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Zusammenfassung

Einleitung: Die allogene hamatopoietische Stammzelltransplantation (hematopoietic
stem cell transplantation, allo-HSCT) ist eine Standardtherapie zur Behandlung von
akuten Leukamien und anderen hamatologischen Neoplasien. Wesentliche
Komplikationen der allo-HSCT sind Graft-versus-Host-Disease (GVHD) und Veno-
occlusive Disease/Sinusoidal Obstruction Syndrome (VOD/SOS). Bei diesen beiden
Erkrankungen kommt es initial zu einer multifaktoriellen Schadigung der Endothelzellen
mit einer nachfolgenden endothelialen Entziindungsreaktion, die letztendlich zu
Organschéadigungen fuhren kann. Der polyklonale Antikérper Anti-Thymozyten-Globulin-
Fresenius (ATG-F) wird zur Prophylaxe der GVHD eingesetzt und das endothelprotektive
Medikament Defibrotid (DF) wird zur Prophylaxe der VOD/SOS eingesetzt. Die Wirkung
dieser beiden Standardmedikamente der allo-HSCT auf Endothelzellen ist bisher noch
nicht ausreichend experimentell untersucht worden. In dieser Arbeit soll die Hypothese
getestet werden, dass ATG-F endotheliale Funktionen hemmen und somit die
Neovaskularisierung beeintrachtigen kann. Als zweite Hypothese soll getestet werden,
dass DF endotheliale Funktionen foérdern und dadurch die endotheliale Regeneration

unterstiitzen kann.

Methodik: Mithilfe von drei in vitro Assays habe ich den Effekt von ATG-F und DF auf
Funktionen von humanen Endothelzellen, die aus der Nabelschnurvene isoliert werden
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVECS), beobachtet: 1) den Scratch Assay,
der die Proliferation und Migration misst; 2) den MTT Assay, der die Proliferationsrate
misst; und 3) den Tube Formation Assay, der die angiogene Aktivitat misst.

Ergebnisse: ATG-F hemmt die Migration und Proliferation von Endothelzellen im Scratch
Assay signifikant und bewirkt eine signifikante dosisabhéngige Inhibierung der
Zellproliferationsrate im MTT Assay. ATG-F hat jedoch keinen signifikanten Effekt auf die
angiogene Aktivitat der HUVECS im Tube Formation Assay. DF hemmt signifikant die
Zellproliferationsrate im MTT Assay und die angiogene Aktivitat der HUVECS im Tube
Formation Assay in dosisabhangiger Form. DF hat jedoch keinen signifikanten Effekt auf

die Zellmigration und -proliferation im Scratch Assay.

Schlussfolgerung: Zusammengefasst konnten in dieser Arbeit bisher unbekannte
Wirkungen von ATG-F und DF, zwei in der Transplantationsmedizin haufig verwendete

Medikamente, auf die Endothelfunktion nachgewiesen werden. Beide getesteten
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Medikamente hemmen die Funktion von Endothelzellen in dosisabhangiger Beziehung.
Dies hat potentiell wichtige klinische Implikationen. In der frihen Phase nach einer allo-
HSCT kodnnte sowohl durch ATG-F als auch durch DF ein positiver Effekt vermittelt
werden. Die GVHD-assoziierte pathologische Neovaskularisierung kénnte gehemmt
werden, was zur Reduktion des Schweregrads der akuten GVHD fuhren wirde. In der
spaten Phase nach einer allo-HSCT sind hingegen eher negative Effekte durch die
Hemmung der Endothelfunktion zu erwarten. Die Reparatur von Endothelschaden und
die physiologische Endothelregeneration kénnte gehemmt werden und potentiell zur
Verstarkung von Endothel-assoziierten Komplikationen nach allo-HSCT, wie
beispielsweise Mikroangiopathie, chronische GVHD und VOD/SOS, fuhren.



Abstract

Introduction: The allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a
standard form of therapy used in acute leukaemia and other hematological neoplasia.
Important complications are graft-versus-host-disease (GVHD) and veno-occlusive
disease/sinusoidal obstruction syndrome (VOD/SOS). Both diseases are marked by a
multifactorial damage of endothelial cells that leads to endothelial inflammatory reactions
and thus organ damage. The polyclonal antibody anti-thymocyte-globulin-Fresenius
(ATG-F) is used as prophylaxis against GVHD, while Defibrotide (DF) is used as
prophylaxis against VOD/SOS. The effects of ATG-F and DF on endothelial cells have
yet not been experimentally tested to a sufficient extent. In this work the hypothesis that
ATG-F can inhibit endothelial functions and thus impair neovascularization was tested.
Secondly, the hypothesis that DF can stimulate endothelial functions and thus promote

endothelial regeneration was tested.

Methods: Three in vitro assays were used to test the effects of ATG-F and DF on human
umbilical vein endothelial cells (HUVECS): 1) the scratch assay measures endothelial
proliferation and migration; 2) the MTT assay measures endothelial proliferation rates;

and 3) the tube formation assay measures the angiogenic activity of endothelial cells.

Results: ATG-F can significantly inhibit endothelial proliferation and migration in the
scratch assay and can dose-dependently inhibit proliferation rates in the MTT assay.
ATG-F showed no significant effects on the angiogenic activity in the tube formation
assay. DF can significantly inhibit proliferation rates in the MTT assay and the angiogenic
activity in the tube formation assay, both dose-dependently. DF showed no effects on

endothelial proliferation and migration in the scratch assay.

Conclusion: Our findings demonstrate previously unknown effects of ATG-F and DF, two
standard drugs used in the field of allo-HSCT, on endothelial cells. Both tested drugs
show inhibitory effects on the function of endothelial cells in a dose-dependent manner.
These findings may have implications for therapies targeting the endothelium. In the early
phases after allo-HSCT, both ATG-F and DF could have a positive effect by inhibiting the
pathological GVHD-associated neovascularization, and thus leading to a reduced
severity of acute GVHD. However, in later phases after allo-HSCT, the inhibitory effects

of ATG-F and DF on endothelial functions may impair endothelial regeneration and thus



promote endothelial damage. This might lead to in an increase of endothelium-associated
complications after allo-HSCT, such as microangiopathy, chronic GVHD, and VOD/SOS.



1 Einleitung

1.1 Hamatopoietische Stammzelltransplantation (HSCT)
1.1.1 Definition

Die hamatopoietische Stammzelltransplantation (hematopoietic stem cell transplantation,
HSCT) ist eine Form der Therapie, bei der einem Patienten hdmatopoietische Stamm-
und/oder Progenitorzellen als Infusion verabreicht werden. Die HSCT wird vor allem
verwendet, um maligne Erkrankungen (z.B. akute und chronische Leukamien und
Lymphome) sowie nicht-maligne Erkrankungen des blutbildenden Apparates (z.B.
Aplastische Anamie und Thalassamie major) zu behandeln (1-3).

1.1.2 Einsatz der HSCT

Die Anzahl an Patienten, die mit einer HSCT behandelt werden, nimmt jedes Jahr
kontinuierlich und stetig zu. Im Jahr 2014 wurden laut der European Society of Blood and
Marrow Transplantation (EBMT) allein in Europa 40.829 HSCT durchgefihrt. Das sind
22% mehr als im Jahr 2010 und sogar 80% mehr als im Jahr 2000 (2).

Zu den haufigsten Indikationen fur eine HSCT zahlen in Europa die lymphoiden
Neoplasien wie Plasmazellerkrankungen und Non-Hodgkin-Lymphome (57% aller HSCT
im Jahr 2014) sowie die akuten Leukamien (33% aller HSCT im Jahr 2014) (2).

In den letzten Jahrzehnten wurde das HSCT-Verfahren standig optimiert: durch eine
verbesserte Spender- und Patientenauswahl, durch die Einfihrung und Anpassung der
Konditionierungstherapie und durch moderne supportive Therapien zur Pravention von
Infektionen und Komplikationen. Hierdurch konnte tber die letzten 20 Jahre hinweg die
Gesamtmortalitat sowie die Rate an HSCT-assoziierter Mortalitdt deutlich gebessert
werden, sodass die HSCT heute eine Standardform der Therapie flr die genannten
Indikationen darstellt (1, 2, 4).

1.1.3 Verschiedene Formen der HSCT

Es gibt grundsétzlich drei Formen der HSCT: die autologe, die syngene und die allogene

HSCT. Bei der autologen HSCT stammen die infundierten Stamm- und Progenitorzellen
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vom Patienten selbst. Handelt es sich bei Spender und Empfanger um genetisch
identische Personen (eineiige Zwillinge), wird dies als syngene HSCT bezeichnet.
Werden die transplantierten Stamm- und Progenitorzellen jedoch von einem genetisch
differenten Spender gewonnen, handelt es sich um eine allogene HSCT (allo-HSCT) (2,
3, 5).

1.1.4 Allo-HSCT

Die allo-HSCT kommt vor allem bei Krankheiten zum Einsatz, bei denen das
Knochenmark des Patienten direkt von der Grunderkrankung betroffen ist, wie
beispielsweise bei einer Leukédmie (2, 3, 5, 6). Zurzeit werden die Spenderzellen aus dem
Knochenmark oder, nach Vorbehandlung mit dem Graunulozyten-Kolonie-
stimulierendem-Faktor (Granulocyte-Colony Stimulating Factor, G-CSF), aus dem
peripheren Blut eines Spenders gewonnen. Weniger haufig werden auch Stammzellen
aus dem Nabelschnurblut Neugeborener fur eine allo-HSCT verwendet (2, 7). Die
Auswahl der Spenderzellenquelle hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie zum
Beispiel vom Alter, der spezifischen Erkrankung und dem Allgemeinzustand des

Empfangers (2, 7, 8).

Der Empfanger erhélt vor einer allo-HSCT eine Konditionierungsbehandlung, die
Ublicherweise aus einer kombinierten Chemo- und Bestrahlungstherapie besteht.
Klassischerweise hat die Konditionierungstherapie zum Ziel, maligne Tumorzellen im
Patienten zu eliminieren, durch eine sogenannte Myeloablation im Knochenmark ,Platz"
fur die infundierten Spenderzellen zu schaffen und durch eine Immunsuppression des
Empféangers die Abstol3ung (graft rejection) zu verhindern und so das Anwachsen der
infundierten Spenderzellen, auch Engraftment genannt, zu ermdglichen (3, 9).

Bei einer allo-HSCT ist das Transplantat reich an hamatopoietischen Stamm- und
Progenitorzellen sowie reifen T-Zellen des Spenders. Die reifen Spenderzellen
begunstigen das Anwachsen der Spender-Stammzellen im Knochenmark des
Empfangers, ersetzen die durch die Konditionierung zerstorte Immunfunktion des
Empfangers und vermitteln zusatzlich einen potentiell vorteilhaften Graft-versus-
Tumor(GVT)-Effekt (3). Im Rahmen des GVT-Effekts werden moglicherweise verbliebene
Tumorzellen im Empfanger durch immunologische Mal3nahmen der reifen Spenderzellen

eliminiert (10).
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Zusatzlich spielen die reifen T-Zellen des Spenders auch eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung von allo-HSCT-assoziierten Komplikationen wie zum Beispiel der Graft-
versus-Host-Reaktion (graft-versus-host disease, GVHD), welche eine haufige Ursache
fur Morbiditat und Mortalitat bei Patienten nach einer allo-HSCT darstellt (3, 11, 12).

1.1.5 Komplikationen

Im Rahmen einer allo-HSCT kann es zu verschiedenen lebensbedrohlichen
Komplikationen kommen (13-15). Bedingt durch die Myeloablation im Rahmen der
Konditionierungstherapie ist das Infektionsrisiko in den ersten Wochen sehr hoch (15,
16). Vor allem virale Infektionen, insbesondere de novo Infektionen oder Reaktivierungen
des Cytomegalie-Virus, Epstein-Barr-Virus oder Herpes-simplex-Virus, stellen eine
haufige Komplikation nach einer allo-HSCT dar (14, 15). Auch die Toxizitat der
Konditionierungstherapie kann vor allem Organe schadigen, bei denen regelhaft eine
schnelle Zellteilung stattfindet, sodass beispielsweise die Stomatitis sowie die

hamorrhagische Zystitis haufige Komplikationen darstellen (17).

Die GVHD st eine haufige und gefurchtete Komplikation der allo-HSCT, die zu
erheblicher Mortalitat und Morbiditat fuhren kann (4, 6, 12). In dieser Arbeit wird auf diese

Erkrankung spater genauer eingegangen.

Zusatzlich kann es zur Manifestation eines vaskularen Endothelsyndroms kommen, zu
dem beispielsweise die Transplantations-assoziierte thrombotische Mikroangiopathie
(TA-TMA), die Vendse okklusive Lebererkrankung (veno-occlusive disease, VOD, auch
bekannt als sinusoidal obstruction syndrome, SOS), sowie das Idiopathische Pneumonie
Syndrom (IPS) zahlen. Diese Gruppe von Erkrankungen beruht gréf3tenteils auf einer
multifaktoriellen Schadigung von Endothelzellen, sodass sie sich in ihrer Klinischen
Manifestation oft Uberlappen und schwer zu unterscheiden sind (18). Auf die VOD/SOS

wird in dieser Arbeit spater ausfuhrlicher eingegangen.

1.2 Die Rolle des Endothels bei allo-HSCT-assoziierten Komplikationen

Die Endothelzellen, die eine aktive Grenzflache zwischen dem Blut und allen anderen
Geweben darstellen und unter anderem fir die ha&mostatische Balance und fir

inflammatorische Reaktionen verantwortlich sind, spielen eine wichtige Rolle in der
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Pathophysiologie von vielen allo-HSCT-assoziierten Komplikationen und Erkrankungen
(18, 19).

Im Rahmen einer allo-HSCT kann es zu einer multifaktoriellen endothelialen Aktivierung
kommen, beispielsweise durch die Konditionierungstherapie, durch freigesetzte Zytokine
aus geschadigtem Gewebe, durch Mikroorganismen, durch die prophylaktische Gabe
von Medikamenten wie Calcineurininhibitoren und durch alloreaktive Immunreaktionen
(18). All diese Faktoren kénnen zu einer physiologischen Aktivierung der Endothelzellen
fuhren. Ist diese Aktivierung jedoch anhaltend und ungebremst, kann es zu einer
Schadigung der Endothelzellen kommen, die letztendlich zu Komplikationen wie der
GVHD oder der VOD/SOS fiihren kann (18).

Die endothelialen Zellen reagieren auf die initiale Schadigung durch die
Konditionierungstherapie mit einer erhéhten Expression von Zytokinen (z.B.
Tumornekrosefaktor-a [TNFa], Interleukin 1 [IL-1], Interleukin 6 [IL-6]), sowie
Chemokinen (z.B. Interleukin 8 [IL-8], Monocyte Chemoattractant Protein 1 [MCP-1]) und
Leukozyten-Adhéasionsmolekilen (z.B. E-selectin, Interzellulares Adhasionsmolekil 1
[intercellular adhesion molecule 1; ICAM-1], Vaskulares Zelladhasionsmolekul [vascular
cell adhesion molecule 1; VCAM-1]) (20-22). Die Durchlassigkeit bzw. Permeabilitat des
Endothels wird hierdurch erhéht und Zellen, die durch die Chemo- und Zytokine angelockt
und aktiviert werden, konnen das Gewebe infiltrieren und zu entzindlichen

Organschéden fuhren (18).

Nach einer allo-HSCT kommt es im weiteren Verlauf zu einer Infiltration der entziindeten
Gewebe mit alloreaktiven Spenderzellen, die durch immunologische Aktivierung und
Mediatorenfreisetzung zusatzlich zur Gewebeschadigung beitragen kdnnen. Dies
spiegelt sich in der Tatsache wider, dass die Rate an endothelialen Komplikationen wie
GVHD, VOD/SOS oder TA-TMA nach einer allo-HSCT deutlich hoéher ist als nach einer
autologen HSCT trotz ahnlicher Intensitat der verwendeten Konditionierungstherapien
(18, 23, 24).
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1.3 Graft-versus-Host Disease (GVHD)
1.3.1 Definition und Klassifikation

Die GVHD ist eine systemisch-entziindliche Erkrankung, die als Komplikation nach einer
allo-HSCT auftreten kann (25-27). Hierbei erkennen allogene Spenderzellen die
Gewebsantigene des Empfangers als fremd und attackieren spezifisch Organe, die
solche Gewebsantigene stark exprimieren, insbesondere also die Haut, die Leber und
den Magen-Darm-Trakt (25, 26, 28).

Traditionell wurde die GVHD in eine akute und eine chronische Phase unterteilt, abhangig
von der Zeitspanne zwischen der allo-HSCT und dem Beginn der ersten Symptome.
Dabei stellten 100 Tage bis zum Symptombeginn die Grenze zwischen akuter und
chronischer GVHD dar (29). Die heutzutage allgemein akzeptierte Klassifikation
unterscheidet die akute und die chronische GVHD jedoch anhand klinischer Kriterien und
unterteilt sie in zwei verschiedene Erkrankungen mit unterschiedlichen klinischen und
histopathologischen Befunden (25-27, 29, 30).

1.3.2 Epidemiologie

Die GVHD ist eine der grof3ten Herausforderungen und eine haufige Ursache fir
Morbiditat und Mortalitéat nach einer allo-HSCT (25, 26, 31). Die akute GVHD tritt bei 30-
60% aller Patienten auf und geht mit einer Mortalitatsrate von bis zu 30% einher (25-27,
30). Die Inzidenz der akuten GVHD korreliert stark mit dem Grad der Kompatibilitat der
Humanen Leukozytenantigene (HLA) sowie dem Grad an Verwandtschaft zwischen
Spender und Empféanger. In einer HLA-kompatiblen Situation (10/10 Gewebemerkmale
passend) mit einem verwandten Spender kann die GVHD bei 35-40% der Patienten
auftreten, wahrend sie in einer HLA-inkompatiblen Situation mit einem nicht verwandten
Spender sogar bei 60-80% der Patienten auftreten kann (30). Zu den weiteren
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer GVHD zahlen beispielsweise ein hohes
Empféanger- oder Spenderalter, eine weibliche Spenderin fir einen mannlichen
Empfanger, vorausgegangene Infektionen des Spenders sowie die Transplantation von

Stammzellen, die aus dem peripheren Blut gewonnen wurden (27, 32).
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1.3.3 Klinische Manifestation

Die GVHD prasentiert sich klinisch als eine Schadigung von vorwiegend epithelialen
Geweben (33). Bei der akuten GVHD sind die klinischen Hauptmanifestationsstellen im
Kdrper die Haut, die Leber und der Magen-Darm-Trakt (26, 27, 30). Dabei ist die Haut
meist das Organ, das als erstes betroffen ist und dessen Schadigung oft mit dem
Zeitpunkt des Engraftments zusammenfallt (26, 30). Der Schweregrad der akuten GVHD
wird anhand des Ausmalies der Schadigung der drei Hauptzielorgane bestimmt und in
vier Grade nach Glucksberg eingeteilt (34, 35) (Tab. 1).

Tab. 1. Stadien- und Gradeinteilung der akuten GVHD, modifiziert nach Glucksberg.

Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4
Generalisierte
Makulopapuldses Makulopapuldses Generalisierte Erythrodermie mit
Haut | Erythem Erythem Erythrodermie bullosen
<25% der KOF 25-50% der KOF >50% der KOF Formationen und evitl.
Desquamation

Bilirubin 2.0-3.0 mg/dl;

Leber AST 150-750 1U Bilirubin 3.1-6.0 mg/dl Bilirubin 6.1-15.0 mg/dl | Bilirubin >15.0 mg/dl
Diarrhoe >90 ml/kg
Darm Diarrhoe >30 ml/kg Diarrhoe >60 ml/kg Diarrhoe >90 mL/kg g?a?rkgza%?j%nr?ilrgﬁg;
oder >500 ml/Tag oder >1000 ml/Tag oder >1500 mL/Tag .
Schmerzen, evtl. mit
lleus
KOF: Korperoberflache / AST: Aspartat-Aminotransferase
Grad (nach Glucksberg) Haut Stadium Leber Stadium Darm Stadium
I (leicht) 1-2 0 0
0 0-1 0-1
3 0 0
Il (moderat) 1-3 1 0-1
0 0-1 1
Il (schwer) 2.3 2.3 2.3
IV (lebensbedrohlich) 2.4 2.4 2.4

Die chronische GVHD kann jedes Organ befallen und présentiert sich daher mit einer
ahnlichen Symptomatik wie Autoimmunerkrankungen. Zu den am haufigsten betroffenen
Organen gehoren die Haut und Schleimhaute, Augen, Speicheldrisen, Darm, Leber und
Lunge (25, 30, 36). Die chronische GVHD kann entweder anschlieRend an eine akute

GVHD oder de novo auftreten. MalBhahmen, die die Entwicklung einer akuten GVHD
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vorbeugen, kénnen potentiell auch das Risiko fur die Entwicklung einer chronischen
GVHD senken (25, 30).

1.3.4 Pathophysiologie/Rolle des Endothels

Da sich die GVHD klinisch als Schadigung von epithelialen Zellen prasentiert, wurde sie
traditionell als Zytokin-induzierte epitheliale Erkrankung betrachtet. Allerdings konnten
mehrere Studien aufdecken, dass auch eine Schadigung und Aktivierung des Endothels
bei der GVHD auftritt (29, 33). So konnten Dumler et al. beispielsweise mithilfe
mikroskopischer Auswertungen vaskuldre Verdnderungen und Schadigungen an
Hautbiopsaten von Patienten mit akuter GVHD nachweisen (37).

Die Beteiligung des Endothels bei der Entstehung von GVHD léasst sich in drei Phasen
einteilen (33):

I) die Konditionierungsbehandlung schadigt das Endothel des Empféangers;

II) die endotheliale Schadigung fihrt zur Rekrutierung von Entziindungszellen, einer
verstarkten Neovaskularisierung und der Entwicklung einer akuten GVHD;

[l) in spateren Stadien attackieren alloreaktive Spenderzellen die endothelialen Zellen
des Empfangers, was zu einer Fibrosierung und Atrophie von Blutgefal3en fiihrt und sich
klinisch als chronische GVHD prasentiert (Abb. 1).
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Abb. 1: Die Rolle des Endothels bei der GVHD. Initial kann die Konditionierungstherapie das Endothel
schadigen (l). Wahrend der akuten entziindlichen Phase kann es zur verstarkten Neovaskularisierung
und zur Rekrutierung und Infiltration von Entziindungszellen kommen (l1). Im weiteren Verlauf kann
das Endothel durch alloreaktive Spender-T-Zellen weiter zerstort werden (l11). (Aus: Penack O. et al.
Blood 2011; 117: 4181 (33). Entworfen von T. Helms (MSKCC) und O. Penack).

Wahrend der ersten Phase kann die Endothelschadigung, verursacht durch die
Konditionierungsbehandlung, zu einer endothelialen Aktivierung fuhren mit einer
erhohten Produktion und Expression von sogenannten danger signals, zu denen

proinflammatorische Zytokine, Chemokine und Adhéasionsmolekile zahlen (30, 33).
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Diese danger signals fuhren zu einer Aktivierung von Antigenprasentierenden Zellen
(antigen presenting cells, APC) des Empfangers, wodurch T-Lymphozyten und
Antikorper rekrutiert werden und nachfolgend eine lokale Gewebeentziindung eintreten

kann (vgl. Kapitel 1.2).

Wahrend der zweiten Phase steht die Neovaskularisierung im Vordergrund. In mehreren
Studien konnte eine erhéhte Dichte an Gefaf3en in GVHD-erkrankten Organen, zum
Beispiel in Mausmodellen und in menschlichen Hautbiopsaten, nachgewiesen werden
(33, 37-39). Riesner et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass die Neovaskularisierung
vor allem wéhrend der ersten Tage nach einer allo-HCST stattfindet (d+1 bis d+2) (40).
Die durch den Endothelschaden rekrutierten Immunzellen kénnen nun aufgrund der
verstarkten Neovaskularisierung einfacher in die betroffenen Organe migrieren und diese

weiter schadigen (33).

In der dritten Phase der GVHD kommt es durch immunologische Reaktionen zu einer
weiteren Endothelschadigung. Reife, alloreaktive T-Zellen und Naturliche Killerzellen des
Spenders konnen aufgrund der vorausgegangenen Neovaskularisierung die Organe des
Empfangers infiltrieren (ab d+7), und durch immunologische Reaktionen die
Empfangergewebe als fremdartig erkennen und daraufhin angreifen (14, 40). Diese
Reaktion wird zum Beispiel durch Unterschiede im Haupthistokompatibilitatskomplex
(major histocompatibility complex, MHC) zwischen Spender und Empfanger, also vor
allem in einer HLA-inkompatiblen Situation, ausgelost. In einer HLA-inkompatiblen
Situation kénnen die alloreaktiven Spenderzellen alle MHC-I-positiven Gewebe erkennen
und schadigen. Doch auch in einer HLA-kompatiblen Situation (10/10 Gewebemerkmale
passend) kann eine GVHD auftreten, wenn die alloreaktiven Spenderzellen Minor
Histokompatibilitaétsantigene (miHAs) des Empféangers erkennen. MiHAs sind kleine
Peptide, die an den MHC gebunden sind und von Proteinprodukten des Empfangers
stammen (3, 30, 41). Da die Alloantigene, die durch die alloreaktiven Spenderzellen
erkannt werden konnen, ubiquitdr im Empfanger vorkommen, kann die GVHD,
insbesondere in der chronischen Form, stark einer chronischen viralen Infektion mit

vielfaltigen Manifestationen ahneln (3, 30).

Zusammengefasst ist die GVHD assoziiert mit Endothelschaden, verstarkter

Neovaskularisierung und Gewebezerstorung durch alloreaktive Spenderzellen.

18



1.3.5 Medikamentdse Therapie

Zur Primartherapie der akuten GVHD gehdren Steroiden sowie supportive MaRnahmen.
Abhangig von der jeweiligen Organmanifestation und vom Schweregrad der Erkrankung
konnen die Steroide sowohl topisch, beispielsweise bei der isolierten Haut-GVHD, oder
systemisch und in unterschiedlicher Dosierung verabreicht werden (27). Die
Zweitlinientherapie bei Nichtansprechen auf die systemischen Steroide umfasst
zahlreiche weitere Optionen. Neben einer Intensivierung der Erstlinientherapie gehéren
die extrakorporale Photopherese (extracorporeal photophoresis, ECP), bei der
Leukozyten-angereichertes Plasma des Patienten einer kontrollierten UV-A-Bestrahlung
ausgesetzt wird, und die Immunsuppression durch Mycophenolat-Mofetil (MMF) zu den

am haufigsten angewendeten Zweitlinientherapien (27).

Die Therapie der chronischen GVHD erfolgt je nach Schweregrad und
Organmanifestation. Bei der milden Form der chronischen GVHD kommen vor allem
topische Malinhahmen sowie niedrig-dosierte systemische Steroide zum Einsatz. Die
moderate und schwere Erkrankungsform wird mit systemischen Steroiden behandelt,
gegebenenfalls auch in Kombination mit anderen Immunsuppressiva wie Cyclosporin A
(CsA) oder Tacrolimus. Je nach Organmanifestation bestehen zudem zahlreiche weitere

supportive Therapieoptionen (36).

1.3.6 Pravention

Um die Entwicklung einer GVHD nach einer allo-HSCT zu verhindern, gibt es mehrere

Praventionsmoglichkeiten.

Die T-Zelldepletion (t-cell depletion, TCD) stellt dabei die effektivste Methode dar, um das
Risiko einer GVHD zu senken (1). Bei der TCD werden die alloreaktiven Spenderzellen,
die in der Pathogenese der GVDH eine wichtige Rolle spielen, in vitro oder in vivo
eliminiert oder in ihrer Funktion gehemmt (24). Bei der TCD in vitro werden die reifen
Spender-T-Zellen durch verschiedene Mechanismen selektiert und aus der
Stammzelltransfusionslosung entfernt, bevor der Empfanger sie im Rahmen der allo-
HSCT erhalt. Die TCD in vivo besteht aus der medikamentdsen Gabe von Antikdrpern
wie Anti-Thymozyten-Globulinen (ATG) oder Alemtuzumab (monoklonaler Antikorper

gegen das Glykoprotein CD52 auf der Zelloberflache von T-Lymphozyten), die durch
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immunologische MalRBnahmen wie Komplementaktivierung oder zellvermittelte
Zytotoxizitat die Spender-T-Zellen eliminieren kénnen (3, 30, 41). Eine weitere in vivo
Moglichkeit zur Pravention der GVHD ist die Gabe von Immunsuppressiva wie
beispielsweise MMF, Methotrexat (MTX), CsA oder Tacrolimus, die die Funktion der

alloreaktiven Spenderzellen hemmen kdnnen (24).

1.4 Anti-Thymozyten-Globulin (ATG)
1.4.1 Definition und Indikation

Anti-Thymozyten-Globuline (ATG) sind polyklonale 1gG-Antikérper, die durch die
Immunisierung von Kaninchen oder Pferd mit humanen Thymozyten, T-Zellen oder T-

Zelllinien gewonnen werden.

Ursprunglich wurde ATG zur Pravention und Therapie von akuten Absto3ungsreaktionen
bei solider Organtransplantation entwickelt und ist hierfur seit vielen Jahren zugelassen
(42).

Im Rahmen einer allo-HSCT ist ATG zur Prophylaxe der GVHD zugelassen und ist vor
allem bei Patienten, die ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer schweren GVHD
haben, indiziert (30, 31, 43). Die prophylaktische Gabe erfolgt tblicherweise einige Tage
vor der allo-HSCT (d-3 bis d-1), um bereits zum Zeitpunkt der Infusion eine ausreichend

hohe Serumkonzentration aufzuweisen (42-44).

1.4.2 ATG-Praparate

Es gibt drei verschiedene ATG-Préparate, die haufig zur Prophylaxe der GVHD
verwendet. Das erste Praparat, ATG-Pharmacia (Atgam; USA), wird durch
Immunisierung von Pferden gewonnen und enthalt Antikbrper gegen Thymozyten. Die
anderen beiden ATG-Praparate, Thymoglobulin (USA) und ATG-Fresenius (ATG-F;
Deutschland), werden durch Immunisierung von Kaninchen gewonnen. Thymoglobulin
enthalt Antikdrper gegen humane Thymozyten wéhrend ATG-F Antikérper gegen die T-

Zell-leuk&mische Jurkat-Zelllinie enthalt (45).
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Durch die Gabe von ATG-F und Thymoglobulin kann die Inzidenz von akuter und
chronischer GVHD gesenkt werden (43, 46). Die Gabe von Atgam hat sich bisher nur in
der Behandlung der Aplastischen Anamie bewahrt (47).

Beim Vergleich der beiden Kaninchen-ATGs zeigte sich, dass Thymoglobulin die Rate an
akuter GVHD in hohen Dosierungen senken konnte und mit einer erhOhten Rate an
letalen Infektionen und verspateter hdmatopoietischer Rekonstitution einherging (31, 48).
Auf der anderen Seite zeigte ATG-F eine reduzierte Rate an akuter GVHD ohne ein

signifikant erhdhtes Infektions- oder Malignomrezidivrisiko (46).

1.4.3 Wirkungsweisen

Die genauen immunologischen Wirkmechanismen der ATG-Praparate sind bisher noch
nicht vollstandig bekannt. Zu den Hauptmechanismen des ATG-F z&hlt die Depletion von
T-Zellen und Naturlichen Killerzellen, also eine Inaktivierung der alloreaktiven
Spenderzellen, die fur die Entwicklung einer GVHD entscheidend sind (41). Die Zell-
Depletion findet hauptsachlich Uber eine Komplement-Aktivierung sowie Uber die

Induktion einer Apoptose statt (45, 49).

In den letzten Jahren wurde in Studien festgestellt, dass die Wirkung des ATG-F nicht
nur auf der Zell-Depletion beruht, sondern noch viele weitere immunologische
Reaktionen umfasst. ATG-F enthalt als Gemisch polyklonaler 1gG-Antikdrper nicht nur
Antikorper, die an T-Zellen binden, sondern auch Antikérper mit Bindungsaffinitat zu
anderen Zellen wie Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten, Nattrliche Killerzellen
und B-Zellen (31, 45, 50). Dartber hinaus kann ATG-F die Expression von
Adhésionsmolekilen, Chemokin-Rezeptoren und die Aktivitat regulatorischer T-Zellen
modulieren (45, 48, 49). So konnte in Studien gezeigt werden, dass ATG-F
dosisabhangig die Expression der Adhasionsmolekile CD11b, CD18 und CD62L auf
Lymphozyten und Neutrophilen reduziert und somit dessen Interaktion mit Endothelzellen
beeinflussen kann (45, 50). Zusatzlich kann ATG-F die Apoptose von B-Zellen induzieren
und durch eine Aktivierung von regulatorischen T-Zellen die Anzahl und Aktivitat von APC
vermindern und somit zu einer Reduktion der Spender-spezifischen Antikorper flihren
(45, 51, 52).
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1.4.4 Effekt auf Endothelzellen

Da die Rolle der Endothelien in einer allo-HSCT-Situation in den letzten Jahren mehr an
Bedeutung gewonnen hat, wurde auch die Interaktion von ATG-Praparaten mit
Endothelzellen in einigen Studien untersucht. Wie bereits oben erwahnt, kann ATG-F
durch Modulation der Leukozyten dessen Interaktion mit Endothelien beeinflussen (45,
50). Kanzler et al. konnten zusatzlich zeigen, dass ATG-F an Endothelzellen binden kann
und dadurch die endotheliale-leukozytéare Interaktion auch von Seiten der Endothelzellen

beeinflussen kann (53, 54).

Die Bindung von ATG-F an Endothelzellen geschieht Uber endotheliale
Oberflachenrezeptoren wie die IgG-bindenden Brambell-Rezeptoren (FcRn), ICAM-1
(CD54) und E-selectin (CD62E), die vor allem von aktivierten Endothelzellen exprimiert
werden (53). Die endotheliale Bindung von ATG-F fiihrt sowohl in vitro als auch in vivo
zu einer verminderten endothelialen Expression von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1
und VCAM und reduziert dadurch die Interaktion zwischen Leukozyten und
Endothelzellen, wodurch weniger proinflammatorische Molekile freigesetzt werden
konnen (44, 50, 53, 55). Zudem verhindert die ,Umhullung“ der Endothelzellen mit ATG-
F, dass diese als APC fungieren kénnen, wodurch weniger Antikdrper-produzierende B-

Zellen aktiviert werden kdonnen (49).

Durch eine verminderte Interaktion zwischen Endothelzellen und Leukozyten kann ATG-

F also die Entziindungsreaktion, die im Rahmen einer allo-HSCT stattfindet, eindammen.

1.5 Veno-occlusive Disease/Sinusoidal Obstruction Syndrome (VOD/SOS)
1.5.1 Definition und klinische Manifestation

Die Ventse Okklusive Leberkrankheit (veno-occlusive disease, VOD), auch sinusoidal
obstruction syndrome (SOS) genannt, ist eine obliterative Entztindung der terminalen
hepatischen Venolen und gehért zusammen mit der GVHD zu einer der
lebensbedrohlichsten Komplikationen nach einer allo-HSCT (56, 57). Von den
zahlreichen Erkrankungen, die zum vaskuldren Endothelsyndrom zahlen, ist die
VOD/SOS bisher am besten charakterisiert.

Die VOD/SOS manifestiert sich klinisch durch Zeichen der Leberschadigung wie

Hyperbilirubindmie, = Hepatomegalie = und  Gewichtszunahme  aufgrund  von
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Flissigkeitsakkumulation (58, 59). Seit den 1980ern werden die Baltimore- und die
Seattle-Kriterien zur Diagnostik der VOD/SOS verwendet (60). Im Jahr 2016 hat die
European Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) neue Kriterien definiert,
die nun auch eine late onset VOD/SOS bei Erwachsenen mit Erkrankungsbeginn nach
dem 21. Tag bertcksichtigen (61). Da bis zu 20% aller Kinder erst nach dem 30. Tag an
VOD/SOS erkranken und etwa ein Drittel der Patienten keine Hyperbilirubinamie
aufweisen, hat die EBMT zusatzlich eigene diagnostische Kriterien flr Kinder definiert
(60).

1.5.2 Epidemiologie

Die VOD/SOS tritt bei bis zu 5% aller Patienten nach einer autologen HSCT und bei ca.
5-15% aller Patienten nach einer allo-HSCT auf (62). Einige Autoren beschreiben deutlich
hohere Inzidenzraten, was moglicherweise auf die Verwendung verschiedener
Studiendesigns und Einschlusskriterien sowie uneinheitlicher diagnostischer Kriterien
zurUckzufiahren ist (60, 63, 64). So betragt die Gesamtinzidenz bei Kindern mit hohem
Risiko bis zu ca. 30% (65, 66). Zu den Risikofaktoren zahlen insbesondere
vorbestehende Lebererkrankungen, systemische Entziindungen, eine allogene HSCT
sowie hohe Dosierungen der konditionierenden Bestrahlungs- und Chemotherapie (57,
63). Die Gesamtinzidenz der VOD/SOS ist in den letzten Jahren deutlich gesunken, unter
anderem aufgrund des Einfihrens einer intensitatsreduzierten Konditionierungstherapie

sowie hochaufldsender HLA-Typisierungsmethoden (18, 64).

Trotz der relativ geringen Gesamtinzidenz stellt die VOD/SOS eine bedeutende
Komplikation der HSCT dar, da ein Fortschreiten der Erkrankung mit Multiorganversagen
zu einer Mortalitatsrate von bis zu 90% flhrt (24, 67, 68).

1.5.3 Pathophysiologie/Rolle des Endothels

Bei der VOD/SOS kommt es durch die konditionierende Chemo- und Bestrahlungs-
therapie zu einer initialen Schadigung der sinusoidalen Endothelzellen der Lebervenen.
Aufgrund der anfallenden Metabolite der Chemotherapeutika kann es zu einem
Verbrauch der Antioxidantien kommen, die die Leberzellen vor freien Radikalen schiitzen

konnen. Zusatzlich kommt es durch die Bestrahlungstherapie zu einer vermehrten
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endothelialen Bildung von TNFa, IL-18 und IL-6, was die kapillare Permeabilitat erhdht
und toxisch auf die Sinusendothelzellen wirkt und somit zu dessen Dysfunktion beitragt
(69-71). Durch eine verstarkte Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1
an der Oberflache der geschadigten Sinusendothelzellen, kommt es zur Aktivierung von
Leukozyten, die zusatzlich proinflammatorische Zytokine freisetzen und zur weiteren
Schadigung der Sinusendothelzellen beitragen kénnen (72, 73). Diese l6sen sich
voneinander ab und formen sich rund, sodass es zu einem Verlust der physiologisch
engen endothelialen Fenestration mit grof3en Licken in der Sinuswand kommt.
Erythrozyten und Leukozyten kénnen in den Disse-Raum, der die Sinusendothelzellen
von den Hepatozyten trennt und der Ort des Stoffaustauschs ist, gelangen und die Zellen
der Sinuswand weiter ablosen. Letztendlich kdnnen die abgeldsten Zellen
(Sinusendothelzellen, Kupffer-Zellen, Ito-Zellen) innerhalb des Sinuslumens
embolisieren und zu einer Obstruktion der nachgeschalteten hepatischen Zentralvene mit
vermindertem Blutfluss fiihren. Durch ein subintimales Odem der hepatischen
Zentralvene wird dessen Obstruktion weiterhin verstarkt. (18, 69, 72, 74, 75) (Abb. 2).
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Abb. 2: Pathomechanismus der VOD/SOS. Die Konditionierungstherapie und proinflammatorische
Zytokine schéadigen Endothelzellen der Lebersinusoide, die sich voneinander lI6sen. Erythrozyten und
Leukozyten gelangen in den Disse-Raum und fuhren zu einer verstarkten endothelialen Dislokation.
Die abgeltsten Zellen embolisieren innerhalb des Sinuslumens und fihren zu einer Obstruktion der
nachgeschalteten hepatischen Zentralvene. Zusétzlich kann es im Rahmen der sinusoidalen
Schadigung zu einer prokoagulatorischen Situation mit Aktivierung der Thrombozyten und
Fibrinablagerung kommen. (Modifiziert nach Nadir und Brenner (76)).
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Bei Patienten mit VOD/SOS lassen sich erhdhte Werte fur prokoagulatorische Parameter
wie das Gewebethromboplastin (tissue factor; TF), der Gewebespezifische
Plasminogenaktivator (tissue plasminogen activator, t-PA) und Prothrombinfragmente bei
gleichzeitig erniedrigten Werten flr antikoagulatorische Parameter wie Antithrombin 11l
und Protein C nachweisen, was insgesamt auf eine prokoagulatorische Situation hinweist
(75). Nach heutigen Kenntnissen ist die Hyperkoagulabiliat in der Pathophysiologie der
VOD/SOS jedoch héchstwahrscheinlich ein sekundares Epiphenomen aufgrund der
weitlaufigen lobularen Schadigung und nicht die Ursache der Schadigung, wie
ursprunglich angenommen (75). Die sinusoidale Schadigung kann dabei zu einer
Freisetzung von prokoagulatorischen Faktoren und zu einer Initiierung der
Gerinnungskaskade mit verminderter Fibrinolyse fihren (56, 72, 75). Zuséatzlich kann die
Freisetzung von Zytokinen und des von-Willebrand-Faktors die Thrombozyten-
Aggregation und -Adhéasion stimulieren (72). Es kann also zu einer prokoagulatorischen
Situation mit einer vermehrten Bildung und einem verringerten Abbau von Thromben

kommen, die zur weiteren Obstruktion der Lebersinusiode beitragen kann (73).

Im weiteren Verlauf der VOD/SOS Uber mehrere Tage und Wochen hinweg, kommt es
durch Aktivierung der Ito-Zellen zu einer progressiven Obliteration der hepatischen
Sinusoide und Zentralvenen durch intra- und perivaskulare Kollagenablagerung sowie
weitlaufige Fibrosierung, was nachfolgend zur Entwicklung einer Leberinsuffizienz bis hin

zum lebensbedrohlichen Multiorganversagen fiihren kann (57, 75).

Da ein okklusiver bzw. fibrotischer Verschluss der Lebervenolen keine zwingende
Voraussetzung fur die klinische Manifestation der VOD/SOS ist, sondern nach heutigen
Kenntnissen eher als eine nachfolgende Lasion gilt, und die toxische Schéadigung der
sinusoidalen Endothelzellen die fundamentale L&sion darstellt, wurde die Erkrankung von
Veno-occlusive Disease (VOD) zu Sinusoidal obstruction syndrome (SOS) bzw. zur
Kombination VOD/SOS umbenannt (57).

1.5.4 Therapie

Die Therapie der VOD/SOS konzentriert sich auf die symptomatische Behandlung.
Hierzu zahlen die Uberwachung des Flissigkeits- und Elektrolythaushalts, eine adaquate

Oxygenierung, sowie das Vermeiden von weiteren Leber- und Nierenschadigungen (57).
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Vor allem Patienten mit einer schweren VOD/SOS benétigen eine dber die
symptomatische Therapie hinausgehende pharmakologische Behandlung (57). Die

pharmakologischen Optionen sind heutzutage jedoch noch sehr eingeschrankt.

Eine antikoagulatorische und fibrinolytische Therapie durch die Gabe von
gewebsspezifischem Plasminogenaktivator und Heparin zeigte sich ineffektiv hinsichtlich
des Gesamtiiberlebens und geht zudem mit signifikanten Blutungskomplikationen einher
(67, 75). Sie wird deswegen in den Europdaischen Leitlinien zur Therapie der VOD/SOS
nicht mehr empfohlen (56). Eine immunsuppressive Therapie durch die Gabe von
Methylprednisolon kann zwar das Gesamtiberleben erh6hen, geht jedoch mit einer

erhdhten Infektionsgefahr einher (67).

Die Gabe von Defibrotid (DF) stellt die einzige kausale Therapieform der VOD/SOS dar
(56). DF verbessert sowohl die klinische Symptomatik als auch das Gesamtiberleben
und ist aufgrund seines geringen Nebenwirkungsspektrums auch das einzige in Europa

zugelassene pharmakologische Mittel zur Therapie der VOD/SOS (56, 57).

1.5.5 Pravention

Da es heutzutage noch keine hocheffektiven Moéglichkeiten zur Therapie der VOD/SOS

gibt, stellt die Pravention eine wichtige und auch effektive MalRnahme dar.

Bereits vor der allo-HSCT sollten vorhandene und potentielle Risikofaktoren vermieden
und minimiert werden. Dazu gehort zum Beispiel das Vermeiden von hepatotoxischen
Medikamente sowie die Behandlung von akuten Lebererkrankungen (62). Auch die Wahl
einer Konditionierungstherapie mit reduzierter Strahlenintensitat (reduced intensity
conditioning, RIC) sowie die Gabe von T-Zell-depletierten Stammzellinfusionen kann die
Entwicklung einer VOD/SOS vorbeugen (57, 62).

Zudem gibt es auch pharmakologische Mdglichkeiten zur Pravention der VOD/SOS. Die
Gabe von Heparin oder Antithrombin zur Behandlung der prokoagulatorischen Situation
zeigte widerspruchliche Daten hinsichtlich der Effektivitdt und wird aufgrund des hohen
Blutungsrisikos heutzutage nicht mehr standardméafig empfohlen (56, 62, 77). Die Gabe
von Ursodesoxycholsdure, welches zur Behandlung einiger anderer Lebererkrankungen

wirksam ist, kann die Inzidenz sowie die Mortalitat der VOD/SOS senken (67). In
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klinischen Studien konnte zudem gezeigt werden, dass die Gabe von DF die Inzidenz
von VOD/SOS in bestimmten Situationen signifikant senken kann (78).

1.6 Defibrotid
1.6.1 Definition

Defibrotid (DF) ist eine Mischung aus 90% einzelstrangigen und 10% doppelstrangigen
Nukleinsdurepolymeren. Es wird aus der Depolymerisation von DNA der

Darmschleimhaut von Schweinen gewonnen (22, 79).

1.6.2 Indikation/Anwendung

Im Jahr 2004 wurde DF aufgrund der geringen Pravalenz von VOD/SOS zunachst als
Arzneimittel fur seltene Leiden bzw. orphan drug ausgewiesen. Seit 2013 ist DF nun zur
Therapie der schweren VOD/SOS nach einer allo-HSCT bei Kindern (>1 Monat),
Jugendlichen und Erwachsenen in Europa zugelassen und ist aufgrund seiner geringen
Nebenwirkungsrate sehr gut vertraglich (21, 62, 80). Die Gabe erfolgt intravents ab dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung in einer Dosierung von 25mg/kgKG/d tber mindestens
21 Tage (80).

Zur Prophylaxe der VOD/SOS ist DF in Europa bisher nicht zugelassen. In einer Phase-
[lI-Studie mit padiatrischen Patienten (<18 Jahre) konnten Corbacioglu et al. jedoch
zeigen, dass die Inzidenz von VOD/SOS nach HSCT signifikant gesenkt werden konnte

durch die Gabe von DF ab dem Zeitpunkt der Konditionierungstherapie (78).

1.6.3 Wirkungsweisen

Die genauen Wirkmechanismen des DF sind komplex und nach heutigem Kenntnistand
noch ungewiss. Zu den zwei wichtigsten Wirkmechanismen im Hinblick auf die VOD/SOS
zahlen die Schutzfunktion gegentber Endothelzellen sowie die Wiederherstellung der

thrombotisch-fibrinolytischen Balance (73).

Bezuglich der hAmostatischen Balance wurden schon einige Eigenschaften des DF in
Studien beschrieben. DF kann das fibrinolytische System aktivieren, indem es eine

27



erhohte Funktion des Gewebespezifischen Plasminogenaktivators (tissue plasminogen
activator, t-PA) bei gleichzeitig reduzierter Aktivitdt des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-
1 (PAI-1) bewirkt (20, 81). Zusatzlich kann DF zu einer reduzierten Synthese des
Gewebethromboplastins (tissue factor; TF) und des von-Willebrand-Faktors (VWF)
fuhren, wahrend die Expression des Thrombomodulins und des TF-Inhibitors erhéht sein
kann (21, 81, 82). Daruber hinaus kann DF die Produktion von Prostaglandin-12 und -E2
hemmen, wodurch eine verminderte Thrombozytenaggregation entsteht (79, 83).

Zusammengefasst bewirkt DF also eine anti-thrombotische, profibrinolytische Situation.

Zudem werden DF auch anti-tumordse Eigenschaften zugeschrieben, da es sowohl das
Tumorwachstum hemmen als auch die anti-tumorésen Eigenschaften einiger

Chemotherapeutika steigern kann (84, 85).

1.6.4 Effekt auf Endothelzellen

DF gilt als endothelschiitzendes Medikament mit anti-inflammatorischen, anti-
apoptotischen sowie anti-ischamischen Eigenschaften in Bezug auf Endothelzellen (20-
22, 73).

Uber einige Oberflachenrezeptoren wie die Adenosinrezeptoren-Al und -A2 sowie die
Rezeptoren ICAM-1 und LFA-1 kann DF an Endothelzellen binden (20, 86, 87). Die
Bindung von DF an die Oberflache von Endothelzellen bewirkt eine verminderte
Expression von Oberflachen-Adhasionsmolekilen wie ICAM-1 und VCAM-1, eine
verminderte Expression des VWF, sowie eine gehemmte Aktivierung von
proinflammatorischen Signalwegen wie p38MAPK (20, 21, 85). Zusatzlich kann es zu
einer erhdhten Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) und einer gesteigerten Aktivitat der
NO-Synthase kommen (85). AuRerdem konnte in Studien gezeigt werden, dass DF
endotheliale Zellen vor TNFa-vermittelter Zytotoxizitdt und Fludarabine-mediierter

Apoptose schiitzen kann (88).

Durch diese anti-inflammatorischen, anti-oxidativen und anti-apoptotischen
Eigenschaften kann DF das Endothel vor Entziindungsreaktionen, oxidativem Stress und
Zelltod schitzen und somit als endothelialer Beschitzer eine potentielle

Gewebsschadigung verhindern (20, 21, 85).

28



1.7 Fragestellungen

Aus der vorhandenen Literatur lasst sich ableiten, dass ATG-F und DF mit Endothelzellen
interagieren und die Expression von zahlreichen Oberflachenrezeptoren sowie die

endotheliale Interaktion mit Leukozyten beeinflussen kénnen.

Uber die Wirkung von ATG-F und DF auf endotheliale Funktionen ist jedoch bisher nur
wenig oder widersprichliches Wissen bekannt.

Insbesondere die Wirkung von ATG-F auf die Neovaskularisierung, die einen wichtigen
Mechanismus in der Pathogenese der GVHD ausmacht, ist noch ungewiss. Diese Arbeit
beruht daher auf der Hypothese, dass ATG-F in vitro endotheliale Funktionen hemmen
und somit die Neovaskularisierung beeintrachtigen kann. Folgende Fragestellung soll

bearbeitet werden:

Kann ATG-F durch die Hemmung endothelialer Funktionen wie Proliferation, Migration
und Angiogenese die Neovaskularisierung hemmen und zu einer verminderten Rate an
GVHD fuhren?

DF soll als zweite Substanz in dieser Arbeit behandelt werden. DF gilt als
Protektor/Beschiutzer der Endothelzellen, da es an sie binden kann und anti-
inflammatorische, anti-oxidative sowie anti-apoptotische Eigenschaften besitzt. Die
genauen Wirkmechanismen auf endotheliale Funktionen wie die Proliferation, Migration
und Angiogenese werden nach heutigem Kenntnisstand jedoch widersprichlich diskutiert
und gelten als ungesichert. Die zweite Hypothese dieser Arbeit besagt, dass DF als
endothelprotektives Medikament in vitro endotheliale Funktionen fordern und dadurch die
endotheliale Regeneration unterstitzen kann. Folgende Fragestellung soll hierzu

untersucht werden:

Kann DF durch die Verbesserung endothelialer Funktionen wie Proliferation, Migration
und Angiogenese die Endothelregeneration nach initialer Schadigung fordern und somit
zu einer verminderten Rate an Endothel-assoziierten Erkrankungen wie VOD/SOS, TA-
TMA und GVHD fihren?
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2 Material und Methoden

Mithilfe von drei in vitro Assays habe ich den Effekt von ATG-F bzw. DF auf endotheliale
Funktionen beobachtet, um meine Fragestellungen zu beantworten. Hierzu verwendete
ich drei in vitro-Assays, die unterschiedliche Funktionen endothelialer Zellen

beschreiben:

1) Der Scratch Assay, der die endotheliale Proliferation und Migration misst;
2) Der MTT Assay, der die Proliferationsrate von Endothelzellen misst;

3) Der Tube Formation Assay, der die angiogene Aktivitat von Endothelzellen misst.

2.1 Zelllinien

Far alle Versuche verwendete ich humane Endothelzellen, die aus der Nabelschnurvene
isoliert werden (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVECS). Die HUVECS
wurden mir freundlicherweise von Prof. Verena Stangl (Center for Cardiovascular
Research, Berlin) bereitgestellt. Ich erhielt die HUVECS in einem gefrorenen Zustand und
bewahrte sie in einem Tank mit flussigem Stickstoff auf. Je nach Bedarf taute ich etwa

eine Woche vor den geplanten Assays neue HUVECS auf.

Fur die Kultivierung der HUVECS in T-75 Zellkulturflaschen mit Standard-
Wachstumsoberflache fir adharente Zellen (Sarstedt, Nimbrecht, D) verwendete ich das
Endothelial Growth Medium 2 (EGM-2; Lonza, Walkersville, USA; angereichert mit dem
EGM-2-SingleQuots™ Kit. human epidermal growth factor (hREGF), Hydrokortison, GA-
1000 (Gentamicin + Amphotericin-B), 2% fetal bovine serum (FBS), vascular endothelial
growth factor (VEGF), human fibroblast growth factor B (hFGF-B), recombinant insulin-
like growth factor 1 (R3-IGF-1), Ascorbinsaure und Heparin). Das Wachstum der
HUVECS kontrollierte ich jeden Tag mikroskopisch und prufte die Zellkulturen auf
Kontamination. Das EGM-2-Medium wechselte ich alle 3-4 Tage.

Die Zellen wurden bei einer Temperatur von 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von
100% und einem CO2-Gehalt von 5% im COz-Inkubator (Modell C170, Binder, Tuttlingen,
D) gehalten. Zur Passagierung von konfluenten Zellkulturen wurden die HUVECS mit
phosphate buffered saline (PBS; gibco®, Carlsbad, USA) gewaschen und anschlie3end
fur 3-4 Minuten mit Trypsin enzymatisch von der Zellkulturflasche (Sarstedt, NUmbrecht,

D) abgeldst. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden die gelésten HUVECS in EGM-2-
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Medium resuspendiert und jeweils ca. 1x108 Zellen in neue T-75 Zellkulturflaschen
uberfuhrt. Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

Da HUVECS kontaktinhibiert sind, wird die weitere Vermehrung der Zellen bei
vollstandiger Konfluenz eingestellt. Deswegen wurden fir alle drei Assays HUVECS aus
Zellkulturflaschen verwendet, die eine Konfluenz von ca. 60-70% erreicht hatten, um

optimale Wachstumsbedingungen sicherzustellen (Abb. 3).

Abb. 3: Mikroskopische Aufnahme von HUVECS mit ca. 60-70% Konfluenz in einer T75-
Zellkulturflasche bei 10-facher VergréRerung.

Fur jeden neuen Versuch taute ich neue HUVECS auf und verwendete sie fir den
jeweiligen Assay zwischen Passage 2 und 4. Ubriggebliebene Zellen, die nicht fir die
Versuche verwendet wurden, wurden entweder verworfen oder erneut eingefroren in
einem Medium aus 70% RPMI-Medium, 20% FBS und 10% Dimethylsufoxid (DMSO).

Alle Arbeiten mit den HUVECS erfolgten unter sterilen Bedingungen an der
Sicherheitswerkbank Safe 2020 (Thermo Scientific).
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2.2 Anti-Thymozyten-Globulin

Fur alle Versuche verwendete ich den polyklonalen Antikérper ATG-Fresenius (ATG-F;
Neovii Biotech, Gréfelfing, Deutschland), der durch Immunisierung von Kaninchen mit der

humanen Jurkat T-lymphoblastischen Zelllinie gewonnen wird.

In allen Versuchsreihen verwendete ich vier verschiedene Konzentrationen von ATG-F:
10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml und 200 pg/ml. Diese Konzentrationen liegen innerhalb
der Reichweite von 10-350 pg/ml, die typischerweise wéhrend einer Behandlung mit
ATG-F in der dublichen Gesamtdosis von 60 mg/kg Koérpergewicht im Serum

nachgewiesen werden kdnnen (89).

Alle Versuche mit ATG-F wurden in Quadruplikaten durchgefuhrt. Zusatzlich wurde jeder
Versuch ein- bis dreimal wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu

gewabhrleisten.

2.3 Defibrotid

Alle drei Assays filhrte ich zusatzlich auch mit Defibrotid (DF; Difetelio®, Gentium Spa,
Villa Guardia, IT) durch. DF ist eine komplexe Mischung aus Oligodesoxyribonukleotiden,

die aus der Darmschleimhaut von Schweinen gewonnen wird.

In meinen Versuchen setzte ich drei verschiedene Konzentrationen von DF ein: 10 pg/ml,
100 pg/ml und 500 pg/ml.

Alle Versuche mit DF wurden in Quadruplikaten durchgefuihrt. Zusétzlich wiederholte ich
jeden Assay ein- oder zweimal, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu

demonstrieren.

2.4 Scratch Assay

Der Scratch Assay ist ein Versuch, der die Untersuchung der Migration und Proliferation
von Endothelzellen erméglicht. Die Zellmigration und -proliferation sind zwei wichtige

Schritte in der Neovaskularisierung.

Fur den Scratch Assay habe ich HUVECS in EGM-2-Medium in eine 12-Well-
Zellkulturplatte (Sarstedt, Numbrecht, D) in einer Konzentration von 1*10° Zellen pro Well
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Uberfuhrt. Als die Zellen eine Konfluenz von ca. 70% erreicht hatten, habe ich mithilfe
einer sterilen 10-100 pl Pipettenspitze einen kreuzférmigen Defekt, scratch genannt, in
den Zellenrasen eines jeden Wells gekratzt. Dabei habe ich die Pipettenspitze mit
maoglichst konstantem Druck und gleichbleibender Geschwindigkeit im 90°-Winkel tUber
den Zellrasen gekratzt. Nach dem scratch wurde das EGM-2-Medium entfernt und die
Zellen mit frischem, warmem EGM-2-Medium einmal gewaschen, um die toten Zellen zu
entfernen. AnschlieRend wurde das Testmedium (ATG-F oder DF, gelést in EGM-2-
Medium) auf die Zellen gegeben. Als Positivkontrolle diente EGM-2-Medium ohne die
Testsubstanz und als Negativkontrolle das Endothelial Basal Medium 2 (EBM-2; Lonza,

Walkersville, USA), welches keine zusatzlichen Wachstumsfaktoren enthalt.

Unmittelbar nach dem scratch (Oh) sowie nach einer Inkubationszeit von 21 Stunden
(+21h) bei 37°C und 5% CO2 machte ich eine mikroskopische Aufnahme jedes Wells in

4-facher Vergro3erung, beide Male méglichst von derselben Stelle des scratches.

Anschliel3end habe ich mithilfe des Programms Image J (90) die Flache des scratches
bestimmt. Die Flachenwerte von Oh und +21h habe ich miteinander verglichen, um den
prozentualen Anteil der Zellmigration festzustellen (Abb. 4). Hierfir verwendete ich

folgende Formel:

Flichenwert (+21h)

% Wundheilung = 100 — [( Flachermwert (Oh) ) X 100].
1. Zellen 2. scratch 3. 1x waschen 4. Foto (Oh) 5. Foto (+21h) 6. Analyse der Flache
aussaen

mit Medium mit image J

+

Testsubstanz :

pos. = EGM-2
i = ATG 10 pg/ml
1x105 Zellen/Well gelbe Spitze ATG 50 pg/ml
(10-100u1) ATG 100 pg/ml
ATG 200 pg/ml
neg. = EBM-2

o

Abb. 4: Schematische Darstellung des Ablaufs eines Scratch Assays, beispielhaft mit ATG-F. Nach
dem Ausséen der Zellen in eine 12-Well-Zellkulturplatte (1.) wird mithilfe einer Pipettenspitze ein
kreuzférmiger Defekt, scratch genannt, in den Zellrasen gekratzt (2.). AnschlieRend werden die
Testsubstanzen (Positivkontrolle, Negativkontrolle, z.B. ATG-F 10, 50, 100 und 200 ug/ml) auf die
Zellen gegeben und die Platte inkubiert (3.). Jeweils direkt nach dem scratch (Oh) sowie nach einer
Inkubationszeit von 21 Stunden (+21h) wird ein mikroskopisches Foto von mdglichst derselben Stelle
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jedes scratches gemacht (4. und 5.). AnschlieRend werden die Flachenwerte der scratches mithilfe
des Programms Image J bestimmt und miteinander verglichen, um den prozentualen Anteil der
Zellmigration festzustellen.

2.5 MTT Assay
Der MTT Assay misst die Proliferationsrate von Zellen.

Fur den Proliferationsversuch habe ich den MTT Cell Proliferation Assay (ATCC®,
Manassas, USA) verwendet. Die HUVECS wurden in drei 96-Well-Mikrotiterplatten
(Sarstedt, Nimbrecht, D) in einer Konzentration von 1-2*10% Zellen pro Well tberfihrt.
Die Platten wurden fur jeweils 24 Stunden (D+1), 48 Stunden (D+2) oder 72 Stunden
(D+3) mit ATG-F oder DF in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Als
Positivkontrolle verwendete ich EGM-2-Medium und als Negativkontrolle EBM-2-
Medium. Nach der jeweiligen Inkubationszeit habe ich 10 yl MTT Reagent (ATCC®,
Manassas, USA) in jedes Well pipettiert. Durch die mitochrondriale Reduktase der
HUVECS wird das gelbliche MTT Reagent zu violetten Formazan-Kristallen reduziert
(Abb. 5). Nach einer weiteren Inkubationszeit von 3 Stunden habe ich jeweils 100 ul
Detergent Reagent (ATCC®, Manassas, USA) in jedes Well gegeben und die Platte fur
mindestens 3 Stunden oder Uber Nacht inkubiert, bis alle Formazan-Prazipitate, die sich
durch Zugabe des MTT Reagent gebildet hatten, aufgeldst waren. Die optische Dichte
habe ich mit einem Spektrophotometer (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, San

Francisco, CA, USA) bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen.
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Violette Kristalle

Abb. 5: Prinzip des MTT Assays. Nach Hinzufiigen des gelblichen MTT Reagents im MTT Assay
wird dieses durch die mitochondriale Reduktase der HUVECS zu violetten Formazan-Kristallen
reduziert. Diese werden durch die Zugabe des Detergent Reagents aufgeldst und anschlieRend
kann die optische Dichte mit einem Spektrophotometer bestimmt werden.

2.6 Tube Formation Assay

Der Tube Formation Assay misst die Fahigkeit von Endothelzellen, kapillarahnliche
Strukturen, sogenannte tubes, zu bilden. Er ist somit ein Versuch, der fir die Bestimmung

der angiogenen Aktivitat von Endothelzellen verwendet wird.

Fur den Tube Formation Assay habe ich mithilfe einer abgeschnittenen 10-100 pl
Pipettenspitze jeweils 40 pl aufgetautes Matrigel® (Corning, NY, USA) in Wells einer 96-
Well-Mikrotiterplatte (Sarstedt, Nimbrecht, D) gegeben. Die Platte wurde fir 30-45

Minuten bis zum Erstarren des Matrigels inkubiert.

Vorsichtig, um das Matrigel nicht zu schadigen, habe ich jeweils 1*10* HUVECS in 100
pl EGM-2-Medium, angereichert mit den entsprechenden Testsubstanzen (ATG-F oder
DF), in die Wells gegeben. Nach 6 Stunden wurden stichprobenartig 3-5 mikroskopische
Bilder pro Well gemacht, die anschlieend mit dem Programm Image J (90) und dem
entsprechenden Skript ,Angiogenesis Analyzer‘, programmiert und bereitgestellt von

Gilles Carpentier (91), ausgewertet wurden.
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2.7 Statistische Analysen

Die statistischen Berechnungen wurden mithilfe der Statistiksoftware GraphPad Prism,
(Version 7.0 fur Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com) durchgefihrt.

Fur den Tube Formation Assay und den MTT Assay sind die Werte an die Positivkontrolle
angeglichen und in Prozentzahlen angegeben; dabei stellt die Positivkontrolle den Wert
100% dar.

Alle Ergebnisse werden als arithmetisches Mittel + Standardfehler des Mittelwertes
(standard error of the mean, SEM) dargestellt. Fir die statistische Analyse wurde der
einfaktorielle ANOVA-Test und anschlie3end der Dunnett-Test angewendet, welcher ein
multipler Vergleichstest zur Bestimmung von signifikanten Unterschieden zwischen den
Mittelwerten einer  einzelnen Kontrollgruppe und den verbleibenden
Behandlungsgruppen ist. Statistische Signifikanzen werden folgendermal3en dargestellt:
ns = nicht signifikant, * = p < 0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001, **** = p<0.0001.

2.8 Reagenzien und Geréate

Tabelle 2: Reagenzien

ATG-Fresenius Neovii Biotech
Defibrotid Gentium SpA
EBM-2 Lonza
Matrigel® Basement Membrane Mix Corning
PBS gibco
Trypsin gibco

Tabelle 3: Kits
EGM-2-SingleQuots™ Kit Lonza
MTT Cell Proliferation Assay ATCC
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Tabelle 4: Geréate und Sonstiges

CO2-Inkubator C170 Binder
Inversmikroskop AE31 Trinokular Motic
Mikroskopkamera Moticam 3.0 MP Motic

Pipetboy Integra Biosciences
Pipettenspitzen (2ul, 10ul, 100ul, 1000ul) Sarstedt, Eppendorf
Pipettierhilfe Eppendorf
Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt

Sicherheitswerkbank Safe 2020

Thermo Scientific

Spektrophotometer SpectraMax Plus 384

Molecular Devices

T75 Zellkulturflaschen

Sarstedt

Wasserbad Memmert
Zentrifuge Megafuge® 1.0 R Heraeus
12-Well-Platte Sarstedt
96-Well-Platte Sarstedt
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3 Ergebnisse

3.1 Versuche mit ATG-F

3.1.1 ATG-F inhibiert die Zellmigration und -proliferation signifikant im Scratch
Assay

Aufbauend auf den oben aufgefihrten Uberlegungen, dass ATG-F die
Neovaskularisierung inhibieren kénnte, wurde der Einfluss von ATG-F auf die Funktion
von Endothelzellen mithilfe des Scratch Assays untersucht. Der Scratch Assay misst die
Zellmigration und -proliferation, die zwei wichtige Schritte im Prozess der
Neovaskularisierung darstellen.

Die HUVECS wurden in einer 12-Well-Zellkulturplatte ausgesat und zu einem Monolayer
wachsen gelassen. Mithilfe einer Pipettenspitze wurde ein kreuzformiger Defekt, scratch
genannt, in den Monolayer gekratzt. Unmittelbar danach wurde ATG-F in
unterschiedlichen Konzentrationen (10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml und 200 pg/ml) auf die
Zellen gegeben und die Platte daraufhin inkubiert. Direkt nach dem scratch sowie nach
21 Stunden Inkubationszeit wurde dieselbe Stelle eines jeden scratches fotografiert und
die Flachenwerte mithilfe des Programms ImageJ (90) jeweils miteinander verglichen
(Abb. 6).
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Abb. 6: Mikroskopische Aufnahmen von HUVECS im Scratch Assay, exemplarisch mit folgenden
Testsubstanzen: Positivkontrolle (pos ctr), ATG-F 100 pg/ml und Negativkontrolle (neg ctr). Die Flache
des scratches ist jeweils umrandet (schwarz gestrichelte Linie). Die obere Reihe zeigt die Fotos direkt
nach dem scratch (Oh). Die untere Reihe zeigt die Fotos nach 21 Stunden Inkubationszeit (+21h). Die
Flache des scratches ist nach 21 Stunden Inkubationszeit mit 100 ug/ml ATG-F grol3er als die scratch-
Flache der Positivkontrolle, was auf eine hemmende Wirkung des ATG-F auf die Zellmigration
hindeutet.

Die Hinzugabe von ATG-F wahrend der 21-stiindigen Inkubationszeit nach dem scratch
zeigte eine reduzierte Zellmigration und -proliferation. Es zeigte sich bei der kombinierten
Auswertung aller drei Versuchsreihen im Vergleich zur Positivkontrolle eine signifikante
Minderung der Zellmigration und -proliferation bei der Gabe von 100 pg/ml ATG-F (77%
vs. 57%, ***p<0.0003) und 200 pg/ml ATG-F (77% vs. 61%, **p=0.0048). Nach der
Inkubation mit 50 pg/ml ATG-F zeigte sich im Vergleich zur Positivkontrolle keine
Anderung der Zellmigration und -proliferation (77% vs. 78%, p=0.99). Ebenso zeigte sich
bei der Dosis von 10 pg/ml ATG-F keine signifikante Anderung (77% vs. 84%, p=0.47).
(Abb. 7).
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Abb. 7: Graphische Auswertung des Scratch Assays: HUVECS wurden fur 21 Stunden mit ATG-F
inkubiert (10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pyg/ml und 200 pg/ml supplementiert in EGM-2 Medium). Als
Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren und als
Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Es zeigte sich eine signifikante Minderung der Zellmigration und -proliferation nach der Inkubation
mit 100 pg/ml ATG-F (77% vs. 57%, ***p<0.0003) und 200 ug/ml (77% vs. 61%, **p=0.0048). Es
zeigten sich keine signifikanten Anderungen nach der Inkubation mit 50 ug/ml ATG-F (77% vs. 78%,
p=0.99) und 10 pg/ml ATG-F (77% vs. 84%, p=0.47).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in drei unabhangigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

3.1.2 ATG-F bewirkt eine signifikante dosisabhéngige Inhibierung der

Zellproliferationsrate im MTT Assay

Der MTT Assay ist ein Versuch, der fir die Bestimmung der Proliferationsrate von Zellen
verwendet wird. Die am Ende gemessene optische Dichte korreliert mit der

Proliferationsrate der lebenden Zellen.
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Firden MTT Assay wurden die HUVECS in drei 96-Well-Mikrotiterplatten tberfiuhrt. ATG-
F wurde in vier verschiedenen Konzentrationen (10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml und 200
pg/ml) auf die Zellen gegeben und die Platten fur jeweils 24 Stunden (D+1), 48 Stunden
(D+2) oder 72 Stunden (D+3) inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde das
MTT Reagent hinzugegeben, welches von den Mitochondrien der lebenden Zellen in
unlésliche Formazan-Kristalle reduziert wird. Nach 3 Stunden wurde das Detergent
Reagent hinzugegeben, welches die Kristalle auflost, sodass anschliel3end die optische
Dichte im Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen werden

konnte.

Sowohl nach 24 Stunden als auch nach 48 und 72 Stunden zeigte sich eine

dosisabhangige Reduktion der gemessenen optischen Dichte (Abb. 8-10).

Nach 24 Stunden (D+1) zeigte sich eine signifikante Reduktion der Proliferationsrate fur
die Zellen, die mit 200 pg/ml ATG-F (100% vs. 75%, **p=0.0019) und 100 pg/ml ATG-F
(100% vs. 81%, *p=0.026) inkubiert wurden. Nach der Inkubation mit 50 pg/ml ATG-F
(100% vs. 83%, p=0.06) und 10 pug/ml ATG-F (100% vs. 94%, p=0.84) zeigten sich nicht-
signifikante Minderungen der Proliferationsrate. Insgesamt war die Minderung der
Proliferationsrate nach 24-stindiger Inkubation dosisabhéngig (Abb. 8).
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Abb. 8: Graphische Auswertung der Ergebnisse des MTT Assays hach 24-stiindiger Inkubation (D+1)
von HUVECS mit ATG-F (10 pg/ml, 50 ug/ml, 100 ug/ml und 200 pg/ml supplementiert in EGM-2
Medium). Als Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren
und als Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Ergebnisse nach 24-stiindiger Inkubation (D+1) mit ATG-F in verschiedenen Konzentrationen: 10
pg/ml (100% vs. 94%, p=0.84), 50 pg/ml (100% vs. 83%, p=0.06), 100 pg/ml (100% vs. 81%,
*p=0.026) und 200 pg/ml (100% vs. 75%, **p=0.0019).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in vier unabhangigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

Nach 48 Stunden (D+2) zeigte sich eine signifikante, dosisabhangige Reduktion der
Proliferationsrate fur alle eingesetzten ATG-F-Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 87%,
*p=0.046), 50 pg/ml (100% vs. 82%, **p=0.0027), 100 pg/ml (100% vs. 76%,
****n<0,0001) und 200 pg/ml (100% vs. 68%, ****p<0,0001) (Abb. 9).
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Abb. 9: Graphische Auswertung der Ergebnisse des MTT Assays nach 48-stiindiger Inkubation (D+2)
von HUVECS mit ATG-F (10 pg/ml, 50 pug/ml, 100 ug/ml und 200 ug/ml supplementiert in EGM-2
Medium). Als Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren
und als Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Ergebnisse nach 48-stiindiger Inkubation (D+1) mit ATG-F in verschiedenen Konzentrationen: 10
pg/ml (100% vs. 87%, *p=0.046), 50 pg/ml (100% vs. 82%, **p=0.0027), 100 pug/ml (100% vs. 76%,
****n<(0,0001) und 200 pg/ml (100% vs. 68%, ****p<0,0001).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in vier unabhangigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

Auch nach 72 Stunden (D+3) zeigte sich eine signifikante, dosisabhangige Reduktion der
Zellproliferationsrate. Die Inkubation mit ATG-F 10 pg/ml (100% vs. 94%, p=0.29) zeigte
eine Reduktion, die jedoch nicht signifikant war. Die Reduktion der Proliferationsrate war
nach 72-stiindiger Inkubation mit den tbrigen ATG-F-Konzentrationen jedoch signifikant:
50 pg/ml (100% vs. 86%, **p=0.0013), 100 pg/ml (100% vs. 80%, ****p=<0,0001) und
200 pg/ml (100% vs. 75%, ****p=<0,0001) (Abb. 10).
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Abb. 10: Graphische Auswertung der Ergebnisse des MTT Assays nach 72-stiindiger Inkubation
(D+3) von HUVECS mit ATG-F (10, 50, 100 und 200 pg/ml) supplementiert in EGM-2 Medium. Als
Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren und als
Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Ergebnisse nach 72-stiindiger Inkubation (D+3) mit ATG-F in verschiedenen Konzentrationen: 10
pg/ml (100% vs. 94%, p=0.29), 50 pg/ml (100% vs. 86%, **p=0.0013), 100 pg/ml (100% vs. 80%,
***%n=<0,0001) und 200 pg/ml (100% vs. 75%, ****p=<0,0001).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in vier unabhéngigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

3.1.3 ATG-F zeigt keinen signifikanten Effekt auf die angiogene Aktivitat der
HUVECS im Tube Formation Assay

Der Tube Formation Assay misst die Fahigkeit von Endothelzellen, kapillarahnliche
Strukturen, sogenannte tubes, zu bilden. Er ist somit ein Versuch, der fur die Bestimmung

der angiogenen Aktivitat von Endothelzellen verwendet wird.
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Fur den Tube Formation Assay wurden HUVECS in eine 96-Well-Mikrotiterplatte
gegeben, dessen Wells vorher mit Matrigel beschichtet wurden. Das ATG-F wurde in vier
unterschiedlichen Konzentrationen (10, 50, 100 und 200 pg/ml) auf die Zellen gegeben
und die Platte anschlieend bei 37°C und 5% COz2 inkubiert. Nach 6 Stunden zeigte sich
in der Positivkontrolle eine deutliche Formation von tubes und es wurden mikroskopische
Aufnahmen von allen Wells gemacht, die mithilfe der Programme ,Angiogenesis

Analyzer® und Image J analysiert wurden (Abb. 11).

/7

ATG 100 pi/ml

“ATG 200 pi/ml neg ctr

Abb. 11: Exemplarische mikroskopische Fotos in 10-facher VergréRerung: HUVECS im Tube
Formation Assay nach 6-stiindiger Inkubation mit ATG-F (10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml und 200
pa/ml). Als Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2-Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren.
Als Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Fur die Auswertung wurden folgende Merkmale des Tube Formation Assays analysiert
(Abb. 12):
1. Number of junctions = Anzahl an Knotenpunkten (roter Punkt, blau umrandet)
2. Number of master junctions = Anzahl an Hauptknotenpunkten (roter Punkt;
blau und rot umrandet)
3. Number of segments = Anzahl an Segmenten (gelb; begrenzt durch (Haupt-)

Knotenpunkte)
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4. Number of master segments = Anzahl an Hauptsegmenten (gelb; begrenzt
durch Hauptknotenpunkte)

5. Number of meshes = Anzahl an Netzwerken (hellblau; ringférmig)

6. Mean mesh size = durchschnittliche Grol3e eines Netzwerks

7. Total meshes area = gesamte Flache aller Netzwerke

junction

master
segment

branch

Abb. 12: Auswertung eines mikroskopischen Fotos mithilfe des Programms Image J und der
Software ,Angiogenesis Analyzer® von Gilles Carpentier flir den Tube Formation Assay.

Fur die Auswertung wurden unter anderem folgende Strukturen analysiert:

Junction = Knotenpunkt; roter Punkt, blau umrandet.

Master Junction = Hauptknotenpunkt; roter Punkt, blau und rot umrandet.

Segment = Segment; gelb, durch Knotenpunkte begrenzt.

Master segment = Hauptsegmente; gelb, durch Hauptknotenpunkte begrenzt.

Mesh = Netzwerk; hellblau, ringférmig.

Die Inkubation der HUVECS mit ATG-F zeigte fur alle betrachteten Merkmale der Tube
Formation keinen signifikanten Einfluss auf die angiogene Aktivitat der HUVECS. Im
Gegensatz zu den niedrigeren Konzentrationen, zeigte die Inkubation mit 200 pg/mi
ATG-F fur alle betrachteten Merkmale eine leichte Minderung der Proliferationsrate, die
jedoch nicht-signifikant ist (Abb. 13).

Number of junctions: im Vergleich zur Positivkontrolle zeigte sich kein signifikanter Effekt

nach der Inkubation mit ATG-F in folgenden Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 94%,
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p=0.98), 50 pg/ml (100% vs. 107%, p=0.96), 100 ug/ml (100% vs. 102%, p=0.99) und
200 pg/ml (100% vs. 91%, p=0.89) (Abb. 13A).

Number of master junctions: im Vergleich zur Positivkontrolle zeigte sich kein signifikanter
Effekt nach der Inkubation mit ATG-F in folgenden Konzentrationen: 10 ug/ml (100% vs.
92%, p=0.96), 50 yg/ml (100% vs. 103%, p=0.99), 100 yg/ml (100% vs. 95%, p=0.99)
und 200 pg/ml (100% vs. 76%, p=0.19) (Abb. 13B).

Number of segments: im Vergleich zur Positivkontrolle zeigte sich kein signifikanter Effekt
nach der Inkubation mit ATG-F in folgenden Konzentrationen: 10 ug/ml (100% vs. 95%,
p=0.99), 50 ug/ml (100% vs. 108%, p=0.95), 100 ug/ml (100% vs. 101%, p=0.99) und
200 pg/ml (100% vs. 86%, p=0.63) (Abb. 13C).

Number of master segments: im Vergleich zur Positivkontrolle zeigte sich kein
signifikanter Effekt nach der Inkubation mit ATG-F in folgenden Konzentrationen: 10
pg/ml (100% vs. 89%, p=0.83), 50 ug/ml (102%, p=0.99), 100 yg/ml (100% vs. 94%,
p=0.99) und 200 pg/ml (100% vs. 76%, p=0.16) (Abb. 13D).

Number of meshes: im Vergleich zur Positivkontrolle zeigte sich kein signifikanter Effekt
nach der Inkubation mit ATG-F in folgenden Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 106%,
p=0.99), 50 pg/ml (100% vs. 109%, p=0.98), 100 ug/ml (100% vs. 100%, p=0.99) und
200 pg/ml (100% vs. 62%, p=0.11) (Abb. 13E).

Mean mesh size: im Vergleich zur Positivkontrolle zeigte sich kein signifikanter Effekt
nach der Inkubation mit ATG-F in folgenden Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 90%,
p=0.99), 50 pg/ml (100% vs. 98%, p=0.99), 100 ug/ml (100% vs. 93%, p=0.99) und 200
pg/ml (100% vs. 64%, p=0.32) (Abb. 13F).

Total meshes area: im Vergleich zur Positivkontrolle zeigte sich kein signifikanter Effekt
nach der Inkubation mit ATG-F in folgenden Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 105%,
p=0.99), 50 pg/ml (100% vs. 123%, p=0.87), 100 pg/ml (100% vs. 111%, p=0.99) und
200 pg/ml (100% vs. 65%, p=0.59) (Abb. 13G).

a7



>
W

Tube formation assay Tube formation assay
Number of junctions Number of master junctions

150,

-
121
g

100 100+

a
hrad

Number of junctions
normalized to pos ctr (%)
(4,1
e

Number of master junctions
normalized to pos ctr (%)

Q@ @ Q@
& ¢ &
C D
Tube formation assay Tube formation assay
Number of segments " Number of master segments
— - —
» & 150, § = 150
- E o
] o
o3 8o
ga 100 E S 100
52 E
P ET
é; 50+ S N 50
SE 2 £
Z5 Eo
s 0 S c
=
O’S 0\0 O
& & ¢
E F G
Tube formation assay Tube formation assay Tube formation assay
Number of meshes Mean mesh size Total meshes area
, & 150 & 150 . £ 1504 _l'_
| ) | A
23 ] °3
28 @8 o 8
£ 2 1001 =8 100- ga 100
S8 28 w S
532 £z ET
2 8 50 &8 50 =N 50
ES L3 2%
zZE £ P E
2 g o g 0
S & & & S & & &
%Qo) SR o @ I
Q
o o A0 o o &
A AY A Co © AT A 0 0
v Y v é ?‘$ Y v ‘;.‘ \é

Abb. 13: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Tube Formation Assays nach 6-stlindiger
Inkubation der HUVECS mit ATG-F (10 pg/ml, 50 ug/ml, 100 pug/ml und 200 ug/ml supplementiert in
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EGM-2 Medium). Als Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit
Wachstumsfaktoren. Als Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.
A: Anzahl an Knotenpunkten (number of junctions). ATG-F 10 ug/ml (100% vs. 94%, p=0.98), 50
pg/ml (100% vs. 107%, p=0.96), 100 ug/ml (100% vs. 102%, p=0.99) und 200 pg/ml (100% vs. 91%,
p=0.89).

B: Anzahl an Hauptknotenpunkten (number of master junctions). ATG-F 10 pg/ml (100% vs. 92%,
p=0.96), 50 pg/ml (100% vs. 103%, p=0.99), 100 pug/ml (100% vs. 95%, p=0.99) und 200 pg/ml (100%
VSs. 76%, p=0.19).

C: Anzahl an Segmenten (number of segments). ATG-F 10 pg/ml (100% vs. 95%, p=0.99), 50 yg/mi
(100% vs. 108%, p=0.95), 100 ug/ml (100% vs. 101%, p=0.99) und 200 pg/ml (100% vs. 86%, p=0.63).
D: Anzahl an Hauptsegmenten (number of master segments). ATG-F 10 pg/ml (100% vs. 89%,
p=0.83), 50 pg/ml (100% vs. 102%, p=0.99), 100 ug/ml (100% vs. 94%, p=0.99) und 200 pug/ml (100%
VSs. 76%, p=0.16).

E: Anzahl an Netzwerken (number of meshes). ATG-F 10 pg/ml (100% vs. 106%, p=0.99), 50 ug/ml
(200% vs. 109%, p=0.98), 100 pg/ml (100% vs. 100%, p=0.99) und 200 pg/ml (100% vs. 62%, p=0.11).
F: Durchschnittliche GroRe eines Netzwerks (mean mesh size). ATG-F 10 ug/ml (100% vs. 90%,
p=0.99), 50 pg/ml (100% vs. 98%, p=0.99), 100 pg/ml (100% vs. 93%, p=0.99) und 200 pg/ml (100%
vs. 64%, p=0.32).

G: Gesamte Flache aller Netzwerke (total meshes area). ATG-F 10 yg/ml (100% vs. 105%, p=0.99),
50 pg/ml (100% vs. 123%, p=0.87), 100 pg/ml (100% vs. 111%, p=0.99) und 200 pg/ml (100% vs.
65%, p=0.59).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in drei unabhangigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

3.2 Versuche mit DF

3.2.1 DF zeigt keinen signifikanten Effekt auf die Zellmigration und
Zellproliferation im Scratch Assay

Der Scratch Assay ist ein Versuch, der die Zellmigration und -proliferation misst.

Die 8-stiindige Inkubation der HUVECS mit DF zeigte keine signifikante Anderung der
Zellmigration und -proliferation ftir alle eingesetzten DF-Konzentrationen: 10 pg/ml (31%
vs. 35%, p=0.95), 100 pg/ml (31% vs. 35%, p=0.96) und 500 pg/ml (31% vs. 39%,
p=0.56). Trotz der nicht-signifikanten Ergebnisse zeigte sich insgesamt jedoch eine

leichte dosisabhangige Zunahme der Zellmigration und -proliferation (Abb. 14).
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Abb. 14: Graphische Auswertung des Scratch Assays nach 8-stiindiger Inkubation der HUVECS mit
DF (10 pg/ml, 100 pg/ml und 500 ug/ml supplementiert in EGM-2 Medium). Als Positivkontrolle (pos
ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren und als Negativkontrolle (neg ctr)
diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Es zeigte sich keine signifikante Anderung der Zellmigration und -proliferation nach der Inkubation mit
DF in allen eingesetzten Konzentrationen: 10 ug/ml (31% vs. 35%, p=0.95), 100 pug/ml (31% vs. 35%,
p=0.96) und 500 pg/ml (31% vs. 39%, p=0.56).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in zwei unabhéangigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

3.2.2 DF inhibiert die Zellproliferationsrate der HUVECS im MTT Assay in
dosisabhangiger Form

Der MTT Assay ist ein Versuch, der die Proliferationsrate von lebendigen Zellen misst.
Die Inkubation von HUVECS mit DF in verschiedenen Konzentrationen zeigte eine
Inhibierung der Zellproliferationsrate in dosisabhéngiger Form (Abb. 15-17).

Nach 24-stindiger Inkubation (D+1) zeigte sich eine nicht-signifikante Reduktion der

Zellproliferationsrate fir alle eingesetzten DF-Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 86%,
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p=0.39), 100 pg/ml (100% vs. 79%, p=0.08) und 200 pg/ml (100% vs. 78%, p=0.07) (Abb.
15).
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Abb. 15: Graphische Auswertung der Ergebnisse des MTT Assays nach 24-stiindiger Inkubation
(D+1) von HUVECS mit DF (10 pg/ml, 100 pg/ml und 500 ug/ml supplementiert in EGM-2 Medium).
Als Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren und als
Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Ergebnisse nach 24-stiindiger Inkubation (D+1) mit DF in folgenden Konzentrationen: 10 yg/ml (100%
vs. 86%, p=0.39), 100 pg/ml (100% vs. 79%, p=0.08) und 500 pg/ml (100% vs. 78%, p=0.07).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in drei unabhéngigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

Nach 48-stundiger Inkubation (D+2) zeigte sich hingegen eine signifikante
dosisabhangige Reduktion der Zellproliferationsrate fur alle eingesetzten DF-
Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 86%, *p=0.019), 100 pg/ml (100% vs. 76%,
***n=0.0001) und 200 pg/ml (100% vs. 75%, ***p=0.0001) (Abb. 16).
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Abb. 16: Graphische Auswertung der Ergebnisse des MTT Assays nach 48-stiindiger Inkubation
(D+2) von HUVECS mit DF (10 pg/ml, 100 pug/ml und 500 pg/ml supplementiert in EGM-2 Medium).
Als Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren und als
Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Ergebnisse nach 48-stiindiger Inkubation (D+2) mit DF in folgenden Konzentrationen: 10 ug/ml (100%
vs. 86%, *p=0.019), 100 pg/ml (100% vs. 76%, ***p=0.0001) und 500 pg/ml (100% vs. 75%,
***n=0.0001).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in drei unabhangigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

Und auch nach 72-stiindiger Inkubationszeit (D+3) zeigte sich eine dosisabhéngige
Reduktion der Zellproliferationsrate. Die Inkubation mit 10 pg/ml DF zeigte eine nicht-
signifikante Reduktion der Zellproliferationsrate (100% vs. 89%, p=0.23). Die Inkubation
mit den Ubrigen DF-Konzentrationen zeigte jedoch signifikante Ergebnisse: 100 pg/ml
(100% vs. 72%, ***p=0.0001) und 200 pg/ml (100% vs. 74%, ***p=0.0006) (Abb. 17).
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Abb. 17: Graphische Auswertung der Ergebnisse des MTT Assays nach 72-stiindiger Inkubation
(D+3) von HUVECS mit DF (10 pg/ml, 100 pg/ml und 500 ug/ml supplementiert in EGM-2 Medium).
Als Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren und als
Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

Ergebnisse nach 72-stiindiger Inkubation (D+3) mit DF in folgenden Konzentrationen: 10 ug/ml (100%
vs. 89%, p=0.23), 100 pg/ml (100% vs. 72%, ***p=0.0001) und 500 pg/ml (100% vs. 74%,
***n=0.0006).

Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in drei unabhangigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.

3.2.3 DF inhibiert die angiogene Aktivitat von HUVECS im Tube Formation Assay

in dosisabhéangiger Form

Der Tube Formation Assay misst die Fahigkeit von Endothelzellen, kapillarahnliche
Strukturen, sogenannte tubes, zu bilden. Er ist somit ein Versuch, der fir die Bestimmung
der angiogenen Aktivitat von Endothelzellen verwendet wird.

Fur den Tube Formation Assay wurden HUVECS in eine 96-Well-Mikrotiterplatte
gegeben und mit DF in unterschiedlichen Konzentrationen (10, 100 und 500 pg/ml)

inkubiert. Nach 6 Stunden zeigte sich in der Positivkontrolle eine deutliche Formation von
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tubes und es wurden mikroskopische Aufnahmen von allen Wells gemacht, die mithilfe

der Programme ,Angiogenesis Analyzer‘ und Image J analysiert wurden.

Die Inkubation von HUVECS mit DF zeigte im Tube Formation Assay fiur alle von mir
betrachteten Merkmale eine dosisabhéngige, signifikante Minderung der angiogenen
Aktivitat der HUVECS (Abb. 18).

Fur die Anzahl an Knotenpunkten (number of junctions) zeigte sich eine signifikante
dosisabhangige Minderung nach Inkubation mit allen DF-Konzentrationen: 10 pg/ml
(100% vs. 62%, ****p<0.0001), 100 pg/ml (100% vs. 54%, ****p<0.0001) und 500 pg/ml
(100% vs. 42%, ****p<0.0001) (Abb. 18A).

Fur die Anzahl an Hauptknotenpunkten (number of master junctions) zeigte sich eine
signifikante Minderung nach Inkubation mit allen DF-Konzentrationen: 10 pg/ml (100%
vs. 56%, ****p<0.0001), 100 pg/ml (100% vs. 45%, ****p<0.0001) und 500 pg/ml (100%
vs. 33%, ****p<0.0001) (Abb. 18B).

Fir die Anzahl an Segmenten (number of segments) zeigte sich eine signifikante
Minderung nach Inkubation mit allen DF-Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 57%,
****n<0.0001), 100 pg/ml (100% vs. 45%, ****p<0.0001) und 500 pg/ml (100% vs. 32%,
****n<0.0001) (Abb. 18C).

Fir die Anzahl an Hauptsegmenten (number of master segments) zeigte die Inkubation
mit DF eine signifikante Minderung fur alle eingesetzten Konzentrationen: 10 pg/ml
(100% vs. 51%, ****p<0.0001), 100 pg/ml (100% vs. 40%, ****p<0.0001) und 500 pg/ml
(100% vs. 29%, ****p<0.0001) (Abb. 18D).

Fur die Anzahl an Netzwerken (number of meshes) zeigte sich eine signifikante
Minderung nach Inkubation mit allen DF-Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 44%,
**p=0.0042), 100 pg/ml (100% vs. 31%, ***p=0.0005) und 500 pg/ml (100% vs. 19%,
****n<0.0001) (Abb. 18E).

Fir die durchschnittliche GroRe eines Netzwerks (mean mesh size) zeigte sich eine
signifikante Minderung nach Inkubation mit 500 pg/ml DF (100% vs. 18%, *p=0.012). Es
zeigte sich eine nicht-signifikante Reduktion der angiogenen Aktivitat nach der Inkubation
mit den Ubrigen DF-Konzentrationen: 10 pg/ml (100% vs. 62%, p=0.41) und 100 pg/ml
(100% vs. 52%, p=0.22) (Abb. 18F).
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Fur das Merkmal der gesamten Flache aller Netzwerke (total meshes area) zeigte sich
eine signifikante Minderung nach Inkubation mit allen DF-Konzentrationen: 10 pg/ml
(100% vs. 36%, **p=0.0086), 100 pg/ml (100% vs. 26%, **p=0.002) und 500 pg/ml (100%

vs. 5%, ***p=0.0001) (Abb. 18G).
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Abb. 18: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Tube Formation Assays nach 6-stlindiger
Inkubation der HUVECS mit DF (10 upg/ml, 100 pg/ml und 500 ug/ml) supplementiert in EGM-2
Medium. Als Positivkontrolle (pos ctr) diente EGM-2 Medium supplementiert mit Wachstumsfaktoren.
Als Negativkontrolle (neg ctr) diente EBM-2-Medium ohne Wachstumsfaktoren.

A: Anzahl an Knotenpunkten (number of junctions) nach Inkubation mit DF 10 ug/ml (100% vs. 62%,
****n<(0.0001), 100 pg/ml (100% vs. 54%, ****p<0.0001) und 500 pg/ml (100% vs. 42%, ****p<0.0001).
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B: Anzahl an Hauptknotenpunkten (number of master junctions) nach Inkubation mit DF 10 pyg/ml
(100% vs. 56%, ****p<0.0001), 100 pg/ml (100% vs. 45%, ****p<0.0001) und 500 pg/ml (100% vs.
33%, ****p<0.0001).

C: Anzahl an Segmenten (number of segments) nach Inkubation mit DF 10 pug/ml (100% vs. 57%,
***%n<0.0001), 100 pg/ml (100% vs. 45%, ****p<0.0001) und 500 pg/ml (100% vs. 32%, ****p<0.0001).
D: Anzahl an Hauptsegmenten (number of master segments) nach Inkubation mit DF 10 pyg/ml (100%
vs. 51%, ****p<0.0001), 100 pg/ml (100% vs. 40%, ****p<0.0001) und 500 pg/ml (100% vs. 29%,
**+%n<0.0001).

E: Anzahl an Netzwerken (number of meshes) nach Inkubation mit DF 10 ug/ml (100% vs. 44%,
**p=0.0042), 100 pug/ml (100% vs. 31%, ***p=0.0005) und 500 ug/ml (100% vs. 19%, ****p<0.0001).

F: Durchschnittliche Grol3e eines Netzwerks (mean mesh size) nach Inkubation mit DF 10 pg/ml
(100% vs. 62%, p=0.41), 100 ug/ml (100% vs. 52%, p=0.22) und 500 pg/ml (100% vs. 18%, *p=0.012).
G: Gesamte Flache aller Netzwerke (total meshes area) nach Inkubation mit DF 10 pg/ml (100% vs.
36%, **p=0.0086), 100 pug/ml (100% vs. 26%, **p=0.002) und 500 ug/ml (100% vs. 5%, ***p=0.0001).
Die hier gezeigten Daten wurden in Quadruplikaten in zwei unabhdngigen Versuchen erhoben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktoriellem
ANOVA-Test und anschlieRendem Dunnett-Test.
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4 Diskussion

Die allo-HSCT ist eine zunehmend durchgefuhrte Form der Therapie, die zur Behandlung
einiger hamatoonkologischer Erkrankungen, wie beispielsweise akute oder chronische
Leukdmien und Lymphome, verwendet wird. Aufgrund optimierter Verfahren mit fallenden
Mortalitdtsraten sowie eines steigenden Gesamtiiberlebens wird die allo-HSCT in den
letzten Jahren und Jahrzehnten zunehmend fir die Therapie entsprechender Patienten
eingesetzt. Im Rahmen einer allo-HSCT kann es jedoch auch heute noch zu
lebensbedrohlichen Komplikationen kommen. Hierzu zéhlen zum Beispiel die GVHD und
die VOD/SOS. Bei beiden Erkrankungen kommt es zu einer initialen multifaktoriellen
Schadigung der Endothelzellen mit einer nachfolgenden Entziindungsreaktion im und um
das Endothel, die letztendlich zu Organschadigungen fihren kann.

Die GVHD stellt eine der haufigsten Komplikationen nach allo-HSCT dar und geht mit
einer hohen Morbiditat und Mortalitdt einher (14, 25, 26, 31). Durch die initiale
Schadigung der Endothelzellen wahrend der Konditionierungstherapie kann es zur
verstarkten Neovaskularisierung kommen, wodurch Entziindungszellen leichter in die
Zielorgane der GVHD migrieren und diese schadigen kénnen. Zur Pravention der GVHD
gibt es einige Ansatzpunkte, zu denen beispielsweise die Gabe von ATG-F, einem
polyklonalen Antikbrpergemisch zur Depletion der alloreaktiven T-Zellen, gehort. Neben
der TCD spielt jedoch auch die Interaktion von ATG-F mit Endothelzellen eine
entscheidende Rolle. In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass ATG-F an
Endothelzellen binden und dort die Expression von proinflammatorischen
Adhasionsmolekilen und Zytokinen hemmen kann (44, 50, 53). Der Einfluss von ATG-F
auf die Neovaskularisierung, die eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der GVHD
darstellt, ist bisher jedoch unklar. In dieser Arbeit konnte ich erstmals zeigen, dass ATG-
F in vitro wichtige endotheliale Funktionen wie die Proliferation und Migration hemmen
konnte. Daraus lasst sich schlie3en, dass die effektive Wirkung von ATG-F beziglich der
GVHD-Inzidenz nicht nur auf der TCD, sondern auch auf einer Beeinflussung der

Neovaskularisierung beruhen konnte.

Die VOD/SOS stellt eine weitere sehr lebensbedrohliche Komplikation der allo-HSCT dar.
Durch die initiale Konditionierungstherapie kann es zur Schadigung der sinusoidalen
Endothelzellen der Leber kommen. Im weiteren Verlauf kommt es durch die Zerstérung

der endothelialen Strukturen sowie durch eine prokoagulatorische Entziindungsreaktion

58



zu einer Obliteration der Lebervenolen mit nachfolgender Entwicklung einer
Leberinsuffizienz bis hin zum hochletalen Multiorganversagen (57). Zur Pravention und
Therapie der VOD/SOS stellt DF, ein Gemisch aus Nukleinsdurepolymeren, nach
heutigem Kenntnisstand das effektivste Medikament dar (71). Zu den zwei wichtigsten
Wirkmechanismen des DF zdhlen die Schutzfunktion gegeniiber Endothelzellen sowie
die Wiederherstellung der thrombotisch-fibrinolytischen Balance (73). Die Datenlage zur
Interaktion des DF mit Endothelzellen ist bisher jedoch ungewiss und widerspruchlich. In
meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass DF in vitro endotheliale Funktionen wie die
Proliferationsrate und die angiogene Aktivitat hemmen koénnte. Dies l&sst also darauf
schlie3en, dass DF vor allem die Schadigung von Endothelzellen verhindern kdnnte,

wahrend die Endothelregeneration durch DF eher gehemmt werden kénnte.

Bei der Planung von endothelspezifischen Therapien sollte die Wirkung von ATG-F und
DF auf endotheliale Funktionen bedacht werden. Da ATG-F vor allem in hohen
Konzentrationen die endothelialen Funktionen hemmen kann, kdnnte seine Interaktion
mit Endothelzellen vor allem wéhrend der friihen Phase nach einer allo-HSCT, also zum
Zeitpunkt der Neovaskularisierung, eine entscheidende Rolle spielen. Im spéteren
Verlauf, wahrend die endotheliale Regeneration stattfindet, konnte die Gabe von ATG-F
jedoch eher negative Auswirkungen haben. DF zeigte in dieser Arbeit eine anti-
proliferative und anti-angiogene Wirkung auf Endothelzellen, sodass es die endotheliale

Regeneration nach initialer Schadigung beeintrachtigen konnte.

Weitere Versuche kdnnten sich anschlie3en, um die Dosierung sowie die zeitliche Gabe
von ATG-F und DF im Rahmen von endothelialen Komplikationen nach einer allo-HSCT
zu optimieren. Zudem stellen beide Medikamente potentielle Kandidaten fur den Einsatz
in anderen Endothel-assoziierten Erkrankungen, wie beispielsweise chronische

Niereninsuffizienz oder Arteriosklerose, dar.

4.1 Versuche mit ATG-F

4.1.1 ATG-F hemmtin hohen Konzentrationen die Migration und Proliferation der
HUVECS im Scratch Assay

Im Scratch Assay konnte ich eine signifikante Hemmung der Migration und Proliferation
von HUVECS nach der Inkubation mit ATG-F in Konzentrationen von 100 pug/ml und 200
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ug/ml beobachten. Ahnlich hohe ATG-F-Konzentrationen sind typischerweise als
Spitzenkonzentrationen nur wahrend der ersten Tage nach der ATG-F-Infusion im
Patientenserum messbar und sind daher auch als maximale Konzentrationen fir die
Assays meiner Arbeit gewahlt worden (89). Wahrend dieser ersten Tage nach einer allo-
HSCT findet auch die Angiogenese (d+1 bis d+2) und nachfolgend die
Lymphozyteninfiltration in die Zielorgane der GVHD (ab d+7) statt (40). Bei niedrigeren
ATG-F-Konzentrationen, die tblicherweise bis zu funf Wochen nach der ATG-F-Infusion
im Patientenserum gefunden werden koénnen, konnte ich in dieser Arbeit keine
signifikanten Effekte im Scratch Assay beobachten (89, 92). Diese Ergebnisse lassen
darauf schlief3en, dass ATG-F vor allem wahrend der ersten Tage nach einer allo-HSCT,
wenn die ATG-F-Konzentrationen noch ausreichend hoch sind, die endothelialen
Funktionen und somit auch die Neovaskularisierung hemmen kdnnte. Die nachfolgende
Lymphozyteninfiltration und der Gewebeschaden waren somit auch verringert, wodurch
die GVHD-Rate durch ATG-F gesenkt werden konnte. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass ATG-F in spateren Phasen der GVHD aufgrund der geringen Serumkonzentration

keinen relevanten Einfluss auf endotheliale Funktionen haben konnte.

4.1.2 ATG-F zeigt eine dosisabhangige Hemmung der Proliferationsrate im MTT
Assay

Im MTT Assay konnte ich eine dosisabhéangige Hemmung der Proliferationsrate durch
ATG-F beobachten. Bereits in der niedrigen Konzentration von 10 pg/ml konnte ATG-F
eine signifikante Hemmung bewirken. Diese niedrigen Konzentrationen werden nach
einer allo-HSCT Uber viele Tage hinweg im Patientenserum gemessen (89). Somit lasst
sich vermuten, dass ATG-F auch viele Tage nach einer allo-HSCT die endothelialen
Funktionen beeinflussen kbnnte.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des Scratch Assays, hatte ATG-F auch im MTT
Assay in hoheren Konzentrationen besonders starke Effekte auf die Proliferationsrate der
HUVECS. Die Daten aus dem MTT Assay lassen also darauf schlie3en, dass sowohl in
der frihen Phase nach einer allo-HSCT als auch Uber viele Tage hinweg eine relevante

Interaktion zwischen ATG-F und Endothelzellen bestehen kdnnte.
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4.1.3 ATG-F zeigt keine Wirkung auf die angiogene Aktivitat von HUVECS im
Tube Formation Assay

Im Tube Formation Assay zeigte ATG-F keine signifikante Wirkung auf die angiogene
Aktivitat der HUVECS. Lediglich nach der Inkubation mit 200 uyg/ml ATG-F zeigte sich
eine leichte Hemmung der endothelialen Fahigkeit sogenannte tubes zu bilden. Es lasst
sich also vermuten, dass ATG-F madglicherweise in sehr hohen Konzentrationen, die
jedoch auRRerhalb des Klinisch relevanten Bereiches liegen wirden, einen signifikanten
Effekt im Tube Formation Assay zeigen konnte.

Der Tube Formation Assay kann am ehesten genutzt werden, um eine Aussage Uber die
Differenzierungsfahigkeit von HUVECS zu treffen, wahrend der Scratch Assay und der
MTT Assay eher die Proliferationsfahigkeit beschreiben. Aus den Ergebnissen des Tube
Formation Assays lasst sich also unter Berticksichtigung der Ergebnisse der anderen
beiden Assays interpretieren, dass ATG-F keinen Einfluss auf die
Differenzierungsfahigkeit der HUVECS haben koénnte, sondern vor allem deren

Proliferationsfahigkeit beeinflussen kdnnte.

4.1.4 Schlussfolgerungen

Mit dieser Arbeit konnte ich erstmals zeigen, dass ATG-F in vitro signifikante Effekte auf
endotheliale Zellfunktionen hat. Diese Effekte waren in meinen Versuchen am starksten
ausgepragt nach der Inkubation mit den héheren ATG-F-Konzentrationen von 100-200
pg/ml. Bei Patienten betragt das gemessene unspezifische Kaninchen-lgG im Serum
durchschnittlich tber 100 pg/ml am 30. Tag nach einer Infusion mit 30 mg/kg ATG-F (89).
Daraus lasst sich schlieRen, dass die ATG-F-Serumkonzentrationen bei Patienten nach
einer allo-HSCT mdglicherweise ausreichen wirden, um die endotheliale Funktion auch
in vivo zu beeinflussen.

Die Ergebnisse des Scratch Assays und des MTT Assays haben signifikante Effekte des
ATG-F auf die endotheliale Proliferation, Migration und Proliferationsrate gezeigt. Dies
l&sst darauf schliel3en, dass ATG-F wahrend der ersten Tage nach einer allo-HSCT eine
starkere Wirkung auf Endothelzellen haben kdénnte, wenn noch hohe ATG-F-Werte im
Patientenserum messbar sind. Da auch die Neovaskularisierung und die

Lymphozyteninfiltration wahrend der ersten Tage nach einer allo-HSCT stattfinden (40),
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konnte eine ATG-F-bedingte Hemmung der Neovaskularisierung wéahrend der Frihphase
die verringerte Rate an GVHD-Erkrankungen erklaren.

In einer Studie konnten Penack et al. zeigen, dass die Hemmung der Neovaskularisierung
mit dem Antikérper E4G10, welches das vascular-endothelial-cadherin und somit die
Gefallneubildung durch Rekrutierung von endothelialen Progenitorzellen (endothelial
progenitor cells; EPC) des Spenders antagonisiert, mit geringeren Kklinischen
Schweregraden der GVHD und einem erhdhten Gesamtiiberleben einhergeht (28).
Interessanterweise zeigen auch andere immunsuppressive Medikamente wie MTX, MMF
und CsA, die zur Pravention und Therapie der GVHD eingesetzt werden, anti-angiogene
Eigenschaften (93, 94). Eine Hemmung der Neovaskularisierung durch ATG-F kdnnte

also neben der TCD eine zusatzliche Erklarung fir die verringerten GVHD-Raten sein.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Gabe von ATG-F das Auftreten von
akuter und chronischer GVHD senken kann ohne die Malignomrezidivrate zu erhthen
(46, 95). Die alloreaktiven Spenderzellen spielen in der Pathogenese der GVHD sowie
fur den GVT-Effekt eine entscheidende Rolle, sodass sich die GVHD und der GVT-Effekt
grundséatzlich gegensatzlich zueinander verhalten. So kann beispielsweise die
Transplantation von T-Zell-depletierten Stammzellpraparaten zwar eine verminderte
GVHD-Rate bewirken, aber auf der anderen Seite durch eine Abschwachung der
vorteilhaften GVT-Effekte auch zu einem Anstieg der Rezidivrate fuhren (96, 97). Bereits
1999 konnten Remberger et al. nachweisen, dass die Gabe von ATG-F im Vergleich zu
Thymoglobulin die GVT-Effekte effektiver erhalten kann (98). Westphal et al. konnten
zeigen, dass ATG-F in vitro an verschiedene hamatologische Tumorzellen binden kann
und somit einige Anti-Tumor-Effekte wie die Antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitat
und die Komplement-abhangige Zytotoxizitat gegen Tumorzellen stimulieren kann (99).
Doch auch die Neovaskularisierung spielt in der GVT-Aktivitat eine entscheidende Rolle.
In einem Artikel aus der Zeitschrift Blood beschreiben Penack et al., dass die Hemmung
der Neovaskularisierung die positiven GVT-Effekte férdern kann (33). Die in dieser Arbeit
angedeutete ATG-F-bedingte Hemmung der Neovaskularisierung kénnte also die
unveranderte Rezidivrate trotz geringerer GVHD-Rate erklaren, da ATG-F unabhéngig

von der TCD in den Pathomechanismus der GVHD eingreifen kdnnte.

Uberraschenderweise und kontrar zu meiner ursprunglichen Hypothese, zeigte ATG-F
im Tube Formation Assay keine signifikante Hemmung der angiogenen Aktivitat der

HUVECS. Dies lasst sich aber durch den Zusammenhang erklaren, dass Zellen sich
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entweder im Proliferationsmodus oder im Differenzierungsmodus befinden, jedoch nicht
beides gleichzeitig stattfinden kann (100). Die angiogene Aktivitdt, die im TF Assay
gemessen wird, ist eher ein Aspekt der Differenzierungsfahigkeit, wahrend die
Proliferation und die Migration, die im Scratch Assay und MTT Assay gemessen werden,
Funktionen des Proliferationsmodus darstellen. Dies lasst vermuten, dass ATG-F seine
Wirkung auf Endothelzellen vor allem wahrend der Proliferationsphase entfalten kdnnte,

wahrend es in der Differenzierungsphase kaum Wirkung zeigen kénnte.

Die Neovaskularisierung kann auf zwei verschiedene Arten ablaufen: bei der
Vaskulogenese entstehen neue Gefalde durch die Rekrutierung von EPC, wéhrend die
Angiogenese das Spriel3en bereits vorhandener Gefalde beschreibt (28). Einige Studien
mit tierischen Modellen oder menschlichen Proben konnten zeigen, dass die
Vaskulogenese durch Spender-EPC eine gréfRere Rolle im Pathomechanismus der
GVHD spielt als die Angiogenese (28, 101, 102). Dabei kommt es aufgrund der
endothelialen Aktivierung und Schadigung wéhrend der Konditionierungstherapie zur
Rekrutierung von Spender-EPC, die daraufhin zu reifen Endothelzellen differenzieren
und neue Gefal3e bilden (33, 39, 103). Vor Kurzem konnten Riesner et al. jedoch zeigen,
dass die initiale Neovaskularisierung im Pathomechanismus der GVHD durch
Angiogenese stattfinden kdnnte, und schlieRen daraus, dass die Vaskulogenese erst in
spateren Stadien der GVHD, also nach Infiltration der Gewebe mit Entziindungszellen,
stattfinden konnte (40). Da jedoch sowohl bei der Vaskulogenese als auch bei der
Angiogenese die Proliferation und Migration zeitlich vor der Differenzierung der
Endothelzellen stattfinden, lassen meine Ergebnisse darauf schlieen, dass ATG-F die
ersten beiden Schritte der Neovaskularisierung sowohl initial als auch im weiteren Verlauf

effektiv hemmen kénnte und dadurch die Entwicklung einer GVHD verhindern kénnte.

Im MTT Assay zeigte die Inkubation mit ATG-F, anders als im Scratch Assay, auch in
den niedrigeren Konzentrationen von 10-50 ug/ml signifikante Wirkungen. Da es in
spateren Phasen der GVHD zu erheblichen Endothelschaden (ab d+15) kommt, spielen
eine intakte endotheliale Regeneration und die Revaskularisierung von geschadigten
Geweben eine entscheidende Rolle (40). Eine Hemmung der endothelialen Funktionen
ware in dieser Phase also kontraproduktiv. Um herauszufinden, ob ATG-F tatsachlich
auch in niedrigeren Konzentrationen die Funktion der Endothelzellen und somit dessen
Regenerationsfahigkeit in spateren Phasen der GVHD beeinflussen koénnte, waren

weitere Untersuchungen mit Patientenproben nach allo-HSCT notig.
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Remberger et al. fanden heraus, dass nicht die Dosis des infundierten ATG-Pré&parats fur
die Pravention der GVHD entscheidend ist, sondern die im Patientenserum tatsachlich
gemessene Konzentration direkt vor der allo-HSCT (92). So konnten sie nachweisen,
dass bei einer Patientengruppe, die eine hohe Dosis an Thymoglobulin bekommen hatte,
zum Teil nur geringe Konzentrationen (<70 mg/ml) direkt vor der allo-HSCT im Serum
messbar waren, was auch mit einer hoheren Rate an GVHD einherging (92). Da auch in
meinen Versuchen eine Hemmung der endothelialen Funktionen vor allem bei hohen
ATG-F-Konzentrationen (=100 pg/ml) zu sehen war, stellt die tatsachlich gemessene
Serumkonzentration vor einer allo-HSCT einen wichtigen Parameter dar, um
einzuschatzen, ob die ATG-F-Konzentration ausreichend ware, um die
Neovaskularisierung und dadurch die Entwicklung einer GVHD Uberhaupt hemmen zu

kdnnen.

4.2 Versuche mit DF

4.2.1 DF zeigt keine Wirkung auf die endotheliale Migration und Proliferation im

Scratch Assay

Im Scratch Assay konnte ich keine signifikante Anderung der Migration und Proliferation
von HUVECS durch die Gabe von DF nachweisen. Es zeigte sich jedoch eine leichte
dosisabhangige Zunahme der Proliferation und Migration. Dies kdnnte darauf hinweisen,
dass DF als endothelschitzendes Agens die Regenerationsfahigkeit der Endothelien
nach initialer Schadigung unterstiitzen konnte und dadurch die Rate an endothelialen
Erkrankungen wie die VOD/SOS senken kénnte. In der Literatur gibt es bezuglich der
Wirkung von DF auf die endotheliale Proliferation bisher nur eine eingeschrankte und
stark widerspruchliche Datenlage. So konnten Benimetskaya et al. zeigen, dass die Gabe
von 100 pymol/l DF das Wachstum von HUVECS unter einem 3-dimensionalen Kollagen-
I-Gel um das 2-fache und auf Plastik ohne Gelauflage um das 1,6-fache erhéhen konnte
(74). Im Gegensatz dazu konnten Guglielmelli et al. zeigen, dass DF einige
Wachstumsfaktoren wie VEGF, den Fibroblasten-Wachstumsfaktor bFGF, IL-8 und den
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) antagonisieren kann und somit die Proliferation,
Adhésion und Migration von Endothelzellen runterregulieren kann (20). In &hnlicher

Richtung konnten Gottfried et al. zeigen, dass DF die Phosphorylierung des Akt-PI3K-
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MTOR Signalwegs reduzieren kann, wodurch endotheliales Wachstum und Aktivierung
gehemmt werden (104).

Die Ergebnisse des Scratch Assays meiner Arbeit unterstitzen trotz insignifikant
veranderter Werte eher die Daten von Benimetskaya et al. zur Proliferationsférderung
und beflirworten somit die Hypothese, dass DF als endothelschitzendes Medikament die
endotheliale Regeneration und die Revaskularisierung von geschadigten Geweben

fordern konnte.

4.2.2 DF zeigt eine dosisabhédngige Hemmung der Proliferationsrate im MTT

Assay

Im MTT Assay konnte ich eine dosisabhangige Reduktion der Proliferationsrate von
HUVECS sehen, die fur die DF-Konzentration von 100 pg/ml und 500 pg/ml signifikant
war. Diese Ergebnisse widersprechen den oben erwahnten Daten von Benimetskaya et
al., die eine bis zu 2-fach erhohte Proliferationsrate von HUVECS nach DF-Gabe zeigen
(74). Stattdessen stimmen meine Ergebnisse mit den Daten von Guglielmelli et al. und
Gottfried et al. Uberein, die in ihren Studien eine Wachstumshemmung durch DF
feststellen konnten (20, 104).

Meine Ergebnisse im MTT Assay sind aul3erdem auch kontréar zu den Ergebnissen im
Scratch Assay, die eher auf eine proliferationsfordernde Wirkung des DF hindeuten. Da
die Ergebnisse des MTT Assays im Gegensatz zum Scratch Assay jedoch signifikante
Veranderungen zeigten, kénnten sie von groRRerer klinischer Relevanz sein. Das wirde
wiederum darauf hindeuten, dass DF die endotheliale Regeneration und
Revaskularisierung nach initialer Gewebeschadigung beeintrachtigen kodnnte. Die
positive Wirkung von DF bei der Pravention zur VOD/SOS kdnnte also vor allem auf der
endothelschitzenden Komponente beruhen statt auf der endothelregenerierenden

Komponente.

4.2.3 DF hemmt dosisabhangig die angiogene Aktivitat der HUVECS im Tube
Formation Assay

Im Tube Formation Assay konnte ich eine signifikante und dosisabhangige Reduktion der

angiogenen Aktivitat von HUVECS fur alle eingesetzten DF-Konzentrationen sehen.
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Diese Ergebnisse gehen mit denen des MTT Assays einher, die auch eine gehemmte
endotheliale Funktion durch die Gabe von DF zeigen.

In der Literatur gibt es zur Wirkung des DF auf die angiogene Aktivitdt von Endothelzellen
sehr widersprichliche Studien. So zeigten Koehl et al. im Jahr 2007, dass DF anti-
angiogene Eigenschaften besitzt. In ihren Versuchen konnten sie zeigen, dass DF die
Fahigkeit von humanen mikrovaskularen Endothelzellen (HMEC), auf einer Schicht von
dermalen Fibroblasten Gefal3strukturen zu formieren, hemmen konnte (105). Zudem
konnten sie zeigen, dass DF die Angiogenese, also die Gefal3neubildung durch das
Spriel3en bereits vorhandener Gefalde, an kultivierten ringférmigen Aortensegmenten von
Ratten blockieren konnte (105). Zusatzlich konnten Koehl et al. in einem in vivo
Experiment zeigen, dass DF die Angiogenese eines humanen Magentumors im

Ruckenhautkammermodell der Maus hemmen konnte (105).

Die Plausibilitét dieser anti-angiogenen Ergebnisse spiegeln sich in den Versuchen von
Nakamura et al. wider, die eine signifikante Suppression der morphologischen
Erscheinungen von VOD/SOS nach der Gabe des Antikdrpers Sorafenib, welches die
Neovaskularisierung tber VEGFR-2 und VEGFR-3 hemmt, im Rattenmodell zeigen
konnten (106).

Auf der anderen Seite konnten Benimetskaya et al. zeigen, dass DF die angiogene
Eigenschaft von Endothelzellen férdert. So konnten sie in ihren Versuchen zeigen, dass
DF die tubulare Morphogenese von HMEC-1 Zellen um das 6- bis 7-fache steigern kann,
indem es mit hoher Affinitdt an den proangiogenen Fibroblasten-Wachstumsfaktor bFGF
binden und diesen stabilisieren kann (74). Benimetskaya et al. schlie3en daraus, dass
die vorteilhafte Wirkung von DF bezlglich des Pathomechanismus von VOD/SOS auf
eine erleichterte Revaskularisierung der geschadigten, hypoxischen Lebergewebe

zurtckzufuhren sein konnte (74).

In meiner Arbeit kdnnten die anti-angiogenen Ergebnisse des Tube Formation Assays,
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des MTT Assays, eher darauf hindeuten, dass die
Endothelregeneration durch DF gehemmt werden konnte und stattdessen die
endothelschitzende Komponente eine wichtigere Rolle spielen kdnnte.

66



4.2.4 Schlussfolgerungen

In meiner Arbeit konnte ich in vitro eine signifikante Hemmung der endothelialen
Funktionen wie Proliferationsrate und angiogene Aktivitat durch die Gabe von DF in
unterschiedlichen Konzentrationen nachweisen. In der Literatur sind bisher nur wenige
und zudem stark widersprichliche Daten zur Wirkung des DF auf Endothelzellen
bekannt. Die widersprtichliche Datenlage lasst darauf schlieRen, dass die Interaktion von
DF mit Endothelzellen sehr stark von den umgebenden Einflussfaktoren wie der DF-
Konzentration, der Endothelzelllinie, der Zellumgebung und dem Zeitpunkt der DF-Gabe

abhangt.

DF wird in der Klinik Uber einen Zeitraum von mindestens 21 Tagen in einer Dosierung
von 6,25 mg/kg Korpergewicht als 2-stiindige Infusion alle 6 Stunden angewendet (107).
Bei gesunden Probanden erreicht DF die maximale Serumkonzentration am Ende der
Infusionsdauer und ist aufgrund der raschen Clearance bereits 3,5 Stunden nach
Infusionsbeginn nicht mehr nachweisbar (107). Da in meinen Versuchen die héheren DF-
Konzentrationen mit einer starkeren Hemmung der endothelialen Funktionen
einhergingen, deutet dies darauf hin, dass DF vor allem in den ersten Stunden wahrend
und nach einer Infusion wirken kdénnte, wenn die Serumkonzentration am hdchsten ist.
AulBerdem lasst sich daraus schlieRen, dass DF Uber die 21-tdgige Gabe hinweg in
wiederholten Intervallen mit zwischenzeitlichen Pausen seine Wirkung auf endotheliale

Funktionen entfalten kdnnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die positive Wirkung des DF
bezuglich der Pravention von VOD/SOS auf einer Prophylaxe des Endothelschadens
beruhen koénnte und weniger auf einer Verbesserung der Endothelregeneration, da
endotheliale Funktionen in meinen durchgefiihrten Assays gehemmt wurden. Dies kdnnte
auch die von Corbacioglu et al. nachgewiesene verminderte Rate an akuter GVHD nach
DF-Gabe erklaren, da DF durch eine Hemmung der Neovaskularisierung die Entstehung
der GVHD beeintrachtigen kdnnte (78). Zuséatzlich kénnte DF als endothelprotektives
Medikament eine endotheliale Schadigung, die der Neovaskularisierung immer

vorausgeht, hemmen und dadurch weiter zur verminderten GVHD-Rate beitragen.
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4.3 Limitationen

Die Interpretation der Ergebnisse meiner Arbeit unterliegt einigen Limitationen.

So kénnen die hier eingesetzten HUVECS, die ein simples und gut verfigbares Modell
fur Endothelzellen darstellen, nicht die metabolischen und physiologischen Kapazitaten
und Reaktionen anderer Endothelzelllinien abbilden. Humane Primarzellen, zu denen
auch die HUVECS zahlen, kdnnen zwar den physiologischen Zustand in vivo akkurater
imitieren, daflir aber sehr abweichend reagieren, was beispielsweise zu Unterschieden
in Inkubationszeiten und Proliferationsraten fihren kénnte.

HUVECS gehoren zu den Zellen des makrovaskularen Systems. Da die GVHD sowie die
VOD/SOS jedoch auch mikrovaskulare Endothelzellen schadigen kénnen, waren weitere
Versuche mit anderen Endothelzelllinien nétig, um diesen Aspekt genauer zu
beschreiben.

Kanzler et al. konnten zeigen, dass ATG-F starker an aktivierte Endothelzellen binden
kann (53). In meinen Versuchen habe ich jedoch nur unstimulierte HUVECS verwendet,
sodass in vivo von einer starkeren Interaktion zwischen ATG-F und Endothelzellen
ausgegangen werden konnte, da eine Schadigung und Aktivierung der Endothelzellen
einen festen Bestandteil im Pathomechanismus von GVHD und VOD/SOS ausmacht.
Weitere Versuche mit beispielsweise TNFa-stimulierten Endothelzellen oder in der
Anwesenheit von Leukozyten waren also nétig, um eine klinisch akkuratere Wirkung von
ATG-F und DF auf Endothelzellen zu erforschen.

Als Positivkontrolle habe ich in meinen Assays ein mit Wachstumsfaktoren versetztes
Medium verwendet. Allerdings konnte in den Versuchen mit ATG-F die Verwendung von
polyklonalen  Kaninchen-lgG-Antikérpern als  Positivkontrolle  sinnvoller  bzw.
aussagekraftiger sein, um unspezifische Bindungen und Wirkungen des ATG-F
ausschlie3en zu kdnnen.

Eine weitere Limitation meiner Arbeit ist die Frage nach der Wirkung von ATG-F bzw. DF
auf die Apoptose von HUVECS, die ebenfalls eine Hemmung der endothelialen
Funktionen bewirken konnte. Es ist bereits in einigen Studien beschrieben, dass ATG
dosisabhangig die Apoptose von Leukozyten induzieren kann (108, 109). Werner et al.
konnten zudem beschreiben, dass ATG eine pro-apoptotische Wirkung auf humane
mikrovaskulére Endothelzellen (HMEC-1) hat (110). In meinen Versuchen konnte ATG-
F die endothelialen Funktionen dosisabhangig hemmen, was ebenfalls auf eine pro-

apoptotische Wirkung zurtickzufiihren sein konnte. Da die Beeinflussung von ATG-F auf
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die Apoptose von HUVECS bisher jedoch noch nicht in Studien beschrieben wurde,
waren hier also weitere Versuche notwendig. Eissner et al. beschreiben, dass DF keinen
negativen Einfluss auf die endotheliale Zellviabilitéat hat und zudem die Chemotherapie-
induzierte Apoptose von Endothelzellen hemmen kann (88). Da diese Versuche mit
HMEC-1-Zellen durchgefuhrt wurden, waren auch hier weitere Versuche notwendig, um
den Einfluss von DF auf die Apoptose von HUVECS zu beschreiben.

In meinen Versuchen habe ich lediglich ATG-F und keine weiteren ATG-Praparate
eingesetzt. Uber potentielle Variationen der Wirkung verschiedener ATG-Praparate
(ATG-F, Thymoglobulin, Atgam) auf endotheliale Funktionen kann diese Arbeit also keine
Hinweise geben.

4.4 Ausblick

In dieser Arbeit konnte ich erstmals zeigen, dass ATG-F in vitro endotheliale
Zellfunktionen wie die Migration und die Proliferation signifikant hemmen kann. Bei der
GVHD spielen sowohl der Endothelschaden als auch die Neovaskularisierung eine
entscheidende Rolle im Pathomechanismus. Da ATG-F in hdheren Konzentrationen
endotheliale Funktionen stérker beeinflussen kdnnte, sind die zeitliche Gabe sowie der
ATG-F-Serumspiegel entscheidend fir die Therapie und Pravention endothelialer
Komplikationen. So kénnte ATG-F in der frihen Phase nach einer allo-HSCT die
Neovaskularisierung effektiv hemmen, wahrend es in einer spateren Phase jedoch die
endotheliale Regeneration behindern und den endothelialen Schaden dadurch
verstarken konnte. Die Wirkung von ATG-F auf endotheliale Funktionen kdnnte jedoch
stark von der Dosis sowie dem Zeitpunkt der Gabe abhangig sein. Das kénnte auch
erklaren, warum im Tube Formation Assay keine signifikanten Ergebnisse zu sehen
waren, obwonhl dies zu erwarten gewesen ware.

Zur effektiveren Pravention und Therapie endothelialer Komplikationen bei einer allo-
HSCT waéren genauere und sensitivere diagnostische Kriterien notwendig. Da
beispielsweise die endotheliale Vulnerabilitat bereits vor der allo-HSCT kritisch flr die
Entwicklung einer GVHD und fir das Ansprechen auf Therapieversuche ist, ware die
Identifikation von Risikopatienten anhand endothelialer Vulnerabilitatsparameter hilfreich,
um den situativen und zeitlichen Einsatz von ATG-F zu prazisieren (29, 39, 111). So lasst

sich eine endotheliale Schadigung beispielsweise anhand der Messung von Zytokinen,
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Chemokinen und Leukozytenadhasionsmolekilen (z.B. vWF, VCAM-1, ICAM-1,
E-selectin, ANG2 und VEGF) im Serum von Patienten quantifizieren und stellt einen
negativen Vorhersagewert fiir das Uberleben nach einer allo-HSCT dar (112).

Mertzlitz et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass nicht nur die Neovaskularisierung,
sondern auch die Lymphangiogenese eine entscheidende Rolle im Pathomechanismus
der GVHD spielt (113). Durch eine verstarkte Lymphangiogenese kodnnen l8sliche
Antigene und aktivierte APC besser in die Lymphknoten und zur Milz gelangen, wodurch
allogene Reaktionen im Rahmen einer GVHD verstéarkt werden kdnnten (113-115). So
konnten Mertlitz et al. nachweisen, dass eine erhthte Anzahl an Lymphgefal3en in
Duodenum- und Kolonbiopsien von Patienten mit akuter GVHD Grad IlI-1V vorliegt, und
dass die Hemmung der Lymphangiogenese mit einem Anti-VEGFR-3-Antikdrper die
GVHD-assoziierte Organschadigung und Gesamtmortalitat im Tiermodell senken kann
(113). Der Einfluss von ATG-F auf die Lymphangiogenese ist noch nicht beschrieben und
ware hinsichtlich des besseren Verstandnisses der Wirkungsweisen von ATG-F und
hinsichtlich weiterer potentieller Therapiemdglichkeiten der GVHD und anderer

endothelialer Erkrankungen von grol3em Interesse.

In meinen Versuchen mit DF konnte ich eine signifikante Hemmung der endothelialen
Funktionen wie Proliferationsrate und angiogene Aktivitat aufzeigen. Auch DF scheint in
Abhéangigkeit von Zeit und Dosis unterschiedliche Wirkungen auf endotheliale Funktionen
zu haben, worauf die widersprichliche Datenlage in der Literatur hinweist. So sind die
optimale Dosis sowie die zeitliche Gabe von DF noch unklar, obwohl sie einen
entscheidenden Einfluss auf die Wirkung von DF auf Endothelschaden und
Endothelregeneration haben kdnnten. Die anti-proliferativen und anti-angiogenen
Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass DF weniger die Endothelregeneration
unterstitzt, sondern vor allem die Endothelschadigung verhindert und dadurch in die
Pathogenese der VOD/SOS eingreifen kann. Somit wére die Identifikation von
Risikopatienten durch endotheliale Vulnerabilitdtsparameter vor einer allo-HSCT
hilfreich, um den situativen und zeitlichen Einsatz von DF zu prazisieren. Auch der
Einfluss von DF auf die Lymphangiogenese, die eine wichtige Rolle im
Pathomechanismus der GVHD spielt, ist noch nicht beschrieben und ware hinsichtlich
weiterer potentieller Therapieméglichkeiten der GVHD und anderer endothelialer

Erkrankungen von grof3em Interesse (99).
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Das wachsende Wissen Uber die komplexen immunologischen Eigenschaften von
ATG-F und DF weist darauf hin, dass die Liste an Indikationen fir diese beiden
Medikamente zuklnftig um einige Krankheitsbilder erweitert werden konnte. ATG-
Praparate werden bereits zusatzlich zur GVHD-Prophylaxe auch im Rahmen von soliden
Organtransplantationen, zur Therapie der Aplastischen Andmie und bei einigen
Autoimmunerkrankungen eingesetzt (44, 45, 55). Auch die Gabe von DF koénnte sich
beispielsweise vor einer soliden Organtransplantation zur Vermeidung von endothelialen
Schaden und Absto3ungsreaktionen bewdhren. Die Gabe von ATG-F oder DF bei
weiteren haufigen Erkrankungen der heutigen Zeit (beispielsweise chronische
Niereninsuffizienz, Adipositas, Sepsis, chronisch entzindliche Darmerkrankungen,
Arthritis), die allesamt mit einer Endothelschadigung oder einer verstarkten
Neovaskularisierung einhergehen, ware zuklnftig vorstellbar und bedarf weiterer
Forschung (85). Auch der Einsatz dieser beiden Medikamente zur Therapie und
Prophylaxe von weiteren Erkrankungen aus der Gruppe des vaskularen
Endothelsyndroms, wie Dbeispielsweise TA-TAM oder IPS, bedarf weiterer
Forschungsstudien.

ATG-F und DF sind aufgrund ihrer vielfaltigen Interaktionen mit Endothelzellen zwei
Medikamente, die zuklnftig eine wichtige Rolle in der Pravention und Therapie von einer
Vielzahl an Erkrankungen spielen kénnten, zu denen sowohl allo-HSCT-assoziierte
Komplikationen als auch andere vaskulare Erkrankungen zéhlen. Insbesondere bei der
Planung von endothelspezifischen Therapien sollte die Wirkung von ATG-F und DF auf
endotheliale Funktionen bedacht werden, um die therapeutischen Mdglichkeiten bei einer
GVHD oder VOD/SOS zu optimieren und das Outcome nach einer allo-HSCT zu

verbessern.
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