Switch bei der hamophilen Arthropathie
kaum stattfinden kann. IFNy, IL-1f, IL-6 und TNFa fiihren vielmehr zu einer standi-
gen Aktivierung von M1-Makrophagen, wodurch die Inflammation weiter aufrecht
erhalten bleibt (69; 103). Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse von
Nieuwenhuizen et al. sowie von @vlisen et al. gestiitzt. Die beiden Arbeitsgruppen
untersuchten die Makrophagenpolarisierung nach induzierter Gelenkverletzung bei
hdmophilen Maé&usen und konnten zeigen, dass eine Zunahme von pro-
inflammatorischen M1-Makrophagen resultierte (84; 90). Des Weiteren konnte ge-
zeigt werden, dass bei chronisch vendsen Ulzera aufgrund einer Eisenuberladung,
wie es auch bei der hamophilen Arthropathie der Fall ist, kaum ein M1-M2-Switch
stattfindet, sondern der pro-inflammatorische M1-Phanotyp tiberwiegt, wahrend ein

funktionsfahiger M2-Typ vermindert vorliegt (104).

Zusammenfassend kann daraus geschlossen werden, dass eine Uberexpression des
M1-Phénotyps sowie eine verringerte Expression des M2-Phanotyps bei Makropha-
gen in Gelenken von Patienten mit hamophiler Arthropathie vorliegt. Die pro-
inflammatorische Aktivitat des M1-Phanotyps tragt selbst zur Entstehung der Ge-
lenkzerstérung bei, wohingegen die protektive Wirkung des M2-Phénotyps via Pha-

gozytose von RBCs und nachfolgendem Tissue-Remodeling reduziert ist.

2.5 Hypothese, Ziel dieser Arbeit

Die Hamophilie ist eine klinisch schwerwiegende angeborene Stérung der
plasmatischen Gerinnung, die gehauft mit Spontanblutungen in den groRen Gelenken
einhergeht. Die Gelenkblutungen fuhren durch die Ablagerung von extravasalen
Erythrozyten zu einer eiseninduzierten Entziindungsreaktion mit der Folge von Ge-
lenkschaden bis hin zum Vollbild einer h&mophilen Arthropathie. Anti-
inflammatorische M2-Makrophagen sind physiologischerweise auf die Eisenentfer-
nung durch Phagozytose spezialisiert, wodurch eine Hemmung der Inflammation und
die Einleitung der Wundheilung ermoglicht wird. Ware dieser Mechanismus auch in
Hamophilie-Patienten effizient, so sollte es fur den Organismus relativ einfach mog-
lich sein, die eiseninduzierte Entziindungsreaktion, welche zur Entwicklung der

hamophilen Arthropathie malgeblich beitragt, zu unterbinden. Hierzu formulierten
9
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wir die Hypothese, dass die Makrophagenfunktion bei Patienten mit Hamophilie de-
reguliert ist. Diese Deregulation verursacht Wundheilungsstorungen, unter anderem
durch eine gestorte Erythrozyten-Phagozytose und eine gestorte zellulare Clot-

invasion von Makrophagen.

Um unsere Hypothese zu testen, isolierten wir Monozyten aus dem peripheren Blut
von Hamophilie-Patienten, die in Makrophagendifferenzierungsmedium kultiviert
und nachfolgend anhand ihrer Morphologie phanotypisiert wurden. Monozyten von
gesunden Blutspendern dienten hierbei als Kontrollgruppe. Um die Rolle der Makro-
phagen von Hamophilie-Patienten bei der Wundheilung zu evaluieren, analysierten
wir auflerdem deren Féahigkeit zur Phagozytose, Clotinvasion und Filopodienbildung
und verglichen diese Funktionen mit der Expression typischer Makrophagen-

Aktivierungsmarker.

10
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3 Material und Methodik

3.1 Reagenzien, Arbeitsmaterialien und Geréate

Eine Liste der verwendeten Reagenzien, Arbeitsmaterialien und Geréte befindet sich

im Anhang.

3.2 Patienten und Kontrollgruppe

Vor Beginn der Studie wurde ein positives Votum bei der Ethikkommission der Arz-

tekammer des Saarlandes eingeholt (Kenn-Nr. 73/14).

In diese Studie wurden 9 Patienten mit Hamophilie A bzw. B eingeschlossen (siehe
Auszug Tabelle 1; vollstdndige Tabelle 1 im Anhang). Diese erwachsenen Patienten
werden im Hamophilie-Zentrum am Universitatsklinikumdes Saarlandes behandelt,
das ein Teil des Instituts fir Klinische Himostaseologie und Transfusionsmedizin ist.
Hier finden halbjahrliche Untersuchungen statt, bei deren Gelegenheit die Patienten
fur die Studie rekrutiert wurden. Das Homburger Hamophilie-Zentrum wurde als
eines von deutschlandweit 17 Zentren als European Hemophilia Comprehensive Care
Center (EHCCC) qualifiziert. Das interdisziplindre Behandlungsteam betreut ca. 60
Patienten mit schwerer Hamophilie A/B sowie mehr als 30 Patienten mit leichteren
Formen der Hamophilie A/B (130; 136).

Den rekrutierten Patienten wurde die Studie zundchst durch einen Arzt ausfiihrlich
erklart und nach schriftlicher Einwilligung wurden im Rahmen der Routineuntersu-
chung 20-50 ml peripheres Venenblut in Zitratrohrchen (0,8% Endkonzentration)
entnommen. Das Blut wurde stets vor der Substitution von Gerinnungsfaktoren (so-
fern notwendig) abgenommen. Die Talspiegel (Trough-Level) der Affinitat von Ge-
rinnungsfaktor FVIII und FIX lagen im Durchschnitt bei 9,8 + 4,4 % bzw. 11,5 +
3,5 % (Tabelle 1 im Anhang). Um sicherzustellen, dass die Ergebnisse der Studie
reprasentativ fur alle Hamophilie-Patienten zutreffen, wurden Patienten mit aktiver
Blutung zum Zeitpunkt der Untersuchung aus der Studie ausgeschlossen. Das abge-
nommene Blut wurde ohne Verzdgerung im Forschungslabor des Instituts weiterver-

arbeitet.

Die untersuchten Patienten, 7 mit Hamophilie A und 2 mit Hdimophilie B, waren zum

Zeitpunkt der Studie zwischen 19 und 50 Jahre alt. Von diesen 9 Patienten leiden 6
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an einer schweren Form der Hamophilie, ein Patient an einer mittelschweren Form
und die anderen zwei Patienten an einer leichten bis mittelschweren Hdmophilie.
Alle untersuchten Patienten wiesen zum Zeitpunkt der Untersuchung keine Hemm-
korper gegen den Gerinnungsfaktor VIII bzw. 1X auf, sodass ein regelrechter Anstieg
des jeweiligen Gerinnungsfaktors nach der Substitution zu verzeichnen war. Bei 6
der 9 untersuchten Patienten wurde eine Substitutionsprophylaxe durchgefuhrt. Die
restlichen 3 Patienten erhielten hingegen eine on-demand-Therapie. Fir die jeweilige
Therapie kam bei 2 Patienten ein plasmatisches Gerinnungsfaktorenkonzentrat und
bei 6 Patienten ein rekombinant hergestelltes Gerinnungsfaktorenkonzentrat zum
Einsatz. Bei einem der 9 Patienten wurde anstelle von Gerinnungsfaktorenkonzentra-
ten DDAVP (=Desmopressin) eingesetzt. Bei einem Patienten lag eine Serokonver-
sion mit HBV (= Hepatitis B Virus) sowie eine aktive HCV- (=Hepatitis C Virus)
Infektion vor. Zwei weitere Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung HCV
seropositiv. Des Weiteren litten 2 der 9 Patienten an einer hamophilen Arthropathie.
Sofern es zu Blutungen kam, stand auch bei der Mehrzahl der anderen Patienten die
Gelenk- und Muskelblutung im Vordergrund, welche fur die Entwicklung der hamo-
philen Arthropathie verantwortlichist. Als Kontrollgruppe wurden 11 gesunde Spen-

der aus dem Blutspendedienst des Instituts rekrutiert.
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Pat.- Alter Typ H&a- Restak- hdmophile  Art der The- Coinfektionen

Nr. mophilie tivitat Arthropathie rapie/ Typ  *=Serokonversion
Praparat
1 26 A <1% nein on-demand = ---mm-mmemeeeeee-

rekombinant

2 43 A 1-8% ja Prophylaxe HBV*
rekombinant HCV

3 28 A 4-14%  nein on-demand = -------mm-e-eeee-
DDAVP

4 28 B 4-10%  nein on- demand = ---------e-ee-ee-

rekombinant

S 24 A <1% nein Prophylaxe = -----m--mmemmmmm-
rekombinant

6 19 A <1% nein Prophylaxe = -----mm-mmmommem-
rekombinant

7 50 A <1% ja Prophylaxe HCV*
plasmatisch

8 32 A <1% nein Prophylaxe HCV*
plasmatisch

9 31 B <1% nein 2750701117 [- R ——————

rekombinant

Tabelle 1 (Auszuq): klinische Daten der untersuchten Hamophilie-Patienten

3.3 Monozytenisolierung

Zur Gewinnung von Monozyten erfolgte eine Isolierung von PBMCs (Peripheral
Blood Mononuclear Cells), gefolgt von einer weiteren Aufreinigung. Unter PBMCs
fasst man alle Zellen mit rundem Zellkern des Blutes, wie NK-Zellen (natirliche
Killerzellen), T-Zellen, B-Zellen und Monozyten, zusammen (138). PBMCs kdnnen
mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden. Die zu trennende Suspension
wird Uber eine geeignete Trennschicht (hier das Lymphozyten-Seperationsmedium
Ficoll miteiner Dichte von 1,077 g/ml bei 20°C) geschichtet und anschlielend zent-

rifugiert (131). Dadurch werden die einzelnen Zellfraktionen gemaf ihrer Dichte
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aufgetrennt. Erythrozyten haben die hochste Dichte und wandern daher auf den Bo-
den des Rohrchens. Von oben nach unten lassen sich durch dieses Verfahren folgen-
de Schichten erkennen: Plasma, Buffy Coat (eine leukozytenreiche Schicht, welche
die PBMCs enthalt), Ficoll, Granulozyten und Erythrozyten (13).

Um die PBMCs zu isolieren, wurde das Blut 2:1 mit HBSS ohne Mg?*/Ca?* (30 ml
Endvolumen) verdinnt und dann langsam auf 20 ml Ficoll geschichtet. Es folgte eine
Zentrifugation bei 400 g fir 30 Minuten bei Raumtemperatur (=RT), Beschleunigung
1 und ohne Bremse. AnschlieBend wurde der Buffy Coat, welcher die PBMCs ent-
hélt, entnommen. Noch vorhandene Plattchen wurden entfernt, indem der Buffy Coat
nach Zugabe von 50 ml HBSS bei 300 g fur 5 Minuten mit Bremse
9/Beschleunigung 9 bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand erneut ab-
gesaugt wurde. Das Pellet wurde fir 1-2 Minuten mit 1 ml RBC Lyse-Puffer inku-
biert, mit HBSS auf 50 ml aufgeftllt und bei 300 g fir 5 Minuten (Raumtempera-
tur/Bremse 9/Beschleunigung 9) zentrifugiert. Dann wurde das Pelletin 20 ml eiskal-
ter HBSS aufgenommen und bei 300 g fur 10 Minuten, 4°C, Bremse 9, Beschleuni-
gung 9 erneut zentrifugiert. Nachdem der Uberstand entfernt wurde, wurde das Pellet
in 20 ml eiskalter PBS (+ 0,5% BSA/1 mM EDTA) resuspendiert und bei 300 g fur 5
Minuten, 4°C, Bremse 9, Beschleunigung 9 zentrifugiert. Dieser Schritt diente dem
Aufbrechen von Zell-Zellkontakten. Das neuerliche PBMC-Pellet wurde in eiskalten
PBS/0,5% BSA aufgenommen und die Zellen wurden mittels automatischem Zell-
zéhler CASY® gezahlt (128; 129).

Isolierung der PBMCs zu Monozyten. Die isolierten PBMCs wurden anschlieRend zu

Monozyten weiter isoliert. Dies geschah entweder durch Adhésion an Plastik oder
mittels Aufreinigung durch Magnetic-Beads. Im Falle des Adhé&sionsverfahrens wur-
den die PBMCs in einer Zelldichte von 2,0 x 10° PBMC/cm?in Monozytenkulturme-
dium (RPMI-Medium, 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin (= P/S), 1% L-
Glutamin) auf Plastik ausgesét und fur 2 Stunden bei 37°C, 5% CO; inkubiert. Nach
dieser Zeit waren die Monozyten am Boden des Plastiks bereits adharent, wahrend
sich die restliche Population der PBMCs als Zellsuspension im Medium befand.
Durch drei hintereinander folgende Waschschritte mit Medium konnten so die nicht
adharenten Zellen entfernt werden und es blieb Gberwiegend eine Kultur zurtick, die

einen Monozytenanteil von ca. 70-75% enthalt (7).
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Im Falle der Aufreinigung durch superparamagnetische Beads (Dynabeads®) wurde
die sogenannte Untouched-Methode angewendet. Bei diesem Verfahren wird zu den
isolierten PBMCs ein Mix aus Dynabeads®-gekoppelten Antikorpern gegeben, die
sich gegen alle PBMCs auRer Monozyten richten. Der Antikdrpermix besteht im
Einzelnen aus anti-CD3, anti-CD7, anti-CD16, anti-CD19, anti-CD5, anti-CDw123
sowie anti-CD235a und richtet sich daher gegen T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen,
dendritische Zellen, Erythrozyten, Granulozyten und Makrophagen (134). Nach einer
kurzen Inkubationszeit wurden die Antikérper-gebundenen Blutzellen mittels eines
Magneten von den Monozyten getrennt, wobei letztere in der Suspension verblieben
(= Negativselektion). Abgesehen von wenigen unspezifischen Interaktionen bleibt
die Monozytenpopulation von magnetischen Antikdrpern unberihrt, weshalb dieses
Verfahren auch als Untouched-Methode bezeichnet wird (135). Hieraus ergibt sich

eine > 90% reine Monozytenkultur.

Das Dynabeads® Kit ist fuir eine GroRenordnung von 1-5x 10’ PBMCs geeignet. Die
folgenden Angaben beziehen sich auf 5 x 10’ PBMCs und wurden bei abweichender
Zellzahl entsprechend angepasst. 5 x10” PBMCs wurden in 500 pl 0,5% BSA/PBS
(= Isolationspuffer) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nach Zugabe von
100 pl Blocking-Reagenz mit 100 pl Antikdrpermix unter Rotation fir 20 Minuten
bei 4°C inkubiert. Uberschiissige Antikorper wurden ausgewaschen, indem die Zell-
suspension nach Zugabe von 4 ml Isolationspuffer zentrifugiert (4°C, 350 g,
8 Minuten) und das Pellet anschlieend in 500 ul Isolationspuffer resuspendiert wur-
de. Die Zellsuspension wurde mit 500 pl Dynabeads®, die zuvor ebenfalls mit Isola-
tionspuffer (2 x 500 pl) gewaschen wurden, versetzt und fiir 15 Minuten bei 4°C
unter Rotation inkubiert. AnschlieRend wurde das Gemisch mit4 ml Isolationspuffer
unter Vermeidung von Luftblasenbildung verdinnt und fiir 2 Minuten in den Magne-
ten gestellt, was dazu flhrte, dass alle Zellen aul’er den Monozyten an der Wand des
Reagenzrohrchens immobilisiert wurden. Die suspendierten Monozyten hingegen
konnten in ein neues Rohrchen Gberflhrt werden. Dieser Vorgang wurde nochmals
wiederholt, um sicherzustellen, dass alle Monozyten geborgen wurden. Danach wur-
de die Monozytensuspension nochmals in den Magneten gestellt, um zu gewahrleis-
ten, dass alle Beads-gebundenen Zellen entfernt wurden. Die Monozyten wurden
danach mittels Zellzahler Moxi Z™ Mini tber eine elektrische 3D-Messung gezahlt
und mit einer Dichte von 4,63 x 10* Zellen/cm?in Makrophagendifferenzierungsme-

dium fiir 7 bzw. 8 Tage auf Plastik oder Glas kultiviert (133).
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3.4 Kultivierung von Makrophagen

Ziel der 7-8-tagigen Kultivierung war es, die Monozyten in Makrophagen umzuwan-
deln. Hierfir wurden die Monozyten in einem Nahrmedium kultiviert, dasauf RPMI
basierte und neben 10% FBS, 1% P/S und 1% L-Glutamin zusatzlich die fur die
Makrophagendifferenzierung notwendigen Wachstumsfaktoren M-CSF oder GM-
CSF enthielt.

Es gibt verschiedene Polarisierungsmoglichkeiten, die zu einer Makrophagen-
differenzierung fuhren. So kénnen Monozyten einerseits in vitro nach einer 7-tagigen
Stimulation mit M-CSF in Makrophagen differenziert werden, die einen M2-
Phénotyp aufweisen. Die M2-Polarisierung kann durch Zugabe von IL-4 weiter ver-
tieft werden oder durch die Gabe von IFNy/LPS in einen entziindlichen M1-
Phanotyp umgekehrt werden (23; 25; 30; 48; 68; 71; 111; 112; 115). Entzlindliche
M1-Makrophagen kdnnen aber auch nach Gabe von GM-CSF an Stelle von M-CSF
generiert werden (25; 64; 68; 111; 112; 115). Hierbei wirkt die Stimulation mit
IFNy/LPS dann verstarkend (25; 26).

Fir unsere Fragestellungen wurden die Monozyten grundsatzlich fir 7 Tage mit M-
CSF (100 ng/ml) oder GM-CSF (125 ng/ml) stimuliert. Bei bestimmten Fragestel-
lungen wurden die Monozyten fur 8 Tage mit M-CSF bzw. GM-CSF behandelt, wo-
bei in den letzten 48 Stunden M-CSF und GM-CSF durch IL-4 (20 ng/ml; nur bei M-
CSF) oder IFNy (20 ng/ml)/LPS (100 ng/ml) ersetzt wurden. Ein Teil der Zellen er-
hielt keinerlei Zytokinstimulation und wurde deshalb als ,,untreated“ bezeichnet. Bei
all diesen Verfahren fand an Tag 6 ein Mediumwechsel einschlielRlich der Zytokine
statt.

3.5 Morphologische Analyse der Makrophagenkultur

Monozyten beginnen rasch nach dem Aussahen in Zellkulturplatten fest am Plastik-
untergrund zu adhérieren. Dieser Prozess ist wichtig fur die Differenzierung und
fahrt in Abhéngigkeit von bestimmten Zytokinen zu spezifischen morphologischen
Veranderungen. Am ausgepragtesten sind diese Veranderungen nach der Gabe von
M-CSF, welches die zuvor rundlichen Monozyten in langliche, spindelférmige Mak-
rophagen umwandelt (sog. Spreading, Abb. 3) (38; 115). Zudem weisen diese Zellen
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oft eine verbreiterte Front (leading edge) und ein spitzes Zellende (trailing edge) auf
(113). Diese Funktion, welche die migratorischen Fahigkeiten von Makrophagen
wiederspiegelt, nennt sich Polarisierung. Zelladh&sion und Spreading nehmen zudem
durch die Bildung von fokalen Adh&sionen (=Spreading) Einfluss auf die Signal-
transduktion und Genexpression von Zellen, welche sich wiederum auf Uberleben,
Proliferation und Differenzierung auswirken (93; 108). Entsprechend kann man
durch die morphologische Analyse von Makrophagen Rickschlisse auf Differenzie-
rung und Funktion ziehen (72; 75). Um die Makrophagenmorphologie von adhéren-
ten Makrophagen wéhrend der Differenzierung zu analysieren, wurden die Makro-
phagenkulturen Uber den gesamten Behandlungszeitraum (in der Regel 7-8 Tage)
taglich mit dem Phasenkontrastmikroskop inspiziert. Reprasentative Bilder wurden
mittels der angeschlossenen Kamera aufgenommen. Die Makrophagenmorphologie
wurde anschlieBend anhand genau definierter Kriterien quantitativ.am Computer

ausgewertet.

Die Phasenkontrastmikroskopie ist ein Verfahren der Lichtmikroskopie und ist in der
Lage dlnne, ungefarbte Strukturen durch deren unterschiedlicher Dichte darzustel-
len. Das Licht durchdringt hierbei das Objekt und bewirkt eine Phasenverschiebung,
welche in Bildkontraste umgewandelt wird. Dichtere und dickere Strukturenerschei-
nen durch dieses Verfahren dunkler als solche mit geringerer Dichte. Die Phasenkon-
trastmikroskopie ist insbesondere fur lebende Zellen geeignet, da sie in ihrem nativen
Zustand beurteilt werden kénnen und somit nicht in ihrer Funktion gestdrt werden
(137).

Ein Kriterium der Makrophagenadhé&sion stellte die Polarisierung dar, welche fur
jedes aufgenommene Phasenkontrastbild einzeln per Adobe Photoshop bestimmtund
als Mittelwert von vier optischen Feldern angegeben wurde (35; 54; 55; 66). Hierfir
wurden alle Zellen eines optischen Feldes in die beiden Kategorien polarisiert und
nicht polarisiert unterteilt. Als polarisiert wurden alle Makrophagen bezeichnet, wel-
che einen langlichen, spindelférmigen Zellkorper aufwiesen. Nicht polarisierte Zel-
len blieben in ihrer Morphologie hingegen eher rund und zeigten maximal rudimen-
tare Pseudopodien (Abb. 3). Die Polarisation wurde als prozentueller Anteil der pola-
risierten Zellen an der Gesamtzellzahl pro mikroskopisches Gesichtsfeld angegeben

und es wurde ein Mittelwert aus mindestens 4 repréasentativen Bildern gebildet.
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Abb. 3: Veranschaulichung der Kriterien fiir die Berechnung der Polarisierungssrate.

Der Pfeil mit Nummer 1 zeigt auf eine runde Zelle, welche als nicht polarisiert betrachtet
wird. Pfeil Nummer 2 deutet hingegen auf einen langlichen, spindelférmigen Zellkorper.
Diese Zelle wird somit als polarisiert gewertet und spiegelt das Spreading wieder. Die Pola-
risierungsrate wurde aus dem prozentualen Anteil polarisierter Zellen gemessen an der Ge-
samtzahlaller Zellen berechnet.

Ein Kriterium zur quantitativen Analyse der Zellmorphologie stellte der Elongations-
index dar, welcher sich aus dem Quotienten aus maximaler Zellldnge und maximaler
Zellbreite einer Zelle berechnet (10; 120). Der minimale Wert dieses Indexes betréagt
daher 1 und spiegelt eine runde Zelle wieder. Je grolRer der Index ist, desto langlicher
(=elongierter) istdie Zelle (Abb. 4). Der Elongationsindex wurde fur jede Zelle eines
optischen Feldes angegeben.
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Abb. 4: Veranschaulichung der Kriterien fiir die Berechnung des Elongationsindex.

Der Elongationsindex wird aus dem Quotienten von Zelllange und Zellbreite berechnet. Der
Elongationsindex der Zelle auf der linken Seite betragt beispielsweise 13,9 (358,7/ 25,8).
Durch ihn ist es mdglich, die Polarisationsrate zu quantifizieren: Zellen 1-3 auf der rechten
Seite gelten alle als polarisiert, weisen jedoch unterschiedlich hohe Elongationsindizes auf.

Als letztes Kriterium der Makrophagenmorphologie wurden die Filopodien herange-
zogen. Filopodien sind fingerférmige Auslaufer des Zytoskeletts, bestehend aus pa-
rallel angeordneten F-Aktin-Filamenten, und sind unter anderem ein wichtiger Be-
standteil fur die Phagozytose (60). Hierfiir wurde einerseits das Vorhandensein von
Filopodien in der Phasenkontrastmikroskopie tberpriift, indem an Tag 7 die Makro-
phagen eines optischen Feldes auf das prinzipielle Vorhandensein von Filopodien hin
untersucht wurden, unabhdngig von der Anzahl von Filopodien pro Zelle (Abb. 5A).
Die Makrophagen, welche Filopodien enthielten, wurden prozentual als Filopodien-
positiv bezogen auf die Gesamtzahl der Makrophagen angegeben (analysiert mittels
Adobe Photoshop). Es wurde ein Mittelwert aus 4 optischen Feldern gebildet. Ande-
rerseits wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung die durchschnittliche Anzahl an
Filopodien pro Zelle bestimmt. Hierfir erfolgte eine Anférbung der Makrophagen
mit Phalloidin, konjungiert an Alexa 546. Phalloidin ist ein Toxin des Knollenbl&t-

terpilzes und weist eine hohe Affinitat fir F-Aktin auf, wodurch dieses dargestellt
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werden kann (16). Phalloidin wurde in einer Verdiunnung von 1:40 zu den Zellen
hinzugegeben (fur eine genaue Beschreibung der Probenvorbereitung und Analyse
siehe 3.6. Fluoreszenzmikroskopie). Hierdurch konnte das Aktinzytoskelett, inklusi-
ve eventuell vorhandener Filopodien, mittels Fluoreszenzmikroskop in 40-facher
VergroRerung als rot-fluoreszierendes Signal detektiert werden (Abb. 5B). Es wurde
bei jeder Zelle die Anzahl an Filopodien mittels Adobe Photoshop gezéhlt und ein

Mittelwert aus allen Zellen eines optischen Feldes ermittelt. Insgesamt wurden pro

Ansatz 4 verschiedene optische Felder ausgewertet und aus diesen wiederum ein
Mittelwert gebildet.

Abb. 5: Darstellung von Filopodien.

(A) Die Pfeile deuten auf Filopodien, welche mit einem Phasenkontrastmikroskop detektiert
wurden. (B) Durch Phalloidin-Alexa 546 (rot) angefarbte Filopodien wurden mittels Immun-
fluoreszenzmikroskop dargestellt. Die Pfeile zeigen beispielhaft auf diese Strukturen.

3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde zur Ph&notypisierung von Makrophagen sowie
zum Nachweis von Filopodien (3.5. Morphologische Analyse der Makrophagen-
kultur) und der Phagozytose (3.7. Phagozytoseassay) angewendet. Hierbei werden
Antigene (Ag) durch Bindung mit spezifischen, fluoreszenzgefarbten Antikérpern
oder anderen fluoreszierenden Liganden (z.B. Phalloidin fur F-Aktin) unter einem
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen (124). Dabei wird zwischen der direkten und
indirekten Immunfluoreszenz (IF) unterschieden. Bei der direkten IF ist der fluores-

zierende Farbstoff direkt an einen Antikorper konjugiert, der sich gegen das zu de-
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tektierende Antigen richtet. Im Gegensatz dazu werden bei der indirekten IF zweli
Antikorper verwendet. Der erste (=primare) Antikorper, welcher sich gegen das ge-
winschte Antigen richtet, ist in diesem Fall unkonjungiert. Der zweite (= sekundére)
Antikorper richtet sich gegen den priméren Antikorper und ist an einen fluoreszie-
renden Farbstoff gekoppelt. Er dient somit der Detektion des Antigen-gebundenen
Antikorpers. Im Rahmen der Studie wurde ausschliellich die indirekte Immunfluo-

reszenz angewendet.

In unserer Studie wurden Antikoper gegen CD68, welches spezifisch auf der Ober-
flache von Monozyten/Makrophagen nachgewiesen werden kann und somit als Mar-
ker fur diese Zellreihe dient, verwendet (17; 115). Antikorper gegen CD206 wurden
eingesetzt, da dieses Antigen typisch flir GM-CSF-differenzierte Makrophagen ist,
wéhrend Antikorper gegen CD163 zur Erkennung von M-CSF-behandelten M2-
Makrophagen dienen (3; 96; 115). TNFa wird von pro-inflammatorischen M1-
Makrophagen und in geringerer Menge von regenerativen M2-Makrophagen produ-
ziert, kommt aber nicht in ruhenden Monozyten vor (25; 115). Insofern dient der
Nachweis von TNFa durch entsprechende Antikorper dem Nachweis der Makropha-

gendifferenzierung.

Zur Immunfluoreszenzfarbung mit den genannten Antikérpern wurden die Makro-
phagen zundchst mit eiskaltem, 4%-igem PFA fixiert (20 Minuten, 4°C), dann mit
0,1%-igem Triton x 100 permeabilisiert (10 Minuten, RT) und schlieRlich 3 x 5 Mi-
nuten mit PBS gewaschen. Um unspezifische Antikdrperbindungen zu vermindern,
wurden die Zellen anschliefend mit PBS + 2% BSA geblockt (20 Minuten, RT) be-
vor die primdre Antikorperldsung beigefugt wurde (tber 16 h bei 4°C). Die Antikor-
per waren in 2% BSA/PBS verdinnt (anti-CD68, 20 pg/ml; anti-TNFa, 10 pg/ml;
anti-CD206, 10 pg/ml; anti-CD163, 10 pg/ml). Um die Spezifitat der Antikdrperbin-
dung zu belegen, wurden die Zellen in einem ansonsten identischen Verfahren mit
unspezifisch bindendem IgG der gleichen Spezies, Subklasse (bei monoklonalen
Mausantikorpern) und Konzentration inkubiert (125). Nachdem die Zellen mit dem
priméren Antikorper uber Nacht inkubiert wurden, wurden die Objekttrager zweimal
mit je 400 pl PBS und einmal mit 400 pl 2% BSA/PBS fur jeweils 5 Minuten auf
dem Shaker gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Anschlielend
wurde jedes Well fur 30 Minuten mit je 250 pl sekundarer Antikdrperlosung inku-

biert, welche sich gegen den priméren Antikorper richtete und mitdem Fluoreszenz-
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farbstoff Alexa 488 konjungiert war (Verdiunnung 1:100 in 2% BSA/PBS). Ab die-
sem Zeitpunkt wurde der Raum abgedunkelt, da der Fluoreszenzfarbstoff sehr licht-
empfindlichist. Nach der 30-mindtigen Inkubation folgte dreimal hintereinander ein
5-min0tiger Waschschritt mit je 400 pl PBS. Nach dem letzten Waschschritt wurde
das vorhandene PBS entfernt und der Objekttrager von der Kammer separiert, jedes
Well mit einem Tropfen DAPI-Mounting Medium bedeckt, ein Deckglas auf den

Objekttrager gelegt und dieses mit Nagellack an den Seiten versiegelt.

Nachdem die Zellen auf den zu analysierenden Marker mittels fluoreszierender Farb-
stoffe, sog. Fluorochrome, angefarbt wurden, wurden sie mit einem Immunfluores-
zenzmikroskop dargestellt. Das Immunfluoreszenzmikroskop enthélt verschiedene
Filter, wodurch nur Licht mit bestimmter Wellenlange durchgelassen wird. Durch
dieses sogenannte Anregungslicht werden die Fluorochrome angeregt und emittieren
anschlielend ein Licht, welches langwelliger ist als das Anregungslicht. Dieses
Emissionslicht ermdéglichteine optische Detektion der zu analysierenden Marker (6).
Zellstrukturen, welche mit Alexa 488 oder Alexa 546 angefarbt wurden, erscheinen
somit als grunes bzw. rotes Signal. Der Zellkern erscheint hingegen durch DAPI an-
geférbt blau. Um die Intensitat des detektierten Signals anzupassen, wurde die Be-
lichtungszeit entsprechend variiert. Innerhalb der Analyse desselben Markers wurde

die Belichtungszeit jedoch bei allen Samples identisch gehalten.

Zur Analyse der einzelnen Marker wurden die aufgenommenen Bilder in 20-facher
VergroRerung mittels Adobe Photoshop zum Nachweis der Signalspezifitatim direk-
ten Vergleich zur Isotypkontrolle ausgewertet. Die Expression der jeweiligen Marker
wurde als prozentueller Anteil der positiven Zellen an der Gesamtzellzahl pro opti-
sches Feld ausgewertet und als Mittelwert aus 4 optischen Feldern angegeben. Als
positiv wurde eine Zelle bewertet sobald in ihrem Zytoplasma der Fluoreszenzfarb-
stoff Alexa 488 griin aufleuchtete. Als negativ wurden hingegen alle Zellen gezéhit,
bei denen nur der Zellkern blau angefarbt war, aber kein griines Signal zu detektieren
war (Abb. 6).
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Abb. 6: Analyse der durch Immunfluoreszenz angeférbten Marker.

Zellkerne sind durch DAPI blau und der zu analysierende Marker mit Alexa 488 griin ange-
farbt. Die Pfeile mit Nummer 1 stellen beispielhaft Marker-negative Zellen dar, wo hingegen
ein Teil der Marker-positiven Zellen durch den Pfeil mit der Nummer 2 gekennzeichnet sind.

3.7 Phagozytoseassay

Wahrend der Wundheilung werden Zelldetritus und extravasale rote Blutzellen durch
M2-Makrophagen phagozytiert, indem sie IgG- und anderweitig opsionierte Partikel
durch Pseudopodien und Fcy-Rezeptoren in ihr Zellinneres aufnehmen (11). Die
Phagozytose stellt somit eine zentrale Rolle der Makrophagenfunktion, insbesondere
von M2-Makrophagen, dar (18; 44). Um die Fahigkeit zur Phagozytose zu Uberpri-
fen, wurden die Makrophagen nach einer Woche Zellkultur in Differenzierungsme-
dium entweder mit FITC-konjungierten Latex-lgG-Beads oder mit Fluoreszenz-
markierten roten Blutzellen inkubiert und anschlieBend mittels Immunfluoreszenz-
mikroskop auf ihre Phagozytoserate untersucht. Am Tag des Phagozytoseassays
wurden zusétzlich von jeder Behandlungsgruppe 4 représentative Phasenkontrastbil -
der in 20-facher VergréRerung aufgenommen, um die Polarisierung der Makropha-

gen mit der Phagozytoserate zu vergleichen.

Phagozytose von Latex-Beads. Um die Phagozytosefahigkeit von Makrophagen zu

uberprufen, wurde das Medium aus den in einem 8-Well Chamber Slide stimulierten
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Makrophagen bis auf ein Restvolumen von 200 pl pro Well entfernt. Dann wurden
IgG-konjungierte, fluoreszierende Latex-Partikel mit einer mittleren TeilchengroRe
von 0,1 um (Cayman Chemical) zugegeben (in 50 pl, Endverdiinnung 1:250) (127).
Nach 60 Minuten Inkubationszeit wurde das Medium entfernt und jedes Well fir 2
Minuten mit 100 pl Trypan Blue Quenching Losung (Verdiunnung 1:10) inkubiert,
um die Fluoreszenz von nicht internalisierten Beads auszuldschen. Nach 2 Minuten
wurde das Trypan Blau wieder entfernt und die Slides zweimal fir 5 Minuten mit je
400 pul Assay Puffer pro Well gewaschen, um ungebundene Latex-Beads zu entfer-
nen. Im Anschluss an die beiden Waschschritte wurden die Slides mit eiskaltem,
gefilterten PFA fixiert (4%, 400 ul pro Well, 20 Minuten), dann wiederum 3 x gewa-
schen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die gesamte Flussigkeit aus den 8-Well
Chamber Slides entfernt und der Objekttrager von der Kammer separiert. Der Ob-
jekttrager wurde mit einer Schicht Mountingmedium benetzt und dann mit einem
Deckglas bedeckt, das mit Nagellack versiegelt wurde. Der Objekttrager wurde unter
dem Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse TS100) in 20- und 40-facher Vergrolie-
rung analysiert. Zum einen wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie das FITC-
Signal (=griines Signal) erfasst, welches die Phagozytose wiederspiegelt, und zum
anderen ein Phasenkontrastbild aufgenommen. Anhand des Uberlagerungsbildes
konnte gezeigt werden, dass die Latex-Beads tatsachlich innerhalb der Zelle liegen
(Abb. 7). Der Zellkern wurde mittels DAPI visualisert (blau), welches im
Mountingmedium enthalten ist. Anhand von 4 repréasentativen Bildern in 20-facher
VergrolRerung wurde mittels Adobe Photoshop die Phagozytoserate zu jedem Treat-
ment prozentual (Phagozytose-positive Zellen x 100/gesamte Zellzahl) berechnet und
diese mit der ebenfalls Gber Photoshop analysierten Polarisierungsrate verglichen.
Als Positivkontrolle dienten Zellen, die nicht mit Trypan Blau gequencht wurden; als

Negativkontrollen dienten Praparate ohne Latex-Beads.
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Abb. 7: Auswertung der Phagozytoserate.

(A) Fluoreszenzmikroskopieaufnahme von FITC-konjungierten Latex-Beads, welche durch
Makrophagen phagozytiert wurden. Der Zellkern stellt sich durch DAPI angefarbt blau und
die aufgenommenen Latex-Beads griin dar. Zelle 1 stellt hierbei einen Makrophagen dar, der
keine Latex-Beads phagozytiert hat (Phagozytose-negativ), wahrend Zelle 2 als Phagozyto-
se-positiv eingestuft wird. (B) Merge-Bild, bestehend aus Fluoreszenzbild und Phasenkon-

trastbild.
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Phagozytose von RBCs. Um die tber 8 Tage mit GM-CSF- bzw. M-CSF-stimulierten

M1- bzw. M2-Makrophagen mit RBCs zu inkubieren, mussten zunéchst die RBCs
isoliert und vorbereitet werden. Hierfur wurde Vollblut eines Spenders in EDTA-
haltigen Réhrchen abgenommen und 1:1 mit PBS + 5 mM EDTA gemischt. Dann
wurde das Blut bei 300 g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und an-
schlieRend das Plasma und der Buffy Coat entfernt, so dass nur noch RBCs zuriick-
bleiben. Die RBCs wurden dreimal mit je 10 ml PBS gewaschen. Hierzu wurde die
Zellsuspension bei 300 g fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
das Pellet in PBS resuspendiert. Nach dem 3. Waschschritt wurden die RBCs erneut
in PBS resuspendiert und mittels eines Zellzahlers (KX-21N™, Sysmex) gezahlt
(132). Aus der Zellsuspension wurden 5x 108 Zellen entnommen, in ein 1,7 ml
Rohrchen tberfuhrt und bei 2000 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Anschlielend er-
folgten zwei Waschschritte mit je 1 ml PBS. Um die Phagozytose mittels Immunflu-
oreszenzmikroskop nachweisen zu kénnen, wurden die RBCs mit Cell Tracker Green
CMFDA markiert, welcher zundchst als 10 mM-Ldsung mit DMSO angesetzt wurde.
5 ul dieser Ausgangskonzentration wurden in 1 ml serumfreiem RPMI-Medium zu
einer 50 UM Losung verdiinnt. Das Pellet der 5 x 108 RBCs, welche zuvor gewa-
schen wurden, wurde in 1 ml Medium + 50 uM des Cell Trackers Green CMFDA
resuspendiert und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Shaker lichtgeschiitzt
inkubiert. AuBerdem wurden die RBCs mit einem Antikorper gegen das Rhesus-
merkmal D markiert, um die Phagozytose zu stimulieren. Hierflr wurden die RBCs,
welche bereits mit dem Cell Tracker markiert wurden, bei 2000 rpm fir 5 Minuten
zentrifugiert und das Pellet mit 1 ml anti-D in einer Konzentration von 100 pg/ml
inkubiert. 2 x 108 RBCs wurden schlieRlich in ein neues 1,7 ml Réhrchen tberfiihrt,
bei 2000 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert und mit 1 ml serumfreien RPMI Medium
resuspendiert. Um die Phagozytose zu testen, wurden 8 Tage alte, M-CSF-stimulierte
Makrophagen mit den vorbereiteten RBCs inkubiert. Das Protokoll entsprach hierbei
dem Versuchsablauf des Phagozytoseassays mit Latex-Beads. Statt des Trypan Blue
Quenchings wurde allerdings jedes Well nach Beendigung der Inkubationszeit
40 Sekunden mit 300 pl eiskaltem H,O behandelt, um die nicht phagozytierten RBCs
zu lysieren. Die weitere Verarbeitung und Analyse der Objekttrager erfolgte dann

wiederum analog zum Latex-Beads-Assay.
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3.8 Kultivierung von Makrophagen in Plasmaclots

Nach einer Verletzung kommt es physiologischerweise zu einer lokalen Gerinnsel-
bildung (53). Das geronnene Plasma stellt somit im Anschluss an eine Verletzung
eine mechanische Gewebsbarriere dar. Damit Makrophagen ihre Funktion in der
Wundheilung austiben kénnen, mussen sie in der Lage sein, durch das geronnene
Plasma hindurch zu dem Ort des Geschehens zu wandern. Um die Invasionsfahigkeit
von Makrophagen zu Uberprifen, wurden Monozyten in Plasmaclots eingebettet. Das
verwendete Plasma stammte von einem gesunden Individuum, dem 20 ml peripher-
vendses Vollblut in zitrathaltigen Rohrchen abgenommen und fir 20 Minuten bei
3000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiertwurde. AnschlieRend wurde das Plasma
abpipettiert und bis zur 3D-Einbettung bei -80°C eingefroren.

Fir die Einbettung wurden Monozyten mittels der Dynabeads®-No-Touch-Methode
isoliert. 3,57 x 10* Monozyten wurden dann in eiskaltes PBS/0,5% BSA in 1,7 ml
Eppendorfréhrchen uberfuhrt und fur 5 Minuten bei 2000 rpm bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und eiskalte Gerinnungsreagenzien, bestehend aus
94 ul Plasma, 6 ul CaCl; (100 mM) und 2,5 U/ml Thrombin (im Verhéltnis 1:1),
wurden dem Pellet hinzufligt. Thrombinwurde hierbei immer als letztes beigemischt,
da hierdurch die Gerinnung aktiviert wird. Dann wurden 4 bis 5 15 ul groRe Clots
moglichst schnell auf 6-Well Platten pipettiert. Zwischen den einzelnen Ansétzen
wurden die Platten fir etwa 10 Minuten umgedreht, damit die Zellen nicht am Boden
des Clots sedimentieren. Sobald die Clots vollstandig geliert waren, wurden die Kul-
turplatten wieder zurtickgedreht, die Wells mit 2 ml vorgewarmtem Kulturmedium
(mit M-CSF, GM-CSF oder untreated) gefullt und fir 7 Tage bei 37°C, 5% CO in-
kubiert. Analog zu der 2D-Einbettung wurden taglich reprasentative Bilder (pro Clot
3-4) der eingebetteten Zellen mittels Phasenkontrastmikroskop aufgenommen. Um
die Invasivitat der Makrophagen zu bestimmen, wurden die Bilder hinsichtlich Pola-
risierung (Adobe Photoshop) und Elongationsindex (Image J) analysiert. Fur die Po-
larisierung in 3D ist das Vorhandensein von invasiven Podosomen kennzeichnend.
Zellen mit einem langlichen, elongierten Zellkorper wurden als Podosomen-positiv
bezeichnet, wéhrend dessen runde Zellen als Podosomen-negativ gewertet wurden.
Es wurde der prozentuale Anteil an Podosomen-positiver Zellen gemessen an der
Gesamtzellzahl pro optisches Feld als Mittelwert aus 3-4 optischen Feldern in 5

Clots ermittelt. Die Zellinvasion wurde aulRerdem mittels Elongationsindex (Quotient
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aus maximaler Zelllange und Zellbreite) quantifiziert (10; 120). Je hoher der Elonga-
tionsindex war, desto ausgeprégter war die Invasion. Der Elongationsindex wurde fur
jede Zelle eines optischen Feldes bestimmt und als Mittelwert aller Zellen aus 3-4

optischen Feldern pro Clot in insgesamt 5 Plasmaclots angegeben.

3.9 Statistische Analyse

Die Signifikanz der einzelnen Ergebnisse wurde mittelst-Test bzw. ANOVA, gefolgt
vom Tukey’s Multiple Comparisons Test mit dem Programm GraphPad Prism 5

Uberpruft. Ein zweiseitiger p-Wert <0,05 wurde als signifikant definiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Qualitat der Monozytenpopulation

Die im Rahmen der Studie erhobenen Ergebnisse beziehen sich auf Makrophagen,
die aus Monozyten von gesunden Spendern bzw. Hamophilie-Patienten hervorge-
gangen sind. Die Monozyten wurden hierflr Uber zwei verschiedene Methoden iso-
liert. Zum einen wurden PBMCs durch die Adhésionsmethode weiter aufgereinigt,
indem PBMCs auf Plastik ausgesat wurden und nach kurzer Inkubationszeit die Non -
Monozyten, welche sich in Suspension befanden, von den adharenten Monozyten
entfernt werden konnten. Diese Art der Monozytenisolierung wurde fiir die Bestim-
mung der Polarisierung unter einem M-CSF-Stimulus verwendet. Zum anderen wur-
den Monozyten aus PBMCs (iber die Untouched-Methode mittels Dynabeads® iso-
liert. PBMCs wurden hierfir mit einem Antikdrpermix, welcher Leukozyten aul3er
Monozyten bindet, sowie mit Magnetic-Beads versetzt. Die gebundenen Zellen wur-
den anschlielend mittels Magneten von Monozyten separiert. Die so isolierten Mo-
nozyten wurden zur morphologischen Analyse, Clotinvasion, Immunfluoreszenz und
Phagozytose verwendet. Um sicherzugehen, dass diese Methode der Isolierung tat-
sdchlicheine hohe Reinheitan Monozyten hervorbringt, wurden die isolierten Zellen
flr 7 Tage mit M-CSF oder GM-CSF inkubiert, an Tag 7 fixiert und anschlielRend
per Immunfluoreszenzfarbung mitanti-CD68 markiert. CD68 diente hierbei als Mar-
ker fur Monozyten und Makrophagen (17; 115). Sowohl in Spendern als auch in
Hamophilie-Patienten lag eine tiber 90% Expression von CD68 in M-CSF- und GM-
CSF-stimulierten Makrophagen vor (Abb. 8). Dies zeigt eine hohe Reinheit von Mo-
nozyten nach Isolierung mit der Dynabeads®Untouched-Methode an und sichert
somit, dass die im Folgenden erhobenen Ergebnisse auf die Makrophagen selbst und

nicht auf eventuell andere Zellen zuriickzufiihren sind.
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Abb. 8: Monozytenisolation mit der Dynabeads® Untouched-Methode

(A), Représentative Immunfluoreszenzmikroskopiebilder (40-fache VergréRerung) von Mo-
nozyten, die mittels Dynabeads® aus PBMCs von gesunden Blutspendern sowie von Hdmo-
philie-Patienten isoliert, flr 7 Tage mit 100 ng/ml M-CSF oder 125 ng/ml GM-CSF auf Ob-
jekttrégern kultiviert, fixiert und mit anti-CD68/Alexa 488 anti-mouse I1gG (griin) angeférbt
wurden. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) markiert. (B), Anzahl CD68-positiver Mak-
rophagen pro Sichtfeld in Prozent nach 7-té&giger Zellkultur.
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4.2 Spreading und Polarisierung sind bei Makrophagen von Hamophi-
lie-Patienten vermindert

Makrophagen werden wéhrend einer Verletzung in das Wundgebiet rekrutiert, um als
Effektorzellen bei der Inflammation und Wundheilung mitzuwirken (46). Damit
Makrophagen in der Lage sind in das Wundgebiet einzuwandern, bilden sie adhédsive
Interaktionen mit der extrazelluldren Matrix aus. Die Adh&sionsfahigkeit der Makro-
phagen stelltallerdings nicht nur eine essentielle Funktion im Rahmen der Wundhei-
lung bzw. Inflammation dar, sondern spiegelt zusammen mit dynamischen Verande-
rungen des Zytoskeletts auch die Aktivierung von spezifischen Signalkaskaden und
Genexpressionsmustern wieder (75). So fihrt die Kultivierung von Monozyten mit
M-CSF in vitro sowohl zu funktionellen als auch zu morphologischen Veranderun-
gen. Funktionell leitet M-CSF die Differenzierung von Monozyten in anti-
inflammatorische M2-Makrophagen ein (25; 111). Gleichzeitig bewirkt M-CSF spe-
zifische morphologische Veranderungen, die durch ausgepréagtes Spreading und ei-

nen elongierten/polarisierten Zellphanotyp gekennzeichnetsind (38; 115).

Um diese spezifischen morphologischen VVerdnderungen von Makrophagen zu analy-
sieren, wurden Monozyten von Hamophilie-Patienten und gesunden Blutspendern
mittels Dynabeads® isoliert und tber 7 Tage in Plastikschalen zusammen mit GM-
CSF (M1-Polarisierung) bzw. M-CSF (M2-Polarisiering) kultiviert. Dabei wurden
die morphologischen Veranderungen, die bei der Makrophagendifferenzierung auf-
treten, mittels Phasenkontrastmikroskopie dokumentiert. Bei Monozyten von Spen-
dern stellte sich in Gegenwart von M-CSF relativ rasch eine morphologische Um-
wandlung von runden Zellen hin zu langlichen, spindelférmigen Zellen im Sinne
einer Polarisierung ein (Abb. 9A). Der spindelformige Phanotyp war ab Tag 3 ein-
deutig nachzuweisen (18,8% polarisierte Zellen) und nahm auch weiterhin kontinu-
ierlich zu. Insofern waren an Tag 5 44% der Zellen und an Tag 7 uber 60% aller Zel-
len polarisiert (Abb. 10A). Im Gegensatz hierzu trat bei Spendermonozyten nach
Stimulation mit GM-CSF wéhrend der 7-tdgigen Kultur kaum eine Polarisation auf
(Abb. 9B, 10A). Die geringere Polarisationsrate in GM-CSF zeigte zudem im Ge-
gensatz zu M-CSF keine kontinuierliche Steigerung, sondern nahm an Tag 3 mit
10,7% einen Maximalwert an. Danach war die Polarisation wieder leicht rucklaufig
(7,8% an Tag 5; 6,3% an Tag 7). Diese Daten reflektieren substanzielle morphologi-

sche Unterschiede von Makrophagen nach Differenzierung mit GM-CSF, welche im
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Gegensatz zu M-CSF-behandelten Makrophagen tberwiegend rund blieben, obwohl
eine GroRenzunahme ihres Durchmessers durchaus zu verzeichnen war. Es ist daher
davon auszugehen, dass diese Zellen wéhrend des Spreadingprozesses flacher wur-
den (Abb. 9B). Die vereinzelt vorhandenen Pseudopodien sahen des Weiteren grol-
tenteils verschieden zu Pseudopodien in M-CSF-stimulierten Zellen aus: Wahrend in
M2-Makrophagen (M-CSF) Pseudopodien fast immer mit einem sehr schmalen, aber
langlichen Zellkorper vergesellschaftet waren, war in M1-Makrophagen (GM-CSF)
wenn uberhaupt nur ein einzelnes Pseudopodium vorhanden, welches aus dem kuge-
ligen, spiegeleiférmigen Zellkorper empor-ragte (Abb. 9A-B). Entsprechend wurden
die Unterschiede der Polarisationsrate auch anhand des Elongationsindexes (Zelllan-
ge/Zellbreite) deutlich. Der durchschnittliche Elongationsindex pro Zelle an Tag 7
lag mit knapp 10 in M-CSF-stimulierten Spendermonozyten deutlich hoher als in
GM-CSF-stimulierten Zellen, welche auch im polarisierten Zustand deutlich weniger

verlangert aussahen (Elongationsindex < 2) (Abb. 10B).

Monozyten von Hamophilie-Patienten zeigten interessanterweise ein Adhasionsver-
halten, welches sehr stark von dem der Spendermonozyten abweichte. So war es den
Monozyten von Hamophilie-Patienten auch in Gegenwart von M-CSF kaum moglich
zu polarisieren (Abb. 9C). Eine geringgradige Polarisation konnte im Vergleich zu
Spendermakrophagen erst verzogert ab Tag 5 mit etwa 15% (Spender: 44%) festge-
stellt werden. Sie erreichte auch an Tag 7 nur einen Anteil an polarisierten Zellen
von knapp 30% (Spender: 66,5%) (Abb. 10A). Der Elongationsindex lag mit 3,0
ebenfalls stark hinter dem der Spender (Elongationsindex 9,3) zuriick (Abb. 10B).
Da die Polarisation bei einer Stimulation mit GM-CSF bereits in Spendern sehr ge-
ring war, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Spendern und Hamophilie-
Patienten bezlglich Polarisationsrate und Elongationsindex festgestellt werden. Es
wurde zwischen Tag 3 und Tag 7 eine etwa gleichbleibende Polarisation der GM-
CSF-stimulierten Monozyten von Hamophilie-Patienten auf niedrigem Niveau er-
reicht (etwa 6%) (Abb. 10A). Der Elongationsindex an Tag 7 erbrachte einen Wert
von 1,5 (Abb. 10B). Bemerkenswert ist, dass sich trotz fehlender Signifikanz bezlig-
lich Polarisation zwischen Spendern und Hamophilie-Patienten unter einem GM-
CSF Treatment die Morphologie durchaus unterscheidet. Wéhrend Monozyten aus
gesunden Spendern wie oben beschrieben in der Lage waren, sich auszubreiten und

somit abzuflachen, veranderten Monozyten aus Hamophilieblut in der Mehrzahl der
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Félle kaum ihre GrofRRe und ihr Aussehen, sondern blieben als kleine, kugelige Zellen
zurlick (Abb. 9C-D).

Die gewonnenen Ergebnisse der Polarisierung von Dynabeads®-isolierten Makro-
phagen wurden zudem durch die Verwendung von PBMCs von Patienten und Spen-
dern bestétigt. Hierbei wurden die PBMCs durch das Adhasionsverfahren aufgerei-
nigt und tber 7 Tage mit M-CSF inkubiert. Die Gabe von M-CSF flhrte wie bereits
bei der Untouched-Methode zu der typischen Polarisierung von Spendermakropha-
gen, welche bei Hamophilie-Patienten entsprechend signifikant reduziert war (Abb.
10C). Die Anzahl an prozentual polarisierten Zellen zeigte auch unter Spendern ge-
ringfugige Unterschiede, lag aber mit Werten zwischen 46,3% und 63,4% an Tag 7
stets signifikant hoher als bei den Hamophilie-Patienten, welche ebenfalls eine ge-
wisse Individualitat untereinander aufwiesen. Je nach Hamophilie-Patient wurden
Polarisationsraten von 7,6% bis zu 29,0% erreicht. Der durchschnittliche Elongation-
sindex von Spendern an Tag 7 lag mit 5,9 ebenfalls deutlich héher als der durch-
schnittliche Elongationsindex von Hamophilie-Patienten, welcher bei 2,5 lag (Abb.
10D).

Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass Monozy-
ten von Hamophilie-Patienten nicht adaquat auf den Differenzierungsstimulus von
M-CSF reagieren und daher nur eine eingeschrénkte Polarisation aufweisen. Dies
lasst auf erhebliche funktionelle Unterschiede zwischen Makrophagen von Hamophi-
lie-Patienten und gesunden Spendern schlieRRen, die wir nachfolgend untersucht ha-

ben.
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Abb. 9: Makrophagenmorphologie

Reprasentative Phasenkontrastbilder (20-fache VergroRerung) von Monozyten von Spendern
(A, B) und Hamophilie-Patienten (C, D) 7 Tage nach Dynabeads®-1solierung und Kultivie-
rung mit 100 ng/ml M-CSF (A, C) oder 125 ng/ml GM-CSF (B, D). Die eingefligte Zelle im
Bild B (obere rechte Ecke) stellt eine typische Polarisierung in GM-CSF-stimulierten Spen-
derzellen dar.
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Abb. 10: Makrophagen von Hamophilie-Patienten weisen eine ineffektive Polarisierung auf
(A-B), Spendermonozyten (D = Donor) sowie Monozyten von Hamophilie-Patienten (H)
wurden mittels Dynabeads® aufgereinigt und 7 Tage in der Gegenwart von 100 ng/ml M-
CSF oder 125 ng/ml GM-CSF kultiviert. Phasenkontrastbilder wurden in diesem Zeitraum
bezliglich Zellpolarisierung (A: prozentualer Anteil der polarisierten Zellen) und Zellelonga-
tion (B: Elongationsindex als Quotient aus Lange und Breite einer Zelle) ausgewertet. (C-D),
PBMCs von Hamophilie-Patienten (H) und Blutspendern (D = Donor) wurden auf Plastik
aufgereinigt und dann fiir 7 Tage mit 100 ng/ml M-CSF stimuliert. An Tag 7 wurden Pha-
senkontrastmikroskopiebilder beztiglich Makrophagenpolarisierung (C) und Elongation (D)
analysiert. n.s.= nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001, **** p<0,0001.
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4.3 Phagozytoseféhigkeit von Makrophagen von Hamophilen ist ver-
mindert

Eine wichtige Aufgabe der Makrophagen wahrend der Wundheilung ist das Entfer-
nen von extravasalen roten Blutkérperchen und Zellresten. Diese Aufgabe wird
durch die Phagozytose wahrgenommen. Die Fahigkeit zur Phagozytose steht in en-
gem funktionellem Zusammenhang mit der Fahigkeit zur Zellpolarisierung, da beide
Funktionen durch einen &hnlichen Mechanismus des Zytoskeletts reguliert werden
(72).

Um systematisch zu analysieren, ob Polarisierung und Phagozytose funktionell mit-
einander korrelieren, untersuchten wir zunéchst die Polarisierungsrate von Dynabe-
ads®-isolierten Spendermakrophagen in serumhaltigem Zellkulturmedium alleine
oder 8 Tage nach Zusatz von M-CSF bzw. GM-CSF + IL-4 (nur bei M-CSF) oder +
IFNY/LPS. Hierbei wurde M-CSF bzw. GM-CSF an Tag 6 durch IL-4 oder
IFNyY/LPS an Tag 6 ersetzt. An Tag 8 wurden die Makrophagen dann mit fluoreszie-
renden Latex-Beads inkubiert, um die Phagozytoserate zu bestimmen. Die Fluores-
zenzmikroskopie zeigte mit 70% die starkste Phagozytoserate nach Stimulation mit
M-CSF alleine auf, gefolgt von M-CSF + IL-4 mit 63,8%. Gleichzeitigwiesen beide
Treatments die hochste Polarisierungsrate auf (M-CSF: 77%; M-CSF + IL-4: 53%),
welche mittels Phasenkontrastmikroskopie analysiert wurde. Eine Aktivierung der
M-CSF-stimulierten Makrophagen mit den pro-inflammatorischen Zytokinen
IFNy/LPS fiihrte sowohl zu einer deutlichen Reduzierung der Phagozytoserate (46%)
als auch der Polarisierung (32,9%). Die Stimulation mit GM-CSF erzielte nur gerin-
ge Raten sowohl fir Polarisierung als auch fur Phagozytose und dieser Sachverhalt
blieb auch nach Gabe von IFNy/LPS unverandert. Die Polarisierung lag in beiden
Gruppen, GM-CSF mit oder ohne IFNy/LPS, bei ca. 13%, wahrend die Phagozytose
bei ca.13% in GM-CSF bzw. 3% nach GM-CSF + IFNy/LPS lag. Des Weiteren wa-
ren unstimulierte Monozyten kaum in der Lage zu phagozytieren (9,5%) und polari-
sierten zu einem deutlich geringeren Grad als M-CSF-behandelte Makrophagen
(28% vs. 77%). Zusammenfassend konnte bei allen Treatments ein positiver Zu-
sammenhang zwischen Polarisierung und Phagozytose aufgezeigt werden (Abb.11A,
C).

Um die gewonnenen Erkenntnisse der Phagozytoseféhigkeit nun mit Makrophagen

von Hamophilie-Patienten zu vergleichen, wurden als néchstes Monozyten von
36



Ergebnisse

Spendern und Monozyten von Hamophilie-Patienten, welche mittels der Untouched-
Methode isoliert wurden, fir 7 Tage mit M-CSF bzw. GM-CSF stimuliert und an-
schlieBend mit Latex-Beads inkubiert. Eine Stimulation mit M-CSF bzw. GM-CSF
wurde gewahlt, da sie im obigen Versuch Maximalvarianten der Phagozytosefahig-
keit darstellten: Unter M-CSF war die Phagozytose am starksten, wahrend unter GM-
CSF kaum ein Latex-Uptake erfolgte. Hierunter zeigte sich bei Spendern ein &hnli-
ches Bild wie an Tag 8: M-CSF flhrte mit 56% zu einer deutlich hdheren Phagozy-
toserate als GM-CSF mit knapp 10%, weshalb M-CSF als wichtig fur das Erlangen
der Phagozytoseféhigkeit angesehen werden kann (Abb. 11B, D). Diese Funktion
konnte M-CSF allerdings in Hamophilie-Patienten nur eingeschrankt wahrnehmen,
weshalb die Phagozytose hier nur bei 40% lag. GM-CSF-stimulierte Makrophagen
von H&mophilie-Patienten waren &hnlich wie Spendermakrophagen nur in 16% in

der Lage, Latex-Beads zu phagozytieren (Abb. 11B, D).

Fur die Pathogenese der hamophilen Arthropathie spielt die Phagozytose von roten
Blutzellen eine grolRe Bedeutung (20; 80; 99). Deshalb wurden isolierte Monozyten
von Spendern sowie von Hamophilie-Patienten in einem weiteren Versuch tber 8
Tage mit M-CSF bzw. GM-CSF und anschlieBend mit markierten RBCs inkubiert,
was in einer signifikant verminderten Phagozytoserate von in M-CSF-stimulierten
Makrophagen von Hamophilie-Patienten (24%) gegeniiber M-CSF-stimulierten
Spendermakrophagen (44%) resultierte (Abb. 11D). Unter GM-CSF-stimulierten
Zellen konnte so gut wie keine RBC Aufnahme nachgewiesen werden (Spender 0%;

Hamophilie 1,4%) (nicht gezeigt).

All diese Ergebnisse zeigen, dass M-CSF eine wichtige Rolle sowohl in der Makro-
phagenpolarisierungalsauch in der Phagozytosefahigkeit spielt und dass diese Funk-
tionen in Patienten mit Hamophilie gestort sind (Abb. 11). Dies bedeutet, dass Mak-
rophagen von Hamophilie-Patienten nur eingeschrankt fahig sind, die Entfernung
von roten Blutzellen zu bewerkstelligen. Dies wiederum kdnnte weitreichende Fol-
gen fir die Abheilung von Gelenkblutungen und somit fiir die Entstehung der hdmo-

philen Arthropathie haben.
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Donor

Hamophilie

Abb. 11: Phagozytosefahigkei ist in Makrophagen von Hamophilen vermindert
(Erklarung siehe néchste Seite)
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Abb. 11: Phagozytoseféhigkeit ist in Makrophagen von Hamophilen vermindert
(A),Dynabeads®-isolierte Spendermakrophagen wurden in serumhaltigem Zellkulturmedium
alleine (= untreated), 8 Tage nach Zusatz von M-CSF bzw. GM-CSF oder nach Zusatz von
IL-4 (nur bei M-CSF) bzw. IFNy/LPS inkubiert. In diesem Fall wurde M-CSF bzw. GM-
CSF an Tag 6 durch IL-4 oder IFNy/LPS ersetzt. An Tag 8 wurden dann die Makrophagen
mit fluoreszierenden Latex-Beads (= griin) inkubiert, um die Phagozytoserate zu bestimmen
und die Zellkerne mit DAPI (blau) angefarbt. Gezeigt werden reprasentative Fluoreszenz-
und Phasenkontrastbilder (Merge) in 40-facher VergroRerung. (B), Monozyten von gesunden
Spendern sowie von Hamophilie-Patienten wurden an Tag 7 mit FITC-konjungierten Latex-
Beads (gruin) oder an Tag 8 mit roten Blutzellen (RBCs, griin markiert) inkubiert und an-
schlieBend fixiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Gezeigt werden wiede-
rum reprasentative Fluoreszenz- und Phasenkontrastbilder (Merge) in 40-facher Vergrolie-
rung. (C), Spendermakrophagen wurden wie in (A) beschrieben behandelt, an Tag 8 bezig-
lich Polarisierung und Phagozytose analysiert. (D), Prozentuale Phagozytose von FITC-
konjungierten Latex-Beads nach 7 Tagen Kultur bzw. RBCs nach 8 Tagen Kultur in Spen-
dern und H&mophilie-Patienten unter einer M-CSF Stimulation. * p<0,05, **p<0,01.
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4.4 Reduzierte Clotinvasion von Makrophagen von Hamophilen

Nach einer Verletzung bildet der Korper einen mechanischen Wundverschluss in
Form von Thrombozyten und geronnenem Plasma, welches tUberwiegend aus Fibrin
und Plasmafibronektin besteht (4). Diese Glykoproteine bilden eine adhédsive Matrix
und tragen somit zur Rekrutierung von Monozyten bei, welche sich anschlielend zu
Makrophagen differenzieren. Entsprechend spielt die Monozyteninvasion in geron-
nenem Plasma eine wichtige Rolle im Rahmen der Wundheilung (41; 46; 53).

Um die Fahigkeit von Makrophagen von Spendern und von Hamophilie-Patienten
zur Clotinvasion zu uberprifen, wurden Monozyten von Patienten und Blutspendern
mittels Dynabeads®-Untouched isoliert, in geronnenem Plasma eingebettet und Gber
7 Tage mit M-CSF, GM-CSF oder ohne jegliche Zytokine inkubiert. Anschlief3end
wurde die Podosomenbildung als Zeichen der Invasion taglich mit dem Phasenkon-

trastmikroskop erfasst.

Wéhrend an Tag 1 unter allen Treatments noch kaum Podosomenbildung und somit
Polarisierung zu registrieren war, stieg diese in Spendern unter M-CSF an Tag 2
schlagartigauf 35% an und nahm im Laufe der 7-tdgigen Stimulation kontinuierlich
zu (Abb. 12A, C). So lag die Polarisierung an Tag 3 iber 50%, an den Tagen 4 bis 6
relativ konstant bei 65-70% und nahm an Tag 7 den Spitzenwert von knapp 80%
invasiver Zellen ein. Im Gegensatz zu M-CSF kam es unter einer GM-CSF Stimula-
tion gemessen an der Podosomenausbildung zu keiner kontinuierlichen Zunahme der
Invasionsrate, sondern eher zu einem kurvenformigen Verlauf. So konnte an Tag 2
eine fast identische Polarisierung von 35% wie in M-CSF detektiert werden, welche
an Tag 3 auf 45% anstieg und hier ihr Maximum erreichte. An Tag 4 nahm die Inva-
sion im Sinne eines Kurvenverlaufs wieder auf 30% ab und nahm ab Tag 5 ein Pla-
teau von weniger als 20% ein. Es konnte auch bei Spendermonozyten ohne Einfluss
von Zytokinen eine Invasion ab dem 2. Tag nachgewiesen werden, welche ab diesem
Tag zwischen 12% und 22% lag. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass bei
Spendermakrophagen unter M-CSF die stérkste Invasionsféhigkeit gegeben war,
welche zu jeder Zeit GM-CSF uberlegen war. GM-CSF-stimulierte Makrophagen
waren nur in der frihen Phase der Differenzierung in der Lage in den Clot einzu-
wandern und wiesen in der spaten Phase keinen Unterschied zu unbehandelten Mo-
nozyten auf. Im Gegensatz hierzu war weder bei Makrophagen von Hamophilie-

Patienten nach Behandlung mit M-CSF oder GM-CSF noch in unbehandelten Mak-
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rophagen von Hamophilie-Patienten ein Anstieg der Invasionsrate Uber 13% fest-
stellbar (Abb. 12B, D).

Diese Ergebnisse wurden mittels Elongationsindex (Zelllange/Zellbreite) am Tag der
jeweils maximalen Invasionsrate weiter quantifiziert (Abb. 12E). Dies bedeutet im
Falle von GM-CSF, dass der Elongationsindex an Tag 3 und im Falle von M-CSF
bzw. unbehandelten Monozyten der Elongationsindex an Tag 7 bestimmt wurde. Es
zeigte sich in Spendern ein nur geringfugiger Unterschied zwischen dem Index von
untreated Zellen (2,4) und dem Index von GM-CSF (3,3). M-CSF war mit einem
Elongationsindex von 6,0 den anderen beiden Treatments eindeutig Gberlegen. Der
uber M-CSF vermittelte Anstieg des Elongationsindexes als Ausdruck der Invasion
war allerdings nur in Spendermakrophagen und nicht in Makrophagen von Hamophi-
lie-Patienten vorhanden. In Makrophagen von Hamophilie-Patienten lag der Index
unabhangig von Zytokinen nie tber 2. Somit lag der Elongationsindex von Makro-
phagen von Hamophilie-Patienten in jeder Behandlungsgruppe signifikant unter dem

entsprechenden Elongationsindex von Spendermakrophagen.

Zusammenfassend konnte M-CSF als wichtiger und potenter pro-invasiver Stimulus
in gesunden Makrophagen identifiziert werden. Makrophagen von Hamophilie-
Patienten waren allerdings im Gegensatz zu gesunden Makrophagen kaum in der
Lage, unter einem M-CSF Stimulus in geronnenes Plasma einzuwandern. Dies lasst
vermuten, dass die Rekrutierung von alternativ aktivierten M2-Makrophagen in
Wunden, welche fiir eine effektive Phagozytose erforderlich ist, in Hamophilie-

Patienten nicht funktioniert.
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Abb. 12: mangelhafte Clotinvasion von Makrophagen von Hamophilie-Patienten
(Beschreibung siehe Seite 44)
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Tag 7

Abb. 12: mangelhafte Clotinvasion von Makrophagen von Hamophilie-Patienten
(Beschreibung siehe néchste Seite)
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Abb. 12: mangelhafte Clotinvasion von Makrophagen von Hamophilie-Patienten

(A-B), reprasentative Phasenkontrastbilder von Makrophagen von Spendern (A) und von
Hémophilie-Patienten (B) nach 7 Tagen in geronnenem Plasma (unbehandelt (= untreated)
oder in der Gegenwart von M-CSF und GM-CSF). (C-D), in Clot eingebettete Spendermak-
rophagen (C) bzw. Makrophagen von Hamaophilie-Patienten (D) wurden Uber die Zeit bzgl.
ihrer Podosomenbildung analysiert. (E), Makrophagenelongation wurde am Tag der starks-
ten Polarisierung (Tag 7 bei M-CSF und untreated, Tag 3 bei GM-CSF) als Quotient aus
Zelllange und Zellbreite berechnet. ****p<0,0001.
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4.5 Makrophagen von Hamophilie-Patienten reagieren inadaquat auf
M-CSF und GM-CSF

Unsere 3D-Daten zeigen, dass Makrophagen von Hdmophilie-Patienten weder nach
M-CSF noch nach GM-CSF Behandlung in der Lage sind, effektiv in Plasmaclots
einzuwandern. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse haben wir Makrophagen von Ha-
mophilie-Patienten auf Merkmale hin untersucht, die sowohl nach Gabe von M-CSF
als auch von GM-CSF eingeschrankt sind. Hierfir wurden sowohl Monozyten von
Spendern als auch von Hamophilie-Patienten mittels Dynabeads® isoliert und tiber 7
Tage mit M-CSF, GM-CSF oder ohne Zytokine stimuliert. An Tag 7 wurde der pro-
zentuale Anteil an Filopodien mittels Phasenkontrastmikroskopie bestimmt. Unter
Filopodien versteht man F-Aktin reiche, fingerartige Auslaufer des Zytoskeletts,
welche fur typische Makrophagenfunktionenwie Invasion und Phagozytose notwen-
dig sind (60).

Unbehandelte Spendermonozyten wiesen mit knapp 6% kaum Filopodien auf, wo-
hingegen 84% aller GM-CSF- und 87% aller M-CSF-stimulierten Spendermakro-
phagen diese typische Morphologie besalRen (Abb. 13A-B). Interessanterweise war
die Ausformung von Filopodien in Makrophagen von Hamophilie-Patienten sowohl
nach Stimulation mit M-CSF als auch mit GM-CSF erheblich reduziert. In beiden
Fallen lag die Filopodienrate mit 19% (GM-CSF) bzw. mit 26% (M-CSF) eher im
Bereich von unbehandelten Spendermonozyten als von differenzierten Makrophagen
(Abb. 13A-B). Diese Beobachtung konnte mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
bestatigt werden, indem adhédrente Makrophagen an Tag 7 mit fluoreszierendem
Phalloidin angeféarbt wurden, das an polymerisiertes F-Aktin bindet, und die durch-
schnittliche Anzahl von Filopodien pro Zelle ermittelt wurde. M-CSF-stimulierte
Makrophagen von gesunden Spendern wiesen im Durchschnitt 11 Filopodien pro
Zelle auf, dicht gefolgt von GM-CSF-stimulierten Makrophagen mit 9 Filopodien
pro Zelle. Im Gegensatz hierzu bildeten Makrophagen von Hamophilie-Patienten
trotz Behandlung mit M-CSF bzw. GM-CSF im Durchschnitt nur 2 Filopodien pro
Zelle aus, was wiederum der Anzahl von Filopodien in unbehandelten Spendermo-
nozyten entspricht (Abb. 13A, C). Die wenigen Filopodien, welche vorhanden wa-
ren, waren zudem in ihrer Lange verkirzt. Zusammenfassend konnte hier gezeigt

werden, dass Makrophagen von Hamophilie-Patienten auf dem Niveau von unbe-
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handelten Spendermonozyten zuriickbleiben und vermutlich nicht adaquat auf M-
CSF und GM-CSF reagieren kdnnen.

Hamophilie

GM-CSF M-CSF

untreated

Abb. 13: eingeschréankte Filopodienbildung in Makrophagen von Hamophilie-Patienten
(Beschreibung siehe néchste Seite)
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Abb. 13: eingeschrénkte Filopodienbildung in Makrophagen von H&mophilie-Patienten

(A), reprasentative Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopiebilder von gesunden Spen-
dern (Donor) und H&mophilie-Patienten 7 Tage nach Zellkultur mit M-CSF, GM-CSF oder
ohne Zytokinstimulation. Die Immunfluoreszenzbilder zeigen Uberlagerungsbilder nach
Staining mit dem Makrophagenmarker anti-CD68 (griin), Phalloidin (F-Aktin, rot) und dem
Zellkern (blau). Die Pfeile markieren beispielhaft Filopodien in Spendermakrophagen. (B-
C), Phasenkontrast- bzw. Immunfluoreszenzbilder wurden prozentual hinsichtlich Filopo-
dien-positiver Makrophagen (B) und durchschnittlicher Filopodienanzahl pro Makrophage
(C) ausgewertet. ***p<0,001.
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Um die Aktivitdit von M-CSF und GM-CSF in Makrophagen von Hamophilie-
Patienten weitergehend zu untersuchen, fuhrtenwir an Tag 7 eine immuncytochemi-
sche Uberpriifung der Proteinexpression von TNFo durch. TNFo wird typischer-
weise in differenzierten Makrophagen generiert, wobei die Konzentration in pro-
inflammatorischen M1-Makrophagen hoher ist als in alternativen M2-Makrophagen
(115). Entsprechend detektierten wir tiber 80% TNFa-positive Makrophagen nach
GM-CSF-Behandlung von Spendermonozyten. M-CSF-stimulierte Spendermakro-
phagen produzierten ebenfalls TNFa; allerdings lag die Expression mit nahezu 50%
TNFa-positiven Makrophagen unter der von GM-CSF. Unbehandelte Spendermo-
nozyten exprimierten in nur 20% der Fille TNFa, weshalb TNFa als spezifisch fur
differenzierte Makrophagen angesehen werden kann. In M-CSF-stimulierten Makro-
phagen von Hamophilie-Patienten konnte TNFa hingegen in nicht einmal 10% nach-
gewiesen werden und lag somit sogar unterhalb der TNFa-Expression in unbehan-
delten Spendermonozyten. Dem gegeniiber war die TNFa-Expression in GM-CSF-
stimulierten Makrophagen von Hamophilie-Patienten mit 40% positiven Zellen be-
deutend besser erhalten (Abb. 14A-B). Zusammenfassend zeigen die hier erhobenen
Ergebnisse, dass TNFa ein Kriterium fur differenzierte Makrophagen von gesunden
Spendern ist. Des Weiteren weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Monozyten von
Hamophilie-Patienten nicht auf eine Stimulation mit M-CSF, aber zumindest teilwei-

se auf GM-CSF reagieren.

Um das unterschiedliche Ansprechen auf M-CSF und GM-CSF in Makrophagen von
Héamophilie-Patienten genauer zu untersuchen, wurden weitere Farbungen mit Mar-
kern durchgefihrt, die spezifisch auf M-CSF bzw. GM-CSF reagieren (3; 96; 115).
Hierflr wurden adhé&rente Makrophagen an Tag 7 mit anti-CD206 angeférbt, was in
einer Expressionsrate von 66% nach Stimulation mit GM-CSF und von 15% nach
Stimulation mit M-CSF resultierte. (Abb. 14A, C). Umgekehrt resultierte die Markie-
rung mit anti-CD163 in einer Expressionsrate von 85% nach Gabe von M-CSF, wo-
hingegen keine Expression nach GM-CSF-Gaben nachgewiesen werden konnte
(Abb. 14A, C). Im Gegensatz hierzu konnte lediglich in 10% der M-CSF-
stimulierten Makrophagen von Hamophilie-Patienten eine CD163-Expression nach-
gewiesen werden. CD206, andererseits konnte noch in 35% aller GM-CSF-
stimulierten Makrophagen von Hamophilie-Patienten nachgewiesen werden (Abb.
14A, C).
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Zusammenfassend mit den Ergebnissen aus der Filopodienanalyse ist festzuhalten,
dass Monozyten von Hamophilie-Patienten nicht angemessen auf den Stimulus M-
CSF und nur eingeschrankt auf den Stimulus GM-CSF reagieren konnen. Die Ergeb-
nisse lassen auflerdem darauf schlieBen, dass M-CSF-mediierte M2-Stimuli in Ha-
mophilie-Patienten weitestgehend verloren gegangen sind, wahrend die pro-
entzindliche Wirkung von GM-CSF zumindest teilweise erhalten geblieben ist. Die-
se Resultate korrelieren mit unseren Daten, dass bei Makrophagen von Hamophilie-
Patienten die M-CSF-mediierten regenerativen Funktionen kompromitiertsind. Dies
spricht dafir, dass die inflammatorischen Funktionen, wie sie bei der hdmophilen

Arthropathie vorgefunden werden, zumindest teilweise erhalten sind.
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Abb. 14: Makrophagen von Hamophilie-Patienten exprimieren vermindert TNFo.und CD163
(Beschreibung siene néchste Seite)
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Abb. 14: Makrophagen von Hamophilie-Patienten exprimieren vermindert TNFa und CD163
(A), reprasentative Fluoreszenzmikroskopiebilder von gesunden Spendermakrophagen (Do-
nor) und Makrophagen von Hamophilie-Patienten nach einer 7-tdgigen Inkubation mit M-
CSF oder GM-CSF und anschlieBender Farbung fiir TNFa, CD206 und CD163 (griin) sowie
Anfarbung des Zellkerns mit DAPI (blau). (B), an Tag 7 wurden untreated, mit M-CSF-
stimulierte und mit GM-CSF-stimulierte Spendermakrophagen sowie mit M-CSF- bzw. GM-
CSF-stimulierte Makrophagen von Hamophilie-Patienten auf die prozentuale TNFa-
Expression analysiert. (C), Immunfluoreszenzbilder wurden hinsichtlich CD206- und
CD163- positiver Makrophagen (Donor vs. Hdmophilie) als prozentualer Anteil der Gesamt-
zellzahl nach M-CSF- bzw. GM-CSF-Behandlung ausgewertet. **p<0,01.
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5 Diskussion

5.1 Die Makrophagendifferenzierung ist bei der Hamophilie gestort

Makrophagen nehmen im Verlauf einer Gewebeverletzung eine wichtige Rolle ein.
Wahrend am Anfang der pro-inflammatorische M1-Phénotyp als Antwort auf humo-
rale Gefahrensignale (danger signals) eine Entziindungsreaktion einleitet, findet we-
nig spater ein Switch zu einem anti-inflammatorischen M2-Phanotyp statt, welcher
die Inflammation beendet und die Wundheilung einleitet (58). In dieser Arbeit konn-
te gezeigt werden, dass inshesondere die Wundheilungsfunktion von Makrophagen
in Hamophilie-Patienten dereguliert scheint. Dies stitzt sich auf die Beobachtung,
dass Monozyten von Hamophilie-Patienten unféhig sind in der Gegenwart des Zyto-
kins M-CSF, welches die Entwicklung eines anti-inflammatorischen, regenerativen
Phanotyps einleitet, zu differenzieren und zu polarisieren (25; 111). Als Folge sind
kritische regenerative Funktionen wie z.B. die Clotinvasion und Phagozytose von
RBCs bei Makrophagen von Hdmophilie-Patienten gestort. Das Zytokin GM-CSF,
welches zur Differenzierung eines pro-inflammatorischen Makrophagen-Phénotyps
eingesetzt wird, kann im Gegensatz zu M-CSF Monozyten von Hamophilie-
Patienten zumindest teilweise polarisieren (111; 115). Dies spricht dafur, dass bei
Makrophagen von H&mophilie-Patienten eine spezifische Stérung der Wundhei-
lungsfunktion vorliegt und sie sich trotz vermindertem regenerativem Potential an
der Entziindungsreaktion beteiligen konnen. Insofern postulieren wir, dass die Dere-
gulation der Makrophagenfunktion in der Himophilie mit der hamophilen Arthropa-

thie in einem funktionellen Zusammenhang steht.

5.2 Deregulierung der Wundheilungsfunktion in Makrophagen von
Hamophilie-Patienten

Wéhrend bereits viele klinische Symptome von Hamophilie-Patienten durch eine
effektive Substitutionsprophylaxe beherrscht werden, kann es dennoch zu Gelenk-
einblutungen kommen (87; 88). Diese fuhren zu einer eiseninduzierten Entziindung
und sind somit an der Entwicklung einer h&mophilen Arthropathie, welche mit einer
deutlich eingeschrénkten Lebensqualitat einhergeht, entscheidend beteiligt (28). Es
konnte des Weiteren gezeigt werden, dass teilweise bereits sehr wenige Gelenkblu-

tungen fur die Entstehung der hdmophilen Arthropathie ausreichen (67). Dieser Um-
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stand konnte darin begriindet sein, dass die Eiseniiberladung und die damit verbun-
dene Entziindung lange Gber die eigentliche Blutstillung anh&lt und sich sogar kaska-
denartig verstérkt, ohne dass eine Wundheilung stattfinden kann (28). Physiologi-
scherweise sind im Rahmen einer Entziindung etliche Zellen beteiligt, welche perfekt
aufeinander abgestimmt sein missen, um einerseits die Gefahr, die mit einer In-
flammation einhergeht, zu beherrschen und andererseits moglichst frihzeitig die
Gewebereparatur einzuleiten. Tritt eine Gewebeverletzung auf, so werden durch ab-
gestorbene Zellen endogene Gefahrensignale der DAMP-Familie freigesetzt. Diese
Signale, zu denen zum Beispiel Hitzeschockproteine, Fibronektin-Fragmente oder
ATP zahlen, fihren zu einer Rekrutierung von Granulozyten und MDMs (81; 122).
Um die zytotoxischen Effekte, welche mit der akuten Inflammation einhergehen,
maoglichst gering und lokal begrenzt zu halten, phagozytieren Makrophagen im wei-
teren Verlauf einer Entziindungsreaktion apoptotische Neutrophile und deren Meta-
bolite (122). Durch diesen Schritt wird ein Phanotypen-Switch vom inflammatori-
schen M1-Typ zum anti-inflammatorischen M2-Typ eingeleitet. Neben der Phagozy-
tose zeichnet M2-Makrophagen die Produktion von anti-inflammatorischen Zytoki-
nen wie IL-4 und IL-10 sowie von Wachstumsfaktoren wie EGF, TGF-B1 und VEGF
aus. Diese fordern die Wundheilung durch die Epithelialisierung, Angiogenese und
Bildung von narbigem Bindegewebe (24; 77). Getriggert wird der hier beschriebene
Phénotypen-Switch Uber etliche exogene Substanzen wie etwa IL-10, IL-4 oder
TGF-pB, welche iiber verschiedene Mechanismen zu einer Downregulation der Tran-
skription von pro-inflammatorischen Genen wie z.B. GM-CSF, TNFa, IL-1a, IL-1p,
IL-6 und IL-8 auf mRNA- Ebene fiihren (9; 21; 37). Neben der hier beschriebenen
M2-Aktivierung, an der etliche Zytokine beteiligt sind, ist es aber auch dem Wachs-
tumsfaktor M-CSF allein mdglich Monozyten zu einem alternativen M2-Phénotyp zu
polarisieren (25; 111). Diese Tatsache lasst vermuten, dass bei fehlenden inflamma-
torischen Stimuli der M2-Phénotyp der Makrophagenpopulation als Grundzustand
uberwiegt, um durch seine anti-inflammatorischen und regulatorischen Eigenschaf-
ten den homoostatischen Zustand aufrechtzuerhalten. Gerade daher ist es bemer-
kenswert, dass wir zeigen konnten, dass Makrophagen von Hamophilie-Patienten
nicht in angemessener Weise auf M-CSF reagieren konnen. M-CSF fiihrte bei Mak-
rophagen von Hamophilie-Patienten nicht zu der typischen spindelférmigen Polarisa-
tion, welche den anti-inflammatorischen Typ charakterisiert. Des Weiteren konnten

wichtige Aufgaben des M2-Phanotyps, wie etwa die Phagozytose und die Clotinva-
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sion von Hamophilie-Makrophagen nur unzureichend bzw. Uberhaupt nicht wahrge-
nommen werden. Somit ist der vorgegebene Mechanismus, bei dem der M2-
Phanotyp unter Steady-State Bedingungen vorherrscht, bei H&mophilie-Patienten
dereguliert. Dies lasst vermuten, dass Monozyten von Hamophilie-Patienten nicht in
der Lage sind, die komplexen Anforderungen wahrend der Inflammationund Wund-

heilung, insbesondere den Phénotypen-Switch, zu bewéltigen.

5.3 Storung der Phagozytose als Pathomechanismus der hamophilen
Arthropathie

Wir konnten in unseren Versuchen zeigen, dass es einen engen Zusammenhang zwi-
schen der Fahigkeit der Makrophagenpolarisierung und der Phagozytose von mar-
kierten Latex-Beads und RBCs gibt. Dabei war die hdchste Phagozytoserate in ge-
sunden Makrophagen zu verzeichnen, die durch M-CSF zu einem elongierten, anti-
inflammatorischen M2-Typ differenziert wurden. Nach Stimulation mit GM-CSF,
einem rundlichen, pro-inflammatorischen Ph&notyp, wurde hingegen nur ein schwa-
ches Phagozytosesignal erzielt. Die Phagozytose stellt somit eine spezifische M-
CSF-vermittelte Funktion dar, welche insbesondere fur die Wundheilung essentiell
ist. Durch die Phagozytose ist es anti-inflammatorischen Makrophagen maglich,
apoptotische Neutrophile zu eliminieren und somit die akute Inflammation zu been-
den (76; 91). Zudem kdnnen Makrophagen auch gealterte oder zerstérte RBCs pha-
gozytierenund leisten hierdurch einen wichtigen Beitrag zur RBC-Homoostase (20).
Dieser Mechanismus kénnte insbesondere bei der hamophilen Arthropathie von Be-
deutung sein, da gerade durch Gelenkblutungen freigesetzte RBCs eine eisenindu-
zierte Entzindung und in der Folge die Entwicklung einer hamophilen Arthropathie
begunstigen (80; 99; 100). Entsprechend konnten wir mit unseren Experimenten zei-
gen, dass die Phagozytosefdhigkeit in Hamophilie-Patienten stark vermindert ist.
Dies lasst darauf schlielRen, dass die zytotoxische Aktivitat von Granulozyten verlan-
gert wirksam ist und RBCs/Eisen als inflammatorische Stimuli hierdurch verstarkte
Entzindung perpetuieren. Dieses Defizit von hdmophilen Makrophagen kdnnte somit
als mitverantwortlich flr die Entwicklung der hdmophilen Arthropathie angesehen

werden.
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5.4 Die Clotinfiltration ist bei Makrophagen von Hamophilie-Patienten
gestort

Eine funktionsfahige Blutgerinnung ist einerseits wichtig, um grofere Blutverluste
nach Verletzungen durch Clotbildung zu verhindern. Andererseits wird ihr aber auch
eine entscheidende Rolle an der Gewebereparatur im Rahmen der Wundheilung zu-
geschrieben. Durch die Formierung einer stabilen Fibrin-Matrix wird die Zellprolife-
ration gefordert und inflammatorische Zellen, z.B. Monozyten, rekrutiert. Dies stellt
einen entscheidenden Schritt bei der Wundheilung dar (22; 41). In Ubereinstimmung
mit dieser speziellen Rolle der Blutgerinnung konnten Drew et al. zeigen, dass in
Fibrinogen-defizienten Mausen eine verspatete WundschlielRung stattfindet. Neben
diesem zeitlichen Aspekt bestanden weitere Unterschiede zwischen Fibrinogen-
defizienten M&usen und gesunden Mé&usen, wie zum Beispiel eine verringerte Zellin-
vasion, eine mechanische Instabilitat und eine mangelhafte Wundkontraktion (22).
Ein dhnlicher Effekt lieR sich auch in Makrophagen-defizienten M&usen beobachten.
Diese Mduse reagierten auf eine Verletzung ebenfalls mit einer verzdgerten Wund-
heilung sowie einer verzogerten Wundkontraktion. Bei einer genaueren Analyse der
Wunde fielen zudem vermehrt pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1p, MIP-2,
MCP-1 oder COX-2 bei einer zugleich verminderten anti-inflammatorischen Expres-
sion von TGFpB-1 oder VEGF auf. Des Weiteren waren neutrophile Granulozyten in
dem verletzten Gewebe Uberreprésentiert, wahrend Makrophagen aufgrund des gene-
tischen Designs der Mause fehlten. All diese Faktoren trugen letztendlich zu einer
reduzierten Angiogenese, verzogerten Reepithelialisierung, verminderten Kollagen-
Ablagerung und unzureichenden Zellproliferation bei, was sich dann entsprechend

negativ auf die Wundheilung niederschlug (32; 77).

Hamophilie-B (Faktor IX-defiziente) Mduse zeigten genau wie Fibrinogen- bzw.
Makrophagen-defiziente Mause Auffalligkeiten in der Wundheilung sowohl bei
dermalen Wunden als auch bei Wunden in Folge einer Gelenkblutung im Sinne eines
verzogerten Wundverschlusses, die im Zusammenhang mit einer verzégerten Rekru-
tierung von Wundmonozyten standen (41; 106). Es ist denkbar, dass die deregulierte
Monozyteninvasion Folge einer gestérten Gerinnung ist oder aber, dass die Monozy-
ten-/ Makrophagenfunktion unabhangig vom Gerinnungsfaktorendefizit gestort ist.
Letzteres wird durch unsere Versuche untermauert, in denen wir eine verminderte

Makrophageninvasivitatvon Hdmophilie-Patienten im Vergleich zu gesunden Spen-
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dern nachweisen konnten. Hierbei fanden wir, dass unter Behandlung mit M-CSF ein
groRer Teil gesunder Makrophagen in den Plasmaclot einwandern konnte, wahrend
Makrophagen von Hdmophilie-Patienten dazu kaum in der Lage waren. Unser Kon-
zept, dass die Stérung der Makrophagenrekrutierung gerinnungsunabhéngigist, wird
zudem durch die Tatsache gestitzt, dass die prophylaktische Substitutionsbehand-
lung mit Gerinnungsfaktoren zwar die Entwicklung der hamophilen Arthropathie
hinauszogert, sie aber letztlich nicht zu verhindern vermag (87; 88). Insofern stellen
die von uns gewonnenen Erkenntnisse ein wichtiges Argument flr Strategien zur
Korrektur der Makrophagenfunktion zusétzlich zur regelmagigen Substitutionsthera-
pie zur Vorbeugung der hdmophilen Arthropathie dar. Zudem konnte eine solche
Behandlung das erhohte Risiko postoperativer Wundheilungsstérungen bei Hadmo-

philen vermindern (39).

5.5 Makrophagen von Hamophilie-Patienten sind gegeniiber M-CSF
resistent

Die funktionellen Defizite der Makrophagen von Hamophilie-Patienten korrelieren
mit ihrer Unfahigkeit Filopodien auszubilden. Diese fingerférmigen F-Aktin-reichen
Ausléufer sind eine der Grundvoraussetzungen, um Zellfunktionen wie Wachstum,
Invasion oder Phagozytose zu aktivieren. Filopodien kénnen mit Lamellipodien in-
teragieren oder einen Signalweg Uber Integrine einleiten, was zu einer Stabilisierung
der Zelladhé&sion fihrt. Dies ist wiederum flr das Spreading notwendig (34). Des
Weiteren sind Filopodien mafgeblich an der Phagozytose von Pathogenen und Zell-
trimmern beteiligt, in dem sie die Phagozytose initiieren. Hat ein Partikel an der
Oberflache von Makrophagen gebunden, so ist es die Aufgabe der Filopodien Parti-
kel ins Zellinnere zu ziehen (16). Filopodien konnten in Spendermakrophagen so-
wohl unter einem M-CSF- als auch unter einem GM-CSF-Treatment in hoher Zahl
nachgewiesen werden, wahrend Makrophagen von Hamophilie-Patienten weder nach
Stimulation mit M-CSF noch mit GM-CSF in der Lage waren diese funktionell wich-
tigen Zellstrukturen auszubilden. In Makrophagen von Hamophilie-Patienten, welche
mit GM-CSF stimuliert wurden, konnte jedoch noch die Makrophagen-typischen
Marker TNFa und CD206 nachgewiesen werden. Dem gegeniiber stehen M-CSF-

stimulierte Makrophagen von Hamophilie-Patienten, welche weder TNFa noch den

M2-typischen Marker CD163, einen fur die RBC-Clearance zustandigen Hamoglob-
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in-Haptoglobin-Transporter, exprimieren (20; 94). Diese Ergebnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass eine Differenzierung von hdmophilen Monozyten zu in-
flammatorischen Makrophagen zumindest teilweise moglich ist. Die M-CSF-
mediierte Differenzierung hin zu einem anti-inflammatorischen M2-Phdnotyp war
hingegen ineffizient. Des Weiteren deuten die Daten auf eine wichtige Rolle der Zel-
ladhasion flr die M2-Polarisierungsfahigkeithin. Dies wird durch Studien untermau-
ert, welche zeigen konnten, dass die Interaktion von M-CSF mit dessen Rezeptor
CSF1-R zur Formierung von Zelladhasionen flhrt, die wiederum wichtige Signalwe-
ge steuern. Das Zytokin M-CSF fuhrt Gber die Aktivierung seines Rezeptors, einer
Tyrosinkinase, zur Phosphorylierung von Zytoskelettproteinen und Hochregulierung
bestimmter Gene und bewirkt dadurch einen Morphologiewechsel, der mit Sprea-
ding, Polarisierung, und Migration einhergeht. Insofern kann M-CSF durch die Aus-
bildung von Zelladhasionen als primarer Regulator fiir das Uberleben, die Prolifera-
tion und die Differenzierung von Monozyten bzw. Makrophagen angesehen werden
(93; 102). Da genau solche Funktionen wie Spreading, Polarisierung und Migration
in Makrophagen von Hamophilie-Patienten versagen, gehen wir davon aus, dass bei

Hamophilie-Monozyten eine M-CSF-Resistenz vorliegt.

5.6 Zusammenfassungund Ausblick

Die Tatsache, dass Gerinnung und Entzindung sowie Wundheilung eng miteinander
gekoppelt sind und dies in die Pathogenese verschiedener Krankheiten wie Throm-
bose oder Sepsis mit hineinspielt, konnte durch mehrere Studien belegt werden (27;
59; 63; 95; 105; 117). Insofern ist es nicht verwunderlich, dass es bei der Himophilie
— einer angeborenen Gerinnungsstérung — zu einer deregulierten Entziindungssituati-
on kommt, die sich unter anderem in Defiziten anti-inflammatorischer M2-
Makrophagenfunktionen wie Clotinvasion und Phagozytose manifestiert. Diese Sto-
rungen sind multifaktoriell und komplex und daher nicht allein durch die Substitution
von Gerinnungsfaktoren zu beseitigen. So konnte zwar in weiteren Versuchen unse-
rer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Hamophilie-Makrophagen nach Einbetten in
geronnenem Plasma in der Gegenwart von M-CSF die Expression typischer M2-
Makrophagenmarker exprimieren kénnen (56), was die enorme Bedeutung einer
funktionierenden Gerinnung fur die Wundheilung unterstreicht. Im Einklang hiermit

gelang es auch anderen Arbeitsgruppen zu zeigen, dass Thrombin sowohl durch sei-
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ne Gerinnungsfunktion als auch durch seine direkte Wirkung auf Makrophagen eine
Verbesserung — jedoch keine Normalisierung — der Wundheilung erzielen kann (73;
78). Dies andert jedoch nichts an der Tatsache, dass die Clotinvasion der Hamophi-
lie-Makrophagen in Plasma kaum moglich war. Ob die 3D-Einbettung in Plasma
eine Verbesserung der Phagozytoseféhigkeit von Hamophilie-Makrophagen und so-
mit eine effizientere Elimination von gewebeschadigenden Granulozyten, Erythrozy-
ten und deren eisenhaltigen Produkte erreichen kann, muss durch weitere Studien

Uberpruft werden.

Es ist schon langer bekannt, dass dysregulierte Monozyten bzw. Makrophagen zur
Entstehung von Krankheiten beitragen kénnen. Insbesondere bei Autoimmunerkran-
kungen wie der rheumatoiden Arthritis (RA), dem systemischem Lupus erythemato-
des (SLE) oder den chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen konnte gezeigt wer-
den, dass &hnlich wie bei der Hamophilie der pro-inflammatorische M1-Typ zu Las-
ten des regulatorischen M2-Typs Uberprasentist (122). Dies hat zur Folge, dass eine
chronische Entziindung trotz fehlendem Pathogen aufrecht erhalten wird (89). Die
fehlende Phagozytosefahigkeit, welche bei Makrophagen von Hamophilie-Patienten
eine Schllsselrolle in der Pathogenese der Arthropathie darstellt, wurde auch beim
SLE, bei der primar billidren Zirrhose, bei chronischen Wunden sowie bei der RA
beobachtet (11; 45; 47; 89). Bei der RA sowie bei der Arteriosklerose treten neben
Storungen der Makrophagenfunktion auch Stérungen der Monozytenzusammenset-
zung im Sinne einer Erhéhung der CD16*-Population auf (49; 119). Da es sehr viele
Parallelen zwischen den hier aufgezahlten Erkrankungen und der Hamophilie gibt,
stellte sich die Frage, ob der Defekt ausschliel3lich die Makrophagenfunktion betrifft
oder ob er bereits auf Monozytenebene besteht. Hierzu fand unsere Arbeitsgruppe in
weiteren Versuchen heraus, dass auch bei der Hamophilie bereits eine Stérung der
Monozytenpopulation auftritt. Diese betrifft jedoch im Gegensatz zu den oben aufge-
fihrten Erkrankungen nicht die CD14*/CD16*-Zusammensetzung, sondern zeichnet
sich u.a. in einer deutlich reduzierten Expression des M-CSF-Rezeptors CSF1-R so-
wie von Rezeptoren, die fiir die Eisenabsorption (CD163) und die Clotinvasion/ An-
giogenese (Tie2) relevant sind, aus (56). Diese Veranderungen der Monozytenfunk-
tion geben Anlass zur Spekulation, dass das Wundheilungsdefizit bei der Hdimophilie
und die hieraus resultierende chronische Entziindung von systemischen Veranderun-
gen begleitet wird, die nicht allein durch die Korrektur der Blutungsneigung zu be-

heben sind. Ob diese Veranderungen bei Hamophilen tatséachlich zur Perpetuierung
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der Gelenkzerstdrung beitragen, sollte in weiterfihrenden Studien untersucht wer-

den.

Zusammenfassend kénnen folgende Schlussfolgerungen durch die hier gewonnenen
Ergebnisse gezogen werden: 1) Das Zytokin M-CSF vermittelt in gesunden Spen-
dermakrophagen wichtige M2-Funktionen, welche fur die Beendigung einer Entziin-
dungsreaktion und fir die Einleitung der Wundheilung nétig sind. Hierzu zahlen die
Polarisierung, Phagozytose und Clotinvasion. An all diesen Funktionen ist die Zell-
adhasion beteiligt, z.B. durch die Generierung von Filopodien. 2) In Makrophagen
von Hamophilie-Patienten sind trotz M-CSF Stimulation sémtliche M2-typischen
Funktionen ineffizient. Des Weiteren sind bei diesen Makrophagen sowohl Filopo-
dien als auch typische Marker wie TNFa oder CD163 herunterreguliert. Makropha-
gen von Hamophilie-Patienten kdnnen also nicht auf M-CSF reagieren und scheinen
auf dem Niveau von unstimulierten Spendermonozyten zurlickzubleiben. Dies be-
deutet, dass Makrophagen von Hamophilie-Patienten trotz Normalisierung der Ge-
rinnung nicht durch das Gerinnsel zum Ort des Geschehens wandern kdnnen. Mak-
rophagen, die es dennoch in das Wundgebiet schaffen, kénnen das anfallende Eisen
nicht effektiv phagozytieren und somit die Entziindungsreaktion, welche zur Ent-
wicklung der hdmophilen Arthropathie beitragt, nicht aufhalten. Die Makrophagen-
dysfunktion kdnnte somit eine Schlisselstelle in der Pathogenese der hd&mophilen
Arthropathie einnehmen. 3) Wéhrend Monozyten von Hamophilie-Patienten nicht
auf M-CSF reagieren konnen, differenzieren sie unter GM-CSF zumindest teilweise
zu inflammatorischen M1-Makrophagen, was an dem Vorhandensein der Marker
TNFa und CD206 erkennbar ist. Dies bedeutet ein Missverhaltnis der Makrophagen-
Subtypen zu Gunsten von M1 mitder Folge der Verstarkung der Entziindungsreakti-
on anstelle ihrer Beendigung. 4) Wenn es gelingt die molekularen Mechanismen zu
identifizieren, die zu einer M-CSF-Resistenz und somit zu einem Missverhéltnis der
Makrophagen-Phénotypen fiihren, kdnnten neue Therapiestrategien zur Beeinflus-
sung der hdmophilen Arthropathie entwickelt werden. Denkbar ware beispielsweise,
dass eine Downregulation des CSF1-Rezeptors, wie sie unsere Arbeitsgruppein spa-
teren Versuchen nachweisen konnte (56), durch das standig vorherrschende entziind-
liche Milieufur das fehlende Ansprechen auf M-CSF verantwortlichist. In Einklang
mit dieser Hypothese konnte durch unsere Arbeitsgruppe ferner in weiteren Studien

sowohl eine CRP- als auch eine Leptin-Erhéhung in Hamophilie-Patienten nachge-
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wiesen werden (56). Leptin als auch CRP wurden bereits haufiger im Zusammen-
hang mit Entziindungen beschrieben, weshalb bei der Hamophilie wie auch bei ande-
ren Erkrankungen wie etwa bei Adipositas, kardiovaskuldren Erkrankungen oder
Diabetes mellitus von einer chronischen low-grade-Infektion ausgegangen werden
muss (15; 33; 62; 114). Somit kdnnte eine anti-inflammatorische Therapie, wie sie
beispielsweise bei der rheumatoiden Arthritis eingesetzt wird, erfolgsversprechend
sein (49). Klinische Studien, in welchen Hamophilie-Patienten intraartikular Korti-
kosteroide verabreicht wurden, untermauern, dass dieses Therapiekonzept auch bei
der hamophilen Arthropathie vielversprechend sein konnte (14; 70). Auch durch die
Gabe von anti-TNFa, anti-1L-1p, anti-IL-6 in Kombination miteiner Gerinnungsfak-
torensubstitution, oder JODI-19, einem anti-inflammatorischen Agens, konnte via
Reduktion von pro-inflammatorischen Zytokinen u.a. eine geringere Synoviahyper-
plasie und somit eine geringere Knorpelzerstérung erzielt werden (82; 116; 121;
123). Unsere Arbeitsgruppe konnte zwischenzeitlich zeigen, dass die Substitutions-
therapie mit dem Praparat Idelvion®, dem Gerinnungsfaktor IX, welcher eine ver-
langerte Halbwertszeit aufweist, in Hamophilie B-Patienten neben einer reinen Ge-
rinnungsfunktion auch anti-inflammatorische Funktionen Gbernimmt (57). Analog
hierzu konnte eine weitere Therapiemoglichkeit bei Haimophilie A die prophylakti-
sche Gabe eines rekombinant hergestellten Gerinnungsfaktors VIII, welcher mit der
Fc- Domane von IgG1 fusioniert ist (= rFVIIIFc), sein. Durch eine Interaktion zwi-
schen rFVIIIFc und dem Fc-Rezeptor auf Monozyten wird eine M2-Polarisierung
erzielt, welche sich positiv auf das vorhandene M1-M2-Missverhéltnis in Himophi-
lie-Patienten auswirken konnte. Zudem ist durch die fusionierte Fc-Doméne eine
verlangerte Bioverfuigbarkeit des Gerinnungsfaktors gegeben, wodurch es zu einer
geringeren Entwicklung von Knorpelschéden bei stattgehabter Gelenkblutung kommt
(52; 106). Ein anderer Therapieansatz kénnte auch die lokale Injektion von gesun-
den, exogenen Makrophagen sein. Diese Strategie wurde bereits bei M&usen mit ge-
storter Wundheilung erfolgreich angewendet. Nach Injektion von funktionsfahigen
Makrophagen konnte die Makrophagendysfunktion behoben werden und es stellte
sich ein schneller Wundverschluss ein (19). Da unsere Arbeitsgruppe zeigen konnte,
dass Plasma in der Lage ist unter M-CSF bei Hadmophilie-Patienten die Expression
von anti-inflammatorischen Zytokinen zu generieren, ware auch die Injektion von
intraartikularem Plasma denkbar (56). Berichte zeigen, dass dies bereits erfolgreich

angewendet wird (65).
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Das Ziel muss es sein, auf Grundlage der hier gewonnen Ergebnisse und weiterer
noch folgender Studien wieder ein Makrophagengleichgewicht in Hamophilie-
Patienten herzustellen. Dadurch waére ein Therapieprinzip geschaffen, welches den
Teufelskreis, der zur Entstehung der hdmophilen Arthropathie fuhrt, durchbrechen
kann. Folglich konnte die Arthropathie nicht nur verzdgert, sondern tatsachlich ver-
hindert werden. Etlichen Hamophilie-Patienten wiirde somit eine schwere Komplika-

tion, welche die Lebensqualitét stark einschrankt, erspart bleiben.
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Cluster of differentiation 163/ Cluster of differentiation 206
Cyclooxygenase

Colony- stimulating-factor 1- receptor
4',6-Diamidino-2-phenylindol

Desmopressin

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure
Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor

European Hemophilia Comprehensive Care Center
fetal bovine serum/ fetales Kélberserum
granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Hepatitis A-Virus

Hepatitis B-Virus

Hepatitis C-Virus

Hank’s balanced salt solution

Hypoxie-induzierter Faktor

Immunfluoreszenz

Interferon gamma

Interleukin

Lipopolysaccharid

macrophage colony-stimulating factor

monocyte chemoattractant protein

macrophage inflammatory protein
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Abkiirzungsverzeichnis

MDM:
MMP:
MvH
MRNA:
MTX:
NF-kB:
NK-Zellen:
NSAID:
PBMC:
PBS:
PFA:
P/S:
RA:
RBC:
ROS:

RPMI-Medium:

RT:
SLE:
TGFB:
TNFa:
TFPI:
untMo:

VEGF:

monocyte derived macrophages
Matrixmetalloproteinase

Makrophagen von Hdmophilie-Patienten
messenger Ribonukleinséure
Methotrexat

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
natlrliche Killerzellen

non-steroidal anti-inflammatory drugs
peripheral blood mononuclear cells
phosphate-buffered saline
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin

rheumatoide Arthritis

red blood cells, rote Blutzellen

reaktive Sauerstoffspezies

Roswell Park Memorial Institute-Medium
Raumtemperatur

systemischer Lupus erythematosus
Transforming growth factor beta
Tumornekrosefaktor alpha

tissue factor pathway inhibitor
untouched Monozyten

vascular endothelial growth factor
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9 Anhang

9.1 Uberblick der verwendeten Geriéte

Gerat Hersteller

Absauganlage

Brutschrank

CASY® Cell Counter and Analyzer
Computerprogramme

Gefrierschrank
Immunfluoreszenzmikroskop
Kihlschrank

KX-21N

Laborabzug

Magnet/ bead separation
Magnetrihrer

Moxi Z™ mini automated cell counter
Phasenkontrastmikroskop

Pipetten

(Classic PR-2; -10; -20;-200;-1000)
Shaker

Sterilbank

Vortexer

Waage

Wasserbad

Zentrifugen

Vacusafe Comfort(INTEGRA Biociences)
Hera Cell 2401 Incubator

OLS OMNI Life Science GmbH & Co, KG
Adope Photoshop

Image J

GraphPad Prism 5

UF 755G (Dometic) (-80°C)

Nikon Eclipse TS100

MP 355S (Dometic)

Sysmex

R1500 (Delta System 30)

Invitrogen

Variomag Maxi (Magnetrihrer)

ORFLO

PrimoVert (Carl Zeiss)

Rainin

Polymax 1040 (Heidolph)

Hera Safe KS ( Thermoscientific)
Vortexer lab dancer (VWR)

Analysewaage (Sartorius)

TWS8 (Julabo)

Heraeus Fresco 21 (Thermoscientific)
Heraeus Megafuge 40R (Thermoscientific)
Heraeus Megafuge 40 (Thermoscientific)

9.2 Uberblick der verwendeten Reagentien

Substanz

Alexa Fluor 488 goat anti-
mouse IgG

Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit 19G

Alexa Fluor 546 Phallodin
anti-human CD68
(monoclonal mouse)
anti-human CD163
(monoclonal mouse)
anti-human CD206
(monoclonal mouse)
anti-human RBC

Firma Katalognummer
Life technologies A11029

Life technologies A11008

Life technologies A22283

Abcam Ab955

AbD Serotec MCA1853T
AbD Serotec MCA2155T
Rockland antibodies & 109-4139

assay
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anti-human TNFa

(polylonal rabbit)

BSA

(Bovin serum albumin)
CaCl,

Cell tracker CMFDA (green)
DMSO

(Dimethylsulfoxid)
Dynabeads untouched human
monocytes Kit

EDTA

(Ethylendiamintetraessigséure)

Falcon 8-well Culture Slides
FBS (fetal bovine serum)

Fluoroshield™ with DAPI
GM-CSF

HBSS (ohne Mg?*/Ca?*)
(Hank’s balanced salt solu-
tion)

H,O

IFNy

IgG1 mouse monoclonal
IgG rabbit polyclonal

IL-4

L-Glutamin

LPS

Lymphocyte separation
Medium 1077

M-CSF

PBS pH 7,2 (1x)

PFA (Paraformaldehyd)
Pulver, wird in PBS gelost
Phagocytosis Assay Kit
(1gG FITC)

P/S (Penicillin/Streptomycin)
RBC Lyse-Puffer, selbst her-
gestellt (pH 7,3) aus:

155nM NH,4CI

10mM KHCO3

0,ImM EDTA

RPMI

(Roswell Park Memorial
Institute)

Thrombin

Triton X100

Dianova
Fisher

Merck KGaA
Life technologies
Fisher

Invitrogen Life technology

Merck KGaA

Corning Life science

PAA

Gibco Life Tech
Sigma

Mitenyi Biotec
Corning

Sigma

R&D System
Millipore
R&D

Mitenyi Biotec
PAA

Sigma
Promocell

Miltenyi Biotec
Fisher
Roth

Cayman chemical

PAA

VWR
VWR
Merck KGaA
Fisher

Sigma
Sigma
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CYT-26676

BP1600-100

1.02382.0250
C7025
BP231-100

11350D

1.08421.1000

354118
Al15-104
10270-106
F6057
130-093-865
21-022-CVR

W3500
285-1F-100
MABCO002
ab 105-C
130-093-920
M11-004
L2630
C-44010

130-096-489

0335.2

500290

P11-010

700464-10137
701095-12029
1.08421.1000

31870-025

T4393
19284
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Anhang

9.3 Patientendaten
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Tabelle 1: klinische Daten der untersuchten Hamophiliepatienten
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Tabelle 1: klinische Daten der untersuchten Hamophiliepatienten (Fortsetzung)
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Tabelle 1: klinische Daten der untersuchten Hamophiliepatienten (Fortsetzung)
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