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Zusammenfassung 

Die allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSZT) ist für viele 

hämatologische Erkrankungen die einzige kurative Therapieoption. Die akute Graft-versus-

Host-Krankheit (aGvHD) ist eine häufige Nebenwirkung der allo-HSZT. Es kommt zur 

zytotoxischen Alloreaktion von T-Zellen des Spenders auf den Empfängerorganismus, gefolgt 

von einer mitunter starken Inflammation des Gewebes. Typische Zielorgane der aGvHD sind 

Haut, Darm und Leber. Aktuell wird die aGvHD mit unspezifischer, immunsuppressiver 

Therapie behandelt, welche allerdings mit hohem Infektionsrisiko und dem Risiko für 

Tumorrezidive einhergeht. Aus diesem Grund besteht der Bedarf nach alternativen 

Therapieoptionen, die spezifischer in die Pathogenese der aGvHD eingreifen und damit ein 

geringeres Risiko für systemische Nebenwirkungen haben.  

Es ist bereits bekannt, dass pathologische Angiogenese eine zentrale Rolle in der Pathogenese 

der aGvHD spielt. Als ein spezifischer Regulator der pathologischen Angiogenese konnte das 

Glykoprotein Lrg1 (leucine rich alpha-2-glycoprotein 1) identifiziert werden. Lrg1 ist in die 

Modulation des TGF-β-Pathways involviert. Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte ich den 

Einfluss von Lrg1 auf die Entstehung von aGvHD und auf das Angiogeneseverhalten 

verschiedener Endothelzelllinien (MCECs, MuMECs, TMNK1-Zellen).  

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass die Lrg1 Konzentration im Serum von 

Patient:innen nach allo-HSZT mit aGvHD signifikant höher ist, als bei Patient:innen nach allo-

HSZT ohne aGvHD. Die Untersuchung des Angiogeneseverhaltens verschiedener 

Endothelzelllinien unterstreicht die funktionelle Relevanz von Lrg1. Es zeigte sich ein 

signifikant höheres Migrationspotential unter Stimulation mit Serum von Lrg1-WT-Tieren aus 

inflammatorischem Setting im Vergleich zu Serum von Lrg1-/- Tieren. Nur in einer der 

getesteten Endothelzellinien (MCECs) zeigte sich außerdem eine signifikant gesteigerte 

Zellproliferation unter Stimulation mit Lrg1-WT-Serum.  

Aus den Ergebnissen lässt sich ableiten, dass: 

- Lrg1 während der aGvHD bei Patient:innen hochreguliert ist; und 

- die Initiierung proangiogener Signalwege in Endothelzellen durch Lrg1 vermutet 

werden kann.  

Die spezifische Inhibition der pathologischen Angiogenese über den Lrg1 Signalweg könnte 

daher ein innovativer und klinisch relevanter therapeutischer Angriffspunkt bei aGvHD sein. 
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Abstract 

Allogenic hematopoetic stem cell transplantation (allo-HSCT) is the only curative therapy for 

various hematological diseases. Despite improved conditioning regimes and aGvHD 

prophylaxis acute Graft-versus-Host Disease remains one of the most frequently observed 

complications after allo-HSCT. Donor-T-cells induce a cytotoxic reaction towards the 

recipients’ tissue, followed by an occasionally extensive inflammation. Typical target organs 

of aGvHD are skin, liver, and gastrointestinal tract. By now, aGvHD is treated with unspecific 

immunosuppressive therapy, which holds high risk of infections and tumor relapse. For this 

reason, there is a need for alternative therapeutic options that intervene more specifically the 

pathogenesis of aGvHD, containing less risk of systemic side effects. 

It is already known that aGvHD is mostly driven by pathological angiogenesis. As a specific 

regulator of pathological angiogenesis, the glycoprotein Lrg1 (leucine rich alpha-2-

glycoprotein 1) was identified. Lrg1 is involved in modulation of TGF-β-pathway. In this work 

I further investigated the effect of Lrg1 on the development of aGvHD and the influence of 

Lrg1 on angiogenesis in different endothelial cell lines (MCECs, MuMECs TMNK1-cells).  

In the first part of this process I was able to show significantly higher Lrg1-levels in patients 

after allo-HSCT who developed aGvHD, compared to patients after allo-HSCT who had not 

developed aGvHD. The analysis of angiogenesis in different endothelial cell lines emphasizes 

the functional relevance of Lrg1. Significantly increased migrational potential of all three 

endothelial cell lines was to be observed in cells stimulated with serum of Lrg1-WT-animals 

taken of an inflammatory setting, compared to cells stimulated with serum of Lrg1-/- animals. 

In only one of the tested cell lines (MCECs) significantly increased cell proliferation in cells 

stimulated with Lrg1-WT-serum could be found, compared to cells stimulated with Lrg1-/- 

serum. 

Our results suggest that: 

- Lrg1 is being upregulated during aGvHD in patients; and  

- the initiation of proangiogenic pathways in endothelial cells might be supported by 

Lrg1.  

For this reason, the specific inhibition of pathological angiogenesis via Lrg1 signaling could be 

an innovative and clinically relevant therapeutic target for aGvHD.
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1 Einleitung 

1.1  Allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSZT) 

Die allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSZT) nimmt eine zentrale 

Position in der Therapie hämatologischer Erkrankungen ein und stellt in den meisten Fällen die 

einzige kurative Therapieoption dar. Ziel ist es, die pathologisch veränderte Hämatopoese 

einschließlich des Immunsystems der Patient:innen durch hämatopoetische Stammzellen von 

Spender:innen zu ersetzen. Dadurch kann die langfristige Heilung der Grunderkrankung 

erreicht werden.(1) Stammzellen besitzen die Fähigkeit, sich bei der Proliferation in stärker 

differenzierte Tochterzellen und in Tochterzellen mit Stammzelleigenschaften zu teilen. Am 

Beispiel der hämatopoetischen Stammzellen teilt sich eine multipotente Stammzelle in zwei 

oligopotente myeloische oder lymphatische Progenitorzellen. Bei Stimulation durch den 

Stammzellfaktor kommt es zur asymmetrischen Teilung in eine oligopotente Progenitorzelle 

und eine multipotente Tochterzelle. Diese Fähigkeit wird bei allo-HSZT ausgenutzt, um die 

pathologisch veränderten Stammzellen der Empfänger:innen durch gesunde Stammzellen von 

Spender:innen zu ersetzen. Die multipotenten gespendeten Stammzellen sind in der Lage, sich 

in die verschiedenen myeloischen und lymphatischen Zellen zu differenzieren. Durch die 

Regenerationsfähigkeit der Stammzellen ergeben sich bei Spender:innen keine dauerhaften 

Folgen.(2) Die Stammzellen können dabei aus Knochenmark, peripherem Blut oder 

Nabelschnurblut entnommen werden.(1) Anders als bei der autologen 

Stammzelltransplantation, bei der die Stammzellen den Patient:innen selbst entnommen und 

später reimplantiert werden, werden bei der allo-HSZT Stammzellen von Spender:innen 

genutzt. Diese können von verwandten Spender:innen oder Fremdspender:innen stammen.(1) 

In dieser Arbeit richte ich den Fokus auf die allo-HSZT. Durch die körperfremden, 

immunkompetenten Stammzellen wird bei den Empfänger:innen Alloreaktivität ausgelöst, die 

zur Graft-versus-Tumor- (GvT) bzw. Graft-versus-Leukemia-Reaktion (GvL) und damit zur 

dauerhaften immunulogischen Eliminierung der Tumorzellen führt. Zur Vorbereitung der 

Transplantation muss eine Konditionierung mittels Chemotherapie und/oder Bestrahlung 

stattfinden (Vgl. 1.1.2). Diese eliminiert Tumorzellen und induziert eine Immunsuppression bei 

Patient:innen, welche das Engraftment des Stammzelltransplantats ermöglicht.(3) 

Beschrieben wurde die Stammzelltransplantation 1957 von E. Donnall Thomas, mit dem Ziel 

der hämatopoetischen Rekonstitution nach myeloablativer Bestrahlung. Bei nur zwei von sechs 

Patient:innen war das Engraftment erfolgreich. Innerhalb der ersten einhundert Tage verstarben 

alle sechs von ihm behandelten Patient:innen. Dies war zurückzuführen auf unzureichendes 
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Wissen zur Histokompatibilität zwischen Spender:innen und Empfänger:innen.(4) Durch die 

Entdeckung und Entschlüsselung des humanen Leukozyten-Antigen-Systems (HLA-System), 

welches die Gene für den major histocompatibility complex (MHC) beinhaltet, konnten in den 

folgenden Jahrzehnten große Fortschritte in der Stammzellforschung erreicht werden (Vgl. 

1.2.2). Im Jahr 1990 wurden weltweit bereits knapp 10.000 Transplantationen durchgeführt. 

Für diesen Erfolg erhielt E. Donnall Thomas im selben Jahr den Nobelpreis für Medizin.(5) 

Nach dem Gutachten der European Society for Blood and Bone Marrow Transplantation 

(EBMT) wurden im Jahr 2019 in Europa 48.501 HSZT durchgeführt, davon 19.798 allo-

HSZT.(6)  

1.1.1 Indikationen für allo-HSZT 

Die allo-HSZT ist für viele hämatologische Erkrankungen die einzige kurative Therapieoption. 

Die folgende Abbildung zeigt die häufigsten Indikationen für allo-HSZT bei Erwachsenen in 

Europa im Jahr 2019.(6)  

Abbildung 1. Indikationen für allo-HSZT im Jahr 2019. 

Übersicht über die Anteile verschiedener Indikationen an der Gesamtheit aller allo-HSZT im Jahr 2019. AML: akute 

myeloische Leukämie. CML: chronisch myeloische Leukämie. MDS: myelodysplastisches Syndrom. MPN: myeloproliferative 

Neoplasie. ALL: akute lymphatische Leukämie. CLL: chronische lymphatische Leukämie. PCD: Plasmazelllymphom (plasma 

cell disorder). HL: Hodgkin-Lymphom. NHL: Non-Hodgkin-Lymphom. BMF: Knochenmarkinsuffizienz (bone marrow 

faliure). HG: Hämoglobinopathien (hemoglobinopathies) PID: primäre Immundefekte (primary immune deficiency). IDM: 

inhibitorische Stoffwechselstörungen (inhibitory disorders of metabolism). AID: Autoimmunerkrankungen (autoimmune 

diseases). Quelle: Passweg et al., 2021.(6) 
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1.1.2 Konditionierung 

Vor der allo-HSZT erhalten Patient:innen eine Konditionierungstherapie aus Chemotherapie 

und/oder Bestrahlung. Diese dient der Eradikation der Tumorzellen und der Suppression des 

Immunsystems. Die Konditionierung kann in ihrer Intensität variieren. Drei Intensitätsstufen 

sind zu unterscheiden: myeloablative Konditionierung (MAC; myeloablative conditioning), 

dosisreduzierte Konditionierung (RIC; reduced intensity conditioning) und minimalintensive, 

nicht-myeloablative Konditionierung (MIC/NMAC; minimal invasive conditioning/non 

myeloablative conditioning).(7)  Typische Konditionierungsregime sind in Abbildung 2 

dargestellt. 

Abbildung 2. Übersicht über Konditionierungsregime. 

MAC: myeloablative Konditionierung (myeloablative conditioning). RIC: dosisreduzierte Konditionierung (reduced intensity 

conditioning). MIC: minimalintensive, nicht-myeloablative Konditionierung (minimal intensive conditioning). TRM: 

behandlungsassoziierte Mortalität (treatment related mortality). Bu: Busulfan. Cy: Cyclophosphamid. Mel: Melphalan. Flu: 

Fludarabin. TBI: Ganzkörperbestrahlung (total body irradiation). TLI: Bestrahlung des lymphatischen Systems (total lymphoid 

irradiation). MMF: Mycophenolat-Mofetil. CsA: Cyclosporin A. Quelle: Hemmati et al., 2018.(7) 

Die Entscheidung für ein Konditionsregime wird individuell je nach Grunderkrankung, Alter 

und Komorbiditäten der Patient:innen, Art des Stammzellpräparats, Spendentyp und HSZT-

Komorbiditätsindex getroffen.(8) MAC weist eine höhere Effektivität in der Bekämpfung 

leukämischer Zellen auf, geht allerdings durch die Induktion einer irreversiblen Zytopenie auch 

mit höherer Toxizität einher, sodass überwiegend junge Patient:innen ohne Komorbiditäten von 

ihr profitieren. NMAC induziert kaum Zytopenie, ist dadurch weniger toxisch und auch für 
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ältere, multimorbide Patient:innen geeignet. RIC kann zwischen MAC und NMAC eingeordnet 

werden. Sie induziert abhängig von der Kombination der Zytostatika und der 

Bestrahlungsintensität variable Zytopenien.(9) Bisher konnten keine generellen Unterschiede 

in der Wirksamkeit der verschiedenen Konditionierungsregime festgestellt werden, weder in 

Bezug auf den Krankheitsverlauf und das Überleben der Patient:innen, noch in Bezug auf die 

Entwicklung einer Graft-versus-Host Disease (GvHD).(8) 

1.1.3 Komplikationen nach allogener HSZT 

Die Therapie maligner hämatologischer Erkrankungen wurde in den vergangenen Jahren 

konstant verbessert. Die HSZT ist zurzeit die einzige kurative Therapieoption. Durch 

Einführung und Individualisierung der Konditionierungsgerigme und Infektions- und GvHD-

Prophylaxe konnte die Zahl der Komplikationen nach HSZT deutlich verringert werden. 

Trotzdem liegt die 1-Jahres-Überlebensrate nach allo-HSZT bei nur 63%.(10-12) Häufige 

Komplikationen sind fehlendes Engraftment, Infektionen durch immunsuppressive 

Konditionierung und GvHD-Prophylaxe und die Entwicklung akuter und/oder chronischer 

GvHD.(12-15) Aufgrund der großen Relevanz für diese Arbeit wird die akute GvHD in Kapitel 

1.2 detaillierter thematisiert. 

1.2 Akute Graft-versus-Host Disease (aGvHD) 

GvHD ist die häufigste Komplikation nach allo-HSZT und betrifft 30-50% der 

Patient:innen.(16) Man unterscheidet akute und chronische GvHD. Akute GvHD (aGvHD) 

beschreibt die Immunreaktion von Donor-T-Zellen auf Zellen des Empfängerorganismus. Die 

Pathophysiologie der chronischen GvHD ist noch nicht abschließend geklärt. Man vermutet 

eine verstärkte Antikörperbildung und Reaktion von Donor-T-Lymphozyten auf Alloantigene 

der Empfänger:innen. Klinisch präsentiert sich die chronische GvHD ähnlich einer 

Autoimmunreaktion.(16-18) Im Folgenden liegt der Fokus auf der aGvHD. 

1.2.1 Epidemiologie der aGvHD 

Die Inzidenz der aGvHD nach allo-HSZT beträgt 30-50%, davon sind ca. 15% schwere 

Verläufe, entsprechend Grad III-IV. Die Langzeitüberlebensrate für Patient:innen mit schweren 

Verläufen beträgt 30% (aGvHD III°) bzw. <5% (aGvHD IV°), während mildere Verläufe 

(aGvHD I-II°) mit einem Langzeitüberleben von >80% einhergehen.(19, 20) Die klassische 

Unterscheidung zwischen akuter und chronischer GvHD erfolgt nach dem Zeitpunkt des 

Auftretens der aGvHD. Innerhalb der ersten 100 Tage nach allo-HSZT wird GvHD als akut 

bezeichnet, danach als chronisch. Aufgrund der mittlerweile bekannten persistierenden, 
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rekurrierenden und late-onset Formen der aGvHD wird die Unterscheidung zwischen akut und 

chronisch heutzutage überwiegend anhand der klinischen Symptomatik getroffen.(21)  

1.2.2 Risikofaktoren für aGvHD 

Der größte Risikofaktor für die Entwicklung einer aGvHD ist ein HLA-Mismatch zwischen 

Spender:in und Empfänger:in. Der HLA-Komplex wird vom major histocompatibility complex 

(MHC) auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 kodiert und ist reich an Polymorphismen. Die 

HLA-Proteine dienen der Antigenpräsentation und lassen sich in drei Hauptgruppen einteilen, 

wobei HLA-III-Proteine nicht an der Antigenpräsentation beteiligt sind. HLA-I-Proteine sind 

auf jeder kernhaltigen somatischen Zelle sowie auf Thrombozyten vorhanden und präsentieren 

körpereigene Proteinfragmente. Sie kennzeichnen die Zelle selbst und deren produzierte 

Proteine als körpereigen und schützen damit vor einer Autoimmunreaktion durch zytotoxische 

CD8+ T-Zellen und natürliche Killerzellen (NK-Zellen). HLA-II-Proteine werden auf 

professionell antigenpräsentierenden Zellen (APCs) exprimiert. Sie präsentieren den CD4+ T-

Zellen extrazelluläre Antigene und regulieren so deren Aktivität. Für die HSZT ist die 

Übereinstimmung der beiden Allele von HLA-A, HLA-B, HLA-C (kodiert im MHC-I-

Komplex) und HLA-DQ und HLA-DR (kodiert im MHC-II Komplex) relevant.(22, 23) 

Neben den HLA-Proteinen spielen minor histocompatibility antigens (miHAs) eine Rolle als 

Risikofaktoren für aGvHD. Diese von intrazellulären Proteinen abstammende Peptide liegen 

an MHC-Rezeptoren gebunden vor und weisen trotz HLA-Übereinstimmung aufgrund von 

Polymorphismen und Punktmutationen eine hohe Variabilität auf. Die miHAs können von 

Donor-T-Zellen erkannt werden und eine Immunreaktion triggern.(22) 

Unabhängig von HLA-Genen gibt es weitere genetische Polymorphismen, die das Risiko für 

aGvHD erhöhen. Hierzu zählen Gene der Zytokinexpression, zum Beispiel Gene für Tumor-

Nekrosefaktor-alpha (TNF-α), IL-10 und NFkB. Höhere TNF-α-Expression und niedrigere IL-

10-Expression gehen mit vermehrtem Auftreten einer aGvHD einher.(24) Niedrige 

Konzentrationen von NFkB durch Polymorphismen im regulierenden NOD2/CARD15 

Pathway erhöhen ebenso das Risiko für das Auftreten von aGvHD.(22) Nicht genetisch 

bedingte Risikofaktoren für aGvHD sind die Kombination aus einer weiblichen Spenderin und 

einem männlichen Empfänger, das Alter der Empfänger:innen bei allo-HSZT, die 

Konditionierung mit MAC Regime, unverwandte Spender:innen und eine andere 

Grunderkrankung als ALL.(19, 25, 26) 



  Einleitung 

 
- 6 - 

1.2.3 Klinische Manifestation und Stadieneinteilung der aGvHD 

Die Hauptmanifestationsorte der aGvHD sind Haut, Gastrointestinaltrakt und Leber. Je nach 

Schweregrad zeigt sich die Manifestation in einem einzelnen Organ oder in der Kombination 

mehrerer betroffener Organsysteme.(16, 25, 27-29) 

Die Erstmanifestation erscheint häufig als makulopapulöses Exanthem der Haut mit Pruritus, 

gegebenenfalls mit Blasenbildung und Ulzeration. Histologisch finden sich apoptotische Areale 

am Übergang von Epidermis zu Dermis mit perivaskulären Lymphozyteninfiltraten.(27, 30) 

Hauptsymptome der aGvHD des Gastrointestinaltraktes sind Appetitverlust, Dyspepsie, 

Übelkeit, Erbrechen, Abdominalschmerz, Gewichtsverlust, sekretorische Diarrhö und 

gastrointestinale Blutungen durch Reizung der Mukosa mit Ulzeration. Histologisch 

präsentieren sich apoptotische Areale im Bereich der intestinalen Stammzellen. Infolgedessen 

kommt es zur Apoptose der Enterozyten und der intestinalen Immunzellen (Paneth-Zellen).(31) 

In der Leber präsentiert sich aGvHD mit cholestaseähnlicher Symptomatik. Es kommt zum 

Anstieg der Cholestaseparameter konjugiertes Bilirubin, alkalische Phosphatase (AP) und 

Gamma-Glutamyltransferase (g-GT). Klinisch zeigt sich ein Ikterus, Hepatosplenomegalie, 

acholischer Stuhl, dunkler Urin und im Verlauf Pruritus. Histologisch sind analog zur aGvHD 

der Haut und des Gastrointestinaltraktes ebenfalls perivaskuläre Lymphozyteninfiltrate, 

Apoptose in biliären Kompartimenten sowie Pericholangitis nachweisbar.(32) 

Die Stadieneinteilung der aGvHD richtet sich nach der Schwere der Betroffenheit von Haut, 

Leber und Gastrointestinaltrakt. Letzterer wird noch einmal in oberen und unteren 

Gastrointestinaltrakt unterteilt. Jedes betroffene Organ wird einem Stadium von 1-4 zugeteilt. 

Aus den Stadien der einzelnen Organe lässt sich dann ein Gesamtgrad I-IV der aGvHD 

bestimmen, wobei 0 keiner und IV der schwersten Ausprägung der aGvHD entspricht (Vgl. 

Tab. 1).(33, 34) 
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Tabelle 1. Stadien- und Gradeinteilung der aGvHD. 

Tabellarische Darstellung der Stadien-und Gradeinteilung der aGvHD. d: Tag (day). dl: Deziliter. ml: Milliliter. Quelle: Harris 

et al., 2016.(33) Strong Rodrigues et al., 2018.(34) 

1.2.4 Pathophysiologie der aGvHD 

Die Pathophysiologie der aGvHD lässt sich in drei Phasen einteilen (Vgl. Abb. 3.).  

1. Afferente Phase: Durch die Zytotoxizität des Konditionierungsregimes kommt es zur 

Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (TNF-α, IL-6, IL-1), danger associated 

molecular patterns (DAMPs) aus apoptotischen intestinalen Zellen und pathogene 

associated molecular patterns (PAMPs) aus dem Darmmikrobiom. Diese können durch 

die geschädigte Mukosa in die Blutzirkulation eintreten. APCs werden durch den 

anfänglichen Zytokinsturm aktiviert und präsentieren Alloantigene auf ihrer 

Oberfläche.(22, 35) 

2. Efferente Phase: Donor-T-Zellen werden durch die auf den APCs präsentierten 

Alloantigene und durch zirkulierende Zytokine aktiviert. Es folgt das Priming und der 

Stimulus zur Proliferation. Die aktivierten T-Zellen produzieren in hohem Maße IL-2 

und IFN-g. IL-2 stimuliert die aktivierten T-Zellen sowie die Proliferation und 

Differenzierung von NK-Zellen, induziert Antikörperbildung in B-Zellen und reguliert 

die Reifung regulatorischer T-Zellen. IFN-g stimuliert die zelluläre Immunabwehr vor 

allem in Makrophagen, steigert die Expression von MHC-I/II-Proteinen auf der 

Oberfläche von APCs und induziert den Klassenwechsel von IgM- zu IgG-

Antikörpern.(22, 35) 

3. Effektorphase: Die aktivierten zytotoxischen Donor-T-Zellen sowie die zelluläre und 

humorale Immunantwort führen im Empfängerorganismus zu Zell- und 

Endorganschäden. Die Mechanismen der Gewebeschädigung werden vermittelt durch 

Fas-Rezeptor/Fas-Ligand Interaktion, Perforin-Granzym-B und direkte 

Zytokineffekte.(22, 35) 

Ausmaß der Organmanifestation
Haut Leber oberer Gastrointestinaltrakt unterer Gastrointestinaltrakt

Stadium
0 Kein aktiver erythematöser Ausschlag Bilirubin <2mg/dl Keine/intermittierende Nausea/Emesis Diarrhoe <500ml/d oder <3 Episoden/d

1 Ausschlag <25% der Hautoberfläche Bilirubin 2–3 mg/dl Persistierende Nausea/Emesis Diarrhoe  500-999ml/d oder 3-4 Episoden/d

2 Ausschlag 25–50% der Hautoberfläche Bilirubin 3–6 mg/dl Diarrhoe 1000-1500ml/d oder 5-7 Episoden/d

3 Ausschlag >50% der Hautoberfläche Bilirubin 6–15 mg/dl Diarrhoe >1500 ml/d oder >7 Episoden/d

4 Generalisierte Erythrodermie, Blasenbildung, 

Schuppung

Bilirubin >15 mg/dl schwere abdominale Schmerzen, Ileus, 

Stuhlveränderungen

Grad
0 Keine Organmanifestation 

I Stadium 1–2 keine Beteiligung keine Beteiligung keine Beteiligung

II Stadium 3 Stadium 1 Stadium 1 Stadium 1

III Stadium 0–3 Stadium 2–3 Stadium 0-1 Stadium 2–3

IV Stadium 4 Stadium 4 Stadium 0-1 Stadium 4
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Fas-Ligand wird auf aktivierten zytotoxischen T-Zellen, neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen exprimiert, während Fas-Rezeptor auf aGvHD-Zielgewebe ausgebildet 

wird. Eine Interaktion von Ligand und Rezeptor löst Apoptose aus.(36)  

Granzym-B wird aus zytotoxischen T-Zellen freigesetzt, gelangt über Endozytose in die 

Zielzelle und induziert dort die Fragmentierung der DNA und damit Apoptose.(37) 

Direkte Zytokineffekte sind vor allem ausgelöst durch TNF-α. TNF-α aktiviert APCs, 

induziert Chemokinausschüttung, rekrutiert weitere Immunzellen und induziert auf 

direktem Weg die Apoptose der Zielzellen.(38) 

Abbildung 3. Pathophysiologie der aGvHD. 

Schematische Darstellung der Pathogenese von aGvHD. IL-1/2/6/8/10: Interleukin 1/2/6/8/10. LPS: Lipolylsaccharide. TNF-

α: Tumornekrosefaktor alpha. APC: Antigen präsentierende Zellen (antigen presenting cells). TCR: T-Zell-Rezeptor (T-cell 

receptor). MHC: major histocompatibility complex. Infg: Interferon gamma (IFN-g). Fas-L: Fas-Ligand. NK-cell: Natürliche 

Killerzelle (natural killer cell). GI-tract: Gastrointestinaltrakt (gastrointestinal tract). Quelle: Ball et al., 2008.(22) 

1.2.5 Prävention und Therapie der aGvHD 

Eine medikamentöse GvHD Prophylaxe vor allo-HSZT soll das Risiko für die Entstehung einer 

GvHD verringern. Einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Prophylaxe haben die 

Grunderkrankung, das Alter der Empfänger:innen zum Zeitpunkt der HSZT, die HLA-
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Kompatibilität und das individuelle aGvHD-Risiko (Vgl. Abb. 4). Etabliert ist die Kombination 

eines Calcineurininhibitors (Cyclosporin A, Tacrolimus) mit Metothrexat (MTX) oder 

Mycophenolat-Mofetil (MMF). Zusätzlich kann bei erhöhtem Risiko Antithymozytenglobulin 

eingesetzt werden.(15, 39) 

Abbildung 4. Prophylaxe der aGvHD. 

Schematische Darstellung der Auswahl der medikamentösen GvHD-Prophylaxe. GvHD: Graft-versus-Host Erkrankung (Graft-

versus-Host Disease). Quelle: Zeiser et al., 2020.(39) 

Die systemische Therapie der aGvHD geht immer mit intensivierter Immunsuppression und 

damit einem erhöhten Infektionsrisiko einher. Daher wird die systemische Therapie erst ab 

aGvHD II° eingeleitet. Die aGvHD I° spricht in der Regel gut auf topische Therapie mit 

Glucocorticoiden an.(15, 40) 

Die Erstlinientherapie für aGvHD II-IV° ist neben der Fortführung der GvHD-Prophylaxe die 

systemische Glucocorticoidtherapie. Glucocorticoide haben durch die Inhibition von NFkB 

eine breite immunmodulatorische Wirkung. Mittel der Wahl sind Methylprednisolon oder 

Prednisolon in Kombination mit topischer Therapie und supportiven Maßnahmen.(39, 40) Es 

gibt keine standardisierte Empfehlung für die Zweitlinientherapie bei fehlendem Ansprechen 
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auf systemische Glucocorticoide. Mögliche Therapieoptionen sind TNF-α-Inhibitoren wie 

Etanercept, mTOR-Inhibitoren, Antimetabolite, Kinaseinhibitoren, monoklonale Antikörper 

und α1-Antitrypsin.(15, 39-41) 

1.3 Angiogenese 

Angiogenese beschreibt den Prozess der Differenzierung und des Remodellings von 

Gefäßsystemen. Angiogenese ist ein physiologischer Prozess mit hoher Relevanz für 

Wachstum und Wundheilung, ist aber auch maßgeblich an Pathologien wie Inflammation und 

Tumorerkrankungen beteiligt.(42-44) 

Ein der Angiogenese in der Regel vorausgehender Prozess ist die Vaskulogenese. 

Vaskulogenese beschreibt die Neubildung von Gefäßsystemen aus Angioblasten und 

hämatopoetischen Stammzellen und ist primär in der Embryogenese von Bedeutung. Obwohl 

Vaskulogenese ein überwiegend embryonaler, primitiver Prozess ist, kann sie im Rahmen 

verschiedener Erkrankungen auch im adulten Organismus stattfinden.(44) 

Vaskulogenese und Angiogenese stehen in engem Zusammenhang miteinander, wobei die 

klinische Relevanz der Angiogenese im Hinblick auf mögliche therapeutische Angriffspunkte 

im Vordergrund steht.(45) Im Rahmen dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Rolle der 

Angiogenese in der Pathophysiologie der aGvHD. 

1.3.1 Regulation und Mechanismen der physiologischen Angiogenese 

Physiologisch liegen die Endothelzellen im Ruhezustand vor und haben eine niedrige 

Proliferationsrate. Durch autokrine Sektetion von vascular endothelial growth factor (VEGF), 

Notch, angiopoietin-1 (ANG1) und fibroblast growth factors (FGFs) schützen sich die 

Endothelzellen selbst vor Schädigung und Apoptose. Die Zellen bilden eine Einzelzellschicht 

auf der Innenseite aller Gefäße aus, je nach Gewebe mit Unterschieden im Aufbau und in der 

Dichtigkeit. Tight junctions und Zonulae adhaerens, bestehend aus VE-cadherinen und 

Claudinen, bilden die Verbindungen zwischen den einzelnen Zellen und regulieren die 

Dichtigkeit des Zellverbandes. Die Endothelzellen sind umgeben von Perizyten, welche 

ebenfalls VEGF und ANG-1 sezernieren. Die Zell-Zell-Kontakte zu den Perizyten sowie die 

Stimulation durch VEGF und ANG-1 stellen einen Überlebensstimulus für die Endothelzellen 

dar und hemmen gleichzeitig deren Proliferation.(46) 

Kommt es zu einem Zustand, in dem die Neubildung von Gefäßstrukturen notwendig ist, 

beispielsweise in der Wundheilung, bildet sich ein Ungleichgewicht der oben genannten 

Faktoren zugunsten proangiogener Stimuli aus. Durch zirkulierende proangiogene Zytokine 
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kommt es zur Vasodilatation und Erhöhung der Permeabilität der tight junctions und Zonulae 

adhaerens. Immunzellen, Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine migrieren in den 

Extravasalraum. Die Endothelzellen werden aus ihrem Ruhezustand aktiviert und die 

umliegende Extrazellulärmatrix wird aufgebrochen. Durch Proliferation und Migration der 

aktivierten Endothelzellen kommt es zur Neuorganisation und Formung eines neuen Lumens. 

Dafür agiert die Endothelzelle mit der höchsten Exposition gegenüber proangiogenen Faktoren 

als Tip-Zelle. Diese führt die Zellmigration in Richtung des Angiogenesesignals an. Die 

Nachbarzellen der Tip-Zellen werden zu Stalk-Zellen mit hohem Proliferationspotential. Sie 

bilden neues Endothel hinter den Tip-Zellen und formen ein Lumen. Die Endothelzellen werden 

wieder von Perizyten umschlossen und treten erneut in den Ruhezustand ein (Vgl. Abb. 5).(46) 
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Abbildung 5. Mechanismen der Angiogenese. 

Schematische Darstellung des Ablaufs der Angiogenese. a: Selektion der Tip-Zelle. b: Ausdehnung des Zellverbandes durch 

Stalkzellen hinter führenden Tip-Zellen. c: Formung eines Lumens und Rückkehr in den Ruhezustand. MMPs: Matrix-

Metalloproteasen. VEGF: vascular endothelial growth factor. VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor (VEGF-

Rezeptor).  DLL4: delta like canonical notch ligand 4. Nrp1: neurolipin 1. HIF-1/2α: hypoxia induced factor 1/2α. PGC1α: 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α. FGF: fibroblast growth factor. ANG-1/2: Angiopoetin 1/2. 

NPARP: nuclear poly adenosine diphosphate-ribose polymerase. PIGF: placental growth factor. EGFL7: endothelial growth 

factor like domain multiple 7. SDF-1α: stromal cell derived factor 1α.  PHD-2: hypoxia inducible prolylhydroxylase 2. Tie2: 

tyrosin protein kinase receptor 2.  PAI-1: plasminogen activator inhibitor 1. PDGF: platelet derived growth factor. PDGFR:  

platelet derived growth factor receptor. Quelle: Carmeliet et al. 2011.(46) 
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1.3.2 Pathologische Angiogenese 

Im adulten Organismus ist die dysregulierte Angiogenese ein treibender Faktor für die 

Entstehung und den Progress von Inflammation, Tumorerkrankungen und ischämischen 

Ereignissen.(44, 47) 

Inflammation kann durch pathogene Erreger, Gewebeschädigung, toxische Schädigung oder 

Strahlung ausgelöst werden. Die Entzündung ist dabei die Reaktion auf einen Stimulus und 

dient dessen Eliminierung. Durch die Gewebeschädigung werden vasoaktive Mediatoren aus 

Endothelzellen und extrazellulärer Matrix freigesetzt. Diese induzieren Hyperperfusion und 

steigern die Gefäßpermeabilität, sodass rekrutierte Immunzellen, insbesondere Monozyten, 

Makrophagen und dendritische Zellen, in den Extravasalraum migrieren können. Monozyten 

und M2-Makrophagen induzieren dabei pathologische Angiogenese bei Inflammation, 

während tumorassoziierte Makrophagen und dendritische Zellen eher bei tumorassoziierter 

Angiogenese vordergründig sind. Diese verstärken wiederum die Entzündungsreaktion und 

induzieren vermehrt Angiogenese.(47-51) 

Neben der Immunzellinfiltration spielt auch Hypoxie eine wichtige Rolle für die Induktion von 

Angiogenese. Endothelzellen exprimieren auf ihrer Oberfläche sauerstoffsensitive 

Hydroxylasen, die an die proangiogenen Transkriptionsfaktoren NFkB und hypoxia inducible 

factors (HIFs) gekoppelt sind. Beide liegen inaktiv gebunden vor. Hypoxieinduziert werden 

HIF und NFkB aktiviert und können als Transkriptionsfaktoren in den Zellkern translozieren. 

Dort induzieren sie die Transkription proinflammatorischer und proangiogener Zielgene, 

welche wiederum für die weitere Rekrutierung von Immunzellen und die Induktion von 

Angiogenese verantwortlich sind. Hypoxie und Immunzellinfiltration sind im entzündlichen 

Gewebe sich gegenseitig verstärkende Mechanismen, da die proangiogene Wirkung die 

angiostatische Wirkung überwiegt. So kommt es vermehrt zu pathologisch gesteigerter und 

ineffektiver Angiogenese.(51) 

Die Beteiligung pathologischer Angiogenese an der Entstehung entzündlicher Erkrankungen 

wie Retinopathien, rheumatoider Arthritis und in der Wundheilung ist bereits untersucht.(51) 

Studien konnten nachweisen, dass auch bei der Pathogenese der aGvHD Neovaskularisation 

stattfindet und entscheidend für den Krankheitsverlauf ist.(51, 52) Riesner et al. konnten zeigen, 

dass Angiogenese in der frühen Phase der aGvHD im Mausmodell die Inflammation initiiert, 

und nicht, wie angenommen, eine Folge der Inflammation ist. Dabei wurde ausschließlich in 

den Zielorganen der aGvHD eine gesteigerte Gefäßdichte, welche der charakteristischen 

Leukozyteninfiltration vorherging, beobachtet.(52) 
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1.3.3 TGF-β-Signalweg und Lrg1 

Der TGF-β-Signalweg ist ein entscheidender Regulator der Angiogenese. Je nach Zielzelle, 

deren Aktivitätszustand und Rezeptortyp kann TGF-β sowohl proangiogen als auch 

angiostatisch wirken. Zur TGF-β-Familie gehören 29 Liganden, darunter Activine, bone 

morphogenic proteins (BMPs) und TGF-β-Proteine I-III. Die TGF-β-Rezeptoren sind Serin-

Threonin-Kinasen und gliedern sich in Rezeptorklasse I (ALK1-7) und II (ActRIIA/B, 

BMPRII, TβRII und AMHRII). Die durch TGF-β ausgelöste Signalkaskade führt zur Bildung 

eines Transkriptionsfaktorkomplexes aus intrazellulären Smad-Proteinen, der in den Zellkern 

transloziert und die Transkription der Zielgene induziert. Durch die verschiedenen Liganden, 

Rezeptoren und Rezeptorkomplexe, intrazelluläre Kombination von Smadproteinen sowie die 

Notwendigkeit verschiedener spezifischer Kofaktoren ist der TGF-β-Signalweg hochvariabel 

in seiner Wirkung. 

In Endothelzellen wirkt der Komplex aus TGF-β/ALK1 proangiogen. Die Bildung des TGF-

β/ALK1-Komplexes wird maßgeblich gefördert durch das Vorhandensein des Kofaktors 

Endoglin. Der TGF-β/ALK5-Komplex wirkt antiangiogen und hemmt Proliferation und 

Migration der Endothelzellen.(53, 54) 

Eine entscheidende Rolle in der Regulation des TGF-β-Signalwegs scheint leucine rich alpha-

2-glycoprotein 1 (Lrg1) zu spielen. Wang et al. konnten in ihrer Studie im Jahr 2013 zum ersten 

Mal nachweisen, dass die basale Lrg1-Expression im Mausmodell unter pathologischen 

Bedingungen stark hochreguliert wird. Lrg1 kann unabhängig von anderen Kofaktoren an 

ALK5 binden und die antiangiogene Signalkaskade induzieren. Allerdings hat Lrg1 eine höhere 

Affinität zum Kofaktor Endoglin und fördert die Bildung des proangiogenen Endoglin/ALK1-

Rezeptorkomplexes. Dieser wird durch die Bindung von TGF-β stabilisiert, während der 

Lrg1/ALK5-Komplex durch die Bindung von TGF-β destabilisiert wird. Da Lrg1, TGF-β und 

Endoglin spezifisch unter pathologischen Bedingungen hochreguliert werden, induziert Lrg1 

auf diesem Weg den Wechsel vom angiostatischen zum proangiogenen Signalweg. Die Daten 

weisen außerdem darauf hin, dass Lrg1 in der physiologischen Angiogenese nur eine 

untergeordnete Rolle spielt.(55) Diese Tatsache macht Lrg1 zu einem hochrelevanten 

therapeutischen Angriffspunkt für durch pathologische Angiogenese charakterisierte 

Erkrankungen, wie Entzündungsprozesse, Tumorerkrankungen und aGvHD. 

1.3.4 Angiogenese als therapeutisches Target 

Wie in 1.3.3 beschrieben, spielt die Angiogenese eine zentrale Rolle bei inflammatorischen 

Prozessen und Tumorerkrankungen. Im betroffenen Gewebe ist das Angiogenesepotential 
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deutlich erhöht, allerdings findet durch vermehrte Entdifferenzierung und gesteigerte 

Proliferationsrate überwiegend pathologische, insuffiziente Angiogenese statt. Dadurch 

persistiert der hypoxische Zustand des Gewebes. Dies begünstigt weitere Entdifferenzierung 

und Inflammation. Durch die erhöhte Gefäßdichte wandern außerdem vermehrt Immunzellen 

in das betroffene Gewebe ein, die die Organschädigung vorantreiben. Ein therapeutischer 

Angriffspunkt, um Tumorwachstum und überschießende Inflammation zu hemmen, stellt daher 

die Inhibition der Angiogenese dar.(56, 57) 

Ein therapeutisches Ziel in der proangiogenen Signalkaskade ist die Inhibition von VEGF. 

Diese soll die Angiogenese hemmen und die Regression bestehender Gefäße fördern. Aufgrund 

der gesteigerten Freisetzung von VEGF in pathologisch verändertem Gewebe besteht dort eine 

erhöhte Wirksamkeit der VEGF-Inhibitoren. Allerdings ist VEGF auch in der physiologischen 

Angiogenese relevant (Vgl. 1.3.1), sodass auch diese von einer Inhibition beeinflusst wird. 

Unspezifische Angiogeneseinhibition geht immer auch mit einem Risiko für unerwünschte 

Nebenwirkungen einher. Häufige Nebenwirkungen sind Nephrotoxizität mit Hypertension und 

Proteinurie, Schädigung des Gastrointestinaltraktes, Thrombophilie, Wundheilungsstörungen 

und Infektionen.(58, 59) 

Es besteht der Bedarf nach spezifischen therapeutischen Angriffspunkten, die überwiegend 

pathologische Angiogenese induzieren und dementsprechend bei Antagonisierung ein 

geringeres Nebenwirkungsprofil aufweisen. Ein solches molekulares Ziel könnte Lrg1 sein 

(Vgl. 1.3.4). Wang et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass die Inhibition von Lrg1 mit 

einem spezifischen Antikörper die pathologische Angiogenese in der Retina hemmt, ohne die 

physiologische Angiogenese oder bestehende Gefäße zu beeinträchtigen.(55) 



  Zielsetzung und Fragestellung 

 
- 16 - 

2 Zielsetzung und Fragestellung 

Die akute Graft-versus-Host Disease ist mit einer Inzidenz von 30-50% eine der häufigsten 

Komplikationen nach allo-HSZT und ursächlich für 15-30% aller Todesfälle nach HSZT.(39) 

Die bisherige Therapie besteht aus präventiver und therapeutischer Immunsuppression, die 

hauptsächlich die Aktivität der Donor-T-Zellen beeinflusst. Diese Immunsuppression geht 

allerdings mit einem erhöhten Risiko für opportunistische Infektionen einher. 

Dementsprechend besteht die Notwendigkeit neuer Therapieoptionen, die spezifischer in die 

Pathomechanismen der aGvHD eingreifen und so die Inzidenz schwerer systemischer 

Nebenwirkungen senken. 

Ein potenzieller Angriffspunkt neuer Therapien ist die Angiogenesehemmung. Angiogenese 

wird im Rahmen verschiedener entzündlicher Erkrankungen als Initiator von 

Entzündungsprozessen beschrieben, sodass eine spezifische Hemmung der Angiogenese ein 

vielversprechender Therapieansatz in der Behandlung inflammatorischer Erkrankungen ist. Die 

Beteiligung des Glykoproteins Lrg1 im proangiogenen TGF-β-Pathway konnte von Wang et al. 

gezeigt werden. Im Mausmodell wurde die zentrale Rolle von Lrg1 im TGF-β-Pathway 

insbesondere im Rahmen der pathologischen Angiogenese nachgewiesen (Vgl. 1.3.3; Vgl. 

1.3.4).(55) Lrg1 konnte als mögliches Schlüsselprotein in der Angiogeneseregulation bei 

Erkrankungen wie Retinopathie, diabetischer Nephropathie und kolorektalem Karzinom 

identifiziert werden.(55, 60, 61) Darüber hinaus wurde Lrg1 als Biomarker für entzündliche 

Erkrankungen wie Rheumatoide Arthritis, chronisch-entzündliche Darmerkrankungen und 

Sepsis beschrieben.(62-65) 

In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Aktivierung von Endothelzellen 

und Angiogenese initiierende Faktoren für die Entstehung der aGvHD sind. Als Folge daraus 

finden entzündliche Veränderungen in den Zielorganen statt.(52) Aus Experimenten mit in vivo 

HSZT-Mausmodellen unserer Arbeitsgruppe wissen wir, dass Mäuse mit einem Knockout im 

Lrg1-Gen (Lrg1-/-) nach allo-HSZT signifikant geringere aGvHD-Grade aufweisen als Lrg1-

Wildtyp-Mäuse (Lrg1-WT). 

Im Rahmen dieser Arbeit ist es mein Ziel, Serum von Mäusen nach syngener und allogener 

HSZT zu analysieren und deren Lrg1-Level zu bestimmen. Um die klinische Relevanz zu 

bestätigen, werde ich auch bei Patient:innen nach allo-HSZT die Lrg1-Konzentration im Serum 

messen. Durch die Bestimmung der Lrg1-Konzentration im murinen und humanen Serum nach 
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HSZT soll nachgewiesen werden, dass höhere Lrg1-Spiegel nach HSZT mit der Ausbildung 

von aGvHD im Zusammenhang stehen. 

Weiterhin möchte ich in verschiedenen in vitro Experimenten zeigen, dass eine erhöhte Lrg1-

Serumkonzentration als Teil einer Entzündungskaskade die Aktivität des proangiogenen TGF-

β-Pathways steigert und damit Einfluss auf das Angiogenesepotential von Endothelzellen 

nimmt. 

Die Untersuchung des TGF-β-Pathways mit Lrg1 als dessen potenziellen Regulator bei aGvHD 

schafft die Grundlage für die Identifikation eines neuen therapeutischen Angriffspunkts in der 

aGvHD-Therapie. Die therapeutische Lrg1-Inhibition würde die spezifische Inhibition der 

pathologischen Angiogenese bei aGvHD ermöglichen. Der Bedarf nach einem solchen 

spezifischen Inhibitor pathologischer Angiogenese ist hoch, denn die Angiogeneseinhibition 

über Hemmung von VEGF bringt durch die unspezifische Wirkung ein hohes Risiko für 

unerwünschte Arzneimittelwirkungen mit sich.(56, 58, 59) Lrg1 könnte nach aktuellem 

Wissensstand ein solches Zielprotein für spezifische Angiogenesehemmung sein, sodass die 

weitere Forschung zu Lrg1 und seiner Wirkung vielversprechend ist. 
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3 Material und Methodik 

3.1 Materialien 

Im Folgenden werden alle für die durchgeführten Versuche verwendeten Materialien 

beschrieben. Hierzu gehören neben Labormaterialien, Reagenzien und Geräten auch 

biologische Materialen wie das für die Serumanalysen gewonnene Serum von Mäusen und 

Patient:innen und die in den in vitro Experimenten verwendete Zelllinien. 

3.1.1 VPatient:innenkollektiv 

Die Gewinnung der humanen Serumproben für die Messung der Lrg1-Konzentration wurde 

von der Ethikkommission der Charité Universitätsmedizin Berlin genehmigt (Ethikvotum 

EA4/204/19) und richtet sich nach den Prinzipien der Deklaration von Helsinki. Alle 

Patient:innen wurden ärztlich aufgeklärt und haben eine schriftliche Einverständniserklärung 

unterzeichnet. Im Zeitraum von März 2020 bis November 2020 wurden Serumproben von 

insgesamt 70 konsekutiv aufgenommenen Patient:innen gesammelt, die aufgrund maligner 

hämatologischer Grunderkrankungen eine allo-HSZT erhalten haben. Die Blutentnahmen 

fanden einmal wöchentlich für den gesamten Zeitraum des Krankenhausaufenthalts statt und 

wurden durch das Pflegepersonal durchgeführt. Anschließend wurden die Blutproben in 

unserem Labor aufbereitet und jeweils 3x300µl Serum pro Patient:in in Eppendorf 

Reaktionsgefäßen bei -80°C eingefroren. Die Proben wurden mit dem individuellen Code, dem 

Abnahmedatum und der Nummer des Prä- bzw. Posttransplantationstages beschriftet. 

Für die Aufnahme in die Analyse galten die Einschlusskriterien Volljährigkeit, geplante allo-

HSZT bei hämatologischer Erkrankung und das Vorliegen der schriftlichen 

Einverständniserklärung. 

Alle Daten wurden auf dem Charité-Datenserver unter Wahrung des Datenschutzes gespeichert. 

Aus Akten und den vorliegenden Arztbriefen wurden folgende Daten der Patient:innen erhoben 

und in einer Exceltabelle dokumentiert: 

- Personenbezogene Daten: Geburtsdatum, Alter, Geschlecht, Größe, Gewicht, BMI, 

Datum der Aufnahme und Entlassung. 

- Datum der allo-HSZT, Grunderkrankung, Datum der Erstdiagnose, Remissionsstatus. 

- Spendentyp, Geschlecht der Spender:innen, Typ des Stammzellpräparates. 

- Datum des Beginns der Konditionierung, Konditionierungsregime (RIC, MAC), ATG-

Gabe. 
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- HCT-CI: haematopoetic cell transplantation comorbidity Index. Komorbiditätsindex für 

HSZT. Dient der Risikoeinschätzung für die HSZT durch Berücksichtigung relevanter 

Vorerkrankungen der Patient:innen. Ein niedriger Score entspricht niedrigerem Risiko. 

(66) 

- EBMT Risk Score: European Group of Bone Marrow Transplant Risc Score. Dient der 

Vorhersage des Outcomes der Patient:innen nach Transplantation unter 

Berücksichtigung des Alters der Empfänger:innen, Geschlecht der Spender:innen, 

Spendentyp und zeitlichem Abstand zwischen Diagnose und Transplantation. Werte 

von 0 bis 7, niedriger Score entspricht niedrigem Risiko.(67) 

- Karnofsky-Index: Skala von 0 bis 100% zur Einschätzung der Einschränkung der 

Aktivität und Selbstversorgung von Patient:innen mit Tumorerkrankungen. Skalierung 

in Zehnerschritten, 100% entspricht keiner Einschränkung, 0% entspricht Tod.(68) 

- Art der aGvHD-Prophylaxe (CsA+MMF, CsA+MTX, keine), Datum der aGvHD-

Diagnose, aGvHD-Stadium in Haut, Darm und Leber, Steroidsensibilität. 

- Reaktivierung einer CMV/EBV-Infektion. 

- Tod, Datum des Todes, Todesursache. 

Alle Patient:innen erhielten PBSCs und ein Konditionierungsregime in Kombination mit ATG. 

Von 70 Patient:innen erkrankten insgesamt 28 Patient:innen an aGvHD (I°=18, II°=7, III°=3). 

In die Analyse eingeschlossen wurden alle Patient:innen mit Grad II und III aGvHD, die im 

relevanten Zeitraum keine nachgewiesene Infektion hatten. Ein Patient wurde trotz aGvHD II° 

aus der Analyse ausgeschlossen, da aufgrund des frühen Auftretens der aGvHD (D+4) von einer 

hyperakuten GvHD ausgegangen werden musste. Daraus ergibt sich eine Gesamtanzahl von 

n=9 Patient:innen. Den Patient:innen wurde jeweils ein:e Kontrollpatient:in ohne aGvHD 

zugeordnet. Die Auswahl der Kontrollpatient:innen erfolgte anhand von Alter, Spendentyp, 

Konditionierungsregime und Art der GvHD-Prophylaxe. Patient:innen, die als Folge der 

Immunsuppression eine CMV-/EBV-Infektion hatten, wurden als Kontrollpatient:innen 

ausgeschlossen. Daraus ergibt sich die Gesamtzahl von 18 Patient:innen- und Kontrollproben, 

deren Lrg1-Konzentration im Serum bestimmt wurde (Vgl. 4.1.2.1). 

Von allen 18 eingeschlossenen Personen wurde eine Probe vom Zeitpunkt vor und eine Probe 

vom Zeitpunkt nach Transplantation analysiert. Die Probe vor Transplantation wurde vom 

frühesten verfügbaren Zeitpunkt gewählt (D-8 bis D-1), um eine Beeinflussung der Lrg1-

Konzentration durch die Konditionierungstherapie möglichst auszuschließen. Eine 

Blutentnahme vor Beginn der Konditionierung konnte nur in wenigen Fällen gewährleistet 

werden, da die stationäre Aufnahme in der Regel erst an Tag D-1 oder D0 erfolgte. In der 
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aGvHD-Gruppe richtete sich die Auswahl der post-Transplantationsprobe nach dem 

Diagnosedatum der aGvHD. Es wurde die Serumprobe gewählt, die mit dem geringsten 

Abstand zum Diagnosedatum abgenommen wurde. Im Durchschnitt wurde die Diagnose an 

D+17 gestellt. Die Entnathmezeitpunkte der post-Transplantationsproben der aGvHD-Gruppe 

liegen zwischen D+12 und D+27. Entsprechend dazu wurden die post-Transplantationsproben 

in der Kontrollgruppe zwischen D+17 und D+20 gewählt (Durchschnitt: D+19). 

3.1.2 Murines Serum 

Für die Messung der Lrg1-Serumkonzentration wurde Serum verschiedener Mausmodelle 

verwendet (Tierversuchsantrag G0086/17). Serum unbehandelter Lrg1-Wildtyp- (Lrg1-WT) 

und Lrg1-Knockout-Mäuse (Lrg1-/-) wurde zur Stimulation der Zellen in den in vitro 

Versuchen verwendet. Es handelt sich um heterozygot gezüchtete B6 Mäuse mit Lrg1-

Knockout auf einem Allel, sodass bei der Paarung 25% Lrg1-/- Tiere, 25% Lrg1-WT-Tiere und 

50% heterozygote Tiere entstehen. Die Mäuse wurden zur Verfügung gestellt von John 

Greenwood und Stephen E. Moss (Department of Cell Biology, UCL Institute of 

Ophthalmology, London). Das Serum der unbehandelten Tiere wurde im Rahmen von Paw 

edema/Foodpad swelling Experimenten (FP-swelling) vor Beginn des Versuches von 

retroorbital entnommen. Für das FP-swelling Experiment wurden die Tiere mit 0,03mg/kg 

Buprenorphin und 5% Isofluran analgosediert. Die plantare Seite der Hinterpfoten wurde mit 

Betadin und 70% Ethanol gereinigt. Die Nadel wurde in der Metatarsalregion inseriert und 25µl 

Carrageen in die eine sowie 0,9% NaCl als Kontrolle in die zweite Hinterpfote injiziert. Die 

Dicke der Pfoten wurde vor der Injektion sowie nach 2, 4 und 6 Stunden gemessen und 

dokumentiert. Nach Beendigung des Versuches wurden die Tiere getötet und die Pfoten für die 

histologische Untersuchung gesichert. 

Für den murinen Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde Serum von aGvHD-

induzierten Mäusen im Rahmen eines in vivo GvHD-Experimentes genutzt.  Die Tiere wurden 

ab Tag 7 vor HSZT (D-7) mit Busulfan und Cyclophosphamid konditioniert. Die 

Konditionierung endete an D-3, gefolgt von zwei behandlungsfreien Tagen. Am Tag der 

Transplantation (D0) wurden Knochenmark (KM) sowie T-Zellen aus der Milz der 

Spendertiere isoliert und in die Schwanzvene des Empfängertiers injiziert. Als Kontrolle wurde 

neben der allo-HSZT auch syngene HSZT (syn-HSZT) durchgeführt. Für die syn-HSZT 

wurden sowohl als Spender als auch als Empfänger B6-Mäuse eingesetzt. Bei der syn-HSZT 

wurden nur KM-Zellen injiziert, keine T-Zellen. 
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Für die Transplantation wurde die entsprechende Menge der KM- und T-Zellen nach der 

Isolierung in 100µl Dulbeccos Phosphate-Buffered Saline (DPBS) resuspendiert. Die 

Empfängertiere wurden 10 Minuten unter einer Wärmelampe erwärmt, um die peripheren 

Gefäße zu erweitern. Dann wurden 100µl KM-Zellsuspension und 100µl T-Zellsuspension in 

die Schwanzvene injiziert. Mittels Chimerismusanalyse in der FACS-Messung wurde an D+15 

das Engraftment kontrolliert. Ein Nachweis von 80-90% Spenderzellen in der CD3+ Fraktion 

der Spenderblutproben wurde als erfolgreiches Engraftment definiert. Ab D+8 wurde zwei Mal 

pro Woche der aGvHD-Score nach Cooke et al. erhoben.(69) Dafür wurden Körperhaltung, 

Fell, Haut, Aktivitätsgrad und Gewichtsverlust auf einer Skala von 0-2 beurteilt. Bei Erreichen 

eines Gesamtscores von 6 oder einem Score von 2 in einem der Parameter wurde das 

entsprechende Tier getötet. Das Überleben wurde täglich kontrolliert. Die retroorbitalen 

Blutentnahmen fanden am Tag der Transplantation (D0), in der Phase der Initiierung der 

Angiogenese (D+2) und in der Akutphase der aGvHD (D+22) statt. 

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei geringen und variierenden Mengen an Serum pro 

Blutentnahme einzuschätzen und zu sichern, habe ich von allen Seren eine 

Gesamtproteinbestimmung mittels Bicinchoninsäure Assay (BCA) durchgeführt (Vgl. 4.2, 

Abb. 12).(70) 

3.1.3 Zelllinien 

Für die in vitro Versuche unter Stimulation mit murinem Serum habe ich drei verschiedene 

Endothelzelllinien verwendet: 

- MCECs: Immortalized Murine Cardiac Endothelial Cells. Murine, kardiale 

Endothelzellen, die mit SV40T-Antigen und humaner reverser Telomerasetranskriptase 

(hTERT) immortalisiert wurden. Sie besitzen normale Endotheleigenschaften mit 

Ausbildung dichter tight junctions bei unendlicher Proliferationsfähigkeit. 

- MuMECs: Immortalized Murine Microvascular Endothelial Cells. Murine 

mikrovaskuläre Endothelzellen aus der Haut, die mit der CI-Screening Methode 

immortalisiert wurden und damit unendliche Proliferationsfähigkeit aufweisen.(71) 

- TMNK1-Zellen: Immortalized Human Liver Sinusoidal Endothelial Cells. Humane 

sinusoidale Leberendothelzellen, die mit SV40T und hTERT immortalisiert wurden und 

dadurch unendliche Proliferationsfähigkeit besitzen. Sie exprimieren 

Endothelzellmarker wie Faktor VIII, VEGFR I/II und CD34 und weisen erhöhtes 

Angiogenesepotential in Matrigel auf. 
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Die Zellen wurden in Suspension in Freezing-Medium in flüssigem Stickstoff in einer Menge 

von 106 Zellen pro Vial gelagert. Für die Nutzung habe ich die Zellen aufgetaut und in 

Zellkulturflaschen mit Standard-Nährmedium (DMEM+ 10% FCS + 1% 

Penicillin/Streptomycin) kultiviert. 24 Stunden nach Auftauen der Zellen wurde das 

Nährmedium erneuert. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage passagiert. Dafür habe ich die 

Zelladhäsion mit Trypsin (MCECs) oder Accutase (MuMECs und TMNK1-Zellen) gelöst, die 

Reaktion mit Nährmedium gestoppt und die Zellen 5 Minuten bei 1200rpm zentrifugiert. Der 

Überstand aus Nährmedium und Trypsin/Accutase wurde abgenommen und die Zellen in 5ml 

frischem Nährmedium resuspendiert. Für die Weiterverwendung in in vitro Assays habe ich die 

Zellen gezählt und in entsprechender Menge ausgesät. Zur weiteren Kultivierung wurde ein 

Teil der Zellsuspension zusammen mit 12ml frischem Nährmedium erneut im Inkubator bei 

37°C und 5% CO2 inkubiert. Die Arbeit mit Zellen fand unter möglichst kontaminationsfreien 

Bedingungen in der Zellkulturbench unter Abzug statt. 

3.1.4 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Geräte 

Die folgenden Tabellen geben einen Überblick über die verwendeten Substanzen, 

Verbrauchsmaterialien und Geräte im Rahmen der Laborarbeit. 

 

Tabelle 2. Übersicht über Reagenzien. 

Tabellarische Auflistung häufig genutzter Reagenzien. Angaben mit Hersteller und Herstellungsort. 

Reagenzien Hersteller
Accutase- Enzyme Cell Detachment Medium Invitrogen Carlsbad, California, USA
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS; PBS) Gibco; Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA
Dulbbecco's Modified Eagles Medium (DMEM) Gibco; Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA
Ethanol Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Fetal calf serum (FCS) Invitrogen Carlsbad, California, USA
Matrigel Corning Corning, New York, USA
Penicillin/ Streptomycin Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
Trypsin 2.5% Gibco; Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA
Trypan Blau Lösung 0.4% Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA
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Tabelle 3. Übersicht über Verbrauchsmaterialien. 

Tabellarische Übersicht über häufig genutzte Verbrauchsmaterialien. Angaben mit Hersteller und Herstellungsort. 

Tabelle 4. Übersicht über verwendete Geräte. 

Auflistung benutzter Geräte mit Hersteller und Herstellungsort. 

3.2 Methoden 

Die folgenden Abschnitte geben einen Überblick über die verwendeten Methoden. Diese 

umfassen die Untersuchungen von humanem und murinem Serum sowie die in vitro 

Experimente an Endothelzellen. 

3.2.1 Serum Assays 

Die Untersuchungen des murinen und humanen Serums auf Lrg1 wurden mittels Enzyme-

linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgeführt. Diese werden nachfolgend im Detail 

beschrieben. 

3.2.1.1 Humaner Enzymimmunoassay 

Zur Bestimmung der Lrg1-Serumkonzentration bei Patient:innen nach allo-HSZT habe ich 

mittels ELISA durchgeführt. Das Testkit stammt von der Firma Abcam© (ab260066) und dient 

speziell der Detektion von Lrg1 in humanen Proben. Um Ergebnisse im Bereich der 

Standardkurve zu erhalten, sollten die Serumproben nach Angaben des Herstellers im 

Verbrauchsmaterialien Hersteller
BZO Seal Film Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf, Deutschland

ELISA Kit for Lrg1 (murine) Cloud-Clone Corp Houston, USA

Eppendorff Reaktionsgefäße 0,5ml Eppendorf Hamburg, Deutschland

Eppendorff Reaktionsgefäße 1,5ml Eppendorf Hamburg, Deutschland

Falcons 50ml VWR Darmstadt, Deutschland

Falcons 15ml VWR Darmstadt, Deutschland

Human Lrg1 ELISA Kit Abcam Cambridge, Großbritannien

Neubauer Zählkammer Marienfeld Superior Germany Lauda-Königshofen, Deutschland

PCR 96-Well Platte Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf, Deutschland

Pipettenspitzen epT.I.P.S. Eppendorf Hamburg, Deutschland

Trypan Blau Lösung 0,4% Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA

TC-Flasche T75, Cell+Bel. Kap Sarstedt Nümbrecht, Deutschland

TC-Platte 24 Well, Cell+F Sarstedt Nümbrecht, Deutschland

TC-Platte 96 Well, Cell+F Sarstedt Nümbrecht, Deutschland

 

Gerät Hersteller
IncuCyte 2019B BioScience Inc. Essen, Deutschland

IncuCyte 2020B BioScience Inc. Essen, Deutschland

Heraeus Megafuge 1.0 R Heraeus Hanau, Deutschland

Heraeus Pico 17 Zentrifuge Heraeus Hanau, Deutschland

Laboratory peristaltic pump  PLP 380 behr Labor-Technik Düsseldorf, Deutschland

Motic AE31 inverted microscope Motic Hong Kong, Japan

Tecan infinite 200Pro Platereader Tecan Männedorf, Schweiz
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Verhältnis 1:10.000 bis 1:320.000 verdünnt werden. Für meine Proben war die größtmögliche 

Verdünnung von 1:320.000 notwendig. Die Herstellung der Standardreihe erfolgte mit 

rekombinantem Lrg1, welches vom Hersteller in Pulverform mitgeliefert und vor Gebrauch 

nach Gebrauchsanweisung gelöst wurde. Standardreihe und verdünnte Proben wurden nun auf 

die ebenfalls mitgelieferte und vorbeschichtete Platte aufgetragen (50µl/Well). Hinzu kam eine 

Suspension aus Capture-Antikörper zur Immobilisierung des nachzuweisenden Antigens, in 

diesem Fall Lrg1, und Detection-Antikörper zur späteren Sichtbarmachung des Antigen-

Antikörperkomplexes. Die Nutzung von zwei Antikörpern zur Fixierung und Sichtbarmachung 

des Antigens wird als Sandwich-ELISA bezeichnet. Nach der Inkubationszeit und dem 

Auswaschen des Überstandes erfolgte die Zugabe des TMB-Substrates. Die Reaktion des 

TMB-Substrates mit dem konjugierten Detection-Antikörper führt zur Farbentwicklung. Durch 

Zugabe der Stop-Lösung wurde die Reaktion gestoppt. Gleichzeitig führt die Zugabe der Stop-

Lösung zum Farbumschlag. Dieser ermöglicht die Quantifizierung des Antigens (Lrg1) mittels 

Messung der optischen Dichte im Microplatereader bei einer Wellenlänge von 450nm. Die 

optische Dichte korrelliert mit der Menge des vorhandenen Antigens und kann mit Hilfe der 

Standardkurve in die Lrg1-Konzentration umgerechnet werden.(70) 

Abbildung 6. Lrg1-Enzymimmunoassay für humane Proben. 

Schematische Darstellung der Funktionsweise des ELISA zur Detektion von Lrg1 in humanen Proben. HRP: horseradish 

peroxidase. TMB: Tetramethylbenzidin. Quelle: Abcam©.(70) 

3.2.1.2 Muriner Enzymimmunoassay 

Die Lrg1-Konzentration im Serum von aGvHD-Mäusen nach allo-HSZT wurde ebenfalls mit 

einem ELISA gemessen. Dieser wurde von der Firma Cloudclone© hergestellt (SEB934Mu) 

und dient dem Nachweis von Lrg1 in murinen Proben. Der Hersteller empfiehlt eine 
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Verdünnung der Proben von 1:100. Um Ergebnisse im Bereich der Standardkurve zu erhalten, 

wurden die Proben in diesem Assay in einer Verdünnung von 1:50 verwendet. Das Prinzip ist 

analog zum Lrg1-ELISA der Firma Abcam© ein Sandwich-ELISA (Vgl. 3.2.1.2).(72) 

3.2.2 In vitro Assays 

Im Folgenden werden die drei durchgeführten in vitro Assays beschrieben. Die Methoden sind 

in unserer Arbeitsgruppe etabliert, die Protokolle wurden als etabliert übernommen und 

gegebenenfalls an die individuellen Anforderungen des Experimentes angepasst. Die 

verwendeten Zellzahlen wurden nach vorherigen Versuchen innerhalb der Arbeitsgruppe sowie 

nach Literaturrecherche ausgewählt und nach ersten Versuchen ebenfalls individuell an das 

Experiment und die Zellreihe angepasst. 

3.2.2.1 Viabilitäts- und Proliferationsassay 

Der Viabilitäts- und Proliferationsassay dient der Beurteilung des Überlebens und der 

Proliferationsrate von Zellen. Der verwendete MTT-Assay folgt dem Prinzip der 

Metabolisierung eines zugegebenen Substrates durch lebendige Zellen. Der MTT-Assay nutzt 

die Umwandlung des gelb gefärbten wasserlöslichen MTT-Substrates [3-(4,5 dimethylthiazol-

2-yl)-2,5 diphenyltetrazoliumbromid] in lilafarbenes, wasserunlösliches Formazan. Diese 

Umwandlung findet durch die mitochondriale Reduktaseaktivität lebendiger Zellen statt. Durch 

die Zugabe von Hydrochlorsäure (HCl) am Ende der Reaktion kann das Formazan aus den 

Zellen gelöst und die optische Dichte gemessen werden.(73) 

In diesem Versuch habe ich die drei zuvor beschriebenen Zelllinien verwendet (Vgl. 3.1.3). Die 

Zellen wurden nach dem Auftauen kultiviert, sodass sich ausreichend Zellen für den Versuch 

in der Zellkulturflasche befanden. Die Zellen wurden nun mit Trypsin bzw. Accutase vom 

Boden der Flasche gelöst, zentrifugiert und das entstandene Zellpallet in 5ml Standard-

Nährmedium resuspendiert. Die Zellen wurden gezählt und 3*103 Zellen pro Well in einer 24-

Well Platte für adhäsive Zellen in Nährmedium ausgesät. Pro Zellreihe wurden Zellen in drei 

Platten ausgesät, da die Proliferation und Viabilität der Zellen zu drei verschiedenen 

Zeitpunkten gemessen werden sollte. Die Platten wurden nun im Inkubator bei 37°C und 5% 

CO2 für 1-2 Stunden inkubiert, bis die Zellen am Boden der Platte angewachsen waren. In dieser 

Zeit wurden die zwei zu testenden Medien (DMEM mit je 2% Lrg1-WT- bzw. Lrg1-/-Serum) 

sowie je eine Positiv- und eine Negativkontrolle vorbereitet.  Die Positivkontrolle bestand aus 

100% Standard-Nährmedium. Ich habe Triplikate für jedes zu testende Medium hergestellt, um 

mögliche Abweichungen der Zellzahl und im Wachstumsverhalten der Zellen auszugleichen. 

Nach Anwachsen der Zellen wurde das Medium abgenommen, die Wells mit PBS gewaschen 
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und 100µl des Test- bzw. Kontrollmediums pro Well hinzugegeben. Die Platten wurden die 

nächsten 72 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

Nach 24, 48 und 72 Stunden habe ich 10µl MTT-Substrat in jedes Well der für den 

entsprechenden Zeitpunkt vorgesehenen Platte jeder Zellreihe pipettiert und die Zellen erneut 

4 Stunden inkubiert, bis die Zellen das MTT-Substrat resorbiert hatten. Dann wurde HCl 

hinzugegeben und die Zellen noch einmal 2-4 Stunden inkubiert, bis alle Kristalle gelöst und 

mikroskopisch keine soliden Rückstände erkennbar waren. Die optische Dichte wurde 

anschließend im Microplatereader bei 560nm gemessen. Der MTT-Assay wurde drei Mal 

wiederholt und der Mittelwert der Ergebnisse gebildet. 

3.2.2.2 Wound-healing Assay 

Der Wound-healing Assay (Scratch Assay) dient der Beurteilung der Migrationsfähigkeit von 

Zellen in vitro. In einer Einzelzellschicht wird eine artifizielle Wunde gesetzt. So kann 

beobachtet werden, mit welcher Geschwindigkeit die Zellen in der Lage sind, diese Wunde 

durch Proliferation und Migration zu schließen.(74) 

Auch den Scratch Assay habe ich mit den drei bereits beschriebenen Zelllinien durchgeführt 

(Vgl. 3.1.3). Zunächst habe ich die kultivierten Zellen mit Trypsin bzw. Accutase aus der 

Zellkulturflasche gelöst, zentrifugiert, in frischem Nährmedium resuspendiert und gezählt. Es 

wurden 5*104 Zellen (MCECs und MuMECs) bzw. 4*104 Zellen (TMNK1-Zellen) in 

Suspension pro Well auf je einer 24-Well-Platte pro Zellreihe ausgesät. Anschließend wurden 

die Zellen 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert, sodass sie anwachsen und eine 

geschlossene Einzelzellschicht (Monolayer) auf dem Boden der Wells bilden konnten. Nach 

der Inkubation habe ich mit einer Pipettenspitze auf dem Boden aller Wells mittig ein Kreuz 

gesetzt, dieses stellt die artifizielle Wunde dar. Daraufhin wurde das Nährmedium mit losen 

Zellen abgenommen, die Wells mit DPBS gewaschen und das Test- und Kontrollmedium 

hinzugegeben (Vgl. 3.2.2.2). Die Platten wurden anschließend für 15 Stunden im Live-Cell-

Analyze-System IncuCyte (IncuCyte 2019B, IncuCyte 2020B, Vgl. Tab. 4) inkubiert und alle 

3 Stunden fotografiert, um die Zellmigration zu dokumentieren. Der Scratch Assay wurde drei 

Mal wiederholt, in jedem Assay habe ich für alle Testmedien Triplikate verwendet, um 

mögliche Abweichungen der Zellzahl oder im Zellwachstum auszugleichen. Die Fotos wurden 

mit Fiji (ImageJ) ausgewertet. Dazu wurde die offene Fläche der artifiziellen Wunde markiert 

und gemessen. Die offene Fläche zum Zeitpunkt 0 diente als Referenzwert (100%), zu welchem 

ich die Fläche der anderen Zeitpunkte in Relation gesetzt habe. Daraus lässt sich eine Kurve 
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ableiten, die die offene Fläche in Abhängigkeit der Zeit abbildet. Auf diese Weise konnte der 

Einfluss der Testmedien auf die Zellmigration verglichen werden. 

3.2.2.3 Tube-formation Assay 

Der Tube-formation Assay dient der Beurteilung der Fähigkeit zur Bildung neuer 

Gefäßformationen durch Zellen. Die Zellen werden in Matrigel ausgesät. Dieses besitzt 

Eigenschaften einer extrazellulären Matrix (EZM) und regt die Zellen zur Bildung 

kapillarähnlicher Strukturen an. Je nach Zugabe verschiedener Nähr- und Testmedien kann der 

Einfluss des entsprechenden Mediums auf das Angiogenesepotential der Zellen festgestellt 

werden.(75) 

Den Tube-formation Assay habe ich in drei Wiederholungen mit MCECs, MuMECs und 

TMNK1-Zellen durchgeführt. Aufgrund des ausbleibenden Anwachsens der MCECs und 

MuMECs in allen drei Versuchen konnte ich diese beiden Zelllinien nicht mit in die 

Auswertung einbeziehen. Die Auswertung erfolgte nur für die TMNK1-Zellreihe. 

Zunächst wurde das Matrigel, welches bei -20°C lagert, unter ständiger Kühlung auf Eis 

aufgetaut, um frühzeitige Polimerisierung durch zu hohe Temperaturen zu vermeiden. In einer 

96-Well Platte habe ich 40µl pro Well Matrigel einpipettiert und die Platte für 30 Minuten bei 

37°C und 5% CO2 inkubiert. Das Matrigel polimerisiert und nimmt Eigenschaften der EZM an. 

Die Zellen wurden mit Trypsin bzw. Accutase aus der Zellkulturflasche gelöst, zentrifugiert, 

resuspendiert und gezählt. Pro Well habe ich 2*104 Zellen in Suspension auf dem Matrigel 

ausgesät. Es folgte eine erneute Inkubation von 15 bis 30 Minuten zum Anwachsen der Zellen. 

Für alle zu testenden Medien wurden Triplikate erstellt, um Abweichungen der Zellzahl und im 

Wachstumsverhalten der Zellen auszugleichen. Nach der Inkubation habe ich das Nährmedium 

abgenommen und 100µl Testmedium aufgetragen (Vgl. 3.2.2.3). Mit dem Live-Cell-Analyze-

System IncuCyte (Vgl. Tab. 4) wurde das Angiogeneseverhalten der Zellen alle 2 Stunden für 

die nächsten 5 Stunden fotografisch dokumentiert. Die Auswertung der Bilder erfolgte mit dem 

Angiogenesis Analyzer Macro von Fiji (ImageJ). Der Angiogenesis Analyzer analysiert die von 

den Zellen gebildeten Netzwerke auf verschiedene Charakteristika. Folgende von der Software 

analysierten Parameter habe ich auf Basis der Literaturrecherche (76-79) in meine Auswertung 

eingeschlossen (Vgl. Abb. 7): 

- Nodes: Pixel mit mindestens drei angrenzenden Pixeln. Einheit: Gesamtanzahl in der 

analysierten Fläche. 

- Junctions: Gruppierte Nodes, die eine Bifurkation ausbilden. Einheit: Gesamtanzahl in 

der analysierten Fläche. 
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- Meshes: Durch Junctions und Segments eingeschlossene Fläche. Einheit: Gesamtanzahl 

in der analysierten Fläche. 

- Segments: Binäre Linie, die durch zwei Junctions begrenzt wird. Einheit: Gesamtanzahl 

in der analysierten Fläche. 

- Branches: Binäre Linie, die durch eine Junction und eine Extremity (Pixel mit einem 

angrenzenden Pixel) begrenzt wird. Einheit: Gesamtanzahl in der analysierten Fläche. 

- Total length: Summe der Branches und Segments pro Bild. Einheit: Pixel. 

Abbildung 7. Analysierte Parameter des Angiogenesis Analyzer. 

A und B: Pfeilköpfe markieren Extremeties. Rote Markierung: Nodes (Pixel mit drei oder mehr benachbarten Pixeln). Ganze 

Pfeile: Bifurkationen. C1 und D1: Twigs (Branches, deren Länge zu kurz ist, um als solche erkannt zu werden). C2 und D2: 

Segments. C3 und D3: Segments begrenzende Junctions. C4 und D4: Branches. E1: Junction mit einem Branch. E2: Master 

Junction (Junctions, die mindestens 3 Master Segments verbinden). E3: Master Segment (Segmentabschnitte begrenzt von 

mindestens 2 Master Junctions, die nicht exklusiv nur einen Branch begrenzen). F: Gesamtes Netzwerk mit seinen 

Komponenten. Master Segments sind verbunden durch Master Junctions und bilden Meshes (F1). F2 und F3: zwei nah 

beieinander liegende Master Junctions können fusionieren.  Quelle: Carpentier, G. 2012.(80) 

3.3 Statistische Planung und Auswertung 

Die statistische Beratung erfolgte durch das Institut für Biometrie der Charité. Die Planung der 

Fallzahl von 70 Patient:innen beruht auf der Effektgrößenabschätzung, da bisher keine Daten 

zur Lrg1-Expression nach allo-HSZT vorliegen. Eine Stichprobengröße von n=70 mit 20% 
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Dropout hat 80% Leistung, um eine Effektgröße mit 0,381 unter Verwendung eines gepaarten 

t-Tests mit einem zweiseitigen Signifikanzniveau von 0,013 zu detektieren. 

Die statistische Analyse für alle gewonnenen Daten wurde mit einem ungepaarten Student‘s t-

Test für unabhängige Stichproben durchgeführt. Die Daten des humanen Lrg1-ELISAs wurden 

mit dem Student’s t-Test für abhängige Stichproben auf Signifikanz getestet, da die 

Kontollgruppe an die Patient:innengruppe angepasst wurde, um Vergleichbarkeit zu schaffen. 

Im Falle des Wound-healing Assays führte ich eine explorative Datenauswertung unter Analyse 

verschiedener Zeitpunkte durch. Die Auswertung wurde nicht für multiples Testen adjustiert. 

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben. Alle statistischen 

Tests wurden in GraphPad Prism durchgeführt (GraphPad Software Inc., La Jolla, California, 

USA). Auch die Erstellung der Grafiken erfolgte mit GraphPad Prism. 

Die statistische Beratung erfolgte durch das Institut für Biometrie und klinische Epidemiologie 

der Charité. Das entsprechende Gutachten des akkreditierten Statistikers liegt dieser Arbeit bei. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Lrg1-Serumkonzentration nach allo-HSZT 

Um den Zusammenhang zwischen Lrg1 und aGvHD genauer zu untersuchen, wurden Lrg1-

Konzentrationen mittels ELISA im murinen und humanen Serum nach allo-HSZT gemessen. 

Ziel war es, festzustellen, ob die Menge an Lrg1 im Serum nach allo-HSZT in Abhängigkeit 

von der Entwicklung einer aGvHD variiert. Die folgenden Ergebnisse stellen die Lrg1-

Quantifizierung mittels ELISA im Serum von Patient:innen und Mäusen nach allo-HSZT dar. 

4.1.1 Lrg1-Level im Serum von Mäusen nach allo-HSZT 

Für entzündliche Erkrankungen und Tumorerkrankungen konnte im Mausmodell bereits 

nachgewiesen werden, dass Lrg1 die Entstehung von Inflammation über Initiierung 

pathologischer Angiogenese fördert.(52, 55, 60, 61) Um zu untersuchen, ob Lrg1 während der 

aGvHD hochreguliert wird, wurden Lrg1-Level mittels ELISA im Serum von Mäusen nach 

allo-HSZT bestimmt. Als Kontrollgruppe diente Serum von Mäusen nach syn-HSZT. Es 

wurden Serumproben vom Tag der HSZT (D0, prä HSZT) und in der Akutphase der aGvHD 

(D22, post HSZT) entnommen und analysiert. 

Die allo-HSZT-Gruppe wurde mit Mäusen nach syn-HSZT verglichen. Der Vergleich der Lrg1-

Konzentrationen im Serum von allo- und syn-transplantierten Tieren zeigte an D0 keinen 

signifikanten Unterschied. Die Lrg1-Konzentration in der syn-HSZT-Gruppe betrug im 

Mittelwert 455,1 ng/ml, in der allo-HSZT-Gruppe 459,7 ng/ml. An D22 war die Lrg1-

Konzentration in der syn-HSZT-Gruppe ähnlich dem Ausgangsniveau von D0 (475,1 ng/ml). 

In der allo-HSZT-Gruppe stieg die Lrg1-Konzentration auf einen Mittelwert von 572,5 ng/ml 

Der Unterschied zwischen syn- und allo-HSZT-Gruppe an D22 war nicht signifikant (p=0.07), 

zeigt jedoch eine deutliche Tendenz in Richtung höherer Lrg1 Konzentrationen nach allo-

HSZT. Der Anstieg der Lrg1-Konzentrationen in der allo-HSZT-Gruppe von D0 zu D22 ist mit 

p=0.06 nicht signifikant. Es zeigt sich jedoch im zeitlichen Verlauf ein messbarer Anstieg der 

Lrg1-Konzentration, während in der syn-HSZT-Kontrollgruppe kein Anstieg zwischen D0 und 

D22 zu beobachten ist (Vgl. Abb. 8). 

Zusammenfassend war in beiden Gruppen eine ähnliche Ausgangskonzentration an Lrg1 

nachweisbar. Nach syn-HSZT war die Lrg1-Konzentration an D22 kaum angestiegen, während 

die Konzentration nach allo-HSZT an D22 stärker über das Ausgangsniveau anstieg. 
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Abbildung 8. Lrg1-Konzentration im murinen Serum nach HSZT. 

Quantifizierung der Lrg1-Konzentration im Serum von Mäusen vor und nach syn-/allo-HSZT. Angaben in ng/ml. Fehlerbalken 

zeigen Mittelwert +/- Standardabweichung. n=11. syn-HSZT: 5 Tiere. allo-HSZT: 6 Tiere. Test auf Signifikanz mit 

ungepaartem Student’s t-Test. Signifikanzniveau p=0.05. Lrg1: Leucine rich alpha-2-glycoprotein 1. ng/ml: Nanogramm pro 

Milliliter. syn-HSCT: syngene haematopoetic stem cell transplantation (syngene hämatopoetische Stammzelltransplantation). 

allo-HSCT: allogene haematopoetic stem cell transplantation (allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation). pre HSCT: 

Tag 0 (D0). post HSCT: Tag 22 (D22). 

4.1.2 Untersuchung humaner Serumproben 

Um nachzuweisen, dass bei Patient:innen nach allo-HSZT eine Korrelation zwischen Lrg1-

Konzentration im Serum und aGvHD besteht, wurden über einen Zeitraum von 9 Monaten 

Blutproben von 70 Patient:innen gesammelt und daraus Serum generiert. Die Ergebnisse 

umfassen die deskriptive Statistik des Patient:innenkollektivs sowie die Ergebnisse der 

Serumuntersuchung mittels ELISA. 

  

 
pre 

HSCT

post 
HSCT

pre 
HSCT

post 
HSCT

0

200

400

600

800

Lr
g1

 n
g/

m
l

0.06

syn-HSCT
allo-HSCT



  Ergebnisse 

 
- 32 - 

4.1.2.1 Deskriptive Statistik des Patient:innenkollektivs 

Die Beschreibung der Gesamtheit der in die Untersuchung eingeschlossenen Patient:innen ist 

der folgenden Tabelle zu entnehmen (Vgl. Tab. 5). 

 

Absolut (n) Relativ (%)

gesamt 70 100

m 43 61,4

w 27 38,6

gesamt 55,4

m 56,9

w 52,9

RIC 49 70

MAC 21 30

ATG 70 100

MRD 12 17,1

MUD 53 75,7

MMRD 2 2,9

MMUD 3 4,3

m 36 51,4

w 15 21,4

k.A. 19 27,1

PBSC 70 100

BM 0 0

CR1 42 60

CR2 6 8,6

keine Remission 19 27,1

k.A. 3 4,3

CsA+MMF 56 80

CsA+MTX 10 14,3

keine 1 1,4

k.A. 3 4,3

keine 42 60

I° 18 25,7

II° 7 10

III° 3 4,3

IV° 0 0

Stammzellpräparat

Remissionsstatus

GvHD Prophylaxe

aGvHD

Patient:innen

Alter (Mittelwert in Jahren)

Konditionierung

Spender:innentyp

Geschlecht Spender:in

Anzahl

Tabelle 5. Deskriptive Statistik der Stichprobe. 

Tabellarische Darstellung der Patient:innenpopulation. aGvHD: akute Graft-versus-Host Erkrankung (acute Graft-versus-Host 

Disease). m: männlich. w: weiblich. RIC: dosisreduzierte Konditionierung (reduced intensity conditioning). MAC: 

myeloablative Konditionierung (myeloablative conditioning). ATG: Antithymozytenglobulin. MRD: passender verwandter 

Spender (matched related donor). MUD: passender unverwandter Spender (matched unrelated donor). MMRD:  unpassender, 

verwandter Spender (mismatched related donor). MMUD: unpassender, unverwandter Spender (mismatched unrelated donor). 

PBSC: Stammzellen aus peripherem Blut (periphere blood stem cells). BM: Knochenmark (bone marrow). CR: 

Komplettremission (complete remission). CsA: Cyclosporin A. MMF: Mycophelat Mofetil. MTX: Metothrexat. k.A.: keine 

Angabe. 
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Die Abbildung zeigt die Verteilung der Grunderkrankungen innerhalb der Stichprobe, die die 

Indikation zur allo-HSZT stellten (Vgl. Abb. 9). 

Abbildung 9. Verteilung der Grunderkrankungen. 

Prozentualer Anteil der verschiedenen Grunderkrankungen der Stichprobe. n=70 Patient:innen. AML: akute myeloische 

Leukämie. MDS: myelodysplastisches Syndrom. ALL: akute lymphatische Leukämie. MPN: myeloproliferative Neoplasie. 

CML: chronisch myeloische Leukämie. CLL: chronisch lymphatische Leukämie. MM: Multiples Myelom. 

Von den eingeschlossenen Patient:innen konnten 10 Patient:innen identifiziert werden, die nach 

allo-HSZT eine aGvHD II° oder III° entwickelten und den Auswahlkriterien entsprachen (Vgl. 

3.1.1). Ein Patient wurde trotz aGvHD II° aus der Analyse ausgeschlossen, da aufgrund des 

frühen Auftretens der aGvHD (D+4) von einer hyperakuten GvHD ausgegangen werden 

musste. Daraus ergibt sich eine Gesamtanzahl von n=9 Patient:innen. Diesen Patient:innen 

wurde je ein:e Kontrollpatient:in aus der Gruppe ohne aGvHD zugeordnet. Die folgende 

Tabelle beschreibt die aGvHD- und Kontrollgruppe (Vgl. Tab. 6). 

 n=70

30%  AML
22.9%  MDS
11.4%  ALL
11.4%  sek. AML aus MDS/MPN
8.6%  MPN (inkl. CML)
7.1%  Lymphom
1.4%  CLL
1.4%  MM
5.7%  andere
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Tabelle 6. Deskriptive Statistik der aGvHD- und Kontrollgruppe. 

Tabellarische Darstellung der Patient:innenpopulation. aGvHD: akute Graft-versus-Host Erkrankung (acute Graft-versus-Host 

Disease). m: männlich. w: weiblich. RIC: dosisreduzierte Konditionierung (reduced intensity conditioning). MAC: 

myeloablative Konditionierung (myeloablative conditioning). ATG: Antithymozytenglobulin. MRD: passender verwandter 

Spender (matched related donor). MUD: passender unverwandter Spender (matched unrelated donor). MMRD:  unpassender, 

verwandter Spender (mismatched related donor). MMUD: unpassender, unverwandter Spender (mismatched unrelated donor). 

PBSC: Stammzellen aus peripherem Blut (periphere blood stem cells). BM: Knochenmark (bone marrow). CR: 

Komplettremission (complete remission). CsA: Cyclosporin A. MMF: Mycophelat Mofetil. MTX: Metothrexat. k.A.: keine 

Angabe. 

  

 

Absolut (n) Relativ (%) Absolut (n) Relativ (%)
gesamt 9 100 9 100
m 5 55,6 5 55,6
w 4 44,4 4 44,4
gesamt 58,1 58,1
m 57,6 57,6
w 58,7 58,7
RIC 8 88,9 8 88,9
MAC 1 11,1 6 66,7
ATG 9 100 9 100
MRD 3 33,3 3 33,3
MUD 5 55,6 6 66,7
MMRD 1 11,1 0 0
MMUD 0 0 0 0
m 3 33,3 3 33,3
w 1 11,1 1 11,1
k.A. 5 55,6 5 55,6
PBSC 9 100 9 100
BM 0 0 0 0
CR1 2 22,2 7 77,8
CR2 2 22,2 0 0
keine Remission 4 44,4 2 22,2
k.A. 1 11,1 0 0
CsA+MMF 8 88,9 9 100
CsA+MTX 1 11,1 0 0
keine 0 0 0 0
k.A. 0 0 0 0
keine 0 0 0 0
I° 0 0 0 0
II° 6 66,7 0 0
III° 3 33,3 0 0
IV° 0 0 0 0

Anzahl KontrollgruppeAnzahl aGvHD

Patient:innen

Alter (Mittelwert in Jahren)

Konditionierung

Spender:innentyp

Geschlecht Spender:in

Stammzellpräparat

Remissionsstatus

GvHD Prophylaxe

aGvHD
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4.1.2.2 Lrg1-Konzentration im Serum von Patient:innen nach allo-HSZT 

Die Untersuchung des murinen Serums ergab, dass die Lrg1-Konzentration nach allo-HSZT im 

zeitlichen Verlauf tendenziell einen Anstieg zeigte, während die Lrg1-Konzentration nach syn-

HSZT nahezu auf Ausgangsniveau blieb (Vgl. Abb. 8). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung 

zu, dass es einen Zusammenhang zwischen erhöhten Lrg1-Spiegeln im Serum und der 

Entwicklung von aGvHD gibt. Der nächste Schritt war die Untersuchung humaner 

Serumproben, um festzustellen, ob dieser mögliche Zusammenhang auch hier zu beobachten 

ist. 

Es wurde jeweils eine Serumprobe pro Patient:in vor und nach allo-HSZT auf die Lrg1-

Konzentration untersucht. Die Probe nach allo-HSZT stammt in der aGvHD-Gruppe aus der 

Phase der aktiven aGvHD und wurde nicht, wie im Mausmodell, zu einem vorher festgelegten 

Zeitpunkt nach allo-HSZT entnommen (Vgl. 3.1.1).  In den Serumproben vor allo-HSZT zeigte 

sich kein signifikanter Unterschied zwischen aGvHD- und Kontrollgruppe. Nach allo-HSZT 

war in der aGvHD-Gruppe ein signifikanter Anstieg der Lrg1-Konzentration im Vergleich zum 

Ausgangswert zu beobachten, während die Lrg1-Konzentration in der Kontrollgruppe nicht 

signifikant anstieg. Vor allo-HSZT betrug der Mittelwert der Lrg1-Konzentration der aGvHD-

Gruppe 363,1 pg/ml. Dieser stieg nach allo-HSZT auf 971,6 pg/ml. In der Kontrollgruppe 

betrug die mittlere Lrg1-Konzentration vor allo-HSZT 269,6 pg/ml, nach allo-HSZT 373 pg/ml. 

In der Kontrollgruppe war der Anstieg des Lrg1-Levels nach allo-HSZT nicht signifikant. Die 

Lrg1-Konzentration in der aGvHD-Gruppe war nach allo-HSZT signifikant höher als in der 

Kontrollgruppe (Vgl. Abb. 10).  
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Abbildung 10. Lrg1-Konzentration im Serum von Patient:innen nach allo-HSZT. 

Grafische Darstellung der Lrg1-Konzentration im Serum von Patient:innen vor und nach allo-HSZT mit aGvHD im Vergleich 

zur Kontrollgruppe ohne aGvHD. Angaben in pg/ml. Fehlerbalken zeigen Mittelwert +/- Standardabweichung. n=18 

Patient:innen, davon 9 mit aGvHD und 9 ohne aGvHD. Test auf Signifikanz mit ungepaartem Student’s t-Test für abhängige 

Stichproben. Signifikanzniveau p=0.05. Lrg1: leucine rich alpha-2-glycoprotein 1. pg/ml: Picogramm pro Milliliter. allo-

HSCT: allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation (allogene haematopoetic stem cell transplantation). aGvHD: akute 

Graft-versus-Host Erkrankung (acute Graft-versus-Host Disease). pre allo-HSCT: vor allo-HSZT. post allo-HSCT: nach allo-

HSZT. 

Der direkte Vergleich der Lrg1-Konzentrationen der einzelnen Patient:innen mit den 

entsprechenden Kontrollpatient:innen wurde ebenfalls grafisch dargestellt (Vgl. Abb. 11). 

Diese detailliertere Darstellung dient dem weiteren Verständnis der gruppierten Auswertung 

aus Abbildung 10. 
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Abbildung 11. Direktvergleich der Lrg1-Konzentrationen von aGvHD- und Kontrollpatient:innen. 

Direktvergleich der Lrg1-Konzentration im Serum der aGvHD-Patient:innen und Kontrollpatient:innen. Dargestellt ist die 

Lrg1-Konzentration im Serum vor und nach allo-HSZT. A: aGvHD-Patient:in 20, Kontrollpatient:in 26. B: aGvHD-Patient:in 

33, Kontrollpatient:in 4. C: aGvHD-Patient:in 43, Kontrollpatient:in 49. D: aGvHD-Patient:in 51, Kontrollpatient:in 27. E: 

aGvHD-Patient:in 56, Kontrollpatient:in 14. F: aGvHD-Patient:in 61, Kontrollpatient:in 5. G: aGvHD-Patient:in 41, 

Kontrollpatient:in 28. H: aGvHD-Patient:in 64, Kontrollpatient:in 8. I: aGvHD-Patient:in 70, Kontrollpatient:in 25. Lrg1: 

leucine rich alpha-2-glycoprotein 1. pg/ml: Picogramm pro Milliliter. allo-HSCT: allogene hämatopoetische 

Stammzelltransplantation (allogene haematopoetic stem cell transplantation). aGvHD: akute Graft-versus-Host Erkrankung 

(acute Graft-versus-Host Disease). pre allo-HSCT: vor allo-HSZT. post allo-HSCT: nach allo-HSZT. 

4.2 Einfluss von Lrg1 auf funktionelle Veränderungen in Endothelzellen 

In der Messung der Lrg1-Kontentration im murinen und humanen Serum konnte ein 

Zusammenhang zwischen aGvHD nach allo-HSZT und erhöhten Lrg1-Konzentrationen im 

Serum festgestellt werden. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte der direkte Einfluss von Lrg1 

auf das Angiogenesepotential von Endothelzellen untersucht werden. Dazu habe ich drei 

verschiede Assays genutzt, um Proliferation, Migration und Tube-formation Potential von 

Zellen in vitro zu beurteilen. Die Versuche wurden mit den drei endothelialen Zelllinien 

MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen durchgeführt (Vgl. 3.1.3). Die verwendeten 

Endothelzelllinien stammen aus murinen (MCECs und MuMECs) und humanen (TMNK1-

Zellen) Geweben. Zellen aller Zelllinien wurden dafür mit 2% Serum von Lrg1-/- und Lrg1-

WT-Tieren in DMEM als Trägersubstanz stimuliert.  

Da die Menge des entnommenen Blutes im Rahmen von in vivo Experimenten limitiert ist, 

wurde für die Versuche Serum aus verschiedenen in vivo Experimenten genutzt (Vgl. 3.1.2). 

Um die Vergleichbarkeit der Protein- und damit auch der Lrg1-Konzentration im Serum 
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dokumentieren und beurteilen zu können, habe ich von allen verwendeten Seren eine 

Gesamtproteinbestimmung mittels Bicinchoninsäure Assay (BCA) durchgeführt (Vgl. Abb. 

12). Trotz der Unterschiede der Proteinkonzentration in einzelnen Assays (Vgl. Abb. 12A) 

zeigte sich insgesamt kein Unterschied in der Proteinkonzentration zwischen gepoolten Lrg1-

WT- und Lrg1-/- Seren (Vgl Abb. 12B). Die Messung dient der besseren Nachvollziehbarkeit 

und Transparenz der Ergebnisse der in vitro Assays, die in dieser Arbeit durchgeführt wurden 

und deren Ergebnisse nachfolgend dargestellt werden. 

Abbildung 12. Proteinquantifizierung mittels BCA. 

Quantifizierung des Proteingehalts des für die in vitro Experimente verwendeten Serums. Quantifizierung mittels BCA. A: Y-

Achse zeigt die Proteinkonzentration in µg/ml im Serum. X-Achse zeigt das Experiment, aus dem das Serum gewonnen wurde. 

B: Darstellung der Proteinkonzentration in µg/ml des gepoolten Lrg1-WT- und Lrg1-/- Serums. BCA: Bicinchoninsäure Assay 

(Bicinconinic acid assay). FP-swelling: Foodpad-swelling. EB: Evans Blue. Lrg1: leucine rich alpha-2-glycoprotein 1. Lrg1-

WT: Lrg1-Wildtyp. Lrg1-/-: Lrg1-Knockout. µg/ml: Microgramm pro Milliliter. 

Das Serum wurde den Tieren bei Inflammation unter pathologischen Bedingungen entnommen, 

um entsprechende entzündliche Mediatoren im Serum zu erhalten. Als Positivkontrolle diente 

jeweils Standard-Nährmedium (DMEM + 10% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin) ohne 

weitere Zusätze. Die drei funktionalen Assays Proliferationsassay, Scratch Assay und Tube-

formation Assay, welche in unserer Arbeitsgruppe etabliert sind, dienen der Beurteilung 

funktionaler Veränderungen von Endothelzellen.(73-75, 81) 

4.2.1 Proliferationspotential von Endothelzellen nach Serumstimulation 

Zellproliferation ist eine Grundvoraussetzung für Angiogenese. Um diese unter dem Einfluss 

von Lrg1 zu beurteilen, wurde ein metabolischer Proliferationsassay durchgeführt. Dieser dient 
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der Sichtbarmachung vitaler Zellen durch Metabolisierung des MTT-Substrates (Vgl. 3.2.2.1). 

MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen wurden mit 2% Lrg1-/- bzw. Lrg1-WT-Serum in 

DMEM ausgesät und die Proliferation nach 48 Stunden gemessen. Als Referenzwert diente die 

Positivkontrolle mit Standard-Nährmedium. 

MCECs zeigten unter Stimulation mit Lrg1-/-Serum eine signifikant geringere 

Proliferationsrate als mit Lrg1-WT-Serum. Nach 48 Stunden betrug der Mittelwert der relativen 

Proliferation der mit Lrg1-/-Serum stimulierten Zellen 99,7%, die der mit Lrg1-WT-Serum 

stimulierten Zellen 121,6% im Verhältnis zur Positivkontrolle (100%). 

Auch bei MuMECs und TMNK1-Zellen ist nach 48 Stunden eine Tendenz zu einer geringeren 

Proliferationsrate bei mit Lrg1-/-Serum stimulierten Zellen zu erkennen. Die mittlere 

Proliferationsrate unter Lrg1-/-Serumstimulation betrug 99,5% bei MuMECs und 81,7% bei 

TMNK1-Zellen. Unter Lrg1-WT-Serumstimulation betrug die relative Proliferationsrate der 

MuMECs 130% und bei den TMNK1-Zellen 95%. Die Unterschiede sind statistisch nicht 

signifikant (p=0.19 bzw. p=0.13). 

Insgesamt zeigte sich bei Zugabe von Lrg1-/-Serum eine signifikant geringere 

Proliferationsrate der MCECs. Bei MuMECs und TMNK1-Zellen ist ebenfalls eine Tendenz zu 

geringerer Proliferation erkennbar (Vgl. Abb. 13). 

Abbildung 13. Proliferationspotential von Endothelzellen nach Serumstimulation. 

Grafische Darstellung des Proliferationsverhaltens von MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen nach Stimulation mit 2% Lrg1-

/-Serum und 2% Lrg1-WT-Serum. Werte gemessen nach 48h. Darstellung in %. Als Referenz gilt die Positivkontrolle 

(Standard-Kulturmedium). Fehlerbalken zeigen Mittelwert +/- Standardabweichung. n=3 Versuchswiederholungen. Test auf 

Signifikanz mit ungepaartem Student’s t-Test. Signifikanzniveau p=0.05. MCEC: murine cardiac endothelial cells. MuMEC: 

murine dermal microvascular endothelial cells. TMNK1: human liver sinusoidal endothelial cells. Lrg1: leucine rich alpha-2-

glycoprotein 1. Lrg1-/-Serum: murines Lrg1-Knockout Serum. Lrg1-WT-Serum: murines Lrg1-Wildtyp-Serum. pos. control: 

Positivkontrolle. SD: Standardabweichung. 
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4.2.2 Zelluläres Migrationspotential nach Serumstimulation 

Um eine funktionsfähige Gefäßformation zu bilden, migrieren Zellen einem proangiogenen 

Chemokinsignal der Tip-Zellen folgend an ihren Bestimmungsort. Die Zellmigration wird 

durch verschiedene Mediatoren reguliert (Vgl. 1.3.1). Um den Einfluss von Lrg1 auf die 

Migration verschiedener Endothelzellen zu untersuchen, habe ich den Wound-healing Assay 

(Scratch Assay) mit MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen durchgeführt. 

In die Einzelzellschicht der entsprechenden Zelllinie wurde mit einer Pipettenspitze eine 

artifizielle Wunde gesetzt und das Testmedium mit 2% Lrg1-/- bzw. Lrg1-WT-Serum sowie 

das Kontrollmedium aufgetragen (Vgl. 3.2.2.2). Die Zellkulturplatten wurden im Live-Cell-

Analyze-System IncuCyte (Vgl. Tab. 4) inkubiert und die Zellmigration und -proliferation alle 

3 Stunden über einen Gesamtzeitraum von 15 Stunden fotografisch dokumentiert. Die offene 

Fläche wurde in Fiji (ImageJ) gemessen und in Relation zum Ausgangswert zum Zeitpunkt 

Null gesetzt. 

Bei allen drei Zelllinien konnte eine signifikant langsamere Zellmigration bei mit Lrg1-/-Serum 

stimulierten Zellen im Vergleich zu mit Lrg1-WT-Serum stimulierten Zellen festgestellt 

werden (Vgl. Abb. 14). 

MCECs zeigten nach 15 Stunden einen signifikanten Unterschied zwischen mit Lrg1-/- und 

Lrg1-WT-Serum stimulierten Zellen, wobei die Migrationsrate auch zu den vorherigen 

Zeitpunkten bei mit Lrg1-/-Serum stimulierten Zellen konstant langsamer war. Nach 15 

Stunden betrug die offene Fläche bei Zellen mit Lrg1-/-Serumstimulation 35,1% des 

Ausgangswertes. Bei Zellen mit Stimulation durch Lrg1-WT-Serum betrug die offene Fläche 

nach 15 Stunden 18,8% des Ausgangswertes. Dieser Unterschied ist signifikant. 

MuMECs zeigten nach 3, 6, 9 und 12 Stunden signifikante Unterschiede in der Migrationsrate. 

Die Zellmigration unter Stimulation mit Lrg1-/-Serum war zu jedem Zeitpunkt langsamer als 

unter Stimulation mit Lrg1-WT-Serum. Unter Stimulation mit Lrg1-/-Serum betrug die offene 

Fläche nach 3 Stunden 95,5%, mit Lrg1-WT-Serum 88,5%. Nach 6 Stunden betrug die Fläche 

unter Einfluss von Lrg1-/-Serum 83,3%, mit Lrg1-WT-Serum 72,4%. Nach 9 Stunden hatte 

sich die offene Fläche bei Stimulation mit Lrg1-/-Serum auf 66,9% reduziert, bei Lrg1-WT-

Serum auf 52,9%. Nach 12 Stunden betrug die offene Fläche der Zellen mit Lrg1-/-Stimulation 

noch 49% des Ausgangswertes, die der Zellen mit Lrg1-WT-Serum noch 28,5% des 

Ausgangswertes. Nach 15 Stunden war die offene Fläche unter allen drei Konditionen nahezu 

geschlossen, sodass kein signifikanter Unterschied mehr feststellbar war. 
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TMNK1-Zellen zeigten ebenfalls zu allen Zeitpunkten eine niedrigere Migrationsrate bei 

Stimulation mit Lrg1-/- Serum. Signifikant war dieser Unterschied nach 6, 9 und 12 Stunden. 

Unter Stimulation mit Lrg1-/-Serum betrug die offene Fläche nach 6 Stunden 75,7%, mit Lrg1-

WT-Serum 68,4%. Nach 9 Stunden betrug die offene Fläche 63,9% unter Einfluss von Lrg1-/-

Serum 63,9%, mit Lrg1-WT-Serum 54,3%. Nach 12 Stunden hatte sich die offene Fläche unter 

Stimulation mit Lrg1-/-Serum auf 53,8% des Ausgangswertes reduziert, unter Stimulation mit 

Lrg1-WT-Serum auf 42,2%. 

Alle drei Zelllinien zeigten bei Stimulation mit Lrg1-/-Serum signifikant langsamere 

Zellmigration. Die Unterschiede wurden innerhalb der verschiedenen Zelllinien zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten signifikant, was auf unterschiedliche Wachstumsraten der 

Zelllinien zurückzuführen ist. Das spiegelt die Relevanz zelllinienspezifischer Charakteristika 

wider. Insgesamt zeigen die Ergebnisse des Wound-healing Assays, dass Lrg1 das 

Migrationspotential von Endothelzellen steigert (Vgl. Abb. 14). 
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Abbildung 14. Migrationspotential von Endothelzellen unter Serumstimulation. 

Grafische Darstellung der Wound-healing Assays. Anteil der offenen Fläche in Relation zum Ausgangswert über einen 

Zeitraum von 15h. A: Grafische Darstellung des Migrationsverhaltens bei MCECs (links). Repräsentative Bilder der offenen 

Fläche nach 15h von MCECs unter Stimulation mit Lrg1-/-Serum und Lrg1-WT-Serum (rechts). B: Grafische Darstellung des 

Migrationsverhaltens bei MuMECs (links). Repräsentative Bilder der offenen Fläche nach 12h von MuMECs unter Stimulation 

mit Lrg1-/-Serum und Lrg1-WT-Serum (rechts). C: Grafische Darstellung des Migrationsverhaltens von TMNK1-Zellen 

(links). Repräsentative Bilder der offenen Fläche nach 12h von TMNK1-Zellen unter Stimulation mit Lrg1-/-Serum und Lrg1-

WT-Serum (rechts). Fehlerbalken zeigen Mittelwert +/- Standardabweichung. n=3 Wiederholungen. Test auf Signifikanz mit 

ungepaartem Student’s t-Test. Explorative Auswertung, nicht adjustiert für multiples Testen. Signifikanzniveau p=0.05. 

MCEC: murine cardiac endothelial cells. MuMEC: murine dermal microvascular endothelial cells. TMNK1: human liver 

sinusoidal endothelial cells. Lrg1: leucine rich alpha-2-glycoprotein 1. Lrg1-/-Serum: murines Lrg1-Knockout Serum. Lrg1-

WT-serum: murines Lrg1-Wildtyp-Serum. pos. control: Positivkontrolle. SD: Standardabweichung. 
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4.2.3 Zelluläres Tube-formation Potential nach Serumstimulation 

Nach Proliferation und Migration sind Endothelzellen in der Lage, neue native 

Gefäßformationen zu bilden. Das Tube-formation Potential wird ebenso wie Proliferation und 

Migration durch proangiogene Signale induziert und gefördert. Um das Tube-formation 

Potential von Endothelzellen zu untersuchen, habe ich den Tube-formation Assay an den drei 

bereits beschriebenen Zelllinien MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen durchgeführt. Dieser 

Assay wird zur Beurteilung der Formation neuer Gefäßstrukturen angewandt (75, 79, 82) und 

ist ebenso in unserer Arbeitsgruppe etabliert. In allen Wiederholungen des Tube-formation 

Assays im Rahmen dieser Arbeit konnte ich unter den beschriebenen Mediumbedingungen 

ohne zugefügte Wachstumsfaktoren (Vgl. 3.2.2.3) nur in den humanen Endothelzellen 

(TMNK1-Zellen) Tube-formation beobachten. Aus diesem Grund werden im Folgenden nur 

die Ergebnisse des Tube-formation Assays an TMNK1-Zellen vorgestellt. 

Der Tube-formation Assay wurde wie in 3.2.2.3 beschrieben durchgeführt. Die Zellen wurden 

mit 2% Lrg1-/-Serum und Lrg1-WT-Serum in DMEM stimuliert. Die Positivkontrolle bildete 

Standard-Nährmedium. Das Experiment wurde drei Mal unter gleichen Bedingungen 

wiederholt. Die Zellkulturplatten wurden im Live-Cell-Analyze System IncuCyte (Vgl. Tab. 4) 

inkubiert und alle 2 Stunden fotografisch dokumentiert. Die Auswertung erfolgte mit dem 

Angiogenesis Analyzer von Fiji (ImageJ).(78) Nach Literaturrecherche (76-79) wurden die von 

der Software ausgewerteten Charakteristika Nb. Nodes, Nb. Junctions, Nb. Meshes, Nb. 

Segments, Nb. Branches und total tube length in die endgültige statistische Auswertung 

eingeschlossen (Vgl. 3.2.2.3). 

Bei den untersuchten Parametern zeigte sich unter Stimulation mit Lrg1-/-Serum eine Tendenz 

zu niedrigeren Werten in allen analysierten Tube-formation-Charakteristika, entsprechend einer 

verringerten Bildung von Gefäßaussprossungen und verringerter Netzwerkbildung im 

Vergleich zu mit Lrg1-WT-Serum stimulierten Zellen. Die Unterschiede sind nicht signifikant 

(Vgl. Abb. 15).  
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Abbildung 15. Tube-formation Potential von TMNK1-Zellen unter Serumstimulation. 

Grafische Darstellung des Tube-formation Potentials TMNK1-Zellen nach Stimulation mit 2% Lrg1-/-Serum und 2% Lrg1-

WT-Serum. Werte nach 4h. A: Anzahl gebildeter nodes, junctions, meshes, segments und branches nach 4h. Anzahl 

normalisiert auf die Fläche des ausgewerteten Bildausschnitts. B: Länge der Tubes in Pixeln nach 4h. Test auf Signifikanz mit 

ungepaartem Student’s t-Test. Signifikanzniveau p=0.05. Fehlerbalken zeigen Mittelwert +/- Standardabweichung. TMNK1: 

human liver sinusoidal endothelial cells. Lrg1: leucine rich alpha-2-glycoprotein 1. Lrg1-/-serum: murines Lrg1-Knockout 

Serum. Lrg1-WT-serum: murines Lrg1-Wildtyp-Serum. SD: Standardabweichung. Nb: Number. 
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5 Diskussion 

Dem Aufbau des Ergebnisteils folgend wird auch die Diskussion in die zwei Teile ‚Lrg1-

Serumkonzentration nach allo-HSZT‘ und ‚Einfluss von Lrg1 auf funktionelle Veränderungen 

in Endothelzellen‘ unterteilt. 

5.1 Lrg1-Serumkonzentration nach allo-HSZT 

Es ist bereits bekannt, dass Lrg1 als Teil des proangiogenen TGF-β-Signalwegs pathologische 

Angiogenese im Rahmen verschiedener Tumorerkrankungen sowie inflammatorischer und 

autoimmunvermittelter Erkrankungen induziert. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass 

Lrg1 unter anderem bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (65, 83, 84), 

Erkrankungen des rheumatoiden Formkreises (62, 85), Appendizitis (86) und 

Tumorerkrankungen wie Kolorektalkarzinom (61), Ovarialkarzinom (87) und nicht-

kleinzelligem Lungenkarzinom (88) hochreguliert ist und als Biomarker sowie als 

prognostischer Marker dienen kann. Die genannten Erkrankungen gehen alle mit Inflammation 

und Veränderungen der Angiogenese einher. Die Hypothese, dass auch bei aGvHD erhöhte 

Konzentrationen von Lrg1 an der Entstehung der Erkrankung beteiligt sind, liegt aufgrund 

dieser Erkenntnisse nahe.  Im Rahmen dieser Arbeit habe ich mittels ELISA die Lrg1-

Serumkonzentration von Mäusen nach allo-HSZT und syn-HSZT bestimmt. Nach syn-HSZT 

tritt aufgrund von HLA-identischer Transplantation keine aGvHD auf. Aufgrund der ansonsten 

gleichen Behandlung hat sich die syn-HSZT als aGVHD-Kontrollgruppe etabliert. Die 

Ergebnisse zeigten eine Tendenz zu höheren Lrg1-Konzentrationen an D22 nach allo-HSZT im 

Vergleich zum Serum von Mäusen nach syn-HSZT. Nach syn-HSZT lagen die Werte an D22 

auf dem Niveau der Ausgangswerte von D0, während die Werte nach allo-HSZT anstiegen. 

Tag 22 entspricht dem Zeitraum der Akutphase der aGvHD. Die vorliegenden Ergebnisse sind 

dementsprechend vereinbar mit der Entstehung von aGvHD in der allo-HSZT-Gruppe. Diese 

Ergebnisse fügen sich wie erwartet in die Erkenntnisse vorangegangener Studien anderer 

Pathologien, wie oben beschrieben, ein. 

Bereits erwähnt wurde die Studie von Wang et al., die eine signifikante Hochregulation von 

Lrg1 im Rahmen von hypoxieinduziertem vaskulärem Remodelling der Retina und bei 

choroidaler Neovaskularisation im Mausmodell nachweisen konnte. Außerdem stellten Wang 

et al. fest, dass Lrg1 fast ausschließlich im vaskulären System exprimiert wird, neben retinalen 

Gefäßen auch in Gefäßen der Haut, der Brustdrüse und des Gastrointestinaltraktes. An Lrg1-/-

Mäusen und Lrg1-WT-Mäusen wurde infolgedessen untersucht, inwiefern die Abwesenheit 
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von Lrg1 Neovaskularisation unter verschiedenen Bedingungen beeinflusst. Dazu wurde 

choroidale Neovaskularisation induziert und mittels Fluoreszenzangiographie die Gefäßdichte 

beurteilt. Lrg1-/-Mäuse hatten im Vergleich zu Lrg1-WT-Tieren eine signifikant geringere 

Gefäßdichte und geringere Fluoreszin-Leckage. Im Gegensatz dazu hatte Lrg1 keinen Einfluss 

auf die Revaskularisation nach hyperoxieinduzierter Gefäßremission. Zusammenfassend 

schließen Wang et al. darauf, dass Lrg1 unter pathologischen Bedingungen überexprimiert wird 

und über Induktion des TGF-β-Signalwegs Neovaskularisation fördert, das physiologische 

sauerstoffabhängige Gefäßremodelling dabei jedoch nicht beeinträchtigt.(55) 

Auch im experimentellen Mausmodell der aGvHD wurde eine gesteigerte Neovaskularisation 

und Gefäßdichte in den Zielorganen beobachtet.(52) Die Ergebnisse der Messung des Lrg1-

Serumlevels bei Mäusen nach allo-HSZT zeigen, dass auch bei aGvHD ein Anstieg der Lrg1-

Konzentration im Serum nachweisbar ist. Meine Ergebnisse sind vereinbar mit denen von 

Wang et al. und stützen die Hypothese, dass Lrg1 an der gesteigerten Angiogenese und 

Neovaskularisation beteiligt ist, indem es den Wechsel vom angiostatischen zum 

proangiogenen TGF-β-Signalweg initiiert (Vgl. 1.3.3). 

Der Unterschied der Lrg1-Konzentration zwischen Tieren nach syn- und allo-HSZT an D22 ist 

nicht signifikant, zeigt jedoch eine deutliche Tendenz zu höheren Lrg1-Werten in der allo-

HSZT-Gruppe. Auch der Anstieg der Lrg1-Konzentration zwischen D0 und D22 in der allo-

HSZT-Gruppe war nicht signifikant, zeigte jedoch ebenfalls eine deutliche Tendenz. Das 

Experiment sollte in Zukunft mit einer größeren Anzahl an Tieren wiederholt werden, um das 

Ergebnis zu verifizieren. Um den Effekt der Konditionierung auf die Lrg1-Konzentration 

zukünftig zu erfassen, sollte in Folgeexperimenten eine weitere Blutentnahme vor Beginn der 

Konditionierung eingeplant werden. Der Effekt der Konditionierungstherapie auf die Lrg1-

Konzentration könnte so besser eingeschätzt und konditionierungsbedingte falsch hohe Lrg1-

Konzentrationen könnten identifiziert und vermieden werden. 

Zusätzlich zur Lrg1-Quantifizierung im Mausserum wurde auch bei Patient:innen nach allo-

HSZT Lrg1 im Serum gemessen und die Werte von aGvHD-Patient:innen mit denen von 

Patient:innen ohne aGvHD verglichen. Es zeigten sich in der aGvHD-Gruppe signifikant 

höhere Lrg1-Serumspiegel als in der Kontrollgruppe. Analog zu den Ergebnissen der Messung 

der Lrg1-Konzentration im murinen Serum ist auch das Ergebnis des humanen ELISAs 

konkordant mit Erkenntnissen vorangegangener Studien zu angiogeneseassoziierten 

Pathologien. 
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Shinzaki et al. konnten nachweisen, dass höhere Lrg1-Konzentrationen im Serum von 

Patient:innen mit Colitis Ulcerosa mit gesteigerter Krankheitsaktivität einhergingen, während 

niedrige Lrg1-Konzentrationen mit Remission der Erkrankung und Ausheilung der Mukosa 

korrelierten.(83) 

Ähnliche Ergebnisse zeigten Naka et al. in ihrer Studie. Auch hier korrelierten hohe Lrg1-

Konzentrationen mit höherer Krankheitsaktivität der Colitis Ulcerosa, während in Remission 

ein rasches Abfallen des Lrg1-Levels zu beobachten war. Auch bei rheumatoider Arthritis 

korrelierten Lrg1-Level mit gesteigerter Krankheitsaktivität. Lrg1-Anstieg war ein 

zuverlässiger Marker für gesteigerte Entzündungsaktivität bei rheumatoider Arthritis, während 

der standardmäßig gemessene Entzündungsmarker C-reaktives Protein (CRP) trotz klinisch 

aktiver Erkrankung nicht anstieg.(89) 

Verschiedenen Studien zufolge ist Lrg1 auch an der pathologischen Angiogenese bei 

Tumorerkrankungen beteiligt. Die Studie von Li et al. zeigt, dass hohe Lrg1-Spiegel ein 

negativer prognostischer Marker bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom sind. Die Expression 

von Lrg1 war in Tumorzellen hochreguliert und steigerte Proliferations-, Migrations- und 

Invasionspotential der Tumorzellen. Darüber hinaus wurde gesteigerte pathologische 

Angiogenese im Tumorgewebe nachgewiesen, assoziiert mit Lrg1-induzierter gesteigerter 

Aktivität des TGF-β-Signalwegs.(88) Ähnliche Ergebnisse konnten Yamamoto et al. zeigen. In 

ihrer Studie korrelierte eine hohe Expression von Lrg1 in Tumorzellen des Magens mit 

schlechterer TNM-Klassifikation (Klassifikation zum Staging maligner Tumoren anhand von 

Primärtumor, Lymphknotenbefall und Fernmetastasen) und damit schlechterer 

Krankheitsprognose.(90) Diese beiden Studien untersuchten ausschließlich die Lrg1-

Expression im pathologisch veränderten Gewebe, jedoch nicht im Serum der Patient:innen. Im 

Falle der aGvHD wird angenommen, dass Lrg1 im Rahmen der Inflammation nicht nur aus 

dem Gewebe, sondern auch aus neutrophilen Granulozyten sezerniert wird, und so zusammen 

mit anderen proinflammatorischen Substanzen im Serum ansteigt und pathologische 

Angiogenese über den TGF-β-Signalweg induziert. Andersen et al. untersuchten in ihrer Studie 

sowohl die Lrg1-Expression im Tumorgewebe als auch die Lrg1-Serumkonzentration bei 

Patientinnen mit Ovarialkarzinom. Es konnte gesteigerte Lrg1-Expression in den Tumorzellen  

und erhöhte Lrg1-Konzentrationen im Serum erkrankter Patientinnen nachgewiesen 

werden.(87) Es ist davon auszugehen, dass auch tumorassoziierte Inflammation einen Lrg1-

Anstieg im Serum bewirkt und dadurch Tumorangiogenese gefördert wird. 
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Nach meinem aktuellem Wissen liegen bisher keine Daten zum Zusammenhang zwischen 

Lrg1-Konzentration im Serum von Patient:innen und aGvHD vor. Die Daten der oben 

genannten Studien erlauben die Annahme, dass auch bei aGvHD ein Zusammenhang zwischen 

Krankheitsentstehung und erhöhten Lrg1-Serumspiegeln besteht. Wie bereits zuvor 

beschrieben, bestehen Parallelen in der Pathogenese zwischen aGvHD und 

Autoimmunerkrankungen, Tumorerkrankungen und anderen entzündlichen Prozessen. Die in 

den durchgeführten Versuchen nachgewiesene signifikant höhere Lrg1-Konzentration im 

Serum von aGvHD-Patient:innen verglichen mit Patient:innen ohne aGvHD stützt diese 

Hypothese und ist vereinbar mit den Ergebnissen vorangegangener Studien. 

Ein weiterführender Ansatz für zukünftige Projekte wäre die Frage, ob auch bei der aGvHD 

eine Korrelation zwischen Schweregrad der Erkrankung und Lrg1-Konzentration besteht und 

Lrg1 somit als Biomarker und Verlaufsparameter genutzt werden könnte. Dafür müsste eine 

größere Anzahl an Blutproben generiert werden, um Patient:innen aller Schweregrade der 

aGvHD zu erfassen und einzuschließen. Bei zukünftigen Bestimmungen der Lrg1-

Serumkonzentration sollte, wie auch bei Messung der Lrg1-Konzentration im murinen Serum, 

die erste Blutentnahme vor Beginn der Konditionierungstherapie stattfinden, um 

konditionierungsbedingte Veränderungen der Lrg1-Konzentration zu erkennen und 

einzuordnen. 

5.2 Einfluss von Lrg1 auf funktionelle Veränderungen in Endothelzellen 

Die Ergebnisse der Messung der Lrg1-Konzentration im humanen und murinen Serum bei 

aGvHD suggerieren, dass erhöhte Konzentrationen von Lrg1 im Serum mit gesteigerter 

Angiogenese einhergehen. Wie in 1.3 beschrieben, sind Proliferation, Migration und Tube-

formation Potential mit Bildung neuer Gefäßformationen Voraussetzung für Angiogenese. Den 

direkten Einfluss von Lrg1 im Serum auf Endothelzellen untersuchte ich mit den drei in vitro 

Assays MTT, Wound-healing Assay und Tube-formation Assay (Vgl. 3.2.2). Die Versuche 

wurden an MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen durchgeführt. Die Arbeit mit diesen 

Zelllinien ist in unserem Labor bereits etabliert. Aufgrund ihres hohen angiogenen Potentials 

eignen sich alle drei Zelllinien für die von mir geplanten und durchgeführten Experimente. Die 

Verwendung verschiedener Endothelzelllinien hat zudem den Vorteil, dass mögliche 

Unterschiede im Angiogeneseverhalten verschiedener Gewebe identifiziert werden können. 

5.2.1 Proliferationsverhalten von Zellen unter Lrg1-Stimulation 

Die Proliferation von Endothelzellen ist eine Voraussetzung für Angiogenese. Dass Lrg1 die 

Angiogenese über Regulation des TGF-β-Signalwegs beeinflusst, ist bekannt und wurde in 
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dieser Arbeit bereits besprochen (Vgl. 1.3.3; Vgl. 5.1). Zur Beurteilung des 

Proliferationspotentials von Endothelzellen unter dem Einfluss von Lrg1 führte ich im Rahmen 

dieser Arbeit MTT-Assays an MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen durch. Dieser erlaubt die 

Messung der Viabilität von Zellen anhand ihrer metabolischen Aktivität.(73) Im MTT-Assay 

konnte ich signifikant gesteigertes Proliferationspotential der MCECs bei Stimulation mit Lrg1-

WT-Serum gegenüber der Stimulation mit Lrg1-/-Serum zeigen. Bei MuMECs und TMNK1-

Zellen war diesbezüglich ebenfalls eine Tendenz zu erkennen. 

Zhong et al. zeigten, dass ein Knockout von Lrg1 in Glioblastomzellen deren Proliferationsrate 

verglichen mit nicht-Tumorzellen ohne Lrg1-Knockdown signifikant senkte und den 

Zellzyklusarrest in Tumorzellen induzierte. Es wurde eine signifikant niedrigere 

Proliferationsrate der Lrg1-/-Glioblastomzellen im MTT-Assay beobachtet.(91) Auch Li et al. 

zeigten in ihrer Studie signifikant geringere Proliferationsraten einer non small cell lung cancer 

(NSCLCs) Zelllinie mit Lrg1-Knockdown, verglichen mit Tumorzellen ohne Knockdown.(88) 

Zhou et al. konnten ähnliche Ergebnisse im MTT-Assay mit Zellen kolorektaler Karzinome 

unter Stimulation mit rekombinantem Lrg1 zeigen. Auch hier war die Proliferationsrate ohne 

Stimulation durch Lrg1 signifikant geringer und die Apoptoserate signifikant höher als in 

Tumorzellen mit Lrg1-Stimulation.(92) 

Die Ergebnisse der MTT-Assays, die ich im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt habe, gehen 

mit denen der drei genannten Studien an Tumorzellen einher. Da für die Untersuchung des 

Einflusses von Lrg1 auf aGvHD vor allem das Verhalten von Endothelzellen relevant ist, nutzte 

ich MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen. Diese drei Zelllinien sind für die Untersuchung 

des Einflusses von Lrg1 auf aGvHD besonders geeignet, da sie ein hohes angiogenes Potential 

aufweisen und für alle drei in dieser Arbeit durchgeführten Assays vewendet werden können. 

Darüber hinaus werden durch diese drei Zelllinien sowohl murine als auch humane Gewebe 

repräsentiert. Im Hinblick auf die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Lrg1 und 

aGvHD eignen sich TMNK1-Zellen und MuMECs als humane hepatische und murine dermale 

Endothelzelllinien insbesondere, weil Leber und Haut neben dem Gastrointestinaltrakt als 

Zielorgane der aGvHD gelten. Die Beteiligung kardialer Endothelzellen an aGvHD ist noch 

umstritten. Aus vorangegangenen Studien ist jedoch bekannt, dass murine sowie auch humane 

kardiale Endothelzellen die Fähigkeit besitzen, autonom Neovaskularisation nach ischämischen 

Ereignissen zu initiieren.(93, 94) Li et al. zeigten in ihrer Studie, dass murine kardiale 

Endothelzellen in der Lage sind, nach Myokardinfarkt ohne Stimulation myeloproliferativer 

Zellen und ohne endothelial-mesenchymale Transition Neovaskularisation zu induzieren.(94) 

Dieses besondere angiogene Potential könnte Grund dafür sein, dass ich im MTT-Assay nur 
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bei MCECs signifikant gesteigerte Proliferation unter Stimulation mit Lrg1-WT-Serum zeigen 

konnte. 

Ein weiterer Unterschied zu den oben genannten Vergleichsstudien ist die Art der Stimulation 

mit Lrg1. Statt eines zellulären Lrg1-Knockdowns oder der Stimulation mit rekombinantem 

Lrg1 verwendete ich Serum von Lrg1-/- und Lrg1-WT-Mäusen. Das Serum wurde im Rahmen 

von Foodpad-swelling-Experimenten gewonnen (Vgl. 3.1.2). Die Abnahme des Serums 

erfolgte im inflammatorischen Setting. Dem liegt zugrunde, dass Lrg1 als Teil einer 

Signalkaskade bei Inflammation auch einen Effekt auf andere proinflammatorische Faktoren 

hat, die ebenfalls ins Serum abgegeben werden. Beispielsweise ist Lrg1 in neutrophilen 

Granulozyten gespeichert und wird bei Initiierung von Inflammation zusammen mit Lactoferrin 

als first defense ausgeschüttet. Basierend auf den Erkenntnissen von Wang et al. zum Einfluss 

von Lrg1 unter pathologischen Bedingungen (55) ist es sinnvoll, Lrg1-Stimulation mit Serum 

durchzuführen, da nur so der pathologische Effekt von Lrg1 im Rahmen der induzierten 

Signalkaskade erfasst werden kann. Die Serumstimulation soll den Zustand unter 

pathologischen Bedingungen bei aGvHD möglichst genau replizieren, während die 

Verwendung von rekombinantem Lrg1 oder die Induktion des Lrg1-Knockdowns isoliert den 

Effekt von Lrg1 abbildet. 

Weniger gut beschrieben als der Einfluss von Lrg1 auf Tumorzellen ist das 

Proliferationsverhalten von nicht-Tumorzellen unter dem Einfluss von Lrg1. Gao et al. 

untersuchten in ihrer Studie den Einfluss von Lrg1 auf die Wundheilung unter physiologischen 

und diabetischen Konditionen. Dafür führten sie unter anderem einen Proliferationassay mit 

Keratinozyten durch, die mit rekombinantem Lrg1 stimuliert wurden. Sie konnten keinen 

signifikanten Unterschied in der Proliferationsrate zwischen Lrg1-stimulierten Zellen und der 

Kontrolle ohne Lrg1 feststellen.(95) Ähnliche Ergebnisse zeigte die Studie von Wang et al., die 

den Einfluss von Lrg1 auf mesenchymale Stammzellen im Rahmen der Osteoarthritis 

untersuchte. Auch hier konnte kein Unterschied im Proliferationsverhalten zwischen Lrg1-

stimulierten und nicht Lrg1-stimulierten Zellen beobachtet werden.(96) Liu et al. untersuchten 

humane dermale mikrovaskuläre Endothelzellen (HDMEC) unter Stimulation mit 

rekombinantem Lrg1. Sie nutzten zur Quantifizierung der Zellen eine immunohistochemische 

Färbung. Sie konnten eine signifikant verringerte Proliferationsrate in Abwesenheit von Lrg1 

feststellen, verglichen mit den Zellen, die mit rekombinantem Lrg1 stimuliert wurden. 

Außerdem untersuchten sie wie Gao et al. ebenfalls den Einfluss von Lrg1 auf Keratinozyten. 

Verglichen wurden jeweils rekombinant-Lrg1-stimulierte Zellen mit nicht stimulierten Zellen 

sowie Zellen mit genetischem Lrg1-Knockdown mit einer Kontrolle ohne Lrg1-Knockdown. 
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In beiden Fällen konnte in Abwesenheit von Lrg1 eine signifikant geringere Proliferationsrate 

festgestellt werden.(76) Dieses Ergebnis steht im Kontrast zur Vergleichsstudie von Gao et al.. 

Unterschiede zwischen den beiden Studien sind die verwendeten Keratinozyten-Zellinien, die 

Unterschiede im Proliferationsverhalten aufweisen können. Außerdem wurden verschiedene 

Proliferationsassays verwendet, die zur Abweichung der Ergebnisse beigetragen haben 

könnten. Meine Ergebnisse sind am Ehesten vergleichbar mit denen von Liu et al. (76). Bisher 

gibt es keine Studien zum Einfluss von Lrg1 als Serumbestandteil auf MCECs, MuMECs und 

TMNK1-Zellen. Ausgehend von den Ergebnissen von Liu et al. bestand die Annahme, dass 

auch ich in den Endothelzelllinien, besonders aber in der dermalen Endothelzelllinie MuMECs, 

ein signifikant gesteigertes Proliferationspotential unter Stimulation mit Lrg1-WT-Serum 

beobachten würde. Im Unterschied zu dieser Arbeit verwendeten Liu et al. eine humane 

dermale Endothelzelllinie, die möglicherweise andere Proliferationseigenschaften aufweist als 

murine dermale Endothelzellen. Hinzu kommt, dass ich aus oben genannten Gründen mit 

Serumstimulation arbeitete, während in allen Vergleichsstudien Zellen mit Lrg1-Knockdown 

oder rekombinantes Lrg1 zur Stimulation der Zellen eingesetzt wurde. Möglicherweise tritt die 

Veränderung des Proliferationsverhaltens unter Serumstimulation im Vergleich zur direkten 

Lrg1-Stimulation erst verzögert auf, sodass nach 48 Stunden bei MuMECs und TMNK1-Zellen 

nur eine Tendenz zu beobachten war, während bei MCECs aufgrund ihres besonderen 

Angiogenesepotentials bereits ein signifikanter Unterschied erkennbar war. Um dies zu 

bestätigen, wären Daten von späteren Messzeitpunkten relevant. Diese konnte ich in dieser 

Arbeit durch Limitationen in der Auswahl der passenden Zellzahl jedoch nicht generieren. 

Die Zellen wurden in einer Anzahl von 3*103 Zellen pro Well ausgesät. Zum geplanten dritten 

Messzeitpunkt nach 72 Stunden waren die Zellen der mit Lrg1-WT-serumstimulierten Wells 

aller drei Zelllinien durch die hohen Proliferationsraten bereits konfluent, sodass es zur 

Apoptose kam und keine validen Daten mehr generiert werden konnten. Durch das stark 

unterschiedliche Wachstum der mit Lrg1-/- und Lrg1-WT-Serum stimulierten Zellen konnte 

ich keine passenden Konditionen für alle Zellen und Serumzusätze herstellen. Eine Reduktion 

der initialen Zellzahl zugunsten der mit Lrg1-WT-Serum stimulierten Zellen hätte 

möglicherweise aufgrund der fehlenden Zell-Zellkontakte zu Beginn des Assays zur 

frühzeitigen Apoptose der mit Lrg1-/-Serum stimulierten Zellen geführt. In vergleichbaren 

Studien mit anderen Zelllinien wurden signifikante Unterschiede bis 5 Tage nach Beginn des 

Experiments beobachtet.(76, 88, 91, 92) Möglicherweise hätte sich die gezeigte Tendenz bei 

MuMECs und TMNK1-Zellen zum dritten Messzeitpunkt nach 72 Stunden verstärkt. Für 

zukünftige Wiederholungen des Experiments wäre es essenziell, eine passende Zellzahl und 
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passende Konditionen individuell für jede Zellreihe zu etablieren, um Daten späterer 

Messzeitpunkte zu generieren. Ein Nachteil wäre die geringere Vergleichbarkeit, da die 

Versuche pro Zellreihe mit verschiedenen Konditionen durchgeführt werden müssten. 

Ein weiterer limitierender Faktor ist das aus verschiedenen Experimenten gewonnene 

Mausserum. Aufgrund der geringen Menge Serum, die pro Blutentnahme bei einem Tier 

entnommen werden kann, konnte nicht für alle drei Wiederholungen des MTT-Assays Serum 

der gleichen Tiere verwendet werden. Unterschiede in der Gesamtproteinkonzentration und 

damit auch in der Lrg1-Konzentration der Testseren könnten variierende Wachstumsraten 

zwischen den drei MTT-Assays erklären. Unterschiedliche Wachstumsraten führen zu höherer 

Varianz der Werte. Die durchgeführte Gesamtproteinmessung ergab trotz Unterschieden in der 

Serumproteinkonzentration der einzelnen serumgenerienenden Experimente keine 

Unterschiede in der Proteinkonzentration zwischen gepooltem Lrg1-WT- und Lrg1-/- Serum 

(Vgl. 4.2; Vgl. Abb. 12). Eine Wiederholung des Experiments mit einer höheren Anzahl an 

Versuchswiederholungen wäre sinnvoll für die Validierung der hier erkennbaren Tendenz zu 

reduzierter Proliferation in Abwesenheit von Lrg1 bei MuMECs und TMNK1-Zellen. So 

könnten mögliche Auswirkungen unterschiedlicher Proteinkonzentrationen im Serum 

relativiert werden. 

Aus den Vergleichsstudien lässt sich schließen, dass Lrg1 einen größeren Einfluss auf das 

Proliferationsverhalten von Tumorzellen hat. Der Einfluss von Lrg1 auf die Proliferation von 

Gewebszellen und Endothelzellen scheint geringer ausgeprägt, beziehungsweise scheint der 

Effekt zwischen den verschiedenen Zelllinien stärker zu variieren. In meinen Versuchen hatte 

Lrg1 einen größeren Effekt auf MCECs als auf MuMECs und TMNK1-Zellen. Dies könnte 

zurückzuführen sein auf unterschiedliches Proliferationsverhalten der Zelllinien, sodass ein 

Effekt bei MuMECs und TMNK1-Zellen erst später aufgetreten wäre. 

5.2.2 Einfluss von Lrg1 auf das Migrationspotential von Endothelzellen 

Endothelzellen sind in der Lage, durch Migration neue Gefäßformationen zu bilden und ein 

bestehendes Gefäßnetzwerk zu erweitern.(46) Zur Beurteilung des Migrationspotentials von 

MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen führte ich Wound-healing Assays durch. In allen drei 

Zelllinien konnte ich signifikant gesteigerte Migration unter Stimulation mit Lrg1-WT-Serum 

beobachten. Nach meinem aktuellen Wissen gibt es bisher keine Daten zum Einfluss von 

Serum-Lrg1 auf das Migrationsverhalten von Endothelzellen. 

Neben dem Proliferationsverhalten dermaler Endothelzellen und Keratinozyten (Vgl. 5.2.1) 

beschrieben Liu et al. in ihrer Studie auch deren Migrationspotential unter Stimulation mit Lrg1. 
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Für die Beurteilung des Migrationspotentials wurde ein Wound-healing Assay mit Lrg1-/- 

Keratinozyten und ein Transwell-Migration-Assay mit humanen dermalen Epithelzellen und 

exogener Stimulation mit rekombinantem Lrg1 durchgeführt. Beide Versuche zeigten 

signifikant gesteigertes Migrationspotential bei Stimulation mit rekombinantem Lrg1.(76) 

Ähnliche Ergebnisse zeigten Gao et al. im Wound-healing Assay mit Keratinozyten. Auch sie 

zeigten signifikant verringertes migratorisches Potential von Keratinozyten ohne Stimulation 

mit rekombinantem Lrg1.(95) Ebenso wie die beiden genannten Studien konnte auch ich im 

Wound-healing Assay signifikant gesteigertes Migrationspotential unter Lrg1-Stimulation bei 

MCECs, MuMECs und TMNK1-Zellen beobachten. Die gemessene offene Fläche war unter 

Stimulation mit Lrg1-WT-Serum signifikant schneller geschlossen als unter Stimulation mit 

Lrg1-/-Serum. Wie auch im Proliferationsassay stimulierte ich die Zellen mit Serum von Lrg1-

/- und Lrg1-WT-Mäusen aus inflammatorischem Setting, um den Einfluss von Lrg1 und der 

Lrg1-induzierten Signalkaskade zu erfassen. Dadurch lässt sich das Migrationsverhalten von 

Endothelzellen unter pathologischen Bedingungen wie aGvHD realitätsnah in vitro darstellen. 

Wang et al. konnten in ihrer Studie nachweisen, dass Lrg1 die Zellmigration mesenchymaler 

Stammzellen bei Osteoarthritis signifikant steigert, während die Proliferation nicht signifikant 

gesteigert war. Osteoarthritis ist eine degenerativ-entzündliche Erkrankung des 

Gelenkknorpels, die maßgeblich durch pathologische Neovaskularisation charakterisiert 

ist.(96) Die Tatsache, dass die Zellmigration auch bei dieser Erkrankung durch Anwesenheit 

von Lrg1 gesteigert ist, stützt meine Ergebnisse bezüglich des Einflusses von Lrg1 auf 

Endothelzellen im inflammatorischen Setting. Insgesamt scheint Lrg1 einen größeren und 

eindeutigeren Einfluss auf Zellmigration zu haben als auf die Proliferation, das suggerieren die 

Ergebnisse der Vergleichsstudien und auch die Ergebnisse meiner Proliferations- und 

Migrationsassays an den drei genannten Zelllinien. 

5.2.3 Tube-formation Potential von Endothelzellen unter Lrg1-Stimulation 

Der Tube-Formation Assay ist ein in der Literatur häufig beschriebener und etablierter Versuch 

zur Beurteilung des Angiogenesepotentials und des Potentials zur Bildung neuer 

Gefäßformationen von Zellen.(75, 79, 81, 82) Die Zellen werden auf Matrigel ausgesät, 

welches durch temperaturabhängige Polimerisation die Eigenschaften und die Struktur 

extrazellulärer Matrix annimmt. Als Testmedium diente hier DMEM, dem wie beim MTT- und 

Wound-healing Assay 2% Lrg1-/- oder Lrg1-WT-Serum hinzugefügt wurde. Im Matrigel 

bilden die Zellen gefäßnetzartige Strukturen, die Tubes. Die Ausbildung der Tubes kann dann 
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mit spezieller Software, in diesem Fall Fiji (ImageJ) anhand verschiedener Charakteristika 

quantifiziert werden. 

Der Tube-formation Assay im Rahmen dieser Arbeit konnte nur mit TMNK1-Zellen erfolgreich 

durchgeführt werden. MCECs und MuMECs zeigten geringes Wachstum und fehlende 

Ausbildung von Tubes in allen drei Wiederholungen des Experimentes. Ein Grund dafür könnte 

sein, dass die Wachstumsfaktoren im Testmedium nicht ausreichten, um das Überleben der 

Zellen sicherzustellen. Es scheint, als reagierten die humanen TMNK1-Zellen sensibler auf die 

geringe Menge zugegebenen murinen Serums und bräuchten weniger Wachstumsfaktoren für 

die Ausbildung von Tubes, als die murinen Zelllinien. Da dieses Phänomen trotz gleicher 

Versuchskonditionen nur im Tube-Formation Assay auftrat, liegt die Vermutung nahe, dass 

Lrg1 einen größeren Einfluss auf Proliferation und Migration von Endothelzellen hat als auf 

deren Tube-formation Potential. Vermutlich ist für die Beeinflussung des Tube-formation 

Verhaltens die Exposition gegenüber höheren Konzentrationen von Lrg1, anderen 

inflammatorischen Zytokinen und weiteren Wachstumsfaktoren der Signalkaskade notwendig. 

Mit TMNK1-Zellen konnte ich den Tube-formation Assay erfolgreich durchführen. Mit Fiji 

(ImageJ) wurden die Charakteristika Anzahl der Nodes, Junctions, Meshes, Segments, 

Branches und Länge der Tubes gemessen. Bei allen diesen Parametern zeigten sich höhere 

Werte bei Zellen, die mit Lrg1-WT-Serum stimuliert wurden. Die Unterschiede waren nicht 

signifikant. 

Wang et al. führten den Tube-Formation Assay mit humanen Endothelzellen der Umbilikalvene 

(HUVEC) durch und stimulierten diese mit rekombinantem Lrg1. Sie beobachteten signifikant 

gesteigerte Anzahl an branching points und gesteigerte Länge der tubes (Vgl. 3.2.2.3), 

verglichen mit HUVEC ohne Lrg1-Stimulation.(55) Liu et al. führten den Tube-formation-

Assay mit HDMEC durch. Diese wurden ebenfalls mit rekombinantem Lrg1 stimuliert. Sie 

konnten eine signifikant höhere Anzahl an junctions und gesteigerte Länge der tubes bei 

Stimulation mit Lrg1 beobachten.(76) 

Die Ergebnisse meines Tube-formation Assays mit TMNK1-Zellen zeigten die gleiche 

Tendenz, wie die der genannten Vergleichsstudien. Die fehlende Signifikanz der Ergebnisse 

könnte zurückzuführen sein auf die große Varianz in der Ausprägung der analysierten 

Merkmale zwischen den drei Wiederholungen des Assays. Möglicherweise könnte eine größere 

Anzahl an Versuchswiederholungen den von uns beschriebenen Trend zum gesteigerten Tube-

formation Potential der TMNK1-Zellen bei Lrg1-Exposition validieren. 
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Im Unterschied zu den beiden oben genannten Referenzstudien nutzte ich als Trägermedium 

für das murine Serum DMEM. Nur zum Aussäen der Zellen wurde Standard-Nährmedium mit 

10% FCS genutzt, um das Anwachsen der Zellen zu gewährleisten. Dieses wurde daraufhin 

abgenommen und durch das Testmedium aus DMEM und dem entsprechenden murinen Serum 

ersetzt (Vgl 3.2.2.3). In den Vergleichsstudien wurde als Trägersubstanz für das rekombinante 

Lrg1 EBM2-Medium genutzt. Die Zusätze zur Herstellung dieses Mediums enthalten 

Wachstumsfaktoren und Serum, welche das Überleben der Zellen sichern und die Ausbildung 

der tubes unterstützen sollen. Ich entschied mich für DMEM als Trägermedium, um die Effekte 

des zugegebenen murinen Serums von Lrg1-WT- und Lrg1-/-Mäusen nicht durch Zusätze im 

Trägermedium zu verfälschen. Die Verwendung von EBM2-Nährmedium war keine Option für 

den Tube-formation Assay im Rahmen dieser Arbeit, da das im Medium enthaltene Serum die 

Effekte des murinen Testserums beeinflussen oder überlagern würde. 

Darüber hinaus wurde auch beim Tube-formation Assay aus den bereits beschriebenen Gründen 

(Vgl. 5.2.1; Vgl. 5.2.2) Serum verschiedener muriner in vivo Experimente genutzt. Auch das 

könnte das Tube-formation Verhalten der Zellen beeinflusst haben. Die Verwendung des 

Serums verschiedener Tiere für die Versuchswiederholungen könnte auch die große Varianz in 

den Ergebnissen des Tube-formation Assays und damit die fehlende Signifikanz bei drei 

Versuchswiederholungen erklären. 

Meine Ergebnisse suggerieren, dass Lrg1 das Tube-formation Potential von TMNK1-Zellen 

positiv beeinflusst. Außerdem vermute ich, dass der Einfluss von Lrg1 auf das Tube-formation 

Potential von Endothelzellen geringer ist als auf das Migrations- und Proliferationspotential. 

Aufgrund der oben genannten Gründe sollte diese Annahme jedoch in zukünftigen Projekten 

noch einmal überprüft und validiert werden. 

5.3 Ausblick 

In dieser Arbeit konnte ich nachweisen, dass die Konzentration des Glykoproteins Lrg1 im 

humanen Serum im Rahmen der aGvHD nach allo-HSZT signifikant erhöht ist, verglichen mit 

der Kontrollgruppe ohne aGvHD. Die Ergebnisse stützen die Hypothese, dass Lrg1 an der 

Pathogenese der aGvHD durch Induktion pathologischer Angiogenese beteiligt ist. Ein nächster 

Schritt wäre die Fortführung der Blutentnahmen der Patient:innen nach allo-HSZT zur 

Vergrößerung der Stichprobe, sowie das Generieren von Proben mehreren Zentren zur 

Validierung der Resultate. Auf diese Weise könnte auch eine Korrelation zwischen 

Schweregrad der aGvHD und Höhe der Lrg1-Konzentration im Serum untersucht werden. 
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Wang et al. setzten einen Antikörper gegen Lrg1 in ihrer Studie bereits erfolgreich im 

Mausmodell bei Retinopathie ein. Er konnte die Aktivierung pathologischer Angiogenese 

signifikant reduzieren.(55) Die gleiche Arbeitsgruppe hat mittlerweile einen humanisierten 

anti-Lrg1 Antikörper entwickelt. Da Lrg1 ein vielversprechender Angriffspunkt spezifisch in 

der Signalkaskade der pathologischen Angiogenese ist, könnte ein Antikörper auch in der 

Therapie der aGvHD von großem Nutzen sein. Bei vorangegangenen Experimenten unserer 

Arbeitsgruppe wurde ein spezifischer Lrg1-Antagonist bereits in vivo in aGvHD-Experimenten 

verwendet, führte jedoch nicht zu einer signifikant geringeren aGvHD-Ausprägung. Mögliche 

Veränderungen für zukünftige Experimente sind Anpassungen des Behandlungsschemas, der 

injizierten Dosis sowie der Applikationsroute. 

Weiterhin konnte ich nachweisen, dass Lrg1 das Angiogenesepotential von Endothelzellen in 

vitro steigert. Es sollten weitere Wiederholungen des MTT-Assays und des Tube-formation 

Assays durchgeführt werden, um die dargestellten Tendenzen in diesen beiden Versuchen zu 

bestätigen. 

Um den Effekt von Lrg1 auf Endothelzellen besser herauszuarbeiten, kann mit dem 

CRISPR/Cas9-System ein direkter Lrg1-Knockout in Endothelzellen induziert werden. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass auf diese Weise der Effekt von Lrg1 auf funktionelle 

Eigenschaften der Endothelzellen wie Proliferation, Migration und Tube-formation Potential 

noch deutlicher erkennbar wäre. Erste Versuche dazu in unserer Arbeitsgruppe konnten bereits 

zeigen, dass Endothelzellen mit Lrg1-Knockout durch das CRISPR/Cas9-System signifikant 

langsameres Wachstum aufweisen als Endothelzellen ohne Knockout. Die weitere 

Untersuchung des Proliferations-, Migrations- und Tube-formation Potentials dieser Lrg1-/-

Endothelzellen ist geplant. 

Auch in den in vitro Experimenten wäre der Einsatz eines Lrg1-Antikörpers an Endothelzellen 

sinnvoll. In diesem Setting könnte die Wirkung des Antikörpers auf Lrg1 und auf die 

funktionellen Eigenschaften der Endothelzellen in vitro untersucht werden. 

Insgesamt bekräftigen die Ergebnisse der Messung der Lrg1-Konzentration im Serum in 

Kombination mit den Ergebnissen der in vitro Assays meine Hypothese, dass Lrg1 an der 

Induktion pathologischer Angiogenese bei aGvHD beteiligt ist. Diese aktuelle Arbeit trägt dazu 

bei, eine solide Grundlage für die translationale Entwicklung einer Lrg1-basierten 

Therapiemöglichkeit bei aGvHD zu schaffen. 
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