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VI. Zusammenfassung

Die akute Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD), insbesondere die Darm
GvHD, stellt weiterhin eine der Hauptursachen fir Mortalitit und Morbiditit
nach allogener SZT dar. Aktivierte, alloreaktive Spender T-Zellen infiltrieren
dabei tGber die Blutbahn die intestinale Lamina Propria. Exst kirzlich konnten
wir zeigen, dass neben der vaskuldren Migration ein Teil der Spender T-Zellen
auch direkt aus den PP in die angrenzende Lamina Propria migrieren. Um
Faktoren, die diese direkte Migration fordern, zu untersuchen und die direkt
migrierenden T-Zellen genauer zu charakterisieren, verwendeten wir ein MHC-

inkompatibles Mausmodell zur Induktion einer akuten GvHD.

Durch RNA Sequenzierung und Massenspektrometrie lasermikrodissezierter
Darmschleimhautproben konnte eine starke Expression der Chemokine
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL3, CCIL4 und CCL5 wihrend der akuten
intestinalen GvHD aufgezeigt werden. Neben CCL4 und XCL1 wiesen
verschiedene Faktoren der T-Zellaktivierung, wie CD3¢, LAT, Lck und ZAP70,
sowie Faktoren der zytoskelettalen Reorganisation, wie Dock2, Corola und
Parvin-y, eine vermehrte Expression insbesondere nahe der PP auf. Die
Expression der migrationsfordernden Faktoren Corola und Parvin-y in
Spender T-Zellen nahe der PP konnte anschlieBend mittels histologischen
Immunfluoreszenzfirbungen bestitigt werden. Durchflusszytometrische
Analysen konnten weiterhin eine vermehrte Expression von CCR5, CCR9 und
Intgerin a4B7 auf den vornehmlich Tbet” Spender T-Zellen nahe der PP
nachweisen. Funktionelle 7z vitro Migrationsversuche zeigten abschlieBend, dass
in vivo aktivierte Spender T-Zellen eine gerichtete Migration in Richtung auf
CXCL11 und zu spiterem Zeitpunkt auch auf CCL4 vollziehen kénnen.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit die Bedeutung zahlreicher Chemokine fiir
das sequenzielle T-Zell-Homing wihrend der akuten intestinalen GvHD.
Neben der insbesondere durch Faktoren der zytosekeletalen Reorganisation
vermittelten amoeboiden Migration kann auch eine mesenchymale
Fortbewegung tiber Faktoren wie CCR5, CCR9 und Integrin a437 die direkte
Migration der T-Zellen foérdern. Den direkt migrierenden vornehmlich
Tul polarisierten  Zellen folgen weitere, CD27 und Integrin  ol32
exprimierende, zytotoxische T-Zellen aus der Blutbahn. Die direkt

migrierenden Zellen konnten als Initiator und Potentiator der intestinalen T-
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Zell Infiltration wirken und miissen fiir zukiinftige therapeutische Strategien
nicht nur der Darm GvHD, sondern der intestinalen Inflammation im

Allgemeinen mitberticksichtigt werden.
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VII. Summary

Acute graft-verus-host disease (GvHD), especially intestinal GvHD, remains
one of the main causes of mortality and morbidity after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation. In this process activated alloreactive
donor T cells infiltrate the intestinal /Jamina propria via the bloodstream. Our
group could recently show that besides the vascular migration route some
donor T cells migrate directly from the Peyer’s patches into the adjacent lamina
propria. To investigate factors that could promote such a direct migration, and
to characterize these direct migrating T cells we applied a major mismatch

mouse model to induce acute GvHD.

Using RNA sequencing and mass spectrometry of lasermicrodissected /lamina
propria samples, we detected a strong upregulation of the chemokines CXCLO9,
CXCL10, CXCL11, CCL3, CCL4 and CCL5 during acute intestinal GvHD.
Alongside CCL4 and XCL1, several factors of T cell activation, such as CD3(,
LAT, Lck und ZAP70, as well as factors of cytoskeletal reorganization, such as
Dock2, Corola und Parvin-y, showed higher expression near the Peyer’s
patches. Subsequently, we validated the expression of Corola and Parvin-y on
donor T cells near the Peyer’s patches with histological immunofluorescence
stainings. Flow cytometry analysis further revealed high expression of CCR5,
CCR9Y and Intgerin 2437 on the predominantly Thet” donor T cells near the
Peyer’s patches. Conclusively, 7 vitro migration assays showed that iz vivo
activated donor T cells can directly migrate towards CXCL11 and subsequently
also towards CCLA4.

The present study shows the relevance of several chemokines for the sequential
T-cell homing during acute intestinal GvHD. Besides the amoeboid migration
mode, which is particularly driven by cytoskeletal reorganization, a
mesenchymal movement using factors, such as CCR5, CCR9 and Integrin a437,
can promote the direct migration of donor T cells. The directly migrating cells,
which are predominantly of a Ty1 phenotype, are followed by cytotoxic T cells,
expressing CD27 and Integrin a2 (LFA-1), from the systemic circulation.
Thus, these directly migrating cells may act like an initiator and potentiator for
the intestinal T cell infiltration and must be considered for new therapeutic

strategies not only of GvHD but of intestinal inflammation in general.
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Einleitung

1. Einleitung

Alle 15 Minuten erhalt in Deutschland ein Mensch die Diagnose Blutkrebs
(DKMS 2021). Hierunter werden nicht nur Leukidmien mit tber 13.000
Neuerkrankungen im Jahr 2016 zusammengefasst, sondern auch das Hodgkin
Lymphom (2.490 Neuerkrankungen 2016), die Gruppe der Non-Hodgkin
Lymphome (Gber 18.000 Neuerkrankungen) sowie das Multiple Myelom (iiber
0.500 Neuerkrankungen) (RKI 2021). Viele dieser Erkrankungen haben eine
schlechte Prognose mit durchschnittlichen 5-Jahres Uberlebensraten von
teilweise weniger als 60 % und einer hohen Rezidiv-Wahrscheinlichkeit nach
initial erfolgreicher Therapie. Fiir viele dieser Patienten ist eine allogene SZT
die einzige Moglichkeit zur kurativen Behandlung ihrer Erkrankung.

Dabei werden nach Konditionierung durch Bestrahlung, Chemo- oder
Antikorpertherapie, Stammzellen eines moglichst HLLA-identischen Spenders
transfundiert. Die transplantierten Stammzellen rekonstituieren hierbei das
himatopoetische System und richten sich dabei gegen die verbliebenen
Tumorzellen, welches den erwiinschten Graft-versus-Leukamie (GvL) Effekt
darstellt. Allerdings werden durch die alloreaktiven T-Zellen teilweise auch
korpereigene Organe und Gewebe als fremd erkannt und zerstort, was als
Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) bezeichnet wird und eine der
Hauptursachen fiir Nicht-Rezidiv-assoziierte Mortalitit nach allogener SZT
darstellt. Haufig finden diese beiden Reaktionen in gleichem Mal3e statt, sodass
Patienten mit GvHD aufgrund des GvL Effekts gleichzeitig auch seltener
Rezidive erleiden. Leider konnte bis heute noch keine erfolgreiche Separation
dieser Effekte erzielt werden, weswegen die nétige Balance zwischen einerseits
guter Immuntoleranz und wenig GvHD sowie andererseits aber guter GvL und
niedriger Rezidiv-Wahrscheinlichkeit entscheidend ist.

Risikofaktoren, die mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten
einer GVHD nach allogener SZT assoziiert sind, sind unter anderem eine HLA-
und Geschlechterungleichheit zwischen Spender und Empfinger, ein hohes
Alter des Empfingers, eine hohe Intensitit des Konditionierungsregimes, sowie
die Gewinnungsart/-ort der allogenen Stammzellen (Nabelschnurblut- und
Knochenmarktransplantate haben ein niedrigeres Risiko als periphere
Blutstammzelltransplantate). Aufgrund der HLA Komplexitit und Variabilitit
in der Bevolkerung findet jedoch jeder zehnte Patient keinen ausreichend
passenden Spender (DKMS 2021). Zudem sind viele der an Blutkrebs
erkrankten Patienten zu alt und 2zu morbide, um die mit einer

Stammzelltransplantation verbundenen Nebenwirkungen und Komplikationen
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Einleitung

zu iiberleben. Aufgrund dessen ist es von enormer Bedeutung die Mechanismen
der ablaufenden GvHD zu verstehen, um diese selektiv zu inhibieren,
gleichzeitig aber den positiven GvL Effekt zu erhalten. Hierdurch kénnte diese
erfolgversprechende Therapie in Zukunft auch fir eine Vielzahl von Patienten
zuganglich gemacht werden, welche aktuell keine Chance auf eine Heilung ihrer
Erkrankung haben.

1.1. Graft-versus-Host Erkrankung

Die Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) kann in eine akute Reaktion,
welche weniger als 100 Tage nach allogener SZT auftritt, und eine chronische
Reaktion, welche frithestens 100 Tage nach der Transplantation in Erscheinung
tritt, unterschieden werden. Ungefihr 30-60% aller allogen transplantierten
Patienten entwickeln eine akute Graft-versus-Host Erkrankung (Zeiser and
Blazar 2017), wobei bis zu 14 % einen schweren oder sehr schweren Verlauf
erleiden (Grad 3-4) (Gooley, Chien et al. 2010). Die GvHD ist nicht nur eine
der Hauptursachen fir Nicht-Rezidiv-assoziierte Mortalitit, welche ungefihr
20-26 % nach allogener SZT betrigt, sondern auch mal3geblich fir die
therapiebedingte Morbiditit verantwortlich (Giebel, Labopin et al. 2009,
Gooley, Chien et al. 2010). Dabei beschrinkt sich die akute Graft-versus-Host
Erkrankung meist auf die Hauptmanifestationsorte Haut, Darm und Leber.

Die friheste Manifestation einer akuten GvHD der Haut ist haufig ein
makulopapul6ses Exanthem oder eine Eryhtrodermie beginnend im Nacken,
Dekolleté, sowie den Handinnenflichen und Fullsohlen. Dieser teilweise
sonnenbrandihnliche Ausschlag kann sich rasch auf das ganze Integument
ausbreiten und zu einer bullésen Ablésung der Haut fithren. Obwohl die Haut
das am hiufigsten betroffene Organ ist und auch die frithesten Hinweiszeichen
auf eine akute GVHD liefert, ist insbesondere die Entziindung des Darms mit
einer hohen Morbiditit und Mortalitat assoziiert (Harris, Young et al. 2016).

Bei der gastrointestinalen GvHD sind insbesondere wissrige bis hin zu blutigen
Durchfillen, krampfhafte Bauchschmerzen (Tenesmen), sowie Ubelkeit und
Erbrechen klinisch fithrend. Histopathologisch zeigen sich Kryptennekrosen
und mukosale Defekte bis hin zum vollstindigen Verlust des intestinalen
Epithels. Die Patienten sind dadurch, neben schweren Diarrh6en mit teilweise
Flussigkeitsverlusten von iber 10 Liter pro Tag, auch der Gefahr einer
Translokation intestinaler Bakterien und einer daraus resultierenden Sepsis
ausgesetzt. Blutverluste konnen zusitzlich zu schweren Himoglobinabfillen

mit akutem und dauerhaften Transfusionsbedarf fithren. Langfristig resultiert
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aus der Zerstorung der normalen Darmarchitektur eine Malabsorption von
Nihrstoffen mit Mangelzustinden und ausgeprigtem Gewichtsverlust bis hin
zum Tod der Patienten.

Eine GvHD der Leber kann sich klinisch durch einen Ikterus sowie
laborchemisch steigende Cholestasewerte und Transaminasen bis hin zum
Leberversagen manifestieren. Aufgrund der weitreichenden Folgen einer
GvHD werden Patienten nach allogener SZT prophylaktisch mit
Immunsuppressiva wie Calcineurininhibitoren behandelt. Kommt es dennoch
zur Entwicklung einer GvHD dienen in erster Linie Glucocorticoide als Mittel,
um die UberschieBende Immunreaktion zu mindern. Im Verlauf entwickeln
jedoch die Hilfte der Patienten eine Steroid-Refraktiritit, wodurch die
Mortalititsraten auf tber 70% steigen (Hill, Alousi et al. 2018).

1.1.1. Pathogenese der akuten GvHD

Die akute GvHD lisst sich pathogenetisch in eine Induktionsphase, eine
Aktivierungsphase und eine Effektorphase einteilen (Ferrara, Levine et al. 2009)
(Abbildung 1). Die gewebezerstérenden Effekte der Chemotherapie oder
Bestrahlung im Rahmen des Konditionierungsregimes bewirken in der ersten
Phase eine vermehrte Produktion inflammatorischer Cytokine wie TNFa,
Interleukin-1 und Interleukin-6 durch empfingereigene Zellen (Hill, Crawford
et al. 1997). Dartber hinaus kommt es zu einer massiven Freisetzung von
Chemokinen und einer verstirkten Expression von Adhisionsmolekilen
(Shen, Ffrench et al. 1994, Mapara, Leng et al. 2000). Die Zerstérung der
Integritit des Gastrointestinaltraktes durch die Konditionierung bewirkt durch
die Translokation von Bakterien und Lipopolysacchariden (LPS) dabei eine
weitere Verstirkung des inflammatorischen Milieus (Hill, Crawford et al. 1997).
All diese Effekte fithren zu einer starken Aktivierung empfingereigener
antigenprasentierender Zellen (APC), welche eine der Initiatoren der
nachfolgenden Immunantwort darstellen (Matzinger 2002).

In der zweiten Phase kommt es durch Prisentation von Empfanger-Antigenen
auf Antigen-prisentierenden Zellen zu einer starken Aktivierung von Spender
T-Zellen. Nach der Aktivierung der Antigen-prisentierenden Zellen migrieren
diese zu den die jeweiligen Gewebe drainierenden sekundir lymphatischen
Organen wie den peripheren bzw. mesenterischen Lymphknoten oder den PP.
Hier findet die Interaktion mit den Spender T-Zellen statt, welche nach der
Transplantation  rasch  aus der  Blutbahn  mithilfe  spezifischer
Adhisionsmolekiile in die sekundir-lymphatischen Organe (SLO) einwandern.
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Konditionierung: Gewebezerstérung
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Abbildung 1: Phasen der akuten Graft-versus-Host Erkrankung. (I) Induktionsphase. Durch die
gewebezerstorende Wirkung des Konditionierungsregimes und das dadurch entstehende inflammatorische
Milieu kommt es zu einer Reifung von empfingereigenen antigenprisentierenden Zellen (Host APC).
(IT) Aktivierungsphase. Die APC interagieren in den sekundir-lymphatischen Organen (SLO) mit Spender T-
Zellen (Donor T cell), was zur Aktivierung und Proliferation der T-Zellen fuhrt. (III) Effektorphase. Die
aktivierten Spender T-Zellen wandern zu ihren Zielstrukturen und vermitteln die Zerstérung von
Empfingergeweben. Abbildung modifiziert aus Ferrara JLM, e al, 2008. ,,Graft-versus-host disease®,
freundlicherweise zur Verfugung gestellt unter der Lizenz-Nummer 4974870193703.

Die Interaktion der beiden Zelltypen fihrt zu einer Aktivierung und
Proliferation der alloreaktiven Spender T-Zellen. Die in der Induktionsphase
freigesetzten Zytokine verstirken die Aktivierung weiterhin, wohingegen
beispielsweise regulatorische T-Zellen eine inhibierende Wirkung vermitteln
(Abbildung 1). Die Aktivierung der Immunzellen fithrt zu einer vermehrten
Produktion von Zytokinen und Zytokin-Rezeptoren. Durch den wiahrend der
akuten GvHD vorherrschenden Tul T-Zellphinotyp werden dabei
insbesondere IFN-y, TNFo und Interleukin-2 freigesetzt (Krenger and Ferrara
1996). IFN-y induziert eine vermehrte Expression von Chemokinen,
Chemokinrezeptoren, MHC-Proteinen und Adhisionsmolekilen (Wysocki,
Panoskaltsis-Mortari et al. 2005). Dariiber hinaus bewirkt IFN-y auch eine
Sensibilisierung von Makrophagen fiir die Stimulation durch LPS, wurde jedoch
durch die beschleunigte Apoptose aktivierter T-Zellen auch im Zusammenhang
mit GvHD unterdriickenden Effekten beschrieben (Brok, Heidt et al. 1993).

4
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Die letzte Phase der akuten GvHD ist gekennzeichnet durch eine zytokin-
sowie immunzellvermittelte Organzerstérung. Zu den zelluliren Effektoren
dieser Phase zihlen insbesondere zytotoxische T-Zellen und NK Zellen, welche
tberwiegend durch FAS/FASL Interaktionen oder den Granzym/Perforin
Signalweg zu einer Zerstorung der Zielzellen fithren (Kiégi, Vignaux et al. 1994).
Unter den humoralen Effektoren sind wihrend der akuten GvHD vor allem
die von stimulierten Monozyten und Makrophagen freigesetzten Zytokine
TNFo und Interleukin-1 von groBer Bedeutung. Die im Rahmen der
Induktionsphase ablaufende massive Freisetzung und Translokation von
bakteriellen Bestandteilen, wie Lipopolysacchariden, bewirkt dabei tiber Toll-
Like Rezeptoren (TLR) die Aktivierung der Makrophagen und Monozyten.
Dies stellt einen wichtigen Initiator und Mediator des ablaufenden
Zytokinsturms dar (Cooke, Olkiewicz et al. 2002). Die freigesetzten Zytokine
bewirken hierbei nicht nur eine rein direkte Zell- und Gewebezerstérung,
sondern fordern durch die Induktion inflammatorischer Chemokine auch die
Rekrutierung von Effektorzellen zu den Effektororganen, wodurch die

Inflammation und Gebewebezerstorung weiter aggraviert wird.

1.2. Mechanismen der Zellmigration

Unter Zellmigration (latein. migrare, ;wandern®) versteht man im Allgemeinen
die Wanderung, also die aktive Ortsverinderung, von Zellen. Abgrenzend
hiervon steht der Begriff Homing (deutsch ,Riickkehr®) urspriinglich fir die
Rickkehr immunkompetenter Lymphozyten in die primdr und sekundir
lymphatischen Organe. Hiufig, so auch in dieser Arbeit, wird auch das
Einwandern von Lymphozyten iiber die Blutbahn in ihre Zielorgane als
Homing bezeichnet und die dabei beteiligten Rezeptoren entsprechend als
Homingrezeptoren. Zur genaueren Beschreibung der eigentlichen
Zellmigration dienen die Begriffe Chemokinese, Chemotaxis, Haptokinese und
Haptotaxis (Friedl and Weigelin 2008). Unter Chemokinese versteht man die
ungerichtete Migration von Zellen auf gel6ste chemische Stimuli. Dagegen
beschreibt die Chemotaxis die gerichtete Migration von Zellen entlang eines
Konzentrationsgradienten. Haptokinese und Haptotaxis beschreiben die
ungerichtete bzw. gerichtete Migration von Zellen entlang eines

strukturgebundenen Signalstoffes bzw. dessen Gradienten.
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Die verschiedenen Modi beziehungsweise Mechanismen der Zellmigration
konnen unterschieden werden in mesenchymale, lopopodiale und amoeboide
Migration (Yamada and Sixt 2019)(Abbildung 2). Bei der mesenchymalen
Migration kommt es durch Aktinpolymerisation am fihrenden Zellpol zur
Ausbildung einer Plasmaaustiilpung, dem sogenannten Lamellipodium. Uber
die Integrin-vermittelte Ausbildung von Fokalkontakten am vorderen Zellpol
kommt es zu einer Adharenz der Zelle an die umgebende extrazellulire Matrix.
AnschlieSend fithrt die Auflésung der Fokalkontakte und Aktin-vermittelte
Kontraktion am hinteren Zellpol zur Protrusion der Zelle.

Die amoeboide Migration dagegen ist gekennzeichnet durch wenig adhisive
Interaktionen und eine ausgeprigte zellulire Verformbarkeit. Neben der Aktin-
vermittelten Zellprotrusion spielt fiir die amoeboide Migration vor allem die
Ausbildung von Plasmamembran Aussackungen eine bedeutende Rolle. Dabei
kommt es aufgrund von hydrostatischen Kriften durch intrazellulire
Aktinkontraktionen, sowie eine stellenweise Lockerung der Plasmamembran-
Aktinkortex Interaktion 2zu Membranaussackungen. Aufgrund ihres
blasschenartigen Charakters werden diese Aussackungen im englischsprachigen

als Blebs und der Vorgang selbst als Blebbing bezeichnet.

Die lobopoidale Migration kann als Mischform der mesenchymalen und
amoeboiden  Migration gesehen werden. Durch Aktin-vermittelten
intrazelluliren ~Druck kommt es zur Ausbildung Bleb-dhnlicher
Membranprotrusionen, sogenannter Lobopodien (Yamada and Sixt 2019). Die
Zelle bildet an diesen Protrusionen fokale Adhisionen und bewegt sich durch
die Ausiibung von Zugkriften auf die umgebende Extrazellularmatrix und
einem daraus resultierenden Nachziehen der Zelle fort (Yamada and Sixt 2019).

Die mesenchymale, amoeboide und lobopoide Migration diirfen jedoch nicht
als vollstindig voneinander abgegrenzte Modi gesehen werden. So bedienen
sich diese teilweise gemeinsamer intrazellulirer Mechanismen und Signalketten,
wie beispielsweise die Aktin-vermittelte zytoskelettale Reorganisation und
zelluldre Verformung. Die mesenchymale Migration ist dabei gekennzeichnet
durch eine geradlinige Migration entlang der EZM Fasern, wobei sich die Zelle
auch unter Mithilfe von Proteolyse ihren Weg bahnt (Abbildung 2, A). Bei der
wenig adhisiven amoeboiden Migration dagegen schiebt sich die Zelle durch
ihre Plasmamembran Aussackungen (Blebs) entlang des Weges des geringsten
Widerstandes durch die EZM (Abbildung 2, B). Abhingig von den jeweiligen
dufleren Umstinden konnen die Zellen auch zwischen den unterschiedlichen

Migrationsmodi wechseln.
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Abbildung 2: Unterschiedliche Modi der Migration. Die mesenchymale Migration (A) ist gekennzeichnet
durch die Migration der Zelle entlang der EZM tber Integrin-vermittelte Adhisionen, sowie eine hohe
proteolytische Aktivitit am fithrenden Zellpol. Die amoeboide Migration (B) zeigt ein geringes Mal3 an
adhisiven Interaktionen mit der EZM. Die Zelle schiebt sich entlang des geringsten Widerstandes durch die
Liicken der EZM. Bild modifiziert von Yamada, K. M. and M. Sixt (2019). "Mechanisms of 3D cell migration",
freundlicherweise zur Verfugung gestellt unter der Lizenz-Nummer 4983120665757.

1.2.1. Intrazellulare Signalwege der Zellmotilitat und Migration

Die Bindung eines Chemokins an seinen entsprechenden Rezeptor fihrt zur
Aktivierung und Konformationsinderung der membrandurchspannenden
Dominen des Rezeptors, sodass dieser als GTP Austauschfaktor und somit
Aktivator des nachgeschalteten heterotrimeren G-Proteins fungiert. Durch den
Austausch von GDP durch GTP an der Alpha Untereinheit des G Proteins
zerfallt das heterotrimere Protein in seine aktiven Untereinheiten G, und Gg,,
welche die weitere Signaltransduktion iibertragen (Abbildung 3). Uber die
Aktivierung weiterer Kinasen wie die Tyrosin Kinase Src, die Janus Kinase-
Signaltransduktor und Aktivator der Transkription (JAK-STAT) sowie die
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) werden die weiteren zelluliren Effekte
vermittelt (Kehrl 2000).

Durch die Kinasen Src und PI3K werden unter anderem der GTP-
Austauschfaktor Dock2 (Dedicator of Cytokinesis 2) aktiviert, welcher wiederum
durch das Austauschen von GDP mit GTP die GTPasen Racl und Rac2 aus
der Familie der Rho GTPasen aktiviert. Diese bewirken zusammen mit den
Proteinen Vav, WASP, Cdc42, Arp2/3, sowie Corola die zytoskelettale
Reorganisation, welche entscheidend fiir die zielgerichtete Migration der Zelle
ist (Mellado, Rodriguez-Frade et al. 2001, Thelen and Stein 2008).

Durch die Janus Kinase sowie den Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg kommt es
zur Aktivierung zahlreicher intrazellulirer Transkriptionsfaktoren, welche nicht
nur langfristige Effekte auf die chemotaktische Zellantwort und Migration,
sondern auch auf die Proliferation und das Uberleben der Zelle haben. Dariiber
hinaus wird auch die Anderung der Integrin Affinitit, sowie die Bildung und
Aufhebung fokaler Ahisionen mit der EZM vom Chemokinrezeptor-Signaling



Einleitung

moduliert. So wird durch die Gg,-Untereinheit unter anderem die
Phospholipase C aktiviert, welche Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,)
in Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) aufspaltet. DAG
wiederum aktiviert die Proteinkinase C, welche Paxillin als wichtiges Adaptor-
und Regulatorprotein fokaler Adhisionen aktiviert.
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Abbildung 3: Intrazellulire Signalwege der Zellmotilitit. Der T-Zell-Rezeptor-Komplex vermittelt tiber
verschiedene Signalmolekdle intrazellulire Effekte wie die Regulation der Genexpression, Integrin-vermittelte
Zelladhidsion und zytosekelettale Reorganisation. G-Protein gekoppelte Rezeptoren wie Chemokinrezeptoren
kénnen durch teilweise gleiche intrazellulire Mechanismen die Zelladhidsion und das Zytoskelett und somit die
Motilitit regulieren. Uber das Integrin Outside-In-Signaling kénnen die Integrine auch selbst Einfluss auf das
Zytoskelett nehmen. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Zu den intrazelluliren Signalwegen mit Einfluss auf die Zelladhision und
Migration zihlt jedoch nicht nur die vom Chemokinrezeptor ausgehende
Signaltransduktion. So haben auch der T-Zellrezeptor (TCR) und der y-Parvin-
Intergrin-gekoppelte-Kinase (ILK) Signaltransduktionskomplex Einfluss auf
die zytoskelettale Reorganisaton und Zellmotitlitit (Wu and Dedhar 2001,
Pribila and Shimizu 2003, Yoshimi, Yamaji et al. 2000).

Nach Bindung eines passenden Antigen-MHC Komplexes an den TCR und
seinen Korezeptor (CD4/CD8) phosphorylieren die Tyrosinkinasen Lck
(hmphocyte  specific  protein  tyrosin  kinase) und Fyn intrazellulir sogenannte
Immunoglobulin-Tyrosin-Aktivierungsmotive ~ (ITAMs) der an den
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Rezeptorkomplex angelagerten CD3 Adapterproteine (Brownlie and Zamoyska
2013). An die phosphorylierten Tyrosinreste bindet die Proteinkinase ZAP-70
(Zeta chain associated protein kinase 70), welches von Lck phosphoryliert und somit
aktiviert wird. Die aktivierte Proteinkinase ZAP-70 wiederum kann nun LAT
(Linker for activation of T cells) phosphorylieren, welches ein entscheidendes
Bindeglied der T-Zellrezeptor Signaltransduktion darstellt. Uber die
Adapterproteine SLP-76 (LCP2; Lymphocyte cytosolic protein 2) und Fyb (ADAP;
Adhisions- und Degranulations-férderndes Adapterproteine) werden weitere
Proteine wie SKAP1 (Src Kinase-assoziiertes Phopshoprotein 1) aktiviert,
welches eine Aktivierung der Integrine und verstirkte Zelladhésion vermittelt
(Brownlie and Zamoyska 2013). Uber Vav, Dock2, Rac, WASP, WAVE2,
Arp2/3  wird wie bei der Chemokinrezeptor-Signaltransduktion die
zytoskelettale Reorganisation der Zelle gesteuert (Kumari, Curado et al. 2014),
welche entscheidend fiir die Motilitit der Zelle und die stabile Ausbildung der
immunlogischen Synapse zwischen Antigen-prasentierender Zelle und T-Zelle
ist (Billadeau, Nolz et al. 2007). Die durch den Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg,
sowie durch die Phospholipase und Proteinkinase C-Signalwege aktivierten
Transkriptionsfaktoren AP-1, NFAT und NF-»xB bewirken durch Verinderung
der Genexpression die lingerfristigen Effekte der T-Zellaktivierung (Gaud,
Lesourne et al. 2018).

Die Verbindung zwischen dem Aktin-Zytoskelett mit den assoziierten
intrazelluliren Signalproteinen und der extrazelluliren Matrix (EZM) ist ein
wichtiger Bestandteil der Zellmotilitit und Migration (Wu and Dedhar 2001).
Ein essenzieller Mediator dieser Verknipfung ist der y-Parvin-Intergrin-
gekoppelte-Kinase (ILK) Signaltransduktionskomplex. Parvin-y spielt dabei
besonders flir die Zell-Substrat-Interaktion eine bedeutende Rolle, indem es
wichtige Signale der Integrine von extrazellulir ins Zellinnere und insbesondere
an das zytoplasmatische Aktin tbermittelt (Yoshimi, Yamaji et al. 2000).
Zusammen mit der Integrin-gekoppelten-Kinase (ILK) zeigt es dabei eine
polarisierte Verteilung innerhalb der Zelle und ist zusammen mit Aktin
insbesondere am fithrenden Zellpol lokalisiert (Yoshimi, Yamaji et al. 2000).
Der Parvin-y-Integrin-gekoppelte-Kinase (ILK) Komplex ist tber die
Vermittlung von Signalen der Integrine an das Zytoskelett fiir die Polaritit der
Zelle und somit fir die Initiation der Zellmigration von entscheidender
Bedeutung. Im Einklang hiermit konnten Liu, Sinha et al. (2005) zeigen, dass
T-Zellen mit defizienter ILK eine verminderte Chemotaxis gegentiber
Chemokinen aufweisen.
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1.2.2. T-Zell Motilitat und Suchstrategien

Wihrend einer Immunantwort muss eine T-Zelle mehrfach in
unterschiedlichen Situationen und Geweben ihr passendes Antigen oder
Zielstruktur finden. Etwa eine aus hunderttausenden von T-Zellen ist spezifisch
fir ein bestimmtes Antigen, entsprechend schnell muss diese Suche erfolgen,
um eine schnelle und rechtzeitige Immunantwort zu gewahrleisten (Blattman,
Antia et al. 2002). Die T-Zellmotilitit ist dabei ein wesentlicher Faktor, um die
Suche der T-Zelle nach ihrer passenden Zielstruktur effizient zu erméglichen.

Auf Ebene der Verhaltensbiologie lassen sich dabei unterschiedliche
Bewegungsmuster unterscheiden. Eine mit wenigen Vorinformationen
ausgestatte explorative Bewegung, eine bereits durch erhaltene Informationen
mehr zielgerichtete bzw. navigierte Bewegung, sowie eine Bewegung als
Reaktion auf lokale Gegebenheiten (Nathan, Getz et al. 2008, Krummel,
Bartumeus et al. 2016). Naive T-Zellen, welche noch keine Informationen im
Rahmen Threr Aktivierung erhalten haben, zeigen ein exploratives
Bewegungsmuster. Durch Zufallsbewegung (engl. random walk, Braunsche
Bewegung) suchen diese die antigenprisentierenden Zellen nach ihrem
passenden Antigen ab (Miller, Wei et al. 2002). Das retikulire Netz der
Lymphknoten und SLO dient dabei im Rahmen der Immunantwort als
Leitstruktur der T-Zellbewegung im Sinne der ungerichteten Haptokinese.

Nach Bindung an ihr passendes Antigen und Aktivierung werden auf den T-
Zellen verschiedene Chemokinrezeptoren hochreguliert, welche eine navigierte
bzw. gerichtete Migration der Zelle (Chemotaxis) ermoglichen (Krummel,
Bartumeus et al. 2016). Hierdurch werden bspw. CD8 T-Zellen zum Ort der
CD4-APC Interaktion geleitet, um eine effiziente und vollstindige Aktivierung
dieser zu ermdglichen (Castellino, Huang et al. 20006). Vergleichbar hierzu
erfolgt auch die Migration der aktivierten T-Zelle am Zielort der Immunantwort
zielgerichtet und wird vor allem durch Chemokine navigiert (Chemotaxis).

Die Bewegung aktivierter T-Zellen zeigt abhingig von dulleren Einflissen Ziige
einer Braunschen Zufallsbewegung oder einer Lévy Bewegung (engl. Lévy walk)
(Harris, Banigan et al. 2012). Die Lévy Bewegung ist gekennzeichnet durch
lange gerichtete Migrationswege mit definierter Geschwindigkeit verbunden
mit kurzen ungerichteten Wegen mit haufigen Richtungswechseln. Maf3geblich
entscheidend fiir die Direktionalitit der Bewegung sind die dulleren Stimuli wie
das Vorhandensein von Chemokingradienten (Chemotaxis), sowie die
vorliegende  Gewebestruktur der extrazelluliren Matrix (Haptotaxis)
(Overstreet, Gaylo et al. 2013).
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1.3. Chemokine, Signalproteine der Zellmigration

Chemokine spielen eine bedeutende Rolle bei der Koordination der T-
Zellmigration zu ihren Zielorten wihrend der Immunantwort. Im Allgemeinen
versteht man unter Chemokinen eine Gruppe von Proteinen deren
Hauptfunktion die Chemoattraktion von Leukozyten ist. Abhingig von der
Position und Anzahl NH,-terminaler Cystein-Reste unterscheidet man
zwischen C (XCL1/2), CC (CCL1-28), CXC (CXCL1-16) und CX;C (CX5CL1)
Chemokinen. Chemokine werden durch Chemokinrezeptoren auf der
Zelloberfliche erkannt, welche ebenfalls unterteilt werden koénnen in C
(XCR1), CC (CCR1-10), CXC (CXCR1-6) und CX;C (CX3CR1) Rezeptoren.
Dabei werden verschiedene Chemokine teilweise durch denselben Rezeptor
erkannt. Chemokinrezeptoren bestehen aus sieben Transmembranschleifen an
welche intrazellulir heterotrimere G-Proteine angelagert sind, weswegen
Chemokinrezeptoren auch zur Gruppe der G-Proteingekoppelten Rezeptoren
gezihlt werden. Die Bindung von Chemokinen an ihre entsprechenden
Rezeptoren auf der Oberfliche von Leukozyten fihrt zur Aktivierung G-
Protein-gekoppelter Signalwege (s. Abschnitt 1.2.1).

Auch funktionell lassen sich die Chemokine unterteilen in homeostatische,
inflammatorische und doppelfunktionelle Chemokine (Moser, Wolf et al. 2004).
Homeostatische Chemokine wie CCL19, CCL21 (Rezeptor: CCR7), CXCL12
(Rezeptor: CXCR4) und CXCL13 (Rezeptor: CXCR5) sind insbesondere fiir
die Migration von Immunzellen zu den SLO, die Fortbewegung der Zellen
innerhalb dieser (Forster, Schubel et al. 1999, Gunn, Kyuwa et al. 1999), sowie
die strukturelle Organisation der lymphatischen Organe verantwortlich (Ansel,
Ngo et al. 2000, Plotkin, Prockop et al. 2003). CXCL13 beispielweise fordert
durch die Bindung an CXCR5 die Retention von B Zellen in den PP,
wohingegen die Bindung von CXCL12 an CXCR4 den Austritt der B Zellen
fordert (Schmidt, Bannard et al. 2013). Die Interaktion zwischen CCI.19/21
und CCR7 spielt eine bedeutende Rolle fiir das Homing von naiven T-Zellen
in SLO (s. Abschnitt 1.4), sowie die Migration der T-Zellen innerhalb dieser
(Okada and Cyster 2007).

Die inflammatorischen Chemokine sind essenziell fir die Migration von
Immunzellen zum Ort der Entziindung im Rahmen der angeborenen und
adaptiven Immunantwort. Zu dieser Gruppe koénnen unter anderem die
Chemokine CCL3-5/7/8/11/13-15/24-28, CXCL2/3/5-11, sowie CX3CL1
und XCL1/2 gezihlt werden (Qin, Rottman et al. 1998). Sie kénnen durch eine
Vielzahl von unterschiedlichen Zellen wie Gewebszellen, Endothelzellen,
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Fibroblasten, antigenprasentierende Zellen, NK-Zellen oder auch T-Zellen
produziert werden. Die vermehrte Produktion dieser Chemokine wird durch
inflammatorische Stimuli, wie TNFa, Typ I und II Interferone, sowie
Pathogen-assoziierte molekulare Produkte (PAMPs) welche iiber Zytokin- und
Toll-like Rezeptoren der verschiedenen Zellen detektiert werden, bewirkt
(Moser, Wolf et al. 2004).

Zu den Chemokinen mit einer doppelten Funktion, sowohl wihrend der
Inflammation als auch der Lymphopoese, zihlen unter anderem CXCL9-11
sowie CCL1/17/20/22/25 (Romagnani, Annunziato et al. 2001). Manche
dieser Chemokine sind auch fiir die Migration von Effektor Memory T-Zellen
zu spezifischen Zielorganen wie dem Darm (CCL25) oder der Haut
(CCL17/22) verantwortlich (Campbell, Haraldsen et al. 1999, Papadakis, Prehn
et al. 2000, Wysocki, Panoskaltsis-Mortari et al. 2005).

1.4. T-Zellmigration wahrend der akuten GvHD

Wichtiger Bestandteil der ablaufenden Immunreaktionen wihrend der akuten
GvHD ist die Migration der T-Zellen zu ihrem Aktivierungsort, den sekundar
lymphatischen Organen (SLO), sowie von diesen zu den jeweiligen GvHD
Zielorganen (Koboziev, Karlsson et al. 2010). Diese hauptsichlich durch
Chemokine koordinierte Zellbewegung fiihrt interessanterweise zu einem fast
ausschlieBlichen Einwandern von Immunzellen in den Darm, die Haut sowie
die Leber. Nach der Transplantation gelangen die Spender T-Zellen rasch aus
der Blutbahn in die SLO. Hierbei spielt initial die Interaktion zwischen
Selektinen (v.a. L-Selektin) auf der T-Zelloberfliche mit Adhisionsmolekiilen,
wie MAdCAM-1 und PNAJ, des Endothels eine bedeutsame Rolle (Abbildung
4). Diese Interaktion bewirkt ein erstes Anheften der T-Zellen an das Endothel
der hochendothelialen Venolen (HEV) in den SLO (Miyasaka and Tanaka
2004). Hierdurch rollen die T-Zellen entlang des Endothels und kommen so in
Kontakt mit auf der Oberfliche der HEV exponierten Chemokinen wie CCL19
und CCL21. Diese binden an CCR7, ihren entsprechenden Rezeptor auf der T-
Zelloberfliche, was Uber G-Protein gekoppelte Signalwege zur Aktivierung
weiterer Adhisionsmolekiile, insbesondere von Integrin a487 und oLB2, auf
der T-Zelloberfliache fihrt. Die Interaktion der Integrine mit MAdCAM-1 und
ICAM-1/2 auf der Endotheloberfliche fuhrt schlussendlich zu einer festen
Adhision der T-Zellen an das Endothel. Dies ermdglicht die anschlieBende
Transmigration der T-Zellen durch das Endothel und somit die Einwanderung
der Zellen in die T-Zellzone der SLO.
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Nach der Aktivierung gelangen die T-Zellen tiber die efferenten lymphatischen
Gefille der SLO zuriick in die Blutbahn. Hierfiir spielt insbesondere der
Sphingosin-1-phosphat-Rezeptor 1 (S1PR1) vermittelte Lymphknoten-Austritt
eine wichtige Rolle (Cyster and Schwab 2012). Die austrittsférdernden Effekte
von S1PR1 stehen den retinierenden Effekten von CCR7 und CCL19/21
gegeniiber. SIPR1 auf der T-Zelloberfliche detektiert dabei S1P, welches in
hohen Konzentrationen in Lymphe und Blut vorkommt, und bewirkt so eine
Migration der Zellen zu den die T-Zellzone siumenden lymphatischen
Gefillen. Wihrend die T-Zellen in der Blutbahn sind, wird durch die Bindung
von S1P S1PR1 kontinuierlich internalisiert und dadurch desensibilisiert. Nach
dem CCR7-vermittelten Eintritt der T-Zellen in den Lymphknoten und der
fehlenden Exposition zu S1P, wird SIPR1 erst wieder allmihlich an der T-
Zelloberfliche rekonstituiert (Tomura, Yoshida et al. 2008). Die Erkennung
eines passenden Antigens durch die T-Zelle und der im Rahmen der frihen T-
Zellaktivierung vermehrt exprimierte Oberflichenmarker CDG69 verzégern
dabei die Rekonstitution von SIPR1. Hierdurch wird eine ausreichend lange
Persistenz der T-Zellen in den Lymphknoten gewihrleistet, welche
entscheidend fiir die Aktivierung und Proliferation dieser ist (Tomura, Yoshida
et al. 2008). Durch Hochregulierung von S1PR1 wihrend der Proliferation der
aktivierten T-Zellen bei gleichzeitiger Herunterregulierung von CCR7, werden

die Retentionssignale iberwunden und eine Auswanderung der T-Zelle aus den

SLO ermdéglicht (Pham, Okada et al. 2008).

Zuriick in der Blutbahn wandern die aktivierten T-Zellen abhingig von ihrem
durch die Aktivierung gepriagtem Profil an Oberflichenmarkern zu den
jeweiligen Effektororganen. Beispielsweise fithrt die durch dendritische Zellen
produzierte Retinsaure wihrend der Aktivierung in den Darm-assoziierten SLO
wie PP und mLN zu einer verstirkten Induktion von CCR9 und Integrin a437
auf der T-Zelloberfliche. Hierdurch wird eine zielgerichtete Einwanderung der
T-Zellen in den Darm ermdglicht, wo die dendritischen Zellen initial ihr
Antigen detektierten (Iwata, Hirakiyama et al. 2004). Das Anheften und Rollen
der T-Zellen entlang des intestinalen Endothels wird durch die Bindung von
PSGL-1 und VLA-4 auf Seiten der T-Zelle an E/P-Selektin und MAdCAM-1
auf Seiten des Endothels vermittelt (Abbildung 4, C). Hierdurch kénnen die T-
Zellen tiber ihre Rezeptoren die auf dem Endothel priasentierten Chemokine
detektieren. Fin fiir das intestinale T-Zell-Homing bekanntes Paar ist das
Chemokin CCL25 und der zugehdrige Rezeptor CCR9 auf der T-
Zelloberfliche. Die Bindung des Chemokins an seinen Rezeptor fihrt Giber G-
protein gekoppelte Signalwege zur Konfirmationsinderung und Aktivierung
weiterer Adhasionsmolekiile wie Integrin «a437 und LFA-1 auf den T-Zellen.
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Die Interaktion der aktivierten Integrine mit MAdCAM-1 sowie ICAM-1/2 auf
der Endotheloberfliche bewirkt das feste Anheften der T-Zellen und
ermoglicht somit die Transmigration und Einwanderung dieser in die intestinale

Lamina Propria.

A Anheften & Rollen Adhasion Transmigration

B cpeaL ltgauBs CCR7 ltgauBs ltgau B
/L-Selektin ~ (LPAM-1) (aktiviert) (LFA-1)

CCL19/

?& CCL21
}

PNAd MAJCAM-1 MAJCAM-1 ICAM-T
C SELPLG/ ItgaupB, CCR9 ItgauBs Integrin
PSGL-1 (VLA-4) (aktiviert) B2 (LFA-1)

E/P-Selektin MAdCAM-1 MAdCAM-1 ICAM-1

Abbildung 4: Mechanismen der endothelialen Transmigration (A) in sekundir lymphatische Organe
(SLO) (B) und in die intestinale Lamina Propria (LP) (C). (A) Schritte der endothelialen Transmigration.
(B) Die Interaktion zwischen CDG2L auf naiven T-Zellen sowie MAACAM-1/PNAd auf Seiten des Endothels
fuhrt zu einem Anheften und Rollen der Zellen entlang der HEV detr SLO. Durch Bindung von CCL19/21 an
CCR7 auf der T-Zelloberfliche kommt es zur Konfigurationsinderung und Aktivierung weiterer
Adhisionsmolekiile, wie Integrin «487 und LFA-1. Die feste Adhision der T-Zellen ermdglicht die
Transmigtration dieser durch das Endothel. (C) Aktivierte T-Zellen binden tiber PSGL-1/VILA-4 an Selektine
des intestinalen Endothels. Die Interaktion zwischen Chemokinen der intestinale Lamina Propria und ihren
passenden Rezeptoren auf der T-Zelloberfliche fiihrt wiederum zur Aktivierung weiterer Adhisionsmolekiile.
Die hierdurch vermittelte feste Adhision zwischen Integrinen und ICAM-1/MAdCAM-1 ermdglicht die
Transmigration und Einwanderung der T-Zellen in die LP. Modifiziert aus Koboziev, 1., F. Karlsson and M.
B. Grisham (2010) "Gut-associated lymphoid tissue, T cell trafficking, and chronic intestinal inflammation",
freundlicherweise zur Verfigung gestellt unter der Lizenz-Nummer 4974870854501. Abbildung erstellt mit
BioRender.com.
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2. Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es Faktoren zu identifizieren, die fiir das Homing der
T-Zellen aus den sekundir lymphatischen Organen in den Darm wihrend der
akuten Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) von Bedeutung sind.
Besonders Rezeptor-Ligandeninteraktionen, welche eine direkte Migration von
T-Zellen aus den PP in die angrenzende Lamina Propria férdern kénnen, sollen
hierbei aufgezeigt werden. Weiterhin ist es von grof3em Interesse diese direkt
auswandernden T-Zellen, welche als Initiatoren der intestinalen GvHD
fungieren kénnten, genauer zu charakterisieren. Diese Arbeit befasst sich somit

mit folgenden Fragestellungen:

= Welche Chemokine sind generell fir das Homing der T-Zellen aus den
SLO in die Lamina Propria wihrend der akuten GvHD von Bedeutung?

= Welche Faktoren kénnen eine direkte Migration der aktivierten T-Zellen
aus den PP in die benachbarte Lamina Propria tordern?

= Wodurch konnen diese direkt auswandernden T-Zellen charakterisiert

werden?

= Welche therapeutischen Optionen ergeben sich hieraus zur Behandlung
der akuten GvHD?

Ein genaueres Verstindnis der Migration der alloreaktiven Spender T-Zellen in
den Darm als einen der Hauptwirkorte der GvHD ist von grundlegender
Bedeutung, um die sichere Anwendbarkeit der allogenen SZT als effektive
Therapie zu verbessern und das medizinische Indikationsspektrum hierfiir zu
erweitern. Die Identifzierung von direkt aus den PP in die Lamina Propria
auswandernden T-Zellen, welche nicht nur als Initiatoren der intestinalen
GvHD fungieren konnten, sondern auch ein bedeutender Faktor in der
Pathogenese anderer entztindlicher Darmerkrankungen spielen konnten, bietet
neue therapeutische Moglichkeiten diese haufigen und komplexen
Erkrankungen in ihrer Entstehung zu verhindern. Somit soll diese Arbeit
helfen, die ablaufenden Mechanismen der GvHD besser zu verstehen, um die
Nebenwirkungen der allogenen SZT zu minimieren und somit diese
vielversprechende Therapie einem gréfleren Anteil an Patienten zuginglich zu

machen.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialienliste

In den nachfolgenden Tabellen sind alle fir die Arbeit verwendeten Materialien
und Mauslinien aufgelistet. Angegeben ist jeweils die Produktbezeichnung

inklusive, sofern verfiighar, die Bestellnummer. Die Firmenangaben sind um

den Ort Ihres Hauptsitzes bzw. des jeweiligen Verteilers vor Ort erginzt.

Tabelle 1: Antikérper fiir die Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie

Antikérper  Klon/Kat#  Farbe Titer Firma

CD3 17A2 BV711 1:200 Biolegend! DFZ
CD4 GK1.5 APC-Cy7 1:400 Biolegend! DFZ
CD4 RM4-5 PerCP/Cy5.5 1:1600 Biolegend! DFZ
CDS8 53-6.7 PE-Cy7 1:3200 Biolegend! DFZ
CDS8 53-6.7 FITC 1:800 Biolegend! DFZ
CD90.1 OX-7 A64T 1:1600 Biolegend! DFZ
CD90.1 OX-7 A488 1:800 Thermofisher?  DFZ
CD27 LG.7F9 PE 1:800 Thermofisher?  DFZ
4-1BB 17B5 PE-Cy7 1:200 Invitrogen? DFZ
CD69 H1.2F3 Pacific Blue 1:800 Biolegend! DFZ
CD44 M7 PerCP-Cy5.5 1:200 Biolegend! DFZ
CD103 2E7 Pacific Blue 1:100 Biolegend! DFZ
Itgo4B7 DATK32 PE 1:800 Biolegend! DFZ
ItgolL M17/4 PerCP-Cy5.5 1:200 Biolegend! DFZ
T-bet eBio4B10 PE 1:100 Thermofisher?  DFZ
Roryt AFKJS-9 APC 1:100 Thermofisher?  DFZ
CCR5 C34-3448 PE 1:200 Biolegend! DFZ
CCRY CW-1.2 PE-Cy7 1:100 Thermofisher?  DFZ
CCRY CW-1.2 A64T 1:400 Biolegend! DFZ
CCRY LS-A961 Pur 1:200 LSBio? IFM
CCL21 AF457 Pur 1:100 R&D Systems*  IFM
CCL25 CYT-74478 Pur 1:100 Dianova® IFM
CXCL9 AF-492-NA Pur 1:100 R&D Systems*  IFM
CCL4 AF-451-NA Pur 1:100 R&D Systems*  IFM
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XCR1 ZET APC 1:50 Biolegend! IFM
XCR1 ZET Biotin 1:100 Biolegend! IFM
CD90.1 HIS51 Biotin 1:100 eBioscience? IFM
CD4 RM4-5 APC 1:50 Biolegend! IFM
CDS8b YTS156.7.7 A64T 1:50 Biolegend! IFM
CD2 RM2-5 Pur 1:100 Santa Cruz® IFM
CD27 #012 Pur 1:66 Sino Biological” IFM
Corola PA1-10022 Pur 1:500 Thermofisher?  IFM
Dock2 bs-12431R Pur 1:100 Biozol® IFM
ParvG 13284-1-AP Pur 1:50 Proteintech® IFM

Tabelle 2: Zweitantikérper und Seren fiir die Immunfluoreszenz

Antikorper Konjugat  Titer Bestell-Nr.

Streptavidin A488 1:400  S32354 Thermo Fisher Scientific?
Streptavidin A546 1:400  S11225 Thermo Fisher Scientific?
Donkey anti Rat IgG~ Cy3 1:400  712-165-150  Dianova?

Donkey anti Goat IgG  Cy3 1:400  705-165-003  Dianova?

Goat anti Rabbit IgG ~ Cy3 1:400 111-165-003  Dianova®

g:rarfs“t‘zf MG g 1:400  127-165-169  Dianova’

Donkey Serum - - 017-000-121  Jackson Laboratory!®
Goat Serum - - 005-000-121  Jackson Laboratory!®

Tabelle 3: Rekombinante Proteine

Rekombinantes Protein Produktionsstamm Konzentration

Humanes I1.-2 Insektenzellen 50 IE/ml Biolegend!
Maus CXCL11 E. coli 400 ng/ml Biolegend!
Maus CCL4 E. coli 1000 ng/ml Biolegend!
Maus CCIL.25 E. coli 100 ng/ml Biolegend!

! Amsterdam, Niederlande; 2 Waltham, USA; 3 Seattle, USA; * Minneapolis, USA; > Hamburg,
Deutschland; ¢ Dallas, USA; 7 Peking, China; 8 Eching b. Mtnchen, Deutschland; ? St. Leon-
Rot, Deutschland; 'Y Bar Harbor, USA
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Tabelle 4: Materialien, Geriate und Miuse

Material

Transplantation & allgemeine Materialien

Katalog #

Firma

DPBS ohne Ca?"/Mg?* P04-36500 Pan Biotech, Aidenbach
Neubauer Zihlkammer /K03 Hartenstein, Wirzburg
Dynabeads Untouched Mouse T cells Thermo Fisher Scientific
: 11413D
Kit Waltham, USA
Dynabeads FlowComp Mouse CD4 & | 11461D/ Thermo Fisher Scientific
CDS8 Kit 11462D Waltham, USA
Th Fisher Scientifi
Transcription Factor staining kit 00-5523-00 W;:E;; ES‘Z clentitic
Greiner Bio-
Zellsieb, 70um EASYstrainer™ 542070 o e SRS
Frickenhausen
Greiner Bio-one,
15 & 50ml Falcons 188261/227261 i
Frickenhausen
Tissue-Tek® Cryomold® Sakura Finetek, Staufen
Kryoeinbettformen im Breisgau
Tissue-Tek® O.C.T™ 4583 Sakura Finetek, Staufen
Einbettungsmedium im Breisgau
. . . Becton Dickinson,
5 ml Spritze BD Discardit™ II 309050 .
Heidelberg
D-Luciferin Blosyn'th AG, Staad,
Schweiz
RPMI Medium 1640 21875-034 Gibco®, Carlsbad, USA
Penicillin, Streptamycin (PenStrep) 15140-122 Gibco®, Carlsbad, USA
L-Glutamin 25030081 Gibco®, Carlsbad, USA
Fetales Kilber Serum (FCS) 10270-106 Gibco®, Carlsbad, USA
PEN-M li 2,0
N-Membran Slides (2,0 wm), RNase | |1 2c104 Leica, Wetzlar
frei
RNase freie PCR Tubes 0,2 ml Axygen, Union City, USA
Greiner Bio-one
5 ml, 10 ml & 25 ml Pi i ’
ml, 10 m 5 ml Pipettenspitzen Frickenhausen
10 pl, 100 ul & 1000 pl Pipettenspitzen Sarstedt, Nimbrecht
1 ml Insulinspritzen (30Gx*1/2"
9151141 B Mel
(0,3mm X 12mm), Omnican® 100 raun, Miesungen
96-Well Platten mit Rundboden 83.3922.500 Sarstedt, Nimbrecht
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Chemikalien
Trypanblau A0668,0010 AppliChem, Darmstadt
Toluidinblau 0300.1 Carl Roth, Katlsruhe
Kresylviolettacetat 7651.2 Carl Roth, Karlsruhe
Massenspektrometrie
Thermo Fisher Scientific
™ 2
NuPAGE™ LDS Sample Puffer NP0007 Waltham, USA
Endopeptidase Wako Chemicals, Neuss
Sigma-Aldrich
C-18 Empote™ SPE Disks gmanAIdnct,
Darmstadt
Thermo Fisher Scientific
PepMap™ 100 C18-1.C-Saul ’
cpiap auien Waltham, USA
RNA Isolierung & Sequenzierung
RNeasy Micro Kit 74004 Qiagen, Hilden
SUPERase In™ RNase Inhibitor AM2694 Thermo Fisher Scientific,
(20 U/ml) Waltham, USA
Sigma-Aldrich
RNaseZAP™ R2020-250ml Smaraanc,
Darmstadt
RNA 6000 Nano/Pico Kit Agilent, Waldbronn

SMARTer® Stranded total RNAseq Kit

Takara, Saint-Germain-

0634411
— Pico Input mammalian en-Laye, Frankreich
Immunfluoreszenzfirbung
R. L brinck
SuperFrost Plus Objekttriger 03-0060 AREENbINCE,
Emmendingen
Sci Servi
Super PAP Pen Liquid Blocker N71310 h;;‘ifmemces’
I .
Vectashield Eindeckmedium mit DAPT | H-1200 L
Burlingame, USA
Entellan® 1079610500 Merck, Darmstadt
Migrationsversuche
T-Zell Aktivierungs Beads CD3/CD28 | 11452D Gibco®, Carlsbad, USA
B Dicki
CD3 Antikérper pur, Klon 145-2C11 | 553058 S
Heidelberg
ThinCert™ T{zmswell—Einséitze, 3 bzw. 662631/662638 Gr.einer Bio-One,
8 um Porengrofie Frickenhausen
Transwell®-Insert, 5 um Porengrofie 3421 Corning, Wiesbaden
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p-Slide Chemotaxis Collagen IV 80322 Ibidi, Martinsried
Durchflusszytometrie
LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead 1.34955 Thermo Fisher Scientific,
Cell Stain Kit, 405 nm Exzitation Waltham, USA
LIVE/DEAD™ Fixable Yellow Dead 1.34950 Thermo Fisher Scientific,
Cell Stain Kit, 405 nm Exzitation Waltham, USA
Sigma-Aldrich
Typ VIII Koll C2139 ’
b ofagenase Darmstadt
Si -Aldrich
DNase I D5025 Smaraanc,
Darmstadt
Gerite
. . Faxitron, Siemens,
Rontgen Bestrahlungsgerat CP-160

Erlangen

Zentrifuge Megafuge 40R

Thermo Fisher Scientific
Waltham, USA

b

IVIS Spectrum Imaging System

Caliper Life Science,
Hopkinton, USA

LSM 780 Konfokalmikroskop

Carl Zeiss, Jena

Axio Imager Z1m
Fluoreszenzmikroskop

Carl Zeiss, Jena

Vert.Al Zellkulturmikroskop

Carl Zeiss, Jena

Heiz und Inkubationseinsatz P-Set 2000

Pecon, Erbach

Leica CM 1950 Kryomikrotom

Leica, Wetzlar

Leica AS LMD

Leica, Wetzlar

Leica LMD 6000B

Leica, Wetzlar

Vacuum Concentrator

Eppendorf, Hamburg

GentleMACS Octo Dissociators

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

Orbitrap Fusion Massenspektrometer
ausgestattet mit EASY-Spray
Ionenquelle und EASY-nLL.C 1000

Flissig-Chromatograph

Thermo Fisher Scientific
Waltham, USA

b

2100 Bioanalyzer System

Agilent, Waldbronn

FACS Canto II ausgestattet mit 405
nm, 488 nm und 633 nm Lasern und
einem Hoch-Durchsatz
Probenaufnehmer

Becton Dickinson,
Heidelberg
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Filterset fur FACS 488 Laser: 735
LP*+780/60, 655L.P+760LP, 610LP,
556L.P+585/42, 520L.P+530/30,
488/10; 405 Laser: 502 .LP+510/50,
450/50; 633 Laser: 735L.P+780/60,
685LP, 660/20

Attune Nxt Durchflusszytometer
ausgestattet mit 405 nm, 488 nm, 561
nm, 633 nm Laser und einem
Autosampler

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Filter Set fur 405 nm Laser: Pacific
blue: 440/50; 488 Laser: FITC 530/30,
PerCP-Cy5.5 695/40; 561 Laser: PE
574/26, PE-Cy7 870/60; 633 Laser:
APC 670/14, APC-Cy7 870/60.

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Ilumina NextSeq500

Ilumina, San Diego, USA

2-Photonenmikroskop DM6000 CFES,
Objective HC Fluotar L 25x/1.0 Imm
mot Corr, 2 PMTs: Hamamatsu R9624,
2 HyD-RLD 2 detectors, Chameleon
Vision II TiSa laser, Beam splitters: RSP
620 * BP440/20 * 675/50, RSP 455,
RSP 560 * 525/50 * 585/40, RSP 495*
BP 440/20

Leica, Wetzlar

Programme

Flow]Jo Version X TreeStar, Ashland, USA
GraphPad Software, L

GraphPad PRISM 6 raphlrad Sortware, La

Jolla, USA

IMARIS Version 9.1

Bitplane, Zurich, Schweiz

Matlab Version R2016a

Mathworks, Natick, USA

ZEN pro Version 11.0

Carl Zeiss, Jena

Ingenuity® Pathway Analysis (IPA)

Qiagen, Hilden

Living Image Software Version 4.0

Caliper Life Science,
Hopkinton, USA

bcl2fastq v2.18.0.12

Ilumina, San Diego, USA

LMD V5.0 und V6.3

Leica, Wetzlar

R Version 3.5.2 / R Studio 1.1.463

The R Foundation / R
Studio, Boston, USA
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Maiuse
Stk
BALB/cAnCrl O;me CROUEE | Chatles River, Sulzfeld
Stk
C57BL/6NCtl O;mm CROUEE | Chatles River, Sulzfeld
B6;129S-G#ROS.A)26 S or!-1(CAC- 018307 Jackson Laboratory, Bar
COXXA/DeﬂdmZ)Dﬂ/J Harbor, USA

3.2. Puffer, Medium und Narkosemittel

10x PBS

Erythrozytenlysepuffer

Zellaufreinigungspuffer

Stimulationsmedium

Migrationsmedium

Anasthetikum

Trypanblau-Losung

Toluidinblau-Losung

Kresylviolett-Losung

80 g NaCl; 14,2 ¢ Na,HPO4 2 H,O; 2 g KCL; 2 ¢
KH,PO, in 1000 ml Aqua destillata, pH = 6,8

89,9 ¢ NH,CI, 10 g KHCOs, 0,37 ¢ EDTA in 1000
ml Aqua destillata

0,5 g BSA, 0,375 ¢ EDTA in 500 ml DPBS

RPMI Medium 1640 erginzt um Penicillin (100
U/ml), Streptamycin (100 pg/ml), L-Glutamin
(2mM), 10 % FCS und 0,1 % 2-Mercaptoethanol

RPMI Medium 1640 erginzt um Penicillin (100
U/ml), Streptamycin (100 pg/ml), L-Glutamin
(2mM) und 0,1% BSA

2 ml Ursotamin® (Ketamin; 100 mg/ml), 2 ml

Xylavet® (Xylazin; 20 mg/ml), 21 ml PBS
(Gesamtvolumen 25 ml)

1 g Trypanblau in 100 ml PBS, 1:10 in PBS verdinnt

0,1 g Toluidinblau in 10 ml DEPC Wasser, steril
filtriert, 1:10 in DEPC Wasser verdiinnt

1% Kresylviolettacetat in 50% Ethanol in DEPC
Wasser, steril filtriert
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3.3. Methoden

3.3.1. MHC-inkompatibles Mausmodell

Um eine akute GvHD zu untersuchen, wurden Inzuchtmausstimme mit
ungleichen Haupthistokompatibilititskomplexen (MHC) als Spender- und
Empfingertiere eingesetzt. Als Empfingertiere wurden Weibchen des
Mausstammes BALB/c (H-2¢, CD90.2) verwendet. Als Knochenmark
Spendertiere dienten Weibchen des Stammes C57BL/6 (H-2°, CD90.2). Die
C57BL/6.1.2G85.CD90.1 (H-2*, CD90.1) T-Zell Spendertiere stammten aus
eigener Zucht. Alle Mduse waren geschlechtsgleich und zu Beginn der Versuche
acht bis zwolf Wochen alt. Die Tierhaltung erfolgte im Zentrum fiir
Experimentelle Molekulare Medizin der Universitit Wiirzburg unter spezifisch
pathogenfreien Bedingungen. Die Miuse waren einem 14- zu 10-stindigen
Hell-Dunkel-Rhythmus ausgesetzt, und wurden kontinuierlich mit Nahrung
und Wasser versorgt. Alle Tiere wurden wahrend der Versuche tiglich gewogen
und anhand eines GvHD Bewertungsschemas (Cooke, Kobzik et al., 1996)
begutachtet. Die durchgefithrten Tierexperimente wurden von der zustindigen
Behorde der Regierung Unterfrankens unter der Tierversuchsantrags-Nummer
55.2-2531.01-82/14 genehmigt.

3.3.2. Zellisolierung aus Mausorganen

Die Spendertiere wurden mit Ketamin (80 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin
(16 mg/kg) gewichtsadaptiert andsthesiert und anschlieBend durch zervikale
Dislokation getétet. Die Mausorgane wurden entnommen und wie im

Folgenden beschrieben bis hin zu einer Einzelzelllosung prozessiert.

3.3.2.1. Isolierung von Splenozyten

Zur Isolierung der Spender T-Zellen wurden die Milzen der T-Zell Spendertiere
entnommen, und umgehend auf ein im Voraus mit 2 ml Erythrozytenlysepuffer
befeuchtetes 70 um Zellsieb gegeben. Die Milzkapsel wurde rechtwinklig zur
Organlinge eingeschnitten und mithilfe eines sterilen 5 ml Spritzenstempels
durch das Zellsieb gerieben. Das Sieb und der Spritzenstempel wurden mit 8
ml Erythrozytenlysepuffer sorgfiltig gespilt, und die Suspension zur
vollstindigen Lyse der Erythrozyten fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Inkubation wurde mit 10 ml DPBS abgestoppt und die Zelllosung fiir 5
min bei 311 g und 4 °C zentrifugiert. Der Grofteil des Uberstandes wurde
verworfen und das Zellpellet in den verbleibenden 3 ml resuspendiert. Die
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Zellsuspension wurde ein zweites Mal durch ein 70 pm Zellsieb gegeben und
mit 7 ml PBS nachgespiilt. Nach Bestimmung der Gesamtzellzahl mit Hilfe
einer Neubauer Zihlkammer, wurde die Zelllosung zentrifugiert und auf die

gewiinschte Konzentration eingestellt.

3.3.2.2. Isolierung von Knochenmarkzellen

Von den euthanasierten Knochenmark Spendertieren wurden die Hinterbeine
entnommen und Femur und Tibia frei prapariert. Die Markhohle der Knochen
wurde durch einen Schnitt entlang der Epiphysenlinie eroffnet und das
Knochenmark mit Hilfe einer PBS gefiillten 5 ml Spritze und einer 26 Gauge
Kaniile herausgespilt. Die Isolierung der Knochenmarkzellen erfolgte in einer
mit 5 ml PBS geftllten 6-Well Platte. Das ausgespiilte Knochenmark wurde
grindlich mit einer 1000 ul Pipette resuspendiert und durch ein 70 pm Zellsieb
gefiltert, um Einzelzellsuspension ohne Zelldebris zu erhalten. Im Anschluss
wurde die 6-Well Platte und das Zellsieb mit weiteren 5 ml PBS gespiilt. Nach
Bestimmung der Gesamtzellzahl mit Hilfe einer Neubauer Zihlkammer wurde
die Zellldsung bei 311 gund 4 °C fiir 5 min zentrifugiert und auf die gewtinschte

Konzentration eingestellt.

3.3.3. T-Zell Anreicherung und T-Zell Depletion

Fir die T-Zell-Anreicherung aus Splenozytensuspensionen wurde das
Dynabeads Untouched Mouse T Cells Kit verwendet. Die Antikérper (CD11b,
CD16, CD32, CD45R, Ter-119) dieses Kits richten sich gegen die in der
Zellsuspension enthaltenen B-Zellen, Monozyten/Makrophagen, natiirliche
Killerzellen, Dendritische Zellen, Granulozyten und Erythrozyten. Nach der
Kopplung der Antikérper-gebundenen Zellen mit den Beads und der Depletion
dieser durch den Magneten bleiben somit nur noch die angereicherten
unversehrten T-Zellen zurick. Um sicherzustellen, dass es sich bei den in den
nachfolgenden Transkriptom- und Proteinexpressionsanalysen detektierten T-
Zellen rein um die transferierten Spender T-Zellen aus der Milz handelte, wurde
eine Depletion der T-Zellen des Knochenmarks durchgefiihrt. Hierfiir wurden
die Dynabeads FlowComp Mouse CD4 und CD8 Kits kombiniert. Die
Aufreinigung erfolgte bei den jeweiligen Kits entsprechend den
Herstellerangaben.
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3.3.4. Allogene Stammzelltransplantation

3-4 Stunden vor der allogenen SZT wurden die 8-12 Wochen alten BALB/c
Weibchen mit 8 Gy myeloablativ bestrahlt. Zur Rekonstitution des
blutbildenden Systems wurden den bestrahlten Tieren je 5X10° aufgereinigte
C57BL/6 Wildtyp Knochenmarkszellen intravends injiziert. Fiir die Induktion
einer akuten GvHD wurden den Tieren zusitzlich jeweils 1,2X10° aufgereinigte
Luciferase-exprimierende T-Zellen von C57BL/6.1.2G85.CDY0.1
Spendermiusen intravends injiziert (Abbildung 5). Die Injektion der Zellen
erfolgte unter Anisthesie jeweils retroorbital und entsprechend der
Zugehorigkeit der Tiere zu den jeweiligen Versuchsgruppen (Abbildung 5, B).
Zur Infektionsprophylaxe erhielten alle Miuse wihrend der ersten
Versuchswoche orale Antibiose tber das Trinkwasser (Baytril 0,05 %,

Enrofloxacin).

Zur Uberpriifung der Transplantation und der ablaufenden GvHD erfolgte an
den Tagen 2, 4 und 6 nach allogener SZT eine Biolumineszenbildgebung (s.
Abschnitt  3.3.6). Die Versuchsgruppen bestanden fir jeden der
Organentnahme Zeitpunkte aus jeweils 3 Miusen. Um gentigend
Probenmaterial fiir die weiterfiihrenden Analysen zu generieren, wurden
insgesamt zwei Transplantationsreihen durchgefiihrt, welche im Weiteren als
LMD1 und LMD2 bezeichnet werden. Zur Unterscheidung der Spender- und
Empfingerzellen dienten in den weiterfihrenden  Analysen die
unterschiedlichen kongenen Marker CD90.1 auf Spender T-Zellen und CD90.2
auf Empfianger T-Zellen.
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Abbildung 5: Transplantationsschema und experimentelle Gruppen. (A) Myeloablativ behandelte Mause
wurden entsprechend ihrer Versuchsgruppenzugehorigkeit mit T-Zellen und/oder Knochenmarkzellen
transplantiert. An den Tagen 24 und 6 nach allogene SZT wurden die Versuchstiere mittels
Biolumineszenzbildgebung begutachtet und fiir weiterfiihrende Analysen deren Organe zu den Zeitpunkten
Tag 2.5, 3, 4 und 6 entnommen (OE). (B) Die experimentellen Vergleichsgruppen gliederten sich in
Knochenmark und T-Zellen transplantierte Mause (KM+T), welche eine ausgeprigte GVHD entwickelten,
Miuse die nur Knochenmark erhielten (KM-Kontrolle) und somit keine GvHD entwickelten, sowie eine
Bestrahlungs- und eine unbehandelte Kontrollgruppe. Fiir jede Transplantationsreihe wurden pro
Versuchsgruppe und pro OE-Zeitpunkt je 3 Miuse mitgefithrt (insgesamt n=6 pro OE-Zeitpunkt). Abbildung
erstellt mit BioRender.com.
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3.3.5. Bewertung des Grades der GvHD

Zur Erhebung des klinischen GvHD Grades wurden die Mduse jeden Tag
gewogen und beztiglich definierter Kriterien begutachtet (Cooke, Kobzik et al.
1996). Hierzu zihlten neben dem Gewichtsverlust unter anderem die
Fellbeschaffenheit, das Verhalten, die Haltung sowie die Hautintegritit der
Miuse. Fur jedes Kriterium wurden je nach Ausprigung ein Punktwert
zwischen null bis zwei vergeben, sodass sich ein Gesamtwert zwischen null und
zehn ergibt. Zur abschlieBenden Beurteilung des pathologischen GvHD
Grades der Versuchstiere wurden an Tag 6 nach allogener SZT Haut-, Leber-,
Lungen- sowie Dinn- und Dickdarmproben der nur mit Knochenmark
transplantierten Mause (KM-Kontrolle) und der GvHD Miuse (KM+T) durch
einen fachkundigen und wunabhingigen Pathologen histopathologisch
untersucht. Die  entnommenen  Organproben wurden hierfir in
Paraformaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet und nach Hamatoxylin-Eosin-
Farbung mikroskopisch begutachtet.

3.3.6. Biolumineszenzbildgebung

Die Biolumineszenzbildgebung aller Versuchstiere erfolgte an den Tagen 2, 4
und 6 nach allogener SZT. Bei den verwendeten T-Zell Spendertieren
B6.L.2G85.CDY0.1 handelt es sich um eine transgene Mauslinie, welche
Luciferase, ein Gen aus dem Nordamerikanischen Glihwiirmchen (Photinus
pyralis), in allen Zellen exprimiert (Nishimura, Baker et al. 2008). Das in den
Spender T-Zellen exprimierte Luciferase Enzym setzt bei der Oxidation von
D-Luciferin Licht mit einem Emissionsmaximum von 578 nm bei 25°C, und
einer Rotverschiebung hinzu 612 nm bei 37°C, frei, welches mit Hilfe einer
CCD-Kamera detektiert werden kann (Zhao, Doyle et al. 2005). Diese
Methodik ermdglicht es die Lokalisation der Luciferase-exprimierenden
Spender T-Zellen nach allogener SZT in vivo zu visualisieren, ohne dabei dem
Empfingertier zu schaden. Alle Versuchstiere wurden fiir die 7z vivo Auftnahmen
in 5er Gruppen gewichtsadaptiert mit Ketamin/Xylazin anisthesiert und D-
Luciferin durch intraperitoneale Injektion verabreicht. Die Bildaufnahme
erfolgte 10 Minuten nach Verabreichung, um eine gute systemische Verteilung
und ausreichende Signalstirke zu gewihrleisten. Fur die Analyse und
Auswertung der Bilddaten wurde die Software Living Image Version 4.0
verwendet.
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3.3.7. Herstellung histologischer Praparate

An den Tagen 2.5, 3, 4 und 6 nach allogener SZT wurden pro Versuchsgruppe
jeweils drei Madusen euthanasiert, um Organe flur weiterfihrende
Untersuchungen zu entnehmen. Es wurden je vier Dunndarmabschnitte
inklusive PP, ein Dickdarmabschnitt und die mesenterischen Lymphknoten
einer Maus in einem Einbettschilchen mittels Einbettungsmedium eingebettet
und auf Trockeneis  schockgefroren. Alle weiteren  geeigneten
Dinndarmabschnitte einer Maus wurden zu einem zweiten Gewebeblock
cingebettet. Die Gewebeblocke wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C
gelagert. Histologische Schnitte der Gewebeblécke wurden mit Hilfe eines
Kryomikrotoms zu Schnittdicken von 5 pm fiir Immunfluoreszenzfirbungen
und 15 pm fir die Laser-Mikrodissektion angefertigt. Fir die
Immunfluoreszenzfirbung wurden SuperFrost Plus Objekttriger verwendet.
Fir die Laser-Mikrodissektion wurden spezielle RNase-freie, mit einer PEN-
Membran (2 pm Dicke) bezogene Objekttriger verwendet. Zur Herstellung
RNase-freier histologischer Schnitte wurde das Kryomikrotom zuvor griindlich
mit RNase Zap gereinigt. Fur die Transkriptomanalyse wurden die RNase-
freien Schnitte direkt nach ihrer Anfertigung mit dem Kryomikrotom bei RT
fir 1 min in 70 % Ethanol fixiert, auf Trockeneis tiefgefroren und bei -80 °C
gelagert. Fir die Transkriptomanalyse wurden pro Maus beziehungsweise
Gewebeblock je 6 histologische Schnitte angefertigt. Fuar die
massenspektrometrische Analyse wurden pro Maus je 5 Schnitte angefertigt.

3.3.8. Histologische Schnell-Farbeprotokolle

Fir die bessere Differenzierbarkeit einzelner Geweberegionen wihrend der
Laser-Mikrodissektion (LMD) wurden die nachfolgend aufgefiihrten RNA-
und Protein-schonenden Schnell-Farbeprotokolle verwendet.

3.3.8.1. Toluidinblau-Farbung

Fir die Proteinexpressionsanalyse wurden die bei -20 °C gelagerten Schnitte fiir
5 min bei RT aufgetaut und fiir 2,5 min in -20 °C kaltem Aceton fixiert. Die
Schnitte wurden fir 30 s mit Toluidinblau-Lésung gefirbt. AnschlieBend
wurden diese drei Mal 1 min in DEPC Wasser und einmal 1 min in 30 %
Ethanol gewaschen. Die Schnitte wurden abschliefend fir 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet und ziigig mittels LMD weiterverarbeitet.
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3.3.8.2. Kresylviolett-Farbung

Fir die Transkriptomanalyse wurden die bei -80 °C gelagerten RNase-freien
Schnitte ohne aufzutauen direkt fiir 30 s in 70 % Ethanol dehydriert. Um eine
bessere  RNA-Qualitit zu erreichen, wurde ein  RNase-Inhibitor
(Endkonzentration 1 U/pl) gemil den Herstellerangaben verwendet. Die
Schnitte wurden fir 30 s mit Kresylviolett-L.osung gefirbt und abschlieBend je
einmal in 70 % und in 100 % Ethanol getaucht, um tiberschussigen Farbstoff
zu entfernen. Die Schnitte wurden fiir 10 min bei Raumtemperatur getrocknet

und ziigig mittels LMD weiterverarbeitet.

3.3.9. Laser-Mikrodissektion

Fir die Laser-Mikrodissektion (LMD) wurden die zu analysierenden
Gewebeschnitte auf spezielle mit einer thermoplastischen Membran bezogene
Objekttrager aufgezogen. Unter mikroskopischer Darstellung konnten so die
gewiinschte Gewebebereiche exakt und hochspezifisch selektiert werden und
durch einen Ultraviolett-Laser aus dem Gewebe ausgeschnitten werden. Dabei
wird die Energie des Lasers von der Membran absorbiert, wodurch diese
entlang der Schnittlinie verdampft, und das ausgeschnittene Gewebe der
Schwerkraft folgend in ein 0,2 ml RNase-freies PCR Rohrchen fillt (Abbildung
0). Fur die LMD wurden freundlicherweise die Gerite der Arbeitsgruppen von
Prof. Dr. Albrecht Miiller und Prof. Dr. Robert Blum der Universitit Wiirzburg
zur Verfigung gestellt.

Zur Analyse der Expressions- und Transkriptionsprofile intestinaler Lamina
Propria unter unterschiedlichen experimentellen Bedingungen wurden
Darmschleimhautbereiche (LLamina Propria und Epithel) direkt neben den PP
(NtPP; <500 pm entfernt) und weit entfernt der PP (FtPP; >1500 um) aus den
histologischen Schnitten der unterschiedlich behandelten Maiuse (s.
Abschnitt 3.4) mittels Laser-Mikrodissektion ausgeschnitten. Fir die RNA
Sequenzierung wurden je zwei Miuse der Transplantationsreihen LMD1 und
LMD?2 an Tag 4 nach allogener SZT aus den Gruppen KM+T, KM Kontrolle
und Ut Kontrolle (n=4 pro Gruppe) verwendet. Pro Maus wurden aus 6
histologischen = Schnitten alle Darmschleimhautbereiche neben (INtPP,
insgesamt ca. 25-35 Bereiche/Maus; 0 5 mm?/ Bereich) und einige Bereiche weit
entfernt (FtPP, insgesamt ca. 10-20 Bereiche/Maus; @ 10 mm?*/Bereich) der PP
mittels LMD ausgeschnitten. Die lasermikrodissezierten
Darmschleimhautbereiche einer Maus fiir nah und weit entfernt der PP wurden

zu je einer Probe zusammengefasst.
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Fir die Massenspektrometrie wurden je drei Mause der Transplantationsreihe
LMD1 an Tag 4 nach allogener SZT aus den Gruppen KM+T und KM-
Kontrolle (n=3 pro Gruppe) verwendet. Fiir die KM-Kontrollgruppen wurden
pro Maus 5 histologische Schnitte angefertigt und nur die Darmschleimhaut
weit entfernt der PP (FtPP) mittels LMD ausgeschnitten. Die
lasermikrodissezierten Darmschleimhautbereiche einer Maus flir weit entfernt

der PP wurden zu je einer Probe zusammengefasst.

A

FtPP
- >1500 um

Abbildung 6: Laser Mikrodissektion (A) Schematische Darstellung histologischer Diinndarmschnitte vor
und nach der Laser-Mikrodissektion. (B) Histologisches Diinndarmpriparat mit ausgeschnittenem
Darmschleimhautbereich direkt neben eines PP (NtPP; <500 pm Abstand zum PP). (C) histologisches

Diinndarmpriparat mit ausgeschnittenem Darmschleimhautbereich weit entfernt eines PP (FtPP; >1500 um
Abstand zum PP). Kresylviolett gefirbt. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

3.3.10. Proteinexpressionanalyse

Fir die massenspektrometrischen Analysen wurden pro Vergleichsgruppe die
lasermikrodissezierten Darmschleimhautproben weit entfernt der PP (FtPP)
von je drei Miusen der Transplantationsreihe LMD1 an Tag 4 nach allogener
SZT verwendet. Die Massenspektrometrie wurde in Kollaboration mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Schlosser der Universitit Wiirzburg durchgefiihrt.
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3.3.10.1. Protein-Isolierung und -Verdau in Losung

Die lasermikrodissezierten Darmschleimhautproben wurden mit NuPAGE
LDS Sample Buffer und Dithiothreitol (50 mM) fiir 10 min bei 70 °C versetzt.
Dithiothreitol spaltet dabei Disulfidbindungen durch Reduktion zu Thiol-
Resten, wodurch die Entfaltung der Proteine bewirkt wird. Die reaktiven Thiol-
Reste wurden durch Alkylierung mit lodacetamid (120 mM) fiir 20 min bei RT
und Dunkelheit irreversibel inaktiviert. Die Proteinprizipitation wurde mit dem
vierfachen Volumen an Aceton fir 2 h bei -20 °C durchgefihrt. Die Pellets
wurden anschlieBend bei -20 °C dreimalig mit Aceton gewaschen. Die
prizipitierten  Proteine wurden mit 100 pl Harnstoff (8 M) in
Ammoniumhydrogenkarbonat (100 mM) gelést und durch 1 upg Lysyl
Endopeptidase fiir 2 h bei 30 °C verdaut. Die Proben wurden mit weiteren
300 pl Ammoniumhydrogenkarbonat (100 mM) verdiinnt und wiederum mit 1
pg Trypsin bei 37 °C tber Nacht verdaut. Die Peptide wurden mit Hilfe von
selbst hergestellten Filterspitzen entsalzt (Rappsilber, Ishihama et al. 2003).
Abschlielend wurden die Peptide mit 60 % Acetonitril in 0,1 % Methansaure
cluiert, in einem Eppendorf Vakuum Konzentrierer getrocknet und bei -20 °C
gelagert. Vor der massenspektrometrischen Analyse wurden die Peptide in 2 %
Acetonitril in 0,1 % Methansaure gelost. Der Proteinverdau in Losung sowie
die nachfolgend beschriebene Massenspektrometrie wurden durch die
Arbeitsgruppe Schlosser der Universitit Wirzburg durchgefiihrt.

3.3.10.2. Nanoskalierte  Fliissig-Chromatographie = Tandem-
Massenspektrometrie

Bei der nanoskalierten Flissig-Chromatographie Tandem-
Massenspektrometrie (NanoLLC-MS/MS) werden durch Chromatographie die
Molekiile eines Gemisches aufgetrennt und anschlieBend
massenspektrometrisch identifiziert und quantifiziert. Die Peptide wurden auf
eine Rinfangsiule (2 cm x 75 um ID, PepMap C18, 3 um PartikelgréBe, 100 A
Porengrof3e) geladen und mittels einer EASY-Spray Saule (50 cm x 75 um ID,
PepMap C18, 2 um PartikelgroB3e, 100 A PorengréBe) mit einem 180-miniitigen
linearen Gradienten von 3-40-%igem Acetonitril und 0,1-%iger Methansaure
aufgetrennt. Massenspetkrometrie-Aufnahmen wurden mit dem Orbitrap
Analysator bei einer Auflésung von 120,000 erfasst.
Massenspektrometrie/Massenspektrometrie-Aufnahmen ~ wurden  unter
Nutzung einer rapid-scan-rate mit dem Ionenfallen Analysator aufgenommen.
Die Fragmentierung wurde durch Kollisionen hoherer Energie (HCD) mit
35 % normalisierter Kollisionsenergie durchgeftihrt. Es wurde eine festgelegte
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Taktzeit von 3 Sekunden verwendet. Dynamische Exklusion wurde mit einer
Wiederholungsanzahl von 1 und einer Exklusionszeit von 60 s erzielt. Einfach
geladene  Vorlaufersubstanzen wurden ausgeschlossen. Die minimale
Signalschwelle fir die Auswahl der Vorlidufersubstanzen betrug 10,000.
Automatisierte priadiktive Verstirkungsregelung wurde mit einem Zielwert von
200000 fur MS Aufnahmen und 3000 fur MS/MS Aufnahmen genutzt. Das
System wurde durch die internalisierte Kalibrierungskonfiguration der EASY-
IC Ionenquelle kalibriert.

3.3.10.3. Datenauswertung Massenspektrometrie

Die rohen MS Werte wurden mit der Software MaxQuant Version 1.5.3.30
ausgewertet (Cox and Mann 2008). Zum Abgleich der Daten diente die UniProt
Mouse Datenbank sowie eine Datenbank der haufigsten Verunreinigungen. Die
Suche wurde mit der fir Trypsin typischen Spaltung von Peptiden am C-
terminalen Ende der Aminosduren Arginin und Lysin durchgefihrt, wobei bis
zu 3 nicht passende Spaltungsstellen erlaubt wurden. Die Proteinidentifizierung
erfolgte unter Kontrolle der False Discovery Rate (FDR) <1% (Benjamini and
Hochberg 1995). Zur Proteinquantifizierung wurden die markierungsfreien
massenspektrometrischen Quantifizierungs-Intensititen genutzt (Cox, Hein et
al. 2014). Proteine mit weniger als zwei eindeutig identifizierten Peptiden
wurden ausgeschlossen. Die Daten wurden als Box-plot Ausreiler analysiert.
Hierfir wurden die ersten Quartile minus das 1,5- bzw. 3-fache des
Interquartilsabstandes (IQR) als unterer Grenzwert und die dritten Quartile
plus das 1,5- bzw. 3-fache des IQR als oberer Grenzwert verwendet. Fir die

weiterfithrende Analyse wurde die Software IPA® genutzt.

3.3.11. Transkriptomanalyse

Zur Analyse der intestinalen Transkriptionsprofile wurden pro experimenteller
Vergleichsgruppe die lasermikrodissezierten Darmschleimhautproben nah
(NtPP) und weit entfernt (FtPP) der PP von je zwei Maiusen der
Transplantationsrethen LMD1 und LMD2 an Tag 4 nach allogener SZT durch
RNA Sequenzierung untersucht. Die Qualititskontrolle mittels Bioanalyzer, die
Erstellung der Sequenzierungsbibliothek, sowie die Sequenzierung wurde durch
die Core Unit Systemmedizin unter der Leitung von Dr. Sascha Sauer der
Universitit Wiirzburg durchgefiihrt.
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3.3.11.1. RNAIsolierung

Die Isolierung der gesamten RNA aus den lasermikrodissezierten
Darmschleimhautproben erfolgte mit Hilfe des RNeasy Micro Kit
entsprechend der Herstellerangaben. Durch Guanidiniumthiocyanat-enthaltene
Puffer werden hierbei die Zellen lysiert und gleichzeitig die RNA-
degradierenden RNasen inaktiviert. Durch die Zugabe weiterer Puffer und
Prazipitation der RNA durch Ethanol wird eine Bindung der RNA an die
Siliciumdioxid Membran der Sdule bewirkt. Ebenfalls gebundene DNA-
Bestandteile werden durch DNase verdaut. Durch die Zugabe von
Waschpuffer und die anschlieSende Zentrifugierung werden Verunreinigungen
und DNA aus der Siule ausgewaschen, wodurch nur die aufgereinigte an die
Siliciumdioxid Membran gebundene RNA zurtickbleibt. Diese wird
abschlieBend mit RNase-freiem Wasser von der Membran gelést. Die
Qualitiatskontrolle erfolgte durch RNA 6000 Pico Chips und ein Agilent 2100
Bioanalyzer System.

3.3.11.2. Erstellung der Sequenzierungsbibliothek

Fir die Erstellung der Sequenzierungsbibliothek wurde das SMARTer Stranded
Total RNAseq-Pico Input Kit v2 entsprechend den Herstellerangaben
verwendet (Abbildung 7, A). Die zu sequenzierende mRNA wird hierbei durch
Spaltung der rRNA isoliert. Im Unterschied zur Isolierung der mRNA iiber die
Poly-A-Schwinze wird hier auch die unprozessierte also unreife und auch nicht
kodierende pri-mRNA mit sequenziert. Die Selektion der mRINA tber ihren
am 3“-Ende befindlichen Poly-A Schwanz kann zu einer Anhdufung von 3*
RNA Fragmenten fithren und somit eine ungleichmilBlige Abdeckung des
Transkriptoms bewirken. Da dieser 3‘-Verzerrungseffekt mit zunehmender
RNA Degradierung und dadurch kleineren RNA Fragmenten zunimmit, ist die
Poly-A-Selektion von mRNA fiir Proben mit niedrigen RIN Werten nur
bedingt geeignet (Chen, Souaiaia et al. 2014).

Um eine gleichmifBlige Abdeckung des gesamten Transkriptoms zu
gewiahrleisten, werden durch das verwendete Kit mit Hilfe von Primern mit
zufilliger Basenfolge (random priming) alle RNA Fragmente, inklusive der rRNA,
in cDNA umgeschrieben. Die cDNA Molekiile werden anschlieBend mit
Nlumina Adaptern verknipft. Durch diese Identifzierungsschlissel wird
ermoglicht, dass verschiedene Proben gleichzeitig sequenziert werden kénnen
und man deren Sequenzierungs-Abschriften (Reads) nachtriglich wieder den

einzelnen Proben zuordnen kann. AbschlieBend wird die aus ribosomaler und
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mitochondrialer RNA entstandene cDNA durch die Hybridisierung mit hierfiir
konstruierten Markersequenzen (R Probes) markiert und durch das Enzym
ZapR gespalten. Zum Schluss werden die ubrigbleibenden aus mRNA
entstandenen cDNA Library Fragmente, welche sowohl am 3 als auch 5*-Ende
eine Primer Bindestelle besitzen, durch PCR Amplifizierung angereichert.

3.3.11.3. RNA Sequenzierung

Die RNA Sequenzierung wurde an einer Illumina NextSeq500 durchgefiihrt.
Diese nutzt die Sequenzierung-durch-Synthese Methode (Abbildung 7, B-C).
Hierbei wird die aus der zu sequenzierenden RNA generierte cDNA tber
Adapter an einem Glasobjekttriger (Flow Cell) gebunden. In einem ersten
Schritt werden die gebundenen DNA-Stringe 2zu Ansammlungen aus
identischen DNA-Molekiilen amplifiziert. Fur die anschlieSende schrittweise
Sequenzierung werden fluoreszenzmarkierte modifizierte Nukleotide, deren
Fluoreszenzmarker gleichzeitig die weitere Polymerisation verhindern,
verwendet. Somit wird sichergestellt, dass jede Runde nur ein Nukleotid
komplementir zur Vorlage in die Nukleotidkette eingebaut wird. Die
schlussendlich eingebaute Base wird anhand ihrer Fluoreszenzmarkierung
bildlich detektiert und anschlieBend abgespalten, um den Einbau des nichsten
Nukleotides zu ermoéglichen. Die Zuordnung der Basen (base calling) erfolgt
hierbei direkt anhand der Signalintensititsmessungen wihrend jeder Runde,
wodurch die Rohfehlerrate drastisch gesenkt wird.

Die Basenzuordnung und die Zuweisung der Sequenzierungs-Abschriften zu
ithren urspriinglichen Proben (demultiplexing) anhand der vorher angefiigten
Adapter wurde mit dem Programm bcl2fastq v2.18.0.12 durchgefithrt. Die
Adapter-Sequenzen wurden mit der Software Cutadapt Version 1.12. entfernt
(Martin 2011). Die Sequenzierungs-Abschriften wurden anschlieBend durch das
Programm STAR Version 2.5.2b (Dobin, Davis et al. 2013) mit der Maus
Referenz Sequenz GENCODE M8 abgeglichen und durch die quantMode
Einstellung in Read Counts per Gene (RPG) ausgegeben. Die weitere
Datenauswertung erfolgte anhand der DESeq2 Pipeline in R (Love, Huber et
al. 2014). Anhand dieser Werte wurde die log2 Fold Change und damit die
Verinderung der Transkriptionsrate eines Gens zwischen  zwei
Vergleichsgruppen berechnet. Die berechneten log2 Fold Change Wert wurden
anschlieBend in Zusammenschau aller verinderten Transkripte durch ein
Schrumpfungs-Verfahren korrigiert. Zur weiterfithrenden Analyse wurden nur
detektierte Transkripte mit einer FDR <10 % verwendet. Zur Regulierung der
FDR und p-Wert Adjustierung wurde die Benjamini-Hochberg-Prozedur
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(Benjamini and Hochberg 1995) genutzt. Fir die Qualititskontrolle mittels
Hauptkomponentenanalyse und Korrelations Heatmaps wurden die
normalisierten Read connts durch eine log2 basierte Transformation in
regularisierte logarithmisierte RPG-Werte (rlog RPG) umgewandelt. Die

weiterfihrende Analyse der Daten erfolgte mit der Software R, sowie IPA®.
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Abbildung 7: Erstellung der Sequenzierungsbibliothek und Ablauf der Ilumina RINA Sequenzierung-
durch-Synthese. (A) Durch Primer mit zufilliger Basenfolge werden alle RNA Fragmente in cDNA
umgeschrieben. Die Reverse Transkriptase (RT) hidngt beim Erreichen des 5 Endes des Votlagenstranges
einige Nukleotide an das 3’ Ende der cDNA (XXXX). Durch die Bindung des Pico v2 SMART Adapter an
den Nukleotid-Anhang (XXXX) wird beim Vortlagenstrangwechsel die vollstindige Transkription des RNA
Stranges ermdglicht. Die Tlumina Adapter inklusive Barcode werden angefiigt und die cDNA mittels PCR
amplifiziert. Die ribosomale cDNA wird durch ZapR gespalten und die iibrige cDNA mittels PCR angereichert.
Abbildung freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Takara Bio USA, Inc. “Figure 2. Schematic of
technology in the SMARTer® Stranded Total RNA-Seq kit v2-Pico Input Mammalian”, SMARTer® Stranded
Total RNA-Seq Kit - Pico Input Mammalian User Manual, ©2018 Takara Bio Inc. (B) Die Einzelstrang cDNA
bindet tber die Ilumina Adapter an die Flow Cell. Durch Briickenamplifizierung werden dichte Cluster von
cDNA Stringen gebildet. (C) Sequenzierung-durch-Synthese basiert auf der Methode der zyklischen reversiblen
Termination. Jedes der vier Nukleotide ist mit einem Fluoreszenzmarker und einem reversiblen Terminator
modizifiert. Die Sequenzierung erfolgt durch bildliche Detektion der komplementir zur Vorlage eingebauten
Nukleotide. Durch die Abspaltung des reversiblen Terminators der Nukleotide kann nach deren Detektion ein
neues Nukleotid eingebaut werden und somit die cDNA jedes Clusters Base fir Base sequenziert werden.
Abbildung (B) und (C) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von illumina (www.illumina.com).

3.3.12. Durchflusszytometrie

Die zu analysierenden Zellsuspensionen wurden zu einer maximalen Zellzahl
von 1X10° und in einem Endvolumen von maximal 200 pl in eine 96-Well
Platte pipettiert. Nach dem Zentrifugieren und Verwerfen der Uberstinde

wurden unspezifische Bindungsstellen durch eine 5-minittige Inkubation mit
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100 pl 5 % normalen Rattenserum (NRS) in PBS bei 4 °C blockiert. Antikérper
wurden in der entsprechenden Endkonzentration hinzugefiigt und bei
Dunkelheit und 4 °C fiir weitere 30 min inkubiert. Nach Zentrifugierung
wurden die Zellpellets in 200 ul PBS resuspendiert. Die Auswertung der FACS
Daten erfolgte mit Hilfe des Programmes Flow]Jo Version X. Aufgrund einer
moglichen  Ubetlappung  von  Emissionsspektren  der  verschiedenen
Fluorochrome wurde fir jede durchflusszytometrischen Analyse eine
Kompensationsreihe mitgeftihrt. Zur besseren Differenzierung positiver und
negativer Zellpopulationen wurde fiir jeden Antikérper auch eine Fluoreszenz-
minus-eins (FMO) Kontrolle mitgefithrt (Herzenberg, Tung et al. 2000).

3.3.12.1. Durchflusszytometrische Analyse von Spender T-Zellen

Zur genaueren Charakterisierung des Phinotyps der alloreaktiven Spender T-
Zellen in und um die PP wihrend der akuten GvHD, wurden an Tag 3,5 nach
allogener SZT die Versuchstiere geopfert und deren Milz, Blut und Diinndarm
entnommen. Unter mikroskopischer Visualisierung mittels eines binokularen
Stereomikroskops ~ wurden die PP aus den  entsprechenden
Dunndarmabschnitten herausgeschnitten und durch ein Zellsieb (70 pm)
gedriickt. Die Lamina Propria-Bereiche in direkter Nihe zu den PP mit einem
maximalen Abstand von 0,2-0,3 cm zur urspringlichen PP Grenze wurden
ebenfalls ausgeschnitten und pro Maus zu je einer Probe zusammengefasst
(Lamina Propria nahe der PP; NtPP). AbschlieBend wurden Lamina Propria
Abschnitte, welche in groflerem Abstand (>1 cm) keinen PP trugen,
ausgeschnitten und zu einer weiteren Probe zusammengefasst (Lamina Propria
fern der PP; FtPP). Die jeweiligen Darmabschnitte wurden longitudinal
eroffnet, von Fakalien und Unreinheiten wie Fettgewebe befreit und in kleine
Stiicke geschnitten. Durch den Einsatz von Kollagenase VIII (1.5mg/ml),
DNase I (40 pg/ml) und eines GentleMACS Octo Dissociators wurden die T-
Zellen aus dem Epithel und der Lamina Propria der jeweiligen Darmabschnitte
isoliert. Zur Isolierung von T-Zellen aus dem entnommenen Blut wurde dieses
tir 10 min mit FACS Lysis Puffer inkubiert. Die Gewinnung einer
Einzelzellsuspension aus der Milz wird in Abschnitt 3.3.2.1 beschrieben.

Die verwendeten fluoreszenzmarkierten Antikérper sind Tabelle 1 zu
entnehmen. Neben CD3, CD90.1, CD4, CDS8 und einer Lebend/Tod Firbung
wurde zur Phanotypisierung CD27, 4-1BB, CD69 und CD44 gefirbt. In einem
weiteren Cocktail wurden zur Charakterisierung der T-Zellen die
Chemokinrezeptoren CCR5 und CCR9Y sowie die Integrine Integrin a4f7,
Integrin =~ o«l.  und Integrin B erginzt. Zur Bestimmung  der
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Differenzierungsmarker wurden die intrazelluliren Marker T-bet und Roryt
unter zu Zuhilfenahme eines Transcription Factor Staining Kits verwendet. Die
Gating Strategie zur Identifizierung der Spender T-Zellen erfolgte durch Gating
auf Einzelzellen, Lymphozyten, lebendige Zellen sowie CD3"CD90.1" Zellen
(Abbildung 8, D). Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten
erfolgte mit der Software Flow Jo X, die graphische Visualisierung und
statistische Analyse wurde in Graphpad Prism 8 durchgefiihrt.
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Abbildung 8: Versuchsschema zur durchflusszytometrischen Analyse von Spender T-Zellen aus
unterschiedlichen Organen und Darmabschnitten. (A) Zur Induktion einer aGVHD wurden 1,2X10¢
CD90.1* C57BL/6 T-Zellen in eine myeloablativ bestrahlte CD90.2* BALB/c Maus injiziert. An Tag 3,5 nach
allogener SZT wurden die Mduse geopfert und der Dinndarm, sowie die Milz und Blut entnommen. Unter
einem binokularen Stereomikroskop wurden die PP sowie Lamina Propria Bereiche nah und fern der PP
ausgeschnitten. (B) PP (umrandet; @ 0,1-0,2 cm) mit angrenzender Lamina Propria (NtPP; <0,3 cm Abstand zur
PP Grenze) vor dem Ausschneiden. (C) PP aus angrenzender Lamina Propria herausgeschnitten. (D) Gating

Strategie zur selektiven Betrachtung lebendiger Spender T-Zellen in den einzelnen Proben. Abbildung erstellt
mit BioRender.com.
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3.3.13. Immunfluoreszenzfarbung

Die bei -20 °C gelagerten histologischen Priparate wurden fiir 5 min bei RT
aufgetaut und anschlieBend fur 7 min in -20 °C kaltem Aceton fixiert. Die
Priparate wurden fiir weitere 5 min bei RT getrocknet und mit einem
hydrophoben Stift umrandet. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
erfolgte nach 3-maligem Waschen mit PBS die Inkubation mit 150 pl
Blocklosung (5 % Serum in PBS) fiir 15-30 min bei RT. Bei der Verwendung
biotinylierter Antikérper erfolgten die Blockschritte unter Zusatz von Avidin
bzw. Biotin. Im Anschluss daran wurden die Schnitte 3-mal in PBS gewaschen,
150 pl des Antikorpermixes, welcher die zu firbenden Antikérper in den
jeweiligen Endkonzentrationen enthielt, auf den Gewebeschnitt pipettiert und
fir 1 h bet RT und Dunkelheit inkubiert. Nach drei weiteren PBS
Waschschritten erfolgte eine 30-mintitige bis einstiindige, dunkle Inkubation
bei RT mit 150 ul des Sekundirantikérpermixes. Um unspezifische Bindungen
des Sekundirantikérpers auszuschlieBen, wurde bei jeder Farbung zusitzlich
eine Negativ-Kontrolle mitgeftihrt. Nach einem erneuten Waschschritt wurden
die Schnitte mit einem DAPI enthaltendem Medium eingebettet, mit einem
Deckglischen bedeckt und mit Entellan versiegelt. Die Objekttriger wurden
fir 1h bei RT getrocknet und innerhalb von 7 Tagen mikroskopiert.

Fir die Analysen moglichst groBer Darmbereiche, wurde eine 20-fache
Vergroflerung (0,6 Zoom) und eine Mosaik-Aufnahme-Funktion mit
Autofokussierung des LSM 780 verwendet. Jede Aufnahme enthielt einen PP
und durch Aneinanderreihung der einzelnen Mosaik-Aufnahmen die
angrenzende Darmschleimhaut bis mindestens 2000 um Entfernung zum PP
(Abbildung 9). Die verwendeten Antikorper sind Tabelle 1 und 2 zu

entnehmen.

Abbildung 9: Konfokalmikroskopische Aufnahme. Mikroskopie eines Immunfluoreszenz gefirbten

Darmabschnittes mit PP (zentral im Bild, umrandet) an Tag 4 nach allogener SZT. Mosaik-Aufnahmefunktion
(2x8). 20x Objektiv. Autofokussierung durch Fluoreszenzsignal.
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3.3.13.1. Auswertung der Immunfluoreszenz Bilder

Die Auswertung der Immunfluoreszenz Bilder erfolgte mit Hilfe der Software
IMARIS. Bei jeder analysierten Darmaufnahme wurde zuerst der PP markiert
und eine Abstandsfunktion generiert, welche allen Pixeln innerhalb des PP den
Wert null und auBlerhalb den Wert entsprechend ihres Abstandes zum PP in
um zuschrieb. Fir alle gefirbten Zellen der einzelnen Fluoreszenzfarben wurde
anschlieBend eine Oberfliche generiert, welche die Grof3e der Zelle und deren
Fluoreszenzsignale erfasste. Hierdurch konnte fir jede Oberfliche die
Intensitit jedes Kanales auf jeder Zelle analysiert werden. Zudem konnte durch
die vorher generierte Abstandsfunktion die Entfernung der einzelnen
Oberflichen bzw. Zellen zum PP beurteilt werden. Um die intestinalen
Zellpopulationen wihrend der GVHD beurteilen zu kénnen, wurden fur die zu
beurteilenden Marker die medianen Intensititen der Oberflichen
gegeneinander dargestellt (Abbildung 10, A).

Zur Beurteilung der intestinalen Zellgradienten wurde die Zelldichte in
Abhingigkeit vom Abstand zum PP kalkuliert (Abbildung 10, B). Am Rande
des PP sitzende Zellen (<25 pm Abstand zur PP Grenze) wurden aus der
Zellzahlkalkulation ausgeschlossen. Die berechnete Zellzahl wurde pro 500 um
Entfernungsschritt auf die jeweilige Fliche der Darmschleimhaut in diesem
Abschnitt normalisiert.

Fir die Expressionsanalyse (Abbildung 10, C) wurde die Summe der medianen
Intensititen der fir den betrachteten Marker positiven Oberflichen durch die
Gesamtzahl der fir diesen Marker positiven Zellen in diesem Abschnitt
dividiert. Die Ergebnisse der Analysen wurden jeweils aus mehreren Replikaten
zusammengefasst und mit Hilfe der Software Graphpad PRISM statistisch

ausgewertet und visualisiert.

39



Material und Methoden

120
100
80
60

40

Median Intensity
Median Intensity
Median Intensity

20

0
40 60 80 100 120 40 60 80 100 0 20 40 60

Median Intensity CD90.1 Median Intensity CD90.1 Median Intensity

w
o

Zellgradienten Mediane Expression/CD90.1+ Zelle

/CD90.1+ Zelle

Anzahl Zellen/mm2

25-500 500-1000 1000-1500 1500-2000 N
ORI R

Q Q Q Q Q
Q' ) O
&S &

Abstand zum Peyer’schen Plaque (um) Abstand zum PP (um)

Abbildung 10: Darstellung einer beispielhaften Immunfluoreszenz Auswertung fiir CD2. (Oben) links
ist die Intensitit/Expression der Oberflichen/Zellen fir CD90.1 gegen CD8P dargestellt. In der Mitte ist die
CD90.1 Expression der Zellen gegen die CD2 Expression und rechts die Expression von CD8p gegen die von
CD2 aufgetragen. (Unten) Links sind die Anzahl an CD90.1, CD2 und CD8B Zellen in Abhingigkeit vom
Abstand zum PP dargestellt. Der Graph rechts visualisiert die durchschnittliche CD2 Expression auf CD90.1
Zellen in Abhingigkeit ihres Abstandes zum PP.

3.3.14. Migrationsanalysen

Zur funktionellen Testung der Faktoren, welche durch die RNA Sequenzierung
und Immunfluoreszenzfirbungen als bedeutende Faktoren des intestinalen T-
Zell-Homing wihrend der akuten GvHD identifiziert wurden, wurden 7z vitro
Migrationsanalysen in Form von Transwell- und Chemotaxiskammer-
Versuchen durchgefiihrt. Die hierfiir verwendeten rekombinanten Proteine
sind Tabelle 3 zu entnehmen.

3.3.14.1. /nvitroT-Zell Stimulation

Die fiir die Stimulation verwendeten T-Zellen wurden durch Anreicherung aus
Splenoztyenlésungen der Milzen von C57BL/6 Spendertieren gewonnen
(s. Abschnitt 3.3.2.1.). Die aufgereinigten T-Zellen wurden 2zu einer
Konzentration von  1,5%X10° T-Zellen/ml in  Stimulationsmedium
aufgenommen und zu je 15x10° T-Zellen/Well in einer 6 Well Platte ausgesit.
Durch die Zugabe ecines Antikorpers gegen CD3 (30 ng/ml) zusammen mit
rekombinantem I1.-2 (50 IE/ml) wurden die T-Zellen iber 3 Tage bei 37 °C
und 5 % CO, stimuliert. Durch Zusatz von Retinolsidure (1 mM) wurden,

vergleichbar zur T-Zell Stimulation in den mesenterischen Lymphknoten oder
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PP in vivo, spezifische Faktoren des intestinalen Homings auf den aktivierten T-
Zellen induziert. Die aktivierten T-Zellen wurden nach drei Tagen Stimulation
geerntet und ein Aliquot zur durchflusszytometrischen Analyse des
Stimulationserfolges ~ entnommen. Um  eine  Verfilschung  des
Migrationsverhaltens zu verhindern, wurde fiir die weiterfihrenden Versuche

FCS-freies Migrationsmedium verwendet.
3.3.14.2. Transwell-Migrationsassay

Fir die Migrationsversuche wurden Transwell-Einsitze fiir 24 Well Platten mit
einer Porengrof3e von 3 um verwendet. Hierbei wurde in ein Well einer 24 Well
Platte 600 ul Migrationsmedium und das zu untersuchende Chemokin in der
gewiinschten Konzentration gegeben. Ein Transwell-Einsatz wurde in dieses
Well gesetzt und mit 0,5%10° 7z witro stimulierten T-Zellen in 200 ul
Migrationsmedium beftllt. Die 24 Well Platte mit den Transwell-Einsitzen
wurde anschlieBend fir 4 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach 4 h wurden
die nach unten migrierten Zellen mit Hilfe eines Zeiss Vert.Al
Zellkulturmikroskops manuell ausgezihlt.

3.3.14.3. Gewinnung /n vivo stimulierter T-Zellen

Zur Gewinnung 7z vive stimulierter T-Zellen wurden myeloablativ bestrahlte
BALB/c Miuse mit C57BL/6 Knochenmarkzellen und T-Zellen transgener
C57BL/6.Dendra2” Miuse, welche das grinfluoreszierende Protein Dendra in
allen Zellen exprimieren, transplantiert. Im Rahmen der hierdurch ablaufenden
GvHD werden die in den mesenterischen Lymphknoten und PP aktivierten
naiven T-Zellen speziell fir das Homing in den Darm geprigt. Aufgrund der
schwierigen Isolation und vergleichsweise geringen Anzahl an aktivierten T-
Zellen aus den PP wurden mesenterische Lymphknoten verwendet
(s. Abschnitt 5.10). An den Tagen 4 und 5 nach allogener SZT wurden die Tiere
geopfert und die mesenterischen Lymphknoten entnommen. Die
Lymphknoten wurden sorgfiltic von umgebendem Fettgewebe gereinigt und
mehrfach eingeschnitten. Mit einem Spritzenstempel wurden diese
anschlieBend durch ein 70 pm Zellsieb gerieben und mit weiteren 5 ml
Migrationsmedium gesptlt. Nach Zentrifugation fir 8 min bei 311 g und RT
wurden die Zellen in 5 ml Migrationsmedium resuspendiert. Nach weiteren 5
min Zentrifugierung bei RT wurden die Zellen in 37 °C warmem
Migrationsmedium auf die gewiinschte Endkonzentration eingestellt.
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3.3.14.4. Migrationsanalyse in der Lebendzellmikroskopie

Zur Untersuchung der Migration zz vivo aktivierter Spender T-Zellen wurden
Objekttraiger mit p-Slides Chemotaxis-Kammern entsprechend den
Herstellerangaben verwendet (Abbildung 11). Zur Temperatur- und
Gasaquilibration wurden die p-Slides Chemotaxis und das verwendete Medium
tiber 24 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Die zu untersuchenden 7z vivo
aktivierten T-Zellen wurden zu einer Konzentration von 7X10° T-Zellen/ml in
die Untersuchungskammer der p-Slides geladen. Die mit T-Zellen beladenen p.-
Slides wurden fir 45 min bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Die an die
Untersuchungskammer grenzenden Reservoir Kammern wurde mit Medium
beziehungsweise Medium und dem zu untersuchenden Chemokin beladen
(Abbildung 11). Als Positiv- beziechungsweise Negativ-Kontrolle diente
Medium mit beziehungsweise ohne 25% FCS. Die p-Slides wurden bei 37°C
und 5% CO; an einem LSM 780 Konfokalmikroskop mikroskopiert, welches
mit einem Pecon Inkubationssystem P-Set 2000 ausgestattet wurde. Bilder der
Untersuchungskammern wurden alle 60 s tUber einen Zeitraum von 3 h mit
Hilfe des Zyklusmodus akquiriert. Durch den Positionsmodus des LSM 780
wurden alle Untersuchungskammern direkt nacheinander mit nur kurzer
Verzogerung vollautomatisch  mikroskopiert. Das Nachverfolgen der
migrierenden Spender T-Zellen erfolgte anhand ihrer GFP Fluoreszenz
mithilfe des Programm IMARIS. Fir die Auswertung der Direktionalitit der
migrierenden Zellen und die Quantifizierung der Migrationseigenschaften
wurde das Programm MATLAB genutzt. Insgesamt wurden fir jede Analyse
Uber 90 einzelne Zellen nachverfolgt, wobei nur Zellen mit einer
Nachverfolgungszeit von mindestens 30 min in die Analyse eingeschlossen

wurden.

Abbildung 11: Schematischer Aufbau eines p-Slide
Chemotaxis-Kammersystems. Untersuchungskammer (braun
eingefirbt) mit angrenzenden Reservoir Kammern (Cioo und Co).
In die Reservoir Kammer Cioo (links, rosa) wird das zu
untersuchende Chemokin geladen, in die Kammer Co (rechts, blau)
wird nur das Medium ohne Chemokin gegeben. Nach kurzer Zeit
stellt sich ein Chemokin-Gradient mit hoher Zeitstabilitit von Co
nach Cigo ein, welchem die Zellen folgend nach links (in Richtung

Cioo) migrieren. Kammerkomplex 2 und 3 werden fiir Positiv-
Kontrollen mit 25 % FCS und Negativ-Kontrollen mit reinem
Migrationsmedium verwendet. Abbildung freundlicherweise zur

Verfiigung gestellt von ibidi (www.ibidi.com).

objective lens
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3.3.15. Photokonversion und /n vivo 2-Photononen Mikroskopie

Die Experimente zum Nachweis einer direkten Migration von aktivierten T-
Zellen aus den PP in die angrenzende Lamina Propria wurden durch Dr. Katja
Jarick geleitet und durchgefithrt. Mein Beitrag hierzu umfasste insbesondere die
Mithilfe in den Photokonversions-Operationen, der Zellisolierung, sowie
Diskussion der Daten. Aufgrund der grundlegenden Bedeutung fiir die in dieser
Arbeit adressierte Fragestellung sind die Ergebnisse dieser mit Einverstindnis
von Dr. Katja Jarick kurz zusammengefasst dargestellt. Eine ausfthrliche
Erlduterung der verwendeten Methodik und der Ergebnisse sind der
gemeinsamen Publikation (Jarick, Mokhtari et al. 2018) sowie der Doktorthesis
von Dr. Katja Jarick (Jarick 2019) zu entnehmen. Kurz zusammengefasst
wurden zur Induktion einer aGvHD 1,2x10° T-Zellen von C57BL/6.Dendra2”*
Miuse in myeloablativ bestrahlte BALB/c Miuse injiziert. Durch die
Expression des photokonvertierbaren Flurochroms Dendra2 auf allen Spender
T-Zellen kann durch Applikation von UV-Licht das exprimierte
Fluoreszenzprotein irreversibel von grin nach rot fluoreszierend geindert
werden (Gurskaya, Verkhusha et al. 2006). Hierdurch kénnen gezielt Spender
T-Zellen photokonvertiert und somit markiert werden. Aufgrund der
Farbstabilitit und Farberhaltung selbst nach mehrfacher Zellteilung kénnen die
Zellen zu spiteren Zeitpunkten wiedererkannt und von unkonvertierten
grinfluoreszierenden Spender T-Zellen unterschieden werden. An Tag 3 nach
allogener SZTtation wurden die behandelten Miuse mit Ketamin und Xylazin
anasthesiert und eine PP tragende Dunndarmschlinge operativ externalisiert.
Mit Hilfe einer sterilen Schablone aus Aluminiumfolie mit einem
Lochdurchmesser von ca. 2 mm, welche um den zu bestrahlenden PP gelegt
wurde, und einer UV-Lampe wurden gezielt die T-Zellen innerhalb eines PP
photokonvertiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Photokonversion
wurden die Miduse erneut anasthesiert und die zuvor photokonvertierte
Dunndarmschlinge  externalisiert. ~ Unter  Einsatz  intravitaler — 2-
Photonenmikroskopie konnte die Migration der durch Photokonversion
markierten T-Zellen an der Grenze zwischen PP und anliegender Lamina Propria
in vivo untersucht werden. Die Nachverfolgung der T-Zellmigration erfolgte
mittels der Software IMARIS. Die anschlieBende Analyse der T-Zell Laufwege
beziiglich Geschwindigkeit, Direktionalitit und Drehwinkel wurde von Dr.
Zeinab Mokhtari in Matlab durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Allogene SZT im MHC-inkompatiblem Mausmodell

Um Faktoren zu identifizieren, welche die Migration von T Zellen aus den PP
in die Lamina Propria wihrend der akuten GvHD beeinflussen, fithrten wir eine
allogene SZT im MHC-inkompatiblem Mausmodell durch. Hierbei wurde
durch die Transplantation der myeloablativ bestrahlten Miuse mit 5x10°
Knochenmarkzellen und 1,2x10° MHC-inkompatiblen T-Zellen eine akute
GvHD induziert (s. Abschnitt 3.3.1). Die transplantierten T-Zellen wurden
isoliert (s. Abschnitt 3.3.2.1) und, wie nachfolgend (Abbildung 12, A, unten)
reprisentativ fir die Transplantationsrethe LMD2 dargestellt, ausgehend von
den isolierten Splenozyten bis zu einer Reinheit von annihrend 90% T-Zellen
aufgereinigt. Das Verhiltnis von CD4 zu CD8 T Zellen betrug 4:5. Die T-
Zellkontamination der transplantierten Knochenmarkszellen betrug nach
Depletion weniger als 0,1% (Abbildung 12, A, oben). Die aufgereinigten
Zellsuspensionen zeigten in der durchflusszytometrischen Kontrolle eine
Vitalitit von >93%.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Induktion einer GvHD sowie zum
Monitoring der Kinetik dieser wurde an den Tagen 2,4 und 6 nach allogener
SZT eine Biolumineszenzbildgebung durchgefithrt (Abbildung 12, B). Die
Gruppe der mit Knochemark- und T-Zellen (KM+T) transplantierten Miusen
zeigte hierbei an Tag 2 nach allogener SZT ein fir die Initiationsphase der
GvHD typisches Signal der Spender T-Zellen in den SLO. An Tag 4 nach
allogener SZT zeigte sich bei dieser Gruppe, aufgrund der weiteren
Proliferation und beginnender Migration der aktivierten T-Zellen zu ihren
Effektororganen, ein zunehmendes BLI Signal in den SLO sowie ein
vermehrtes Signal im Bauchraum. An Tag 6 nach allogener SZT war bei einem
Grofiteil der KM+T Maiuse die GvHD schon so ausgeprigt, dass diese
aufgrund eines zu hohen Gewichtsverlustes und klinischen GvHD Scores
vorzeitig geopfert werden mussten, um weitere Qualen der Tiere zu verhindern.
In den BLI-Analysen der KM+T Gruppe an Tag 6 nach allogener SZT
(Abbildung 12, B) stellte sich, entsprechend der fortschreitenden Infiltration
und Zerstorung der Effektororgane durch die transplantierten T-Zellen, ein
verstirktes BLI Signal der Leber, des Darmes und der Haut dar. Da die Mause,
der nur mit Knochenmarkszellen transplantierten Kontrollen, nicht mit
Luciferase-positiven T-Zellen transplantiert wurden, wiesen diese zu keinem

Zeitpunkt nach allogener SZT ein BLI Signal auf.
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Abbildung 12: Aufreinigungsanalyse der transplantierten Zellen und Bioluminiszenz-Signale der
experimentellen Gruppen. (A) Durchflusszytometrische Analyse der Knochenmarkdepletion und T-
Zellanreicherung vor allogener SZT. (Links) Darstellung der Gating Strategie fiir Lymphozyten und lebendige
Zellen (>90%). (Rechts) Nach der Depletion betrug die T-Zellkontamination des Knochenmarks <0,1%
(oben). Die T-Zellen wurden bis zu einer Reinheit von etwa 90% angereichert (unten). Dargestellt ist eine
reprisentative Reinheitsanalyse der Transplantation LMD2. (B) Biolumineszenz Bildgebung der mit
Knochenmark- und T-Zell transplantierten Miuse sowie der nur mit Knochenmark transplantierten Kontroll-
Miuse an den Tagen 2,4 und 6 nach allogener SZT. Dargestellt sind reprisentative Aufnahmen der
Transplantationsrethen LMD1 & LMD2. Tag 2 und 4 zeigt u.a. die Miuse, deren Organproben weiterfithrend
fir die MS-Analyse und RNA Sequenzierung verwendet wurden.

Entsprechend der ablaufenden GvHD entwickelten die Mause der KM+T
Gruppe einen deutlichen Gewichtsverlust nach allogener SZT (Abbildung 13,
A-B). Auch die nur mit Knochenmarkszellen (KM) transplantierten Miuse und
Bestrahlungskontrollen zeigten in den ersten Tagen nach Bestrahlung eine
typische Gewichtsabnahme. Aufgrund der Bestrahlung und der damit
einhergehenden Belastung zeigten diese ebenso zu Beginn einen leichtgradig

45



Ergebnisse

erhohten klinischen GvHD Score. Da jedoch in den KM Kontrollen durch die
Transplantation von Knochenmarkstammzellen das himatopoetische System
rekonstituiert wurde, erholten sich diese nachhaltig von den Folgen der
Konditionierung (Abbildung 13, A-B). Das fehlende Engraftment und
Versterben der KM Kontrollen in der Versuchsreihe LMD2 wird in Abschnitt
5.1 diskutiert. Im Gegensatz zu den KM Kontrollen erholten sich die
Bestrahlungskontrollen nur kurzfristig und erlagen nach einiger Zeit der durch
die myeloablative Konditionierung bedingten Anidmie. Die unbehandelten
Kontrollen, welche weder bestrahlt noch transplantiert wurden, zeigten wie
erwartet keinen Gewichtsverlust. Die Tiere der Transplantationsreihe LMD1
hatten mit einem Gewicht von durchschnittlich 19,5 g (Alter 10,3 Wochen)
vergleichbare Ausgangswerte wie die der Transplantationreihe LMD2 (19,9 g,
11,6 Wochen).
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Abbildung 13: Gewichtskurven und klinischer GVHD Score. Gewichtskurven der experimentellen
Vergleichsgruppen KM+T, KM Kontrolle, Bestrahlungskontrolle und Ut Kontrolle der Transplantationen
LMD1 (A) und LMD2 (B). Dargestellt ist das prozentuale Gewicht der Miuse in Bezug auf ihr
Ausgangsgewicht in Abhingigkeit von der Zeit nach allogener SZT in Tagen. Miuse mit einem GvHD
Summen-Score = 8 wurden zur Leidenslinderung getétet (). Gesamtpunktewert des klinischen GvHD Scores
bezogen auf den Tag nach allogener SZT fiir die Transplantationen LMD1 (C) und LMD2 (D). , verstorbene
oder aufgrund eines hohen GvHD Scores zur Leidenslinderung gettete Miuse.

Auch das an Tag 6 nach allogener SZT durchgefithrte Histopathologie Scoring
der transplantierten Maduse konnte eine deutliche GvHD in den KM+T
transplantierten Tieren nachweisen. Die KM+T transplantierten Mause zeigten
dabei deutliche histopathologische GvHD Kennzeichen, wie Apoptose der
Darmschleimhautkrypten, hepatozellulire Schidigung sowie
Immunzellinfiltration in den Effektororganen Darm, Leber und Lunge
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(Abbildung 14). Aufgrund der Bestrahlung und der damit einhergehenden
Gewebezerstorung und Inflaimmation zeigten die mit Knochenmark
transplantierten Miuse ebenfalls einen leichtgradig erhohten
histopathologischen Score ohne jedoch eine GvHD zu entwickeln.
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Abbildung 14: Histopathologischer GVHD Score. (A) Reprisentative histopathologische Scoring Bilder aus
Darm, Leber und Lunge der KM+T Miuse (mit GvHD) und der KM Kontroll Miuse (ohne GvHD) Tag 6
nach Transplantation. H.E. gefirbt. Darm in 10x, Leber und Lunge in 5x VergroBerung mikroskopiert. (B)
Auswertung des histopathologischen GVHD Scores fiir Darm, Leber und Lunge. Gepoolte Daten aus
Transplantation LMD1 und LMD2. KM Kontrolle n=9; KM+T n=3. Mann-Whitney-Test. * p-Wert < 0,05.
** p-Wert < 0,01.

Zusammenfassend bestitigt sowohl die Biolumineszenz Bildgebung wie auch
das klinische und histopathologische Scoring der Versuchstiere die erfolgreiche
Induktion einer akuten GvHD durch die Transplantation von MHC-

inkompatiblen T-Zellen in myeloablativ bestrahlte Empfingermause.
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4.2. Zeitpunkt der T-Zellinfiltration in den Darm nach allogener SZT

Zur Bestimmung des Untersuchungszeitpunktes fir die RNAseq und
Massenspektrometrie Analysen wurde fir das von uns verwendete MHC-
inkompatible Mausmodell der Zeitpunkt der T-Zellinfiltration in den Darm
mittels Immunfluoreszenzfirbungen bestimmt. Hierfir wurden histologische
Priparate der mit Knochenmark- und T-Zellen transplantierten Miusen an den

Tagen 2.5, 3 und 4 nach allogener SZT mittels Immunfluoreszenz Antikérpern
gegen CD90.1, CD4 und CCL21 sowie mit DAPI gefarbt (Abbildung 15).

An Tag 2.5 nach allogener SZT konnten in der Lamina Propria sowohl weit
entfernt der PP als auch in direkter Nihe zu den PP kaum Spender T-Zellen
detektiert werden (Abbildung 15, oben). In den PP lieBen sich zu diesem
Zeitpunkt eine starke Expression von CCL21 sowie bereits einige CD90.17

Spender T-Zellen nachweisen.

An Tag 3 nach allogener SZT konnte in der Lamina Propria weit entfernt der PP
weiterhin keine Spender T-Zellen gefunden werden, wohingegen sich in
direkter Nahe zu den PP bereits einige, vor allem CD4 negative, Spender T-
Zellen zeigten (Abbildung 15, mitte). Auch die Anzahl an Spender T-Zellen
innerhalb der PP war zu diesem Zeitpunkt weiterhin stark zunehmend.

An Tag4 nach allogener SZT konnten auch weit entfernt der PP eine
Infiltration der Lamina Propria mit Spender T-Zellen nachgewiesen werden
(Abbildung 15, unten). Zudem wies auch die Lamina Propria nah der PP eine
zunehmende Infiltration mit Spender T-Zellen auf.

Diese Daten zeigen, dass die T-Zellinfiltration der Lamina Propria bereits zu
einem frihen Zeitpunkt nach allogener SZT beginnt und einer auffilligen
Verteilung unterliegt. So scheinen T-Zellen zuerst in Lamina Propria Bereichen
nahe der PP zu infiltrieren, wohingegen die Infiltration von Bereichen weit
entfernt der PP erst zu einem spiteren Zeitpunkt einsetzt.
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Peyer’scher Plaque Lamina Propria FtPP

Abbildung 15: Kinetik der T-Zell Infiltration in die intestinale Lamina Propria. Reprisentative
Immunfluoreszenzfirbungen von PP tragenden Darmabschnitten der KM+T Miuse an Tag 2.5, 3 und 4 nach
allogener SZT. Die linke Spalte zeigt reprasentative Aufnahmen von PP-Abschnitten mit angrenzender Lamina
Propria NtPP). Die rechte Spalte zeigt Aufnahmen der Lamina Propria weit entfernt der PP (FtPP). Die Firbung
wurde mit IF Antikérpern gegen CD90.1 (APC; blau), CD4 (A488; griin), CCL21 (Cy3; rot) und mit DAPI
durchgefiihrt. Alle Bilder wurden mit einem 10x Objektiv aufgenommen.

4.3. Intestinale T-Zellverteilung wahrend der friithen aGvHD

Bei genauerer Analyse der zuvor beobachteten intestinalen T-Zellverteilung
wihrend der frihen aGvHD stellte sich eine deutliche Akkumulation von
Spender T-Zellen nahe der PP dar (Abbildung 16, A). In
Immunofluoreszenzuntersuchungen der intestinalen Lamina Propria an den
Tagen 2.5, 3 und 4 nach allogener SZT zeigte sich entsprechend ein deutlicher
Gradient der CD90.1" Spender T-Zellen mit hohen T-Zellzahlen nahe der PP
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und abnehmenden Zellzahlen in zunehmender Entfernung zu diesen
(Abbildung 16, B). Dieser intestinale T-Zellgradient =zeigte sich mit
fortschreitender Zeit nach allogener SZT zunehmend rtckliufig und war ab
Tag 6 nach allogener SZT nahezu vollstindig aufgehoben (Abbildung 16, C).

Zusammenfassend legen diese Beobachtungen eine frithe Einwanderung von
T Zellen in Lamina Propria Bereiche nahe der PP entweder per direkter

Migration aus den benachbarten PP oder per selektiver vaskulirer Infiltration
Uber die Blutbahn nahe.
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Abbildung 16: Intestinaler T-Zellgradient der frithen GvHD. (A) Laser-Scanning-Mikroskop (LSM)
Aufnahme eines PP tragenden Diinndarmabschnitt an Tag 4 nach allogener SZT. CD90.1+ Spender T-Zellen
(grin), Zellkernfirbung mittels DAPI (grau). (B) Anzahl der CD90.1* Spender T-Zellen pro mm? intestinaler
Lamina Propria in Abhingigkeit von der Entfernung zum PP. Immunfluoreszenzmikroskopie Analysen an Tag
4 nach allogener SZT (n=14). *** p-Wert <0,001, gepaarter t-Test. (C) Anzahl CD90.1* Spender T-Zellen pro
mm? intestinaler Lamina Propria in Abhingigkeit von der Entfernung zum PP. Lichtblatt-
Fluoreszenzmikroskopie (LSFM) Aufnahmen intestinaler Lamina Propria zu den Zeitpunkten Tag 2.5, 3, 4
(n=12) und 6 (n=3) nach allogener SZT. LSFM Daten (C) freundlicherweise bereitgestellt von Katja Jarick.

4.4. Migrationsverhalten aktivierter T-Zellen an der Grenze zwischen
Peyerschem Plaque und Lamina Propria

Zur Analyse der T-Zellmigration an der Grenze der PP zur Lamina Propria (LP)
wurden die T-Zellen innerhalb der PP durch Photokonversion markiert und
anschlieBend ihre Migrationswege mittels intravitaler 2-Photonenmikroskopie
(s. Abschnitt 3.3.15) untersucht (Abbildung 17 A).
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Hierbei konnte bereits an Tag 3 nach allogener SZT eine direkte Migration von
einzelnen T-Zellen aus den PP in die angrenzende Lamina Propria nachgewiesen
werden (Abbildung 17 B, oben), welche sich an Tag 3,5 nach allogener SZT
weiter verdeutlichte (Abbildung 17 B, unten) (Jarick 2019).
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Abbildung 17: Aktivierte T-Zellen migrieren direkt aus den PP in die angrenzende Lamina Propria.
(A) Zur GvHD Induktion wurden 1,2x106 Dendra2t T-Zellen in myeloablativ bestrahlte BALB/c Mause
injiziert. Nach Photokonversion eines PP an Tag 3 nach allogener SZT erfolgte die 2-Photonenmikroskopie
der PP Grenzen an den Tagen 3, 3,5 und 4 nach allogener SZT. (B) Reprisentative Aufnahmen der PP Grenzen
(gestrichelte Linie) mit photokonvertierten T-Zellen (rot/gelb) und ihren Migrationswegen (diinne Linien) an
Tag 3 (oben) und Tag 3,5 (unten) nach allogener SZT. Malstabsbalken 100um. (C) Analyse des
Migrationsverhaltens der photokonvertierten T-Zellen innerhalb der PP und in der Lamina Propria (LP) an Tag
3 und Tag 4 nach allogener SZT beziiglich Geschwindigkeit (um/min), Direktionalitit und Drehwinkel. Daten
und Abbildung freundlicherweise bereitgestellt von Katja Jarick (Jarick 2079).

Zur Analyse des Migrationsverhaltens wurde die Geschwindigkeit, die
Direktionalitit und der Drehwinkel der migrierenden Zellen untersucht
(Abbildung 17, C). Die Direktionalitit beschreibt dabei den Quotienten aus
dem direkten Verbindungsweg zwischen Start und Endpunkt eines
Migrationswegs (Nettodistanz) und der tatsichlich zuriickgelegten Wegstrecke.
Der Drehwinkel beschreibt den Winkel der einzelnen Migrationsschritte
zueinander und kann als gegenlaufiger Marker der Direktionalitit gesehen
werden. Betrachtet man die Migrationsgeschwindigkeit der T-Zellen so
migrierten diese in der Lamina Propria schneller als innerhalb der PP und an Tag
3 nach allogener SZT insgesamt schneller als an Tag 4. An Tag 4 zeigten die T-
Zellen eine geradlinigere Migration mit héherer Direktionalitit als an Tag 3.
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Dabei wiesen die T-Zellen an Tag 4 eine hohere Direktionalitat in der Lamina
Propria als innerhalb der PP auf, wohingegen an Tag 3 die Zellen innerhalb der
PP geradliniger migrierten. Im Finklang mit diesen Befunden zeigten an Tag 4
die T-Zellen in der Lamina Propria niedrigere Drehwinkel, wohingegen an Tag
3 die T-Zellen innerhalb der PP niedrigere Drehwinkel aufwiesen.

Die intravitale 2-Photonenmikroskopie bestitigt eine direkte Migration von
Spender T-Zellen aus den PP in die angrenzende Lamina Propria in der frihen
intestinalen aGvHD. Die T-Zellmigration weist dabei insgesamt ein eher
zufilliges Bewegungsmuster mit einem geringen Mal} an Direktionalitit auf.

4.5. Laser-Mikrodissektion zur Gewinnung von RNA und
Proteinproben aus instestinalen murinen Kryoschnitten

Um Faktoren zu identifizieren, welche die Migration von T Zellen im Rahmen
des intestinalen T-Zell-Homings beeinflussen, wurde die Laser-
Mirkodissektion (LMD) zur Gewinnung von intestinalen RNA und
Proteinproben angewandt (s. Abschnitt 3.3.9). Die durch LMD aus den
intestinalen Kyroschnitten der Maduse an Tag 4 nach allogener SZT
gewonnenen Proben wiesen eine gute RNA Integritit mit durchschnittlichen
RIN Werten von 6-8 und einer Konzentration von 5-10 ng/ul auf. Die gute
RNA Integritit spiegelt sich auch in der Qualitat der daraus resultierenden RNA
Sequenzierungsdaten wider, wie beispielweise anhand der Korrelationsanalysen
zu erkennen ist. Die Proben der KM+T Gruppe korrelierten untereinander
stark und lieBen sich deutlich von denen der KM und Ut Kontrollgruppe
abgrenzen (Abbildung 18). Die Proben der KM Kontrolle glichen somit eher
denen der unbehandelten Miuse (Ut Kontrolle) und unterschieden sich beide
deutlich von denen der KM+T Gruppe (Abbildung 18, A, B). Auch innerhalb
der KM+T Gruppe konnte man die Lamina Propria Bereiche nah (NtPP) und
weit entfernt der PP (FtPP) anhand von Korrelationsanalysen ihrer
Transkritionsprofile (Abbildung 18, C) deutlich voneinander abgrenzen.

Die Proteinqualitit der Proben fiir die Massenspektrometrie konnte nur bedingt
durch vorangestellte Analysen beurteilt werden. Die tatsichlich vorhandene
Probenqualitit fiir die Proteinexpressionsanalyse ldsst sich aber anhand der
resultierenden Massenspektrometrie Ergebnisse erkennen, welche spater
dargestellt werden (s. Abschnitt 4.7).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Laser-Mikrodissektion kombiniert mit RNA
Sequenzierung eine erfolgreiche Methodik zur Transkriptomanalyse selektiver
Gewebebereiche darstellt.
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Abbildung 18: Darstellung der Hauptkomponentenanalyse und Korrelations Heatmaps der RNAseq
Daten. (A) zeigt die Hauptkomponentenanalyse der einzelnen Proben. Die KM+T Gruppe lisst sich hierbei
deutlich von den KM und Ut Kontrollen abgrenzen. (B) zeigt die Korrelationsheatmap fiir die Proben der
KM+T, KM Kontroll und Ut Kontroll Gruppe. (C) zeigt die Korrelationsheatmap fiir die Proben der KM+T
Gruppe nah (NtPP) und weit entfernt (FtPP) des PP. Fiir die dargestellten Korrelationsheatmaps wurden die
Daten aller differenziell exprimierten Gene mit einer FDR<10% verwendet.

4.6. Ergebnisse der RNA Sequenzierung

Die RNA Sequenzierung konnte insgesamt tiber 46000 Gene detektieren. Im
Vergleich der KM+T und der KM Gruppe an Tag 4 nach allogener SZT
konnten tiber 7200 Transkripte mit einer FDR<10% entdeckt werden. Bei einer
Log2 Fold Change (Log2FC) von =1 bzw. 22 zeigten sich 1599 bzw. 324
Transkripte signifikant verandert (adj. p-Wert<0,05). Im Vergleich der Lamina
Propria Bereichen nah und fern der PP innerhalb der KM+T Gruppe konnten
142 Transkripte mit einer FDR<10% detektiert werden.

Die Heatmap-Darstellung des Vergleichs KM+T vs. KM Kontrolle vs. Ut
Kontrolle zeigt, dass nahezu alle Gene, die in der KM+T Gruppe hochreguliert
waren, sowohl in der KM als auch in der Ut Kontrolle kaum vermehrt
exprimiert wurden (Abbildung 19). Lediglich jene Transkripte, die in der
KM+T Gruppe insbesondere nah am PP detektiert wurden, zeigten zum Teil
auch eine vermehrte Expression in der Ut, nicht jedoch in der KM Kontrolle.
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NtPP FtPP NtPP
KM+T KM Kontr.

Abbildung 19: Heatmap RNAseq KM+T vs. KM Kontrolle vs. Ut Kontrolle: Dargestellt sind alle
differenziell exprimierten Gene mit einer FDR <10%, adj. p-Wert <0,05 und einer Log2FC >2 fir den
Vergleich KM+T vs. KM Kontrolle. Die normalisierten Expressionswerte der Gene sind farblich skaliert nach
dem Z-Score dargestellt. Die Spalten zeigen die Gruppen KM+T, KM Kontrolle und Ut Konrolle (je 4 Miuse)
mit den jeweiligen Lanzina Propria Bereichen nahe (NtPP, dunkel) und weit entfernt (FtPP, hell) der PP.

4.6.1. Vergleich der Transkriptionsprofile der KM+T Gruppe und KM
Kontrollgruppe

Mit einer Log2 Fold Change (KM+T vs. KM Kontrolle) von 6,7 zeigte sich in
der KM+T Gruppe die Expression des Gens Pla2g4c am stirksten
hochreguliert und im Vergleich zu den Kontrollgruppen etwa um das 100-fache
erhoht (Abbildung 20). Auch die Gene Socsl (Log2FC 5,2), Rtnlb
(Log2FC 5,2) und Ly6a (Log2FC 4,4) waren in der KM+T Gruppe deutlich
erhoht exprimiert. Des Weiteren wurde innerhalb der KM+T Gruppe eine
starke Hochregulierung des Enzyms Indolamin-2,3-Dioxygenase 1 (Idol;
Log2FC 4,6) detektiert.

In der KM+T Gruppe konnten auch einige bekannte Faktoren der GvHD und
der damit einhergehenden Immunreaktion, wie IFN-y (Ifng; Log2FC 5,2) und
die verbunden IFN-y-induzierten Proteine (ligp1, Igtp; Log2FC 4,4 bzw. 4,2),
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mit deutlich erhohter Expression gefunden werden. Auch TNF-a (Tnf;
Log2FC 1,9) zeigte sich in der KM+T Gruppe stark erhéht, wurde jedoch kaum
in der KM und Ut Kontrolle detektiert.

Eine weitere auffillige Hochregulierung einer Gruppe von Genen in der
KM+T Gruppe war die der Gasdermine mit Gsdmcl-ps (Log2FC 5,0), Gsdmc2
(Log2FC 4,6), Gsdmc3 (Log2FC 3,9) und Gsdmc4 (Log2FC 3,2). Lediglich das
Gasdermin A2 (Log2FC -2,77) zeigte sich im Vergleich zur KM Kontrolle in
der KM+T Gruppe vermindert exprimiert.
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Abbildung 20: Vergleich der RNAseq-Transkriptionsprofile der KM+T vs. KM Kontrollgruppe in
einem Vulkanplot. Dargestellt sind alle differenziell exprimierten Gene des Vergleiches KM+T vs. KM
Kontrolle mit einer FDR<10%. Die eingezeichneten Grenzwerte entsprechen einem adjustierten p-Wert <0,05
und einer Log2 Fold Change >1 (2fach gesteigert). Log2FC = Log?2 Fold Change; sig. = signifikant (adj. p-Wert
<0,05); n.s. = nicht signifikant (adj. p-Wert >0,05).
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4.6.1.1. Oberflachenmarker und Zelltypen der intestinalen aGvHD

Zur Analyse der Zellen, welche im Rahmen der intestinalen aGvHD bedeutsam
sind, wurden die RNAseq Daten im Hinblick auf Oberflichen- und Zellmarker
untersucht. Der Vergleich der Transkriptionsprofile der GvHD entwickelnden
KM+T Gruppe und der KM Kontrolle konnte insbesondere eine starke
Expression von Thyl (CD90; Log2 FC KM+T vs KM 2,8) und Untereinheiten
des T-Zell Korezeptors CD3 (CD3d; CD3z; CD3e; CD3g Log2FC 2,5; 2,4; 1,2;
1,0) innerhalb der KM+T Gruppe nachweisen (Abbildung 21, S. 60). Weiterhin
konnte auch eine vermehrte Expression von CD8b (Log2FC 3,4), was
insbesondere von zytotoxischen T-Zellen exprimiert wird, innerhalb der
KM+T Gruppe gefunden werden. Auch die Granzyme Gzma (Log2FC 2.4),
Gzmb (Log2FC 3,0), Gzmk (Log2FC 1,8), sowie NKG7 (Log2FC 2,1) und
FasL. (Log2FC 1,7), welche vor allem von zytotoxischen T-Zellen und NK
Zellen exprimiert werden, zeigten eine vermehrte Expression innerhalb der
KM+T Gruppe. In der Ut Kontrolle, nicht aber in der KM Kontrolle, konnte
ebenfalls eine gewisse Expression an CD90, CD3, CD8b, Granzymen, NKG7
und Fasl, nachgewiesen werden. Im Vergleich zu CDS8 zeigte CD4 (Log2FC
0,7) nur eine leicht erhohte Expression in der KM+T Gruppe.

Weiterhin waren insbesondere die Transkriptionsfaktoren des Tx1 Subtyps wie
T-bet (Tbx21; Log2FC 1,9) und STAT4 (Log2FC 2,3) in der KM+T Gruppe
deutlich erhéht. Auch der Interleukin-12 Rezeptor (I112rbl; Log2FC 1,0),
welcher mal3geblich die Differenzierung von CD4" T-Zellen zu Tyl Zellen
tordert, wurde in der KM+T Gruppe und Ut Kontrolle vermehrt exprimiert.
Neben dem bereits erwihnten Ty1 Transkriptionsfaktor T-bet zeigte sich mit
GATA3 (Log2FC 2,6) auch ein bedeutender Transkriptionsfaktor des Ty2
Phinotyps in der KM+T Gruppe deutlich hochreguliert. Allerdings wird
GATA3 beispielsweise auch von Blutgefilen exprimiert und andere Ty2
typische Transkriptionsfaktoren wie DEC2 (BHLHE41; Log2FC -3,2) und
MAF (Log2FC -0,9) wiesen eine deutliche Herunterregulierung im Vergleich
zur KM Kontrolle auf. Interleukin-4 Rezeptor (il4ra; Log2FC 1,3), sowie das
Th2 Zytokin Interleukin-13 (1113; Log2FC 3,7), wurden jedoch wiederum
vermehrt in der KM+T Gruppe exprimiert. Sowohl GATA3 des Tu2 Typs als
auch STAT4 und T-bet des Tyl Typs wiesen eine gleichmifBige Verteilung
innerhalb der KM+T Gruppe auf und zeigten auch in der Ut Kontrolle eine
gewisse Expression. Dagegen zeigte der fir den Tul7 Subtyp bedeutende
Transkriptionsfaktor RORyt (Rorc; Log2FC -1,5) und Ahr (Log2FC -0,5),
welcher sowohl von Ty17 als auch T22 Zellen exprimiert wird, eine niedrigere
Expression in der KM+T Gruppe im Vergleich zur KM und Ut Kontrolle.

56



Ergebnisse

Des weiteren wurde auch das SLAM assoziierte Protein SAP (Sh2d1a; Log2FC
1,6) in der KM+T Gruppe vermehrt exprimiert. SAP wird, wie das in der
KM+T Gruppe ebenfalls ethéhte SLAMFE1 (Log2FC 1,9), unter anderem von
NK1.1" NK T und CD4" follikuliren T-Helferzellen exprimiert. Auch zeigte
sich in der KM+T Gruppe eine vermehrte Expression von NKG2GD
(KLRK1; Log2FC 1,4) und CD160 (Log2FC 1,0), welche sich sowohl auf NK
Zellen, NK T-Zellen als auch auf aktivierten CD8 T-Zellen finden. CD160 wird
zudem auch von intraepithelialen Lymphozyten exprimiert.

Auch die Alpha Kette des Interleukin-2 Rezeptors (CD25; Log2FC 3,3) zeigte
eine deutlich erhohte Expression innerhalb der KM+T Gruppe. GITR
(Tnfrsf18; Log2FC 1,6), CTLA4 (Log2FC 1,2; n.s.) und Interleukin-10 (I110;
Log2FC 3,1) wurden ebenfalls innerhalb der KM+T Gruppe vermehrt
exprimiert, wenngleich keine Expression des spezifischen regulatorischen T-
Zelltranskriptionsfaktors FOXP3 detektiert werden konnte. Weitere typische
Transkriptionsfaktoren, wie FOXO3 (Log2FC -1) fir natiirliche regulatorische
T Zellen, sowie SMAD2 und SMAD3 (Log2FC -0,5 bzw. -0,9) fir induzierbare
regulatorische T Zellen waren im Vergleich zur KM Kontrolle sogar erniedrigt.

In der KM+T Gruppe zeigte sich eine vermehrte Expression von CD44
(Log2FC 0,9) sowie des Interleukin-15 Rezeptors (I115r; Log2FC 1,5), ohne
jedoch den fir Effektor Memory T-Zellen typischen Transkriptionsfaktor
BLIMP1 nachweisen zu kénnen. Als Hinweis auf naive T-Zellen zeigten sich
in der KM+T Gruppe nur der Chemokinrezeptor CCR7 (Log2FC 1,6), sowie
der fir naive CD8 T-Zellen typische Transkriptionsfaktor RUNX3 (Log2FC
0,9) erhoht. Dabei wird CCR7 unter anderem auch von aktivierten
dendritischen Zellen exprimiert. Der fir naive CD4 T-Zellen typische
Transkriptionsfaktor THPOK konnte hingegen nicht detektiert werden.

Als weiterer Oberflichenmarker konnte Ly6G (Log2FC 2,4) als Marker fir
neutrophile Granulozyten mit deutlich erhéhter Expression in der KM+T
Gruppe nachgewiesen werden. Auch der Oberflichenmarker Ly6C (Log2FC
3,1), welcher sowohl von nicht patrollierenden klassischen Monozyten als auch
Effektor sowie Memory T-Zellen und Neutrophilen exprimiert wird, zeigte sich
in der GvHD deutlich vermehrt exprimiert. Weiterhin zeigten sich auch die fiir
Monozyten typischen Oberflichenmarker Fcy-Rezeptor 111 (CD16/FCGR3;
Log2FC 0,6) und Fcy-Rezeptor 11 (CD32/FCGR2 Log2FC 1,1) in der KM+T
Gruppe erhoht. In der KM+T Gruppe konnte zudem eine vermehrte
Expression von KLF2 (Log2FC 1,2) und CEBPB (Log2FC 0,8) detektiert

werden, welche vor allem als Transkriptionsfaktoren von Ly6C- nicht-
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klassischen Monozyten bedeutsam sind. Andere klassische Monozyten Marker
wie CD11b und CD115 konnten nicht detektiert werden. Sialophorin (CD43;
Log2FC 1,9), welches sich auf der Oberfliche von T-Zellen, Monozyten und
Granulozyten findet, war ebenso wie CD14 (Log2FC 0,9) als Marker fiir
Monozyten und Makrophagen in der KM+T Gruppe hochreguliert. Unter den
allgemeinen Makrophagen-Markern zeigte sich in der KM+T Gruppe lediglich
eine leicht erhéhte Expression von CD68 (Log2FC 0,5), wohingegen F4/80
sowie CD064 nicht detektiert werden konnte und MerTK (Log2FC -1,1) im
Vergleich zur KM Kontrolle sogar vermindert exprimiert wurde. Allerdings
konnten einige Transkriptionsfaktoren und Marker der Makrophagen Subtypen
M1, wie IRF5 (Log2FC 1,0), Interleukin-18 (I11b; Log2FC 1,3), TLR2 (Log2FC
1,1) und SOCS3 (Log2FC 2,1), sowie des Subtyps M2, wie MRC1 (Log2FC 1,9),
ARG1 (Log2FC 1,7) und CD163 (Log2FC 1,7), in der KM+T Gruppe mit
deutlich erhéhter Transkriptionsrate gefunden werden.

Die Genexpression des Trankriptionsfaktor IRF 8 (Log2FC 1,6) sowie der
Oberflichenmarker Ly6C (Log2FC 3,1) und CD317 (BST2; Log2FC 2,1) als
Marker fiir plasmazytoide dendritische Zellen war in der KM+T Gruppe stark
erhoht. Typisch fir konventionelle dendritische Zellen vom Typ 1 zeigten sich
die Transkriptionsfaktoren IRF8 (Log2FC 1,6), NFIL3 (Log2FC 1,3) und
BATTF3 (Log2FC 1,9) in der KM+T Gruppe vermehrt exprimiert. CLEC10A
(Log2FC 2,7) als Marker fiir konventionelle dendritische Zellen vom Typ 2 wies
ebenfalls eine vermehrte Expression in der KM+T Gruppe auf. Weitere
typische Marker fiir dendritische Zellen wie beispielsweise CD11c¢ konnten
nicht detektiert werden. In der KM+T Gruppe wurden eine Reihe von MHC-
IT Genen wie H2-DMb1 (Log2FC 2,2), H2-DMb2 (Log2FC 2,1), H2-DMa
(Log2FC 1,9), H2-Ab1 (Log2FC 1,6) verstirkt exprimiert gefunden. CD40
(Log2FC 1,7) und CD40L (Log2FC 1,4; n.s.) wurden beide vermehrt in der
KM+T Gruppe exprimiert, wobei die Ut Kontrolle nur maf3ige und die KM
Kontrolle kaum eine Expression dieser Marker zeigte.

Als Zeichen der Antiinflammation und Gegenregulation zeigte sich in der
KM+T Gruppe eine vermehrte Expression von Interleukin-10 (I110; Log2FC
3,1) und PD-L1 (CD274; Log2FC 3,1). Neben Interleukin-10 zeigte auch
Interleukin-13 (I113; Log2FC 3,7) in der KM+T Gruppe eine starke Expression,
wohingegen die KM und Ut Kontrolle unauffallig blieb. Unter den Zytokinen
konnte weiterhin auch eine vermehrte Expression des Interleukin-21 Rezeptors
([121r; Log2FC 1,6) in der KM+T Gruppe detektiert werden. Dieser zeigte
nicht nur eine auffillige Verteilung innerhalb der KM+T Gruppe, sondern
wurde auch in der Ut Kontrolle exprimiert. Auch die Gamma Kette des
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Interleukin-2 Rezeptors (CD132; Log2FC 1,4) zeigte eine deutliche Expression
in der KM+T Gruppe und Ut Kontrolle. Interleukin-1a (Il1a; Log2FC 1,6),
welches entscheidend an der akuten Phase einer Entztindung beteiligt ist, zeigte
eine deutliche Expression in der KM+T Gruppe und Ut Kontrolle, nicht
jedoch in der KM Kontrolle. Der ebenfalls in der KM+T Gruppe erhchte
Interleukin-1 Rezeptor II (II1R2; Log2FC 1,8) fungiert als Decoy-Rezeptor,
indem er Interleukin-la und Interleukin-1@ bindet und somit die Bindung und
Signaltransduktion iber ihren reguliren Rezeptor verhindert. Auch das vor
allem von Ty17 Zellen produzierte proinflammatorische Interleukin-17 (I117d;
Log2FC 1,5) wurde innerhalb der KM+T Gruppe vermehrt exprimiert.

Zudem soll an dieser Stelle die vermehrte Expression zahlreicher
kostimulatorischer Marker innerhalb der KM+T Gruppe hervorgehoben
werden. So waren insbesondere Gene der TNF Rezeptor Superfamilie wie
CD27 (ITNFRSF7, Log2FC 1,1), OX40 (TNFRSF4, Log2FC 1,7) und 4-1BB
(ITNFRSF9, Log2FC 1,9) in der KM+T Gruppe in Threr Expression deutlich
hochreguliert (Abbildung 24, S 66). CD27 wurde innerhalb der KM+T Gruppe
vor allem in Lamina Propria Bereichen nahe der PP exprimiert (s. Abschnitt
4.6.2.1). Im Gegensatz hierzu zeigten Ox40 und 4-1BB eine gleichmillige
Expression in der KM+T Gruppe. CD27 zeigte auch eine gleichmaillige
Expression in der Ut Kontrolle, wohingegen Ox40 und 4-1BB sowohl in der
KM als auch der Ut Kontrolle nur vereinzelt exprimiert wurde. Von den
zugehorigen Liganden konnte nur 4-1BB Ligand (TNFSF9, Log2FC 1,3) mit
einer signifikant ethchten Expression detektiert werden.

Weiterhin zeigte auch das Zelladhisionsmolekiil und kostimulatorischer Marker
CD2 (Log2FC 3,1) eine deutliche Expression in der KM+T Gruppe,
wohingegen sonst nur die Ut Kontrolle eine leichte Expression hiervon aufwies.
Auffillig war auch hier das Verteilungsmuster innerhalb der KM+T Gruppe (s.
Abschnitt 4.6.2.1). Auch der CD2 Bindungspartner CD48 (SLAMF2, Log2FC
2,0) zeigte sich sowohl in der KM+T Gruppe als auch in der Ut Kontrolle mit
hoher Expression bei annihrend negativer KM Kontrolle (Abbildung 24, S. 60).

Die Analyse der Oberflichenmarker und Zelltypen zeigt eine iberwiegende
Expression von T-Zellassoziierten Genen wihrend der akuten intestinalen
GvHD. Dabei pridominieren insbesondere zytotoxische T-Zellen (T¢) und
Typl T-Helferzellen (Tul), wohingegen beispielsweise Typ2 und Typ17 T-
Helferzellen (Tu2 bzw. Tul) eine eher untergeordnete Rolle wihrend der
akuten intestinalen GvHD spielen.
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Abbildung 21: Oberflichenmarker und Zelltypen der intestinalen aGvHD. Dargestellt sind ausgewihlte
differentiell exprimierte Gene des Vergleiches KM+T vs. KM Kontrolle vs. Ut Kontrolle mit einer FDR<10%.
Mit Ausnahme der markierten Gene () CD40lg und Ctla4 zeigten alle Gene einen adj. p-Wert <0,05 fiir den
Vergleich KM+T vs. KM-Kontrolle. Innerhalb der experimentellen Gruppen sind jeweils die Expressionswerte
nahe (NtPP; dunkel) und weit entfernt der PP (FtPP; hell) abgebildet. Die normalisierten Expressionswerte der
Gene sind farblich skaliert nach dem Z-Score dargestellt. Die Visualisierung der Daten wurde ohne
hierarchisches Clustering mit dem Programmpaket Pheatmap in R durchgefithrt. Zytotoxische T-Zelle (Tc);
follikuldre T-Helferzelle (Tth); regulatorische T-Zelle (Treg); T-Helferzelle Typ 1 (Th1); T-Helferzelle Typ
2(Th2); T-Helferzellen Typ 17 (Th17); Zentrale Memory T-Zellen (Tcm); Naive T-Zellen (Th0). Als Grundlage
der Analyse diente unter anderem das Computermodell seq-ImmuCC (Chen, Quan et al. 2018).
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4.6.1.2. Chemokine der intestinalen aGvHD

Zur Identifizierung von Chemokinen welche generell wihrend der intestinalen
GvHD exprimiert werden und somit eine Rolle im intestinalen T-Zell-Homing
spielen konnten, wurden die Transkriptionsprofile der GvHD entwickelnden
KM+T Gruppe mit denen der KM- und Ut-Kontrolle verglichen. Dabei
konnten einige signifikant verinderte Chemokine detektiert werden, welche
anhand ihres Transkriptionsprofils in funf Cluster eingeteilt werden konnen
(Abbildung 22). Das Chemokin CCL9 (Log2FC KM+T vs. KM -1,3), welches
sich relativ selektiv nur in der KM Kontrolle und miBig in der KM+T Gruppe,
jedoch nicht in der Ut Kontrolle exprimiert zeigte, bildet das erste Cluster.

Das zweite Cluster wird von den Chemokinen CCL28 (Log2FC -1,4), CCL25
(Log2FC -1,4), CCL6 (Log2FC -0,9), sowie den Chemokinrezeptoren CXCR4
(Log2FC -1,2) und CX3CR1 (Log2FC -1,4) gebildet. Diese Chemokine
beziehungsweise Chemokinrezeptoren wurden insbesondere in der Ut
Kontrolle und maflig auch in der KM Kontrolle, jedoch kaum in der KM+T
Gruppe exprimiert.

Das dritte Cluster wird aus jenen Chemokinen und Chemokinrezeptoren
gebildet, welche in der Ut Kontrolle und insbesondere in den Lamina Propria
Bereichen nahe der PP der KM+T Gruppe, nicht jedoch in der KM Kontrolle
exprimiert wurden. Hierzu zdhlen neben den Chemokinrezeptoren CCR5
(Log2FC 1), CCRY9 (Log2FC 1,1), CXCR6 (Log2FC 1,2) und CCR7
(Log2FC 1,6) auch die Chemokine CCL22 (Log2FC 2,2), CCL5 (Log2FC 0,5),
CCL4 (Log2FC 2,5) und CCL3 (Log2FC 2,4).

Die Chemokine CXCL14 (Log2FC 0,6), CXCL2 (Log2FC 1,7), CCL7
(Log2FC 2,3), CCL8 (Log2FC 24), CCL11 (Log2FC 1,7) und CCL17
(Log2FC 1,3) sowie der Chemokinrezeptor CCR1 (Log2FC 0,6) bilden das
vierte Cluster. Dies ist durch eine hohe Expression in der KM+T Gruppe,
insbesondere in Lamina Propria Bereichen nahe der PP, und einer nur
sporadischen Expression in der KM Kontrolle und weniger noch in der Ut
Kontrolle, charakterisiert.

Die Chemokine des funften Clusters zeigten eine gleichmillig verstirkte
Expression innerhalb der KM+T Gruppe, eine nur schwache Expression in der
Ut Kontrolle und nahezu keine Expression in der KM Kontrollgruppe. Hierzu
zihlen CCL24 (Log2FC 2,0), CXCL5 (Log2FC 2,7), CX3CL1 (Log2FC 0,8),
CXCL10 (Log2FC 2,7), CXCL11 (Log2FC 3,8) und CXCL9 (Log2FC 3,7).
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Die vermehrte Detektion der Faktoren Selektin P Ligand (Selplg; Log2FC 1,5),
des Interzelluliren Adhesions Molekiil 1 (ICAM-1; Log2FC 2,3), der Integrine
B7 (Itgb7; Log2FC 1,7) sowie des Integrins al. (Log2FC 0,8), welche neben
Chemokinen das T-Zell-Homing im Rahmen der GvHD beeinflussen, werden
in Abschnitt 4.6.2.2 behandelt.

Zusammenfassend sind insbesondere die in der KM+T Gruppe am stirksten
hochregulierten Chemokine CCL3, CCL4 und CCL8 sowie CXCL5, CXCL9,
CXCL10 und CXCL11 hervorzuheben. Mit Ausnahme von CXCL5, welches
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirkt, sind diese Chemokine
mitunter stark chemotatktisch fiir T-Zellen und konnen entsprechend
bedeutende Faktoren fir das intestinale T-Zell-Homing wahrend der akuten
intestinalen GvHD darstellen.
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Abbildung 22: Chemokine der intestinalen akuten GvHD. Dargestellt sind alle Chemokine des Vergleiches
KM+T vs. KM Kontrolle vs. Ut Kontrolle mit einer FDR <10% und adj. p-Wert <0,05. Die Spalten zeigen
fiir jede experimentelle Gruppe KM+T, KM Kontrolle und Ut Konrolle die einzelnen Replikate (je 4 Mduse)
mit den jeweiligen Lawina Propria Bereichen nahe (NtPP, dunkel) beziechungsweise fern der PP (FtPP, hell). Die
normalisierten Expressionswerte der Gene sind farblich skaliert nach dem Z-Score dargestellt. Hierarchisches
Clustering der Chemokine anhand der Expressionswerte und Visualisierung der Daten wurde mit dem
Programmpaket Pheatmap in R durchgefiihrt.
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4.6.2. Vergleich der Transkriptionsprofile zwischen Lamina Propria
Bereichen nah und fern der PP wahrend der aGvHD

Um Faktoren zu identifizieren die speziell fir die direkte Migration von T-
Zellen aus den PP in die angrenzende Lamina Propria von Bedeutung sind
wurden die Transkriptionsprofile der Lamina Propria Bereiche nah (NtPP) und
fern (FtPP) der PP innerhalb der KM+T Gruppe an Tag 4 nach allogener SZT
miteinander verglichen. Dabei konnten bei einer FDR<10% insgesamt 142
differentiell exprimierte Gene detektiert werden (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Vergleich der RNAseq-Transkriptionsprofile der KM+T NtPP vs. FtPP Lamina Propria
Bereiche in einem Vulkanplot. Dargestellt sind alle Transkripte des Vergleichs der Lamina Propria Bereiche
nah (NtPP) und fern (FtPP) der PP innerhalb der KM+T Gruppe mit einer FDR<10%. Die eingezeichneten
Grenzwerte entsprechen einem adjustierten p-Wert <0,05 und einer Log2 Fold Change (LLog2FC) >1. sig. =
signifikant (adj. p-Wert <0,05); n.s. = nicht signifikant (adj. p-Wert >0,05).

4.6.2.1. Oberflaichen- und Zellmarker nahe der Peyerschen
Plaques

Die Analyse von Oberflichen- und Zellmarker wihrend der akuten GvHD
konnte eine deutlich héhere Expression T-Zellassoziierter Gene nahe der PP
nachweisen (Abbildung 24, S. 66). So zeigten sich beispielsweise CD90 (Thyl;
Log2FC KM+T NtPP vs KM+T FtPP 2,3) und Untereinheiten des T-Zell
Korezeptors CD3 (CD3z Log2FC 3,0; CD3g Log2FC 1,5; CD3d Log2FC 1,5
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n.s., CD3e Log2FC 1,3 n.s.) innerhalb der KM+T Gruppe in Lamina Propria
Bereichen nahe der PP stirker exprimiert als in Bereichen mit weiter
Entfernung zu diesen. Als Hinweis auf das dabei votliegende Uberwiegen eines
CD8" zytotoxischen T-Zell-Phinotyps kann die vermehrte Detektion von
CD8a (Log2FC 1,3), der Granzyme K, B und A (Gzmk n.s., Log2FC 2,0; Gzmb
Log2FC 1,5; Gzma Log2FC 1,3) sowie NKG7 (Log2FC 2,1) gesehen werden.
Die Granzyme und NKG7 werden dabei, wie auch der Marker CD160 (n.s.,
Log2FC 1,5), neben zytotoxischen T-Zellen, auch von NK T-Zellen und NK
Zellen exprimiert.

Zu den Genen, welche wihrend der GvHD vor allem in direkter Nihe zu den
PP stark hochreguliert waren, zahlte insbesondere der Oberflichenmarker CD2
(Log2FC  2,5). Dieser findet sich als Zelladhidsionmolekil und
kostimulatorischer Faktor vor allem auf der Oberfliche von T-Zellen und NK
Zellen. CD2 zeigte nur eine geringe Expression in der KM und Ut Kontrolle
und wies keine deutlichen Expressionsunterschiede zwischen den Lamina
Propria Bereichen nah und fern der PP innerhalb der Kontrollgruppen auf. Auch
dessen Ligand CD48 (FDR>10%, n.s., Log2FC 1,0) wies eine, wenn auch nicht
signifikant, h6here Expression nahe der PP auf.

Weiterhin zeigten auch die Mitglieder der TNF-Rezeptor Superfamilie CD27
(Tnfrsf7; Log2FC 2,4) und 4-1BB (Tnfrsf9/CD137; n.s., Log2FC 1,6) innerhalb
der KM+T Gruppe ecine deutlich erhohte Expression in ILamina Propria
Bereichen nahe der PP im Vergleich zu weit entfernt von diesen. Auch Ox40
(TNFRSF4, FDR>10%, n.s., Log2FC 1,0) und 4-1BBL (TNFSF9, FDR>10%,
n.s., Log2FC 0,5) zeigten eine auffallige, wenn auch nicht signifikante,
Verteilung innerhalb der KM+T Gruppe. 4-1BB zeigte eine selektive
Expression fiir Bereiche nahe der PP in der KM+T Gruppe, wohingegen die
KM und Ut Kontrolle unabhingig von der Entfernung zu den PP kaum eine
Expression aufwies. CD27 dagegen zeigte neben der selektiven Expression in
den Lamina Propria Bereichen nahe der PP innerhalb der KM+T Gruppe nur in
der Ut Kontrolle eine miallige Expression, ohne aber einen

Verteilungsgradienten aufzuweisen.

Wie CD27 zeigten auch die Oberflichenmarker CD96 (Log2FC 2,2) und CD52
(Log2FC 1,9) in der KM+T Gruppe eine selektive Exhohung in Lamina Propria
Bereichen nahe der PP. Dabei zeigte sich wie bei CD27 nur in der Ut Kontrolle
eine gewisse Expression von CD96 und CD52, ohne jedoch eine auffillige
Verteilung abhingig von der Entfernung zu den PP zu zeigen.
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Auch weitere Zellmarker (s. Abschnitt 4.6.1.1), welche nicht den Grenzwert
einer FDR<10% erftllten, zeigten dennoch eine auffillige Verteilung innerhalb
der KM+T Gruppe (Abbildung 24) und sollen im Folgenden beschrieben
werden. So zeigten die Marker KLRK1 (FDR>10%; n.s.; Log2FC 1,3),
SLAMF1 (FDR>10%; n.s.; Log2FC 3,6) und SAP (Sh2d1a; FDR>10%; n.s.;
Log2FC 1,7), welche wie CD160 (s.0.) unter anderem von NK T-Zellen,
zytotoxischen T-Zellen und NK Zellen exprimiert werden, eine tendenziell
héhere Expression nahe der PP. Auffillig war weiterhin, dass CD160 in der Ut
Kontrolle relativ gleichmaBig exprimiert wurde und SLAMF1 innerhalb der Ut
Kontrolle in weiterer Entfernung zu den PP sogar vermehrt exprimiert wurde.
Die Marker SLAMF1 und SAP wurden, wie auch PD-1 (Pdedl, FDR>10%;
n.s.; Log2FC 2,5) und Interleukin-21 Rezeptor (I121r; FDR>10%; n.s.; Log2FC
1,2) mit einer tendenziell héheren Expression nah der PP detektiert. PD-1
wurde dabei sowohl in der KM Kontrolle als auch der Ut Kontrolle kaum
exprimiert. Der Interleukin-21 Rezeptor zeigte eine gleichmallige Expression
innerhalb der Ut Kontrolle ohne Verteilungsgradienten.

Betrachtet man Marker, welche unter anderem auf regulatorischen T-Zellen
exprimiert werden, wie CD25 (I12ra; FDR>10%; n.s.; Log2FC 2,1), CTLA4
(FDR>10%; n.s.; Log2FC 2,6) und GITR (TNFRSF18; FDR>10%; n.s.;
Log2FC 1,5), so zeigten auch diese innerhalb der KM+T Gruppe nah der PP
eine vermehrte Expression. Die typischen Transkriptionsfaktoren
regulatorischer T-Zellen wie FOXO3, SMAD2 und SMAD?3 wurden allerdings,
wie in Abschnitt 4.6.1.1 beschrieben, in der KM+T Gruppe kaum detektiert.

Betrachtet man die Transkriptionsfaktoren T-bet (Tbx21, FDR>10%; n.s.
Log2FC 3,3) und STAT4 (FDR>10%; n.s., Log2FC 1,1) der Tyxl- sowie
GATA3 (FDR>10%; n.s.M Log2FC 2,1) der Ty2-Zellen, so konnte fiir alle
innerhalb der KM+T Gruppe eine héhere Expression nahe der PP beobachtet
werden. Interessanterweise waren auch Marker, die auf das Vorliegen naiver T-
Zellen hinweisen konnen, wie CCR7 (FDR>10%; n.s., Log2FC 2,5) und
RUNX3 (FDR>10%; n.s., Log2FC 0,5), innerhalb der KM+T Gruppe nahe
der PP vermehrt exprimiert worden. Auch der Interleukin-27 Rezeptor (I127ra;
FDR<10%, n.s., Log2FC 2,0) wurde vermehrt nahe der PP exprimiert.

Zusammenfassend weist die RNA Sequenzierung auf eine Akkumulation von
Markern fiir zytotoxische Spender T-Zellen (Thyl, CD3, CD8a, Granzyme,
NKG7) in Lamina Propria Bereichen nahe der PP wihrend der frithen
intestinalen aGvHD hin. Zudem ist insbesondere die vermehrte Expression der
kostimulatorischen Molekiille CD2 und CD27 nahe der PP hervorzuheben.
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Abbildung 24: Oberflichen- und Zellmarker mit vermehrter Expression nahe der PP wihrend der
intestinalen aGvHD. Dargestellt ist die Expression ausgewihlter Oberflichenmarker fiir die experimentellen
Vergleichsgruppen KM+T, KM Kontrolle und Ut Kontrolle. Die Spalten zeigen fiir jede experimentelle
Gruppe die einzelnen Replikate (je 4 Mause) mit den jeweiligen Lamina Propria Bereichen nahe (NtPP) und fern
der PP (FtPP). Die normalisierten Expressionswerte der Gene sind farblich skaliert nach dem Z-Score
dargestellt. Hierarchisches Clustering und Datenvisualisierung wurde mit dem Programmpaket Pheatmap in R
durchgefiihrt. Alle extra markierten Gene () wiesen eine FDR>10% fiir den Vergleich KM+T NtPP vs. FtPP
aber eine FDR<10% fir den Vergleich KM+T vs. KM Kontrolle auf. Nicht markierte Gene wiesen eine
FDR<10% fiir die Vergleiche KM+T vs. KM Kontrolle sowie KM+T NtPP vs. FtPP auf. Signifikanzniveau
fir den Vergleich KM+T NtPP vs. FtPP: ** adj. p-Wert<0,01; *** adj. p-Wert<0,001;

4.6.2.2. Aktivierungsmarker und migrationsfordernde Faktoren
nahe der Peyerschen Plaques

Unter den differentiell exprimierten Genen fiir den Vergleich der Lamina Propria
Bereiche nah und fern der PP innerhalb der KM+T Gruppe konnten auch
zahlreiche Signaltransduktionsmolekiile gefunden werden. So wurden die
Untereinheiten des CD3 Komplexes, allen voran CD3z (CD247; Log2FC 3,0),
innerhalb der KM+T Gruppe fast ausschlieBlich nahe der PP exprimiert. In der
Ut Kontrolle dagegen zeigte die Expression von CD3z keine Abhingigkeit vom
Abstand zu den PP. Auch die im weiteren T-Zellrezeptor
Signaltransduktionsweg benoétigten Kinasen Lck (Log2FC 1,8) und ZAP70
(Log2FC 1,4) sowie die Adaptermolekile LAT (n.s., Log2FC 1,5) und GRAP
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(FDR>10%,; n.s.; Log2FC 1,3) zeigten innerhalb der KM+T Gruppe eine fast
ausschlieBliche Expression nahe der PP. Im Gegensatz hierzu zeigten die
genannten Gene in der Ut Kontrolle eine gleichmiflige Expression in der
Lamina Propria und wurden in der KM Kontrolle nur minimal exprimiert.

Des Weiteren zeigten auch die dem LAT:GADS:SLP-76-Komplex
nachgeschalteten Gene Fyb (ADAP; n.s.; Log2FC 1,4), SKAP1 (FDR>10%,
n.s.; Log2FC 1,3), sowie die Rho GTPase Rac2 (Log2FC 1,6) und zugehorige
GTP-Austauscher und Regulationsfaktoren Dock2 (Log2FC 1,5), Def6 (n.s.;
Log2FC 1,2), Rasgrp2 (Log2FC 2,0) und Arhgdib (Log2FC 1,4) ein dhnliches
Expressionsmuster innerhalb der KM+T Gruppe. Wihrend diese Gene
innerhalb der KM+T Gruppe vermehrt in Lamina Propria Bereichen nahe der
PP exprimiert wurden, zeigte sich in Bereichen mit gro3erem Abstand zu den
PP und in der gesamten KM Kontrollgruppe dagegen nur eine geringe
Expression. Wie auch die tibrigen Gene des T-Zellrezeptorsignalweges wiesen
auch diese Gene innerhalb der Ut Kontrolle eine gleichmiflige Expression ohne

Hinweis auf einen Gradienten auf.

Dartiber hinaus wurden auch Gene weiterer Signaltransduktionswege wie
Parvin-y (Parvg; Log2FC 24) und Limd2 (Log2FC 1,4) sowie die Aktin-
bindenden Molekiile Corola (Log2FC 1,4) und L-Plastin (Lcpl; Log2FC 0,8)
innerhalb der KM+T Gruppe insbesondere in der Lamina Propria nahe der PP
vermehrt exprimiert. Auch hier zeigte sich wiederum kaum eine Expression in
Bereichen fern der PP oder in der KM Kontrolle und eine nahezu gleichmal3ige
Expression in der Ut Kontrolle.

Auch fiir einige Homingfaktoren wie Selektin P Ligand (Selplg; Log2FC 1,5),
Sialophotin (Spn/CD43; Log2FC 1,7), LPAM-1/Integrin o437 (Itgb7; Log2FC
1,3) oder LFA-1/Integrin o2 (Itgal; Log2FC 1,3) konnte im Vergleich der
Transkriptionsprofile zwischen Lamina Propria Bereichen nah und fern der PP
innerhalb der KM+T Gruppe eine vermehrte Expression nahe der PP
nachgewiesen werden. Von den Homingfaktoren zeigte nur Selektin P eine
vereinzelte Expression innerhalb der KM Kontrolle, jedoch ohne Hinweis auf
einen Gradienten und wies im Gegensatz zu den anderen genannten Genen

eine nur sehr schwache Expression in der Ut Kontrolle auf.

Die einzigen auffillig verteilten Chemokine und Chemokinrezeptoren fiir den
Vergleich der Lamina Propria Bereiche nahe und fern der PP innerhalb der
KM+T Gruppe waren CCL4 (Log2FC 1,7), XCL1 (n.s.; Log2FC 1,9) und
CCRY (n.s.; Log2FC 1,3). Die zugehorigen Partner CCR5 (FDR>10%, n.s.;
Log2FC 0,6), XCR1 (FDR>10%; n.s.; Log2FFC 0,1) und CCL25 (FDR>10%;
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n.s.; Log2FC -0,5) waren nicht signifikant verindert. Die genannten Chemokine
und Rezeptoren wiesen innerhalb der KM+T Gruppe eine vermehrte
Expression nahe der PP auf, zeigten keine Expression in der KM Kontrolle und
eine gleichmillige Expression in der Ut Kontrolle. Die am stirksten
verinderten Chemokine CCL4 und XCL1 werden unter anderem von T und
NK Zellen, CCL4 aber auch von Neutrophilen, Epithel, Endothel und APCs
exprimiert.

Zusammenfassend zeigt die RNA Sequenzierung die vermehrte Expression
einer Vielzahl an Faktoren T-Zellrezeptorassoziierter Signalwege, wie CD3z,
Zap70, Lck, Lat, Fyb in Lamina Propria Bereichen nahe der PP wihrend der
akuten GvHD. Dartiber hinaus ist insbesondere die vermehrte Expression
zahlreicher migrationsférdernder Faktoren wie Corole, Parvin-y, Dock2, Rac2
und Limd2 sowie des Chemokines CCL4 nahe der PP hervorzuheben.
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Abbildung 25: Aktivierungs-/Signaltransduktionsmolekiile und migrationsférdernde Faktoren detr
intestinalen aGvHD nahe der PP. Dargestellt ist die Expression ausgewihlter Gene fir die experimentellen
Gruppen KM+T, KM Kontrolle und Ut Kontrolle. Die Spalten zeigen fiir jede experimentelle Gruppe die
einzelnen Replikate (je 4 Miuse) mit den jeweiligen Lamina Propria Bereichen nahe (NtPP) und fern der PP
(FtPP). Die normalisierten Expressionswerte der Gene sind farblich skaliert nach dem Z-Score dargestellt.
Hierarchisches Clustering anhand der Expressionswerte und Visualisierung der Daten wurde mit dem
Programmpaket Pheatmap in R durchgefiihrt. Signifikanzniveau fiir den Vergleich KM+T NtPP vs. FtPP: *
adj. p-Wert<0,05; ** adj. p-Wert<0,01; *** adj. p-Wert<0,001; Alle extra markierten Gene (!) wiesen eine
FDR>10% fiir den Vergleich KM+T NtPP vs. FtPP aber eine FDR<10% fiir den Vergleich KM+T vs. KM
Kontrolle auf. Nicht markierte Gene wiesen eine FDR<10% fiir die Vergleiche KM+T vs. KM Kontrolle sowie
KM+T NtPP vs. FtPP auf.
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4.7. Ergebnisse der Massenspektroskopie

Zur Validierung der RNAseq Ergebnisse auf Proteinniveau wurden
Massenspektrometrie  Analysen der lasermikrodissezierten, intestinalen
Gewebeproben durchgefthrt. Aufgrund der hohen Abundanz hiufig
exprimierter Proteine und der im Gegensatz zur RNA Sequenzierung fehlenden
Moglichkeit der Amplifizierung, zeigte die Massenspektrometrie nur eine
geringe Auflésung des Proteoms. Insgesamt zeigten sich nur 412 der insgesamt
3611 identifizierten Proteine signifikant verandert. Nach Adjustierung des p-
Wertes zeigten sich jedoch bei einer FDR<1% keine Proteine mehr signifikant
verandert. Die Daten wurden weiterhin als Box-plot Ausreil3er betrachtet und
die Q1 —1,5x/3x IQR bzw. Q3 + 1,5x/3x IQR, welche im weiteren als IQR1,5
bzw. IQR3 bezeichnet werden, als Grenzwerte zur Einschitzung des
Signifikanzniveaus gewihlt (Abbildung 26).

Das innerhalb der GvHD entwickelnden KM+T Gruppe am stirksten
exprimierte Protein war Pla2g4c (Log2 Fold Change KM+T vs. KM Kontrolle
5,7; IQR3). Pla2g4c war bereits in der RNA Sequenzierung eines der am
starksten verdnderten Gene und zeigte auch auf Proteinebene eine deutlich
héhere Expression in der KM+T Gruppe im Vergleich zur KM Kontrolle.
Dartiber hinaus konnten, wie auch in der RNA Sequenzierung, einige IFN-y-
assoziierte Proteine, wie die IFN-y-induzierten GTPasen (ligp1l; Log2FC 1,9;
IQR3 bzw. Igtp; Log2CF 1,8; IQR3), mit vermehrter Expression in der KM+T
Gruppe detektiert werden. Interessanterweise zeigten sich auch die Rho-
Guaninnukleotid Austauscherfaktoren 2 (Arhgef2; Log2FC 2,0; IQR1,5) und
31 (Ect2/Arhgef31; Log2FC 3,4; IQR3) in der KM+T Gruppe deutlich
vermehrt exprimiert. Auch die Serin/Threonin Protein Kinasen Pak4 (Log2FC
1,9; IQR3) und Aktl (n.s.; Log2FC 1,9), welche beide mit der Rho GTPase Rac
interagieren, zeigten eine erhohte Expression in der KM+T Gruppe. Pak4
fungiert hierbei wie auch das Cdc42 Effektor Protein 4 (Cdc42ep4; n.s.;
Log2FC 1,1) als Effektor der Proteine Cdc42 und Rac und verbindet die
Signalkaskade der Rho GTPase Familie mit dem Zytoskelett. Sowohl Pak4 als
auch Aktl sind als Teil dieser Signalkaskade bedeutende Faktoren fiir die
Zellmotilitat.

Zusitzlich konnte auch fir einige Zelladhdsionsmolekile wie ICAM-1
(Log2FC 0,9; IQR1,5), CEACAM-1 (Log2FC 0,9; IQR1,5), PECAM-1 (n.s.;
Log2FC 1,3) und VCAM-1 (Log2FC 1,8; IQR3) eine vermehrte Expression in
der KM+T Gruppe detektiert werden. Ein weiteres in der KM+T Gruppe
vermehrt exprimiertes Protein war das Adaptermolekiil Paxillin (Pxn; Log2FC
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2,0; IQR3). Paxillin findet sich vor allem an Fokalkontakten und spielt bei der
Adhirenz von Zellen an die Extrazellulir Matrix eine Rolle. Hierdurch wirkt
Paxillin auch an der Protrusion des vorderen Zellpoles migrierender Zellen mit.
Auch die bereits in der RNA Sequenzierung detektierte Indolamin-2,3-
Dioxygenase (Idol; Log2FC 2,6; IQR3) war auf Proteinniveau in der KM+T
Gruppe vermehrt exprimiert. Aufgrund der geringen Auflésung der
Massenspektrometrie im Vergleich der laser-mikrodissezierten Lamina Propria
Bereichen fern der PP zwischen den Gruppen KM+T und KM Kontrolle,
wurde auf die Durchfiihrung einer Massenspektrometrie zur Validierung der
RNA Sequenzierungsergebnisse des Vergleiches der Lamina Propria Bereiche
nah und fern der PP innerhalb der KM+T Gruppe auf Proteinebene verzichtet.
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Abbildung 26: Darstellung der Massenspektrometrie Ergebnisse als Box-plot Ausreifler. Aufgetragen
ist die Log2 Fold Change der markierungsfreien massenspektrometrischen Quantifizierungs-Intensititen (LFQ-
Intensitit) der Proteine fiir den Vergleich KM+T vs. KM Kontrolle gegen den LoglO der Intensitit der
detektierten Proteine. Zur Einschitzung des Signifikanzniveaus wurde das 1,5 bzw. 3-fache des
Interquartilabstands (IQR) obet bzw. unterhalb des 1./3. Quartils als Grenzwert gewahlt (s. Abschnitt 3.3.10.3).
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4.8. Ergebnisse der Inmunfluoreszenzfarbungen

Zur Validierung der tatsichlichen Expression der in der RNA Sequenzierung
detektierten Gentranskripte, sowie zur Analyse der Kolokalisation und
Koexpression dieser Proteine wihrend der intestinalen aGvHD wurden
Immunfluoreszenzfirbungen durchgefiihrt. Zuerst wurden die Chemokine,
welche der RNA Sequenzierung zu Folge eine bedeutende Rolle wihrend der

akuten intestinalen GvHD spielen, auf Proteinebene validiert.

Allen voran zeigten die IFN-y-induzierten Chemokine, wie repriasentativ durch
Immunfluoreszenzfirbung des Chemokins CXCL9 dargestellt, eine deutliche
Expression wihrend der akuten intestinalen GvHD (Abbildung 27). Die KM
und Ut Kontrolle hingegen stellten sich komplett negativ fiir CXCL9 dar.

Auch die Expression von CCL4 wihrend der akuten GvHD konnte in
Immunfluoreszenzfirbungen bestitigt werden. So zeigten nur die GvHD
entwickelnden ~ KM+T  transplantierten =~ Mause  ein  deutliches
Immunfluoreszenzsignal fiir CCL4, wohingegen die Farbungen der KM und Ut
Kontrolle negativ blieben. Auffillig fiir CCL4 zeigte sich insbesondere dessen
Lokalisation in den Darmkrypten sowie die am chesten einer parakrinen
Funktion anmutende Expression im Darmlumen. Das unspezifische Binden
der Antikérper wurde durch Negativ-Kontrollfairbungen tberprift (s.
Abschnitt 3.3.13). Da diese Kontrollen fiir alle Chemokine negativ waren, sind
sie im Folgenden nicht mit abgebildet.

Entgegen der  RNA Sequenzierungsergebnisse,  welche eine
Herunterregulierung von CCL25 Transkripten wiahrend der GvHD
detektierten, konnte in den Immunfluoreszenzfirbungen eine deutliche
Expression von CCL25 in der intestinalen Iamina Propria wihrend der akuten
GvHD bestitigt werden. Hierbei zeigten nur die KM+T transplantierten
GvHD entwickelnden Miuse eine Expression, nicht jedoch die KM und Ut
Kontrollgruppen.

Durch Immunfluoreszenzfirbungen konnte die in der RNA Sequenzierung
detektierte vermehrte Expression der Chemokine CXCL9 und CCL4 auf
Proteinebene wvalidiert werden. Weiterhin zeigt CCL25, entgegen seines
Transkriptionsprofils in der RNA Sequenzierung, eine deutliche Expression
wihrend der intestinalen akuten GvHD.
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Ut Kontrolle

Abbildung 27: Reprisentative Immunfluoreszenzfirbungen der Chemokine CXCL9, CCL4 und

CCL25. Immunfluoreszenzfirbungen histologischer Diunndarmpriparate mit PP bzw. isolierten

lymphatischen Follikeln (gestrichelte Umrandung) der experimentellen Gruppen KM+T (links), KM Kontrolle
(mitte) und Ut Kontrolle (rechts) an Tag 4 nach allogener SZT. Mikroskopie unter 20x Vergréfierung.
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Weiterhin wurde die Immunfluoreszenz auch genutzt, um die in der RNA
Sequenzierung detektierten Oberflichenmarker zu tberprifen und deren Ko-

lokalisation mit anderen Immunzellmarkern weiterfihrend zu analysieren.

Zuerst wurde der kongene Marker CDD90.1 zur Identifizierung von Spender T-
Zellen in der Lamina Propria der GvHD entwickelnden Mause an Tag 4 nach
allogener SZT untersucht. Dabei konnte der bereits in Voruntersuchungen
aufgefallene intestinale T-Zellgradient wihrend der akuten GvHD, durch
Immunfluoreszenzfirbungen bestitigt werden (Abbildung 28). Die Spender T-
Zellen zeigten hierbei eine deutlich hoéhere Zelldichte in Lamina Propria
Bereichen nahe der PP mit einer rasch abnehmenden Dichte mit zunehmender
Entfernung zu den PP. In weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass dieser Gradient nur fiir die Frihphase der
intestinalen GvHD, vor allem zwischen Tag 2,5 bis 4 nach allogener SZT,
besteht. Mit dem Beginnen der Effektorphase der GvHD und der vermehrten
Infiltration von T-Zellen tber die Blutbahn in die intestinale Lamina Propria war
der Gradient ab Tag 6 nach allogener SZT nahezu vollstindig aufgehoben
(Abbildung 16, S. 50).

Um die in der Frithphase der akuten GvHD nahe der PP vermehrt auftretenden
Spender T-Zellen genauer zu phinotypisieren, wurden diese mit dem bereits in
der RNA Sequenzierung vermehrt detektierten Markern CD8 fiir zytotoxische
T-Zellen und CD4 fur T-Helferzellen gefirbt. Dabei zeigten die
Kurvenverliufe fur die Zellzahlen der CD90.17CD8B" bezichungsweise
CD90.1"CD4" T-Zellen in Abhingigkeit der Entfernung zu den PP einen
tberwiegend CD8B" zytotoxischen Phinotyp der Spender T Zellen nahe der
PP an Tag 4 nach allogener SZT (Abbildung 28, A). Der prozentuale Anteil an
CD8B"CDY0.1" Zellen unter den CD90.1" Spender T-Zellen betrug circa 60%
nahe der PP (Abbildung 28, B). Im Gegensatz hierzu zeigten nur knapp 36%
der CD90.1" Spender T-Zellen nahe der PP eine Koexpression von CD4 und
damit einen T-Helferzell-Phinotyp. Mit zunehmender Entfernung zu den PP
glich sich das Verhiltnis von zytotoxischen T-Zellen zu T-Helferzellen mehr
und mehr an und zeigte sogar eine, wenn auch geringe, Dominanz der T-
Helferzellen ab einem Abstand von tber 1000 um zu den PP.

Die Immunfluoreszenzfirbungen bestitigen die in der RNA Sequenzierung
vermehrte Detektion T-Zellassoziierter Gene nahe der PP und zeigen einen
deutlichen intestinalen Spender T-Zell-Gradienten. Dabei sind an Tag 4 nach
allogener SZT die Gberwiegende Mehrzahl der Spender T-Zellen nahe der PP
CD8B" zytotoxische T-Zellen.
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Abbildung 28: Auswertung der Immunfluoreszenzfirbungen fiir CD90.1, CD4 und CD8p. (A) Anzahl
positiver Zellen pro mm? Lamina Propria. (B) Anteil der CD90.1* Zellen, welche auch CD8B* bzw. CD4* sind.
(C) Reprisentative Darstellung einer Immunfluoreszenzfirbung eines PP (umrandet) tragenden histologischen
Dinndarmpriparates als Grundlage der obigen Auswertung. Intestinale GvHD Tag 4 nach allogener SZT.
Mann-Whitney-Test zum Vergleich CD4 vs. CD8@ fiir den Bereich 25-500 um, sowie CD4 bzw. CD8p des
Bereichs 25-500 um gegen die Bereiche mit weiter Entfernung zum PP. * p-Wert<0,05; ** p-Wert<0,01; ***
p-Wert<0,001; n.s. nicht signifikant.

Weiterhin wurden auch die in der RNA Sequenzierung wihrend der GvHD
stark hochregulierten und insbesondere nahe der PP vermehrt exprimierten
Oberflichenmarker CD2 und CD27 mittels Immunfluoreszenztirbungen
validiert. Auch fir CD2 und CD27 konnte ein gradueller, jedoch nicht
signifikant unterschiedlicher Verlauf in der intestinalen Lamina Propria
nachgewiesen werden (Abbildung 29, A-C). Unter den CD90.1" Spender T-
Zellen innerhalb der PP exprimierte ein signifikant groBerer Anteil CD27,
wohingegen die Lamina Propria Bereiche nah und fern der PP nur eine
tendenziell unterschiedliche anteilsmifBlige Expression hierfur aufwiesen. Im
Vergleich hierzu blieb der Anteil an CD2" Spender T-Zellen unabhingig von
der Entfernung zu den PP annihernd gleich. Die Intensitit von CD2 und CD27
und somit die Expressionsstirke dieser Oberflichenmarker stand nicht in
Zusammenhang mit der Entfernung dieser zu den PP (Abbildung 29, E-F).

Zusammenfassend zeigen die Immunfluoreszenzfirbungen von CD27 und
CD2 eine leichtgradig, wenn auch nicht signifikant ethohte Anzahl an CD2"
und CD27" Zellen nahe der PP. Weiterhin weist die Expressionsstirke von
CD2 und CD27 auf Spender T-Zellen keinen graduellen Verlauf auf.
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Abbildung 29: Auswertung der Immunfluoreszenzfirbungen fiir CD2 und CD27. (A) Anzahl positiver
Zellen pro mm? Lamina Propria (n=4). (B) Anteil an CD90.1* Zellen der auch CD2* bzw. CD27* ist (n=3). (C)
Anteil an CD90.1*CD27* Spender T-Zellen innerhalb des PP, in den Bereichen nah (NtPP; <500 um) und
fern des PP (FtPP; >1500 um) (n=4). CD2- bzw. CD27-Intensitdt auf CD2* bzw. CD27+ Zellen (E; n=3) bzw.
CD90.1* Zellen (F; n=3). Reprisentative Darstellung von Immunfluoreszenzfirbungen eines PP (umrandet)
tragenden histologischen Dunndarmpriparats fir CD27 (D) bzw. CD2 (G) als Grundlage der Auswertung.
Intestinale GvHD Tag 4 nach allogener SZT. Mann-Whitney-Test. * p-Wert<0,05; n.s. nicht signifikant.
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Auch Marker der vermehrten Zellmotilitit und Migration wie Corola und
Parvin-y konnten durch Immunfluoreszenzfirbungen genauer untersucht
werden (Abbildung 30). Dabei konnte die vermehrte Detektion der beiden
Gene nahe der PP in der RNA Sequenzierung nicht durch eine erhéhte Anzahl
exprimierender Zellen nahe der PP erklirt werden (Abbildung 30, A).
Gleichfalls konnte auch unter den CD90.1" Zellen, welche in hoherer Anzahl
nahe der PP vorkommen, kein ethohter Anteil an Corola” und Parvin-y”
Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 30, B). So exprimierten nur 6% bzw.
4% der T-Zellen nahe der PP Corola bzw. Parvin-y. Auch fir die Expression
von Corola bzw. Parvin-y auf Corola bzw. Parvin-y" Zellen zeigte sich kein
Unterschied in Abhingigkeit des Abstandes zu den PP (Abbildung 30, D). Dies
lisst darauf schlieBen, dass auf Proteinebene vermutlich keine vermehrte
Expression der Proteine Corola und Parvin-y pro Zelle vorliegt.
Interessanterweise zeigte sich jedoch bei ausschlieBlicher Betrachtung der
CD90.1" Spender T-Zellen eine tendenziell erthohte Intensitidt und daher eine
vermehrte Expression von Corola auf Spender T-Zellen nahe der PP im
Vergleich zu T-Zellen in weiter Entfernung (Abbildung 30, E). Eine dhnliche
Analyse fir Parvin-y konnte aufgrund des geringen Anteils an Parvin-y*
Spender T-Zellen nicht durchgefiihrt werden.

Die Immunfluoreszenzfirbungen bestitigen die Expression von Corola und
Parvin-y nahe der PP, wobei an Tag 4 nach allogener SZT nur ein geringer
Anteil der Spender T-Zellen diese Proteine exprimiert. Obwohl die Intensitit
von Corolo und Parvin-y auf Corola’ bzw. Parvin-y" Zellen keinen graduellen
Vetlauf aufweist, kann die isolierte Betrachtung von CD90.1" Corola™ Zellen
eine tendenziell héhere Corola Expression auf Spender T-Zellen nahe der PP

nachweisen.
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Abbildung 30: Auswertung der Immunfluoreszenzfirbungen fiir Corola und Parvin-y. (A) Anzahl
positiver Zellen pro mm? Lamina Propria (n=3). (B) Anteil an CD90.1* Zellen, der auch Corola™ bzw. Parvin-
y*ist (n=3). Corola bzw. Parvin-y-Intensitit auf Corola™ bzw. Parvin-y* Zellen (D; n=3) bzw. CD90.1* Zellen
(E; n=3). Reprisentative Darstellung von Immunfluoreszenzfirbungen eines PP (umrandet) tragenden
histologischen Diinndarmpriparats fiir Parvin-y (C) bzw. Corola (F) als Grundlage der Auswertung. Intestinale
GvHD Tag 4 nach allogener SZT. Mann-Whitney-Test. n.s. nicht signifikant.
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4.9. Ergebnisse der durchflusszytometrischen T-Zellanalyse wahrend
der friihen aGVHD

Zur weiteren Charakterisierung der T-Zellen wihrend der frithen intestinalen
GvHD wurden durchflusszytometrische Analysen (s. Abschnitt 3.3.12.1)
durchgefiihrt. Hierbei stellte sich, wie bereits in den Untersuchungen zuvor, an
Tag 3,5 nach allogener SZT ein intestinaler T-Zellgradient mit einer hohen
Anzahl an Spender T-Zellen in direkter Nahe zu den PP (NtPP) dar,
wohingegen sich mit zunehmender Entfernung zu den PP eine signifikant
geringere Anzahl an Spender T-Zellen zeigte (Abbildung 31, A). Ebenso
konnten zu diesem Zeitpunkt nur vereinzelt zirkulierende Spender T-Zellen in
der Blutbahn gefunden werden. Bei separater Betrachtung der CD4" bzw.
CD8" Spender T-Zellen konnte gezeigt werden, dass obwohl sich in den PP
und in Lamina Propria Bereichen fern der PP (FtPP) eine CD8 Dominanz
abzeichnete, nahe der PP (NtPP) noch ein sehr ausgeglichenes CD4 zu CD8
Verhiltnis vorherrschte (Abbildung 31, B). Vergleicht man weiterhin den Anteil
der CD4" bzw. CD8" Spender T-Zellen in diesen Bereichen (NtPP) mit denen
innerhalb der PP, so zeigte sich nahe der PP ein signifikant niedrigerer Anteil
an CD8" T-Zellen. Im Gegensatz hierzu war der Anteil an CD4" Spender T-
Zellen in Lamina Propria Bereichen nahe der PP signifikant hoher als in
Bereichen fern der PP und sogar hoher als innerhalb der PP selbst.

Die analysierten Spender T-Zellen zeigten nahezu alle unabhingig ihrer
Lokalisation einen CDG62L" und T-bet” Phinotyp (Abbildung 31, C). CD44
wurde anteilsmiflig am meisten auf T-Zellen innerhalb der PP und weniger auf
jenen in der Lamina Propria, hier jedoch tendenziell mehr in Bereichen nah als
fern der PP, exprimiert.

Zur weiteren Charakterisierung wurden auch die bereits durch RNA
Sequenzierung an Tag 4 nach allogener SZT detektierten kostimulatorischen
Molektle CD27 und 4-1BB untersucht (Abbildung 31, D). Wihrend 4-1BB eine
nahezu gleichmillige Expression aufwies, zeigten an Tag 3,5 nach allogener
SZT mit zunehmendem Abstand zum PP tendenziell mehr Spender T-Zellen
eine Expression von CD27. Hierbei erwies sich, dass CD27 vor allem auf CD8"
Spender T-Zellen und in der Milz anteilsmalig mehr als in den PP exprimiert
wird. Wihrend der Anteil an CD277CD4" Spender T-Zellen sowohl fur die PP
als auch die Lamina Propria Bereiche nah und fern der PP annihernd gleich war,
zeigten sich unter den CD8" Spender T-Zellen in detr Lamina Propria nahe der
PP sogar mehr CD27" als innerhalb der PP selbst (Abbildung 31, E).
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Abbildung 31: Durchhflusszytometrische Analyse der Spender T-Zellen an Tag 3,5 nach allogener
SZT. (A) Anzahl der pro Maus durchflusszytometrisch gemessenen CD90.1*CD3* Spender T-Zellen innerhalb
der PP (grau), in den Lamina Propria Bereichen nah (NtPP; dunkelrot) und fern (FtPP; hellrot) der PP, sowie
im Blut (weil3). (B) Anteil der CD4* bzw. CD8* Spender T-Zellen in den Bereichen PP, sowie nah (NtPP) und
fern (FtPP) des PP. Prozentuale Expression der Marker CD62L, CD44 und des Transkriptionsfaktors T-bet
(C; n=4), sowie der kostimulatorischen Molekile CD27 und 4-1BB (D; n=7) auf Spender T-Zellen in den
Bereichen PP, NtPP und FtPP. (E) AnteilsmiBige Verteilung der CD27 Expression zwischen CD4* und CD8*
Spender T-Zellen fiir die Bereiche Milz, PP, NtPP und FtPP. Dargestellt sind die zusammengefassten Daten
aus zwei unabhingigen Experimenten. PP, NtPP, FtPP n=7; Blut n=4. ns nicht signifikant; * p-Wert <0,05.
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir paarige Stichproben.

Betrachtet man die Expression verschiedener Chemokinrezeptoren und
Integrinen (Itg), so zeigten die Spender T-Zellen in Lamina Propria Bereichen
nahe der PP eine signifikant hohere Expression von CCR5, CCR9 und
Integrin a4B7 als jene in weiter Entfernung zu den PP (Abbildung 32, A).
Interessanterweise exprimierten dabei die Spender T-Zellen der an die PP
angrenzenden Lamina Propria Bereiche sogar anteilmif3ig mehr CCR5 als jene
innerhalb der PP. Im Gegensatz dazu war die Expression von CCRY,
Integrin a4B7 und Integrin o E am héchsten auf Spender T-Zellen innerhalb der
PP. Die Spender T-Zellen innerhalb der PP wiesen zudem eine hdohere
Integrin a4B7 und Integrin «E Expression auf als jene innerhalb der Milz. Bei
differenzierterer Betrachtung der Expression der Chemokinrezeptoren fiel auf,
dass sowohl CCR5 als auch CCRY9 wihrend der intestinalen GvHD
insbesondere von CD8" Spender T-Zellen exprimiert wurde (Abbildung 32, B-
C). Lediglich in der Milz zeigten die CD4" Spender T-Zellen eine hohere CCR5
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Expression. Wie CCRY zeigten auch Integrin «4B7 und Integrin oE eine
signifikante hohere Expression auf CD8" Spender T-Zellen innerhalb der PP
und der Lamina Propria (Abbildung 32, D-E). In der Milz wiesen jedoch
wiederum die CD4" Spender T-Zellen die hohere Integrin «E Expression auf.
Ahnlich wie CCR5, CCR9 und Integrin a487 konnte auch fiir Integrin oF eine
anteilsmaf3ig hohere Expression auf Spender T-Zellen nahe und eine niedrigere
Expression auf jenen fern der PP nachgewiesen werden. Dagegen wiesen mit
zunehmender Entfernung zu den PP mehr Spender T-Zellen eine Expression
von Integrin al. auf (Abbildung 32, F). Integrin al. wurde vor allem auf den
Spender T-Zellen der Milz exprimiert, wohingegen die T-Zellen der PP kaum
eine Expression des Integrins zeigten. Fiir Integrin oL zeigte sich zudem keine
signifikant unterschiedliche Expression auf CD4" und CD8" Spender T-Zellen.
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Abbildung 32: Chemokin und Integrin Expression der Spender T-Zellen an Tag 3,5 nach allogener
SZT. (A) Prozentualer Anteil der CCR5%, CCR9™, ItgodB7, ItgaE* (n=7) und Itgal.* (n=4) Spender T-Zellen
(CD90.1/CD3") in der Milz, im PP, sowie in Lamina Propria Beteichen nah (NtPP) und fern (FtPP) der PP.
Prozentuale Expression von CCR5 (B), CCR9 (C), ItgadB7 (D), ItgaE (E) und Itgal. (F) auf CD4* bzw. CD8*
Spender T-Zellen in der Milz, im PP, sowie in Lamina Propria Bereichen nah (NtPP) und fern (FtPP) der PP.
Dargestellt sind die zusammengefassten Daten aus zwei unabhingigen Experimenten. ns nicht signifikant; * p-
Wert <0,05. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir paarige Stichproben.

Die durchflusszytometrische Spender T-Zellanalyse bestitigt den intestinalen
T-Zellgradienten an Tag 3,5 nach allogener SZT und zeigt ein ausgeglichenes
Verhiltnis an CD4" und CD8" Spender T-Zellen nahe der PP zu diesem
Zeitpunkt. Die den Darm infiltrierenden Spender T-Zellen zeigen dabei einen
CDG62L Tbet"” T-Zellphinotyp. CD27 wird insbesondere von CD8" Spender
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T-Zellen der Milz exprimiert und zeigt keine auffilligen Unterschiede zwischen
Lamina Propria Bereichen nahe und fern der PP an Tag 3,5 nach allogener SZT.
Die Spender T-Zellen nahe der PP zeigen eine vermehrte Expression der
Chemokinrezeptoren CCR5 und CCR9 sowie des Integrins a4B7.

4.10. Ergebnisse der Migrationsanalysen

4.10.1. Ergebnisse der in-vitro Transwell-Migrationsversuche

Durch Transwell-Migrationsversuche wurde das chemotaktische Potential der
durch RNA Sequenzierung und Immunfluoreszenzfirbung identifizierten
Chemokinkandidaten funktionell getestet (s. Abschnitt 3.3.14.2). Zuerst wurde
das Chemokin CXCL11, welches in der RNA Sequenzierung wihrend der
aGvHD die deutlichste Hochregulation aller Chemokine zeigte, analysiert. Da
CCL25 in den Immunfluoreszenzuntersuchungen eine deutliche Expression
wihrend der akuten intestinalen GvVHD zeigte wurde auch dieses beztglich des
Migrationsverhaltens in-vitro aktivierter T-Zellen untersucht. Betrachtet man
die Ergebnisse der Migrationsversuche, so zeigte sich insbesondere CXCL11
als starkes Chemokin fiir 7 vitro aktivierte T-Zellen, wohingegen CCL25 eine
lediglich geringe chemoattraktive Wirkung im Vergleich zur Negativ-Kontrolle
aus alleinigem Medium zeigte.

< 120+ fudadiad Abbildung 33: CXCL11 und CCL25 Transwell-
L i .___ @ Migrationsversuch. 5x10° Ir vitro stimulierte T-Zellen wurden
_g 80 L in 200 pl Medium des oberen Wells mit einer Porengréfie von 3
= 60 -+ pm gegeben. Die Endkonzentration der Chemokine im unteren
S Well betrug 100 ng/ml. Das Transwellsystem wutde fir 4 h bei
E * 37 °C und 5% CO; inkubiert. Die Anzahl der migrierten Zellen
5 40 - wurden mikroskopisch im Mittelfeld des unteren Wells manuell
5 ausgezihlt. Ungepaarter t-Test. *** p-Wert <0,001, * p-Wert
5 | <0,05.
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4.10.2. Ergebnisse der Life-Mikroskopie Migrationsanalyse

Die Chemotaxiskammer Versuche wurden mit zz vivo aktivierten T-Zellen,
welche direkt aus den sekundir lymphatischen Organen wihrend der akuten
GvHD isoliert wurden, durchgefiihrt (s. Abschnitt 3.3.14.3 ff.). Hierbei wurde
insbesondere das in der RNA Sequenzierung wihrend der aGvHD am stirksten
verinderte Chemokine CXCL11 und das innerhalb der KM+T Gruppe
vermehrt nahe der PP exprimierte Chemokin CCL4 genauer untersucht.
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Hierbei zeigte sich die Migration aktivierter, allogener T-Zellen gegentiber
CXCL11 bereits an Tag 4 nach SZT deutlich gerichtet, wohingegen CCL4 zu
diesem Zeitpunkt noch keine gerichtete Migration induziert. An Tag 5 nach
SZT zeigten sowohl CXCL11 als auch CCL4 eine deutlich gerichtete Migration
der T-Zellen entlang des Chemokingradienten. Die Negativkontrolle mit
reinem Medium zeigte in beiden Versuchen keine gerichtete Migration. Die
Positivkontrolle aus 25% FCS in Medium hingegen bewirkte jeweils eine stark
gerichtete Migration der aktivierten T-Zellen entlang des Gradienten.

A Medium CCL4 CCL4 FCS 25%

-0.15 01 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 -0.15 -0.1 -0.05 o 0.05 0.1 0.15 0.1 -0.05 0 0.05 0.1 02 01 o 0.1 02
X (mm) X (mm) X (mm) X (mm)

B Medium CXCL11 CXCL11 FCS 25%
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°
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‘(g
y (mm)

0.1 -0.05 0 0.05 0.1 -0.05 0 0.05 0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.2 0.1 0 0.1 0.2
X (mm) X (mm) X (mm) X (mm)

Abbildung 34: in vivo Migrationsanalysen. Fluoreszenzmarkierte T-Zellen wurden an Tag 4 bzw. Tag 5
nach allogener SZT aus den mesenterischen Lymphknoten gewonnen und in eine ibidi p-Slide
Migrationskammer geladen. Zur Etablierung eines Chemokingradienten wurden rekombinante Proteine fir
CXCL11 (400 ng/ml) und CCL4 (500ng/ml) verwendet. Die beobachteten Zelltracks sind jeweils mit ihrem
Startpunkt im Koordinatenursprung und ihtrer von hier ausgehenden Migration in X/Y-Richtung dargestellt.
(A) Dargestellt sind alle Zelltracks der Negativkontrolle Medium (n=232), CCL4 Tag 4 nach allo SZT (n=430),
CCL4 Tag 5 nach allo SZT (n=98), sowie der Positivkontrolle FCS 25% (n=253). (B) Dargestellt sind alle
Zelltracks der Negativkontrolle Medium (n=77), CXCL11 Tag 4 nach allo SZT (n=59), CXCL11 Tag 5 nach
allo SZT (n=219), sowie der Positivkontrolle FCS 25% (n=124).

Zusammenfassend konnte diese Arbeit einige bedeutende Faktoren des
intestinalen T-Zell-Homings wihrend der aGvHD aufzeigen. Insbesondere
Faktoren, welche eine direkte Migration der Spender T-Zellen aus den PP in
die angrenzende Lamina Propria t6rdern kénnen, konnten hierbei nachgewiesen
werden. Die infiltrierenden Spender T-Zellen konnten zudem genauer
charakterisiert werden, was neue Moglichkeiten zur Therapie der aGvHD

eroffnet.
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5. Diskussion

5.1. Dynamik der aGvHD im MHC-inkompatiblem SZT Mausmodell

Die MHC-inkompatible Transplantation von Spender T-Zellen einer C57BL/6
Maus in eine myeloablativ bestrahlte BALB/c Empfingermaus fithrt aufgrund
der MHC Inkompatibilitit zur Induktion einer akuten GvHD (van Leeuwen,
Guiffre et al. 2002, Reddy, Negrin et al. 2008). Wie in den Biolumineszenz
Bildgebungen zu erkennen, zeigt sich bereits ab dem 2. Tag nach allogener SZT
eine sichtbare Akkumulation der Spender T-Zellen in den SLO wie den
zervikalen Lymphknoten und der Milz. Aufgrund der vermehrten Aktivierung
und Proliferation der Zellen sind die BLI Signale an Tag 4 nach allogener SZT
weiter zunehmend. Die diffuse Signalverteilung im Bauchraum ist zudem als
Zeichen der bereits begonnen Migration der T-Zellen zu ihren
Effektororganen, insbesondere dem Gastrointestinaltrakt, zu deuten.
Interessanterweise konnte in ex vivo BLI Bildgebungen bereits nachgewiesen
werden, dass zu frithen Zeitpunkten der aGvHD zuerst die Dinndarmbereiche
nahe der PP eine Infiltration durch Spender T-Zellen aufweisen (Beilhack,
Schulz et al. 2005). Mit fortgeschrittener Infiltration der Effektororgane stellt
sich an Tag 6 nach allogener SZT, entsprechend des nahezu ubiquitir
ausgebreiteten BLI Signals, bereits eine ausgeprigte GvHD dar.

Entsprechend der schnell verlaufenden aGvHD zeigten die mit Knochenmark
und T-Zellen transplantierten Mause in den Tagen 2-6 nach Transplantation
rasch ansteigende GvHD Scoring Werte sowie gegensinnig deutlich abfallende
Gewichtskurven. Fir das vergleichsweise frihe Versterben der Mause in der
mit Knochenmark und T-Zellen transplantierten Gruppe koénnen dabei
verschiedene Griinde eruiert werden. Einerseits fehlen durch die T-
Zelldepletion des Knochenmarks moglicherweise auch gegenregulierende
Zellen, wie regulatorische T Zellen, welche nachgewiesenermaflen einen
protektiven Effekt haben (Edinger, Hoffmann et al. 2003). Andererseits wurde
durch das engmaschige BI.I Monitoring zur Uberwachung der GvHD Kinetik
und der damit verbundenen Anisthesierung mit Ketamin/Xylazin, trotz

adaquater Gewichtsadaptierung, die Belastung der Mause vermutlich zusitzlich
erhoht.

Uberraschenderweise zeigte sich in der zweiten Transplantationsteihe auch ein
Versterben der nur mit Knochenmark transplantierten Miuse an Tag 14 der
allogenen SZT. Aufgrund des zeitlichen Verlaufes ist dies am ehesten auf ein
fehlendes Engraftment des Transplantates zuriickzufihren. Dabei haben T-
Zelldepletierte ~ Knochenmarktransplantate, aufgrund einer erhohten
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Anfalligkeit fiir AbstoBung durch Empfinger NK und T-Zellen, generell ein
erhohtes Risiko fur Graftversagen (Murphy, Kumar et al. 1990). Weitere
Risikofaktoren fiir ein Graftversagen stellen eine zu geringere Anzahl an
transplantierten Zellen und eine niedrige Vitalitit dieser dar (Mattsson, Ringdén
et al. 2008). Im Menschen konnen zudem sogar Infektionen insbesondere
durch CMV, EBV aber auch Parvovirus B19 eine Transplantatabsto3ung
induzieren (Reddehase, Dreher-Stumpp et al. 1992, McKisic, Macy et al. 1998).
Eine Auswirkung des fehlenden Engraftments auf die Aussagekraft der nur mit
Knochenmark transplantierten Mause als Kontrollgruppe ist aufgrund des
spiten  Auftretens im  Vergleich 2zu dem  gewihlten frihen
Observationszeitraum dennoch nicht zu erwarten. Entsprechend zeigten die
Sequenzierungsdaten der Mause auch keine Auffilligkeiten in ihrem
Clusterverhalten im Vergleich zu den anderen Gruppen.

Die RNA Sequenzierung konnte eine deutliche intestinale Inflammation der
GvHD entwickelnden Mause (KM+T) nachweisen. So zeigten sich neben einer
vor allem CD90"CD8" geprigten T-Zellinvasion sowohl in der RNA
Sequenzierung als auch der Massenspektrometrie eine deutliche Expression der
Tul Zytokine IFN-y, TNFa und IL-2, sowie ihrer assoziierten Signalmolekiile.
Das wihrend der aGvHD am stirksten hochregulierte Gen Phospholipase A2
Gruppe 4C (PLA2G4C) ist an der Hydrolyse von Phosphoglycerolipiden zu
freien Fettsduren und Lysophospholipiden beteiligt. Beide Endprodukte dienen
als Vorstufen in der Produktion von Signalmolekilen (Underwood, Song et al.
1998).

Als Zeichen der Inflammation und Gewebezerstérung zeigte sich auch eine
vermehrte Expression von Gasdermin C (GSDMC) und Resistin like beta
(RTNLB) in der intestinalen Lamina Propria. Fir einige Gasdermine konnte eine
Aktivierung durch inflammatorische Caspasen gezeigt werden, was zu einer
Anlagerung an die Zellmembran mit Porenbildung und somit zum Zelltod fiihrt
(Feng, Fox et al. 2018). Diese stark entziindliche Form des Zelltodes, auch
Pyroptose genannt, findet hiufig in mit Bakterien infizierten Zellen statt und
ist ein entscheidender Mechanismus der angeborenen Immunabwehr (Shi, Gao
et al. 2017). Das von intestinalen Becherzellen produzierte Resistin like beta ist
ein wichtiger Faktor der epithelialen Barrierefunktion und damit einhergehend
ein Regulator fir die Empfanglichkeit fir Inflammation (Hogan, Seidu et al.
20006). Dabei ist die Induktion von Resistin like beta nicht nur unabhingig von
Tul oder Ty2 Zytokinen, sondern kann selbst durch Stimulation von
Makrophagen die Sekretion von TNFa, IL-6 und Chemokinen wie CCL5
induzieren (Barnes, Vidrich et al. 2007).
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Dartiber hinaus koénnen jedoch auch einige Gegenregulatoren und
antiinflammatorische Faktoren nachgewiesen werden. Das wihrend der
aGvHD am zweitstirksten hochregulierte Gen SOCS1 (Supressor of Cytokine
signaling 1) gehort zur Gruppe der STAT induzierten STAT Signaling
Inhibitoren und ist ein Gegenregulator vermehrter Zytokinsignaltransduktion
(Starr, Willson et al. 1997). Durch den Abbau der fir T-Zellen essenziellen
Aminosdure Tryptophan und die daraus entstehenden Metaboliten inhibiert
IDOT1 die Proliferation allogener T-Zellen (Terness, Bauer et al. 2002). Dieser
vor allem durch Empfinger APC vermittelte Effekt fithrt zu einer
Abschwichung der intestinalen GvHD (Jasperson, Bucher et al. 2009).

Als Zeichen der Antiinflammation und Gegenregulation zeigte sich in der
aGVvHD entwickelnden KM+T Gruppe auch eine Erhéhung von I1L-10 und
PD-L1. PD-L1 ist ein kostimulatorisches Molekil der B7-Familie und wird vor
allem auf APCs wie Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen
exprimiert. Durch Bindung an seinen, vor allem auf T-Zellen exprimierten,
Rezeptor PD-1 kann die T-Zell Rezeptor vermittelte Aktivierung und
Proliferation dieser inhibiert werden (Freeman, Long et al. 2000). Gleichzeitig
wird durch die Bindung von PD-L1 an PD1 auch die Bildung von IL.-10 sowohl
durch die APC (vor allem Makrophagen) als auch T-Zellen (vor allem Ty2
Zellen) gesteigert (Dong, Zhu et al. 1999, Said, Dupuy et al. 2010).

IL-10 vermittelt seine immunsuppressive Wirkung nicht nur durch die APC
vermittelte Inhibierung der Zytokinproduktion von Tul Zellen (Fiorentino,
Zlotnik et al. 1991), sondern auch direkt durch die Inhibierung der IL-2
vermittelten T-Zellproliferation (de Waal Malefyt, Yssel et al. 1993). Die
besondere Stellung von IL-10 in der intestinalen Homoostase zeigte sich auch
dadurch, dass I1.-10 defiziente Miuse eine chronische Enterokolitis entwickeln
(Kihn, Lohler et al. 1993, Davidson, Leach et al. 1996). Zudem kann IL.-10 die
Expression von CXCR3 auf Tyl Zellen herunterregulieren und hierdurch mit

deren Darminfiltration im Rahmen intestinaler Entziindungsgeschehen
interferieren (Wadwa, Klopfleisch et al. 20106).
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5.2. IFN-y-induzierbare Chemokine und MIP sind entscheidende
Faktoren des intestinalen T-Zell-Homings wahrend der aGvHD

Passend zu dem Tyl dominierten inflammatorischen Milieu der intestinalen
aGvHD (Snider and Liang 2001) konnte an Tag 4 nach allogener SZT eine hohe
Expression der Zytokine IFN-y, TNFa sowie IL-2 nachgewiesen werden. Nach
der Transplantation werden diese insbesondere von den in den SLO aktivierten
und zu Tx1 und Tcl Effektorzellen differenzierenden alloreaktiven Spender T-
Zellen produziert (Rus, Svetic et al. 1995). Die in die Zirkulation gelangten
Zytokine bewirken zusammen mit weiteren durch die Konditionierung
freigesetzten inflaimmatorischen Stimuli die Produktion der IFN-y-induzierten
Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCLI11 in den GvHD Zielorganen
(Dwinell, Liigering et al. 2001, Wysocki, Panoskaltsis-Mortari et al. 2005). Die
Interaktion dieser Chemokine mit ithrem Rezeptor CXCR3 ist vermutlich ein
bedeutender Faktor fiir die frihe Zielorganinfiltration wahrend der aGvHD
(Dutftner, Lu et al. 2003).

Im Einklang mit anderen Untersuchungen konnten wir zeigen, dass neben den
IFN-y-induzierbaren Chemokinen auch die Makrophagen inflammatorischen
Proteine (MIP) CCL4 (MIP-18) und CCL3 (MIP-1a) wihrend der frithen
aGvHD stark exprimiert werden (Bouazzaoui, Spacenko et al. 2009). Diese
Chemokine werden unter anderem von T-Zellen (insbesondere CD8") und
Epithelzellen produziert (Cook, Smithies et al. 1999). Durch die Sekretion
dieser T-Zelltropen Chemokine kénnen bereits eingewanderte Effektor T-
Zellen die weitere T-Zellinfiltration in die GvHD Zielorgane wahrscheinlich
subsididr verstirken (Wysocki, Panoskaltsis-Mortari et al. 2005). Diese
postulierte sequenzielle Infiltration spiegelt sich auch in der unterschiedlichen
Chemoattraktion von CXCL11 und CCL4 auf die aktivierten Spender T-Zellen
wider. In der Life-Mikroskopie der wahrend der akuten GvHD aktivierten T-
Zellen zeigt sich bereits an Tag 4 nach allogener SZT eine ausgeprigte
Chemoattraktion nahezu aller Spender T-Zellen gegentiber CXCL11. Dagegen
migrieren zu diesem Zeitpunkt nur wenige der aktivierten T-Zellen gezielt
entlang eines CCL4 Gradienten. Dennoch sollte die von Wysocki et al. (2005)
beschriebene sequenzielle Infiltration durch die unterschiedlichen Chemokine
nicht als starre Abfolge betrachtet werden, sondern zeigt vermutlich einen eher
flieBenden Ubergang mit potenziellen Uberlappungen. Dariiber hinaus férdert
auch das wihrend der akuten GvHD vermehrt exprimierte CCL25, welches ein
bekanntes Chemokin fiir das intestinale Homing von T-Zellen darstellt, die
Migration von aktivierten T-Zellen (Svensson, Marsal et al. 2002).
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Auch weitere Faktoren, wie beispielsweise Selectin P Ligand, ICAM-1,
Integrin 37 und Integrin al. beeinflussen neben Chemokinen das intestinale T-
Zell-Homing wihrend der aGvHD. Die Interaktion von Selektin P Ligand auf
der Oberflaiche von T-Zellen mit P und/oder E Selektin auf Endothelzellen
bewirkt im Rahmen der transendothelialen Migration die Anlagerung und das
Rollen der T-Zellen entlang des Endothels (Ley, Laudanna et al. 2007). ICAM-
1 ist ein Glycoprotein, welches auf der Oberfliche von Endothelien sowie
einigen Immunzellen exprimiert wird (Hubbard and Rothlein 2000) und
insbesondere fiir die transendotheliale Leukozyten Migration bedeutsam ist
(Smith, Marlin et al. 1989). Im Rahmen des intestinalen T-Zell-Homings
werden nach Bindung von Chemokinen an ihre zugehérigen Rezeptoren einige
Adhesionsmolekiile an der T-Zelloberfliche aktiviert und in ihrer Expression
hochreguliert (Koboziev, Karlsson et al. 2010). Hierdurch werden unter
anderem auch die Intgerine LPAM-1 (Integrin a437), sowie LFA-1 (Integrin
olB2) aktiviert. Durch die Bindung von LPAM-1 und LFA-1 auf der T-
Zelloberfliche an ihre entsprechenden Partner MAdCAM-1 bzw. ICAM-1 auf
Endothelzellen wird das durch Selektine und ihre zugehorigen Liganden
vermittelte initiale Rollen der T-Zellen zu einem festen Arrest (Koboziev,
Karlsson et al. 2010). Diese Faktoren spielen dadurch fir die anschlieBend
stattfindende transendotheliale Migration von Immunzellen eine entscheidende
Rolle und sind somit mal3geblich an der Rekrutierung von zirkulierenden T-
Zellen zum Ort der Entziindung beteiligt.

Dennoch sollte hierdurch keine alleinige systemische Genese der intestinalen
T-Zellinfiltration wihrend der frithen aGvHD geschlussfolgert werden. So wird
ICAM-1 unter inflammatorischen Bedingungen neben Endothelzellen auch auf
Fibroblasten der Lamina Propria hochreguliert (Musso, Condon et al. 1999) und
konnte iiber Integrin «lL32 auch eine mesenchymale und direkte Migration der
Spender T-Zellen aus den PP in die angrenzende Lamina Propria ermoglichen.
Die Expression von LFA-1 (Integrin «l.32) am fithrenden Zellpol kontrolliert
Uber die Verbindung mit dem Zytoskelett, u.a. durch alpha-Aktinin, die T-
Zellmigration und unterstreicht weiterhin die Bedeutung der Integrine in einer
am chesten mesenchymalen Form der interstitiellen T-Zellmigration (Stanley,
Smith et al. 2008, Overstreet, Gaylo et al. 2013). Das Integrin LPAM-1 (Integrin
o437) kann neben MAdCAM-1 auch an das in der EZM enthaltene Fibronectin
(Ruegg, Postigo et al. 1992) binden und somit moglicherweise auch die
interstitielle Migration dieser entlang der EZM férdern.
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5.3. Die T-Zellinfiltration des Darmes beginnt bereits ab Tag 2,5 nach
allogener SZT

Nach der Transplantation gelangen die allogenen Spender T-Zellen vermittelt
durch die Chemokine CCL19 und CCL21 rasch in die SLO (Fo6rster, Schubel
et al. 1999, Gunn, Kyuwa et al. 1999). Schon an Tag 2,5 und 3 nach allogener
SZT zeigen sich, bei weiterhin zunehmender Proliferation der T-Zellen
innerhalb der PP, bereits vereinzelt T-Zellen in der Lamina Propria. Diese T-
Zellen befinden sich dabei fast ausschliefSlich in Bereichen nahe der PP.
Beginnend ab Tag 4 kommt es mit fortschreitender Zeit nach allogener SZT
durch ein vermehrtes vaskulires Homing der T-Zellen tber die Blutbahn zu
einer nahezu ubiquitiren T-Zellinfiltration der Lamina Propria.

In anderen Untersuchungen der ablaufenden aGvHD im MHC inkompatiblen
Mausmodell konnten mittels BLI Untersuchungen an Tag 4 nach allogener SZT
Spender T-Zellen im Darm nachgewiesen werden (Beilhack, Schulz et al. 2005).
Interessanterweise zeigte sich auch hier der Beginn der Darminfiltration
insbesondere in Darmabschnitten nahe der PP. Der zeitliche Unterschied im
Vergleich zu unseren Untersuchungen lasst sich dabei unter anderem in der
unterschiedlichen Sensitivitit der Nachweismethoden erkliren. So ist das
Auflésungsvermégen und die Sensitivitit fir einzelne Zellen der

Immunfluoreszenzmikroskopie deutlich hoher als die der BLI Analyse.

Trotz dem frihen Nachweis von Spender T-Zellen in der Lamina Propria zeigte
sich in der durchflusszytometrischen T-Zellanalyse wie auch in fritheren
Studien iber die Kinetik des MHC inkompatiblen C57BL/6 nach BALB/c
Mausmodells an Tag 3 bzw. 3,5 nach allogener SZT kaum Spender T-Zellen im
peripheren Blut (Biuerlein, Riedel et al. 2013). Eine rein vaskuldre Herkunft der
frithen intestinalen Spender T-Zellen erscheint daher eher unwahrscheinlich.

5.4. T-Zellen formen einen Gradienten um den PP in der friihen
aGvHD

Entsprechend der vorhergehenden Beobachtungen mit Beginn der intestinalen
T-Zellinfiltration in Lamina Propria Bereichen nahe der PP, formen die T-Zellen
in der frithen Phase der aGvHD einen Gradienten mit hohen T-Zellzahlen nahe
der PP und abnehmender Zellzahl mit zunehmender Entfernung zu diesen. Mit
Beginn des vaskuliren Homings und ubiquitarer Infiltration der T-Zellen in die
intestinale Lamina Propria wird dieser Gradient ab Tag 4 nach allogener SZT

zunehmend tberlagert.
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Im Gegensatz zu anderen Lymphknoten werden PP nicht von einer starren
Bindegewebskapsel umgeben, sondern sind nach luminal nur durch ein
spezialisiertes Follikel-assoziiertes Epithel inklusive den sogenannten M Zellen
zur intestinalen Lamina Propria abgegrenzt (Wolf and Bye 1984). Berticksichtigt
man zudem die Tatsache, dass PP entsprechend ihrer Lage immunologisch
durch einen engen Austausch mit der Lamina Propria gekennzeichnet sind
(Owen 1977, Jung, Hugot et al. 2010), legt dies die Vermutung nahe, dass es
auch eine direkte Migration von Spender T-Zellen aus den PP in die

angrenzende Lamina Propria geben kann.

Eine alternative Erklirungshypothese, dass der frithe T-Zellgradient durch ein
selektives Homing von T-Zellen Gber die Blutbahn in Lamina Propria Bereiche
nahe der PP entsteht, ist nicht nur aufgrund der allenfalls vereinzelten T-Zellen
im peripheren Blut zu diesen Zeitpunkten unwahrscheinlich (Bauerlein, Riedel
et al. 2013). In weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte bereits
gezeigt werden, dass sich auch bei Blockierung der Auswanderung von Spender
T-Zellen aus Lymphknoten und PP in die systemische Zirkulation durch
Fingolimod (FTY720; (Cyster and Schwab 2012) ein friher intestinaler T-
Zellgradient um die PP ausbildet (Jarick 2019).

Die Etablierung des intestinalen T-Zellgradienten wurde in unseren
Experimenten nur an myeloablativ konditionierten Mausen untersucht. Dieser
T-Zellgradient muss jedoch auch fiir andere in der klinischen Anwendung
zunehmend bedeutendere Konditionierungsregime, insbesondere solcher mit
reduzierter Intensitit (RIC) und einem damit verbundenen geringeren

mucosalen Schaden, evaluiert werden (Johansson, Brune et al. 2001, Turner,
Kambouris et al. 2008).

5.5. Aktivierte T-Zellen migrieren direkt aus den PP in die
angrenzende Lamina Propria

Der Nachweis einer direkten Migration der T-Zellen aus den PP in die
angrenzende Lamina Propria wihrend der frithen aGvHD konnte bereits durch
in vivo Mikroskopie photokonvertierter T-Zellen erbracht werden (Jarick 2019).
Dabei konnte auch gezeigt werden, dass neben nicht photokonvertierten PP
keine photokonvertierten T-Zellen detektiert werden kénnen. Dies ist als ein
weiteres Indiz zu sehen, dass eine durch vaskulires Homing ausgeloste T-
Zellinfiltration der Lamina Propria Bereiche nahe der PP zumindest in den
frithen Phasen der aGvHD an Tag 3 und 3,5 nach allogener SZT keine Rolle
spielt.
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Betrachtet man das Migrationsverhalten der direkt migrierenden Spender T-
Zellen so ist hervorzuheben, dass diese in unseren Beobachtungen zu frihen
Zeitpunkten, wie Tag 3 nach allogener SZT, nur ein geringes Mal3 an
Direktionalitit und ein cher zufilliges Bewegungsmuster (random walk)
aufweisen. Eine Chemokin-gefithrte Migration wiirde ein eher geradliniges
Migrationsmuster erwarten lassen, wie es bspw. an Tag 4 nach allogener SZT
zu sehen ist. Zudem zeigen die Spender T-Zellen an Tag 3 eher ein sich durch
die EZM schlingendes amoboides Migrationsmuster, wohingegen an Tag 4 die
T-Zellen insbesondere entlang der EZM Matrix entsprechend einer eher
mesenchymalen Migration wandern (Yamada and Sixt 2019).

Mit der Aktivierung naiver T-Zellen verdndert sich deren Migrationsmuster von
einer cher zufilligen Bewegung (random walk) 2zu einem vermehrt
informationsbasierten Bewegungsmuster (Léyy walk) (Krummel, Bartumeus et
al. 2016). Die Direktionalitit der Bewegung ist dabei maf3geblich abhingig von
dulleren Einflussfaktoren wie Chemokinen (Chemotaxis) (Hugues, Scholer et
al. 2007) und extrazelluliren Stimuli (Haptotaxis) (Overstreet, Gaylo et al.
2013). Die geringere Direktionalitit der T-Zellbewegung innerhalb der Lamina
Propria an Tag 3 im Vergleich zu Tag 4 nach allogener SZT lisst sich demnach
unter anderem dadurch erkliren, dass an Tag 3 nahe der PP die
Chemokingradienten vermutlich noch nicht so stark ausgeprigt sind wie an Tag
4. Dennoch sollte der Einfluss von Chemokinen auf das Migrationsverhalten
an Tag 3 nicht ginzlich ausgeschlossen werden, da dieses auch vom
Fortbewegungsmechanismus der Zellen abhingig ist. So kann auch eine
amoeboide Fortbewegung entlang des Wegs des geringsten Widerstandes oder
eine mesenchymale Fortbewegung Chemokin-gefithrt sein und aufgrund von
Hindernissen oder der EZM Struktur auf den ersten Blick ungerichtet
erscheinen (Yamada and Sixt 2019). Ebenso ist mit zunehmender Stimulation
und Aktivierung innerhalb der PP die Chemoattraktion der bereits gebildeten
T-Zell-APC-Cluster auf antigen-naive T-Zellen hoher, welches wiederum eine
héhere Direktionalitit der T-Zellmigration innerhalb der PP an Tag 4 im
Vergleich zu Tag 3 erklirt. So werden beispielweise vermittelt durch CCL4
naive CD8" T-Zellen zum Ort der Interaktion von CD4" T-Zellen und APC
geleitet (Castellino, Huang et al. 2000).

Fir die Transkriptom- und Proteomanalysen durch RNA Sequenzierung und
Massenspektrometrie wurde der Untersuchungszeitpunkt Tag 4 nach allogener
SZT ausgewahlt. Zwar zeigen sich zu diesem Zeitpunkt bereits vaskuldr
eingewanderte T-Zellen in den Bereichen fern der PP, dennoch ist eine

ausreichende Anzahl an T-Zellen entscheidend, um eine gentigende Abundanz
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der zu analysierenden T-Zelltranskripte tber das gesamte Transkriptom zu
erreichen. Zudem zeigt sich zu diesem Zeitpunkt neben den bereits frithzeitig
ausgewanderten T-Zellen weiterhin eine direkte Migration der T-Zellen in die
angrenzende Lamina Propria (Jarick 2019). Migrationsférdernde Faktoren
innerhalb der direkt migrierenden T-Zellen sowie in deren Umgebung sollten

somit auch zu diesem Zeitpunkt weiterhin nachweisbar sein.

5.6. Aktivierte T-Zellen nahe der PP haben einen hoch-motilen
Phanotyp

In den Lamina Propria Bereichen nahe der PP sind entsprechend dem
intestinalen T-Zellgradienten wahrend der frithen aGvHD einige T-Zellmarker
Gene deutlich erhoht (CD3d, CD3g, CD3e, CD8a). Die vermehrte Expression
der Faktoren CD3z, CD27, CD2, LCK, ZAP70 sowie des LAT:GADS:SLP-
76-Komplexes weisen auf aktivierte T-Zellen mit einer deutlich erhohten
Aktivitat T-Zellassoziierter Signalwege nahe der PP hin.

Auch die nachgeschalteten Gene und Regulatoren der Zelladhision wie FYB
(ADAP), SKAP1 (SKAP55), RIAM (Apbblip), der RAP1 GTP-
Austauschfaktor RASGRP2 sowie LFA-1 (Integrin ol.32) weisen eine
vermehrte Expression in T-Zellen nahe der PP auf (Griffiths, Krawczyk et al.
2001, Wang, Liu et al. 2007). Diese Faktoren sind entscheidende Regulatoren
der LFA-1 (Integrin «l.32) Affinitit, welche nicht nur die Bindung zwischen T-
Zelle und antigenprasentierender Zelle verstirkt (Billadeau, Nolz et al. 2007),
sondern auch die Interaktion der T-Zellen mit ithrer Umgebung und somit die
Migration dieser mit ermdéglicht (Walling and Kim 2018). So konnte in Studien
gezeigt werden, dass der Verlust von ADAP/SKAP1 durch gestorte
Regulierung der LFA-1 Affinitit die intranodale Motilitit von T-Zellen
innerhalb von Lymphknoten reduziert (Kliche, Worbs et al. 2012). T-Zellen
nutzen die Interaktion zwischen LFA-1 und ICAM-1 vermutlich nicht nur, um
auf der Suche nach ihrem passenden Antigen entlang dendritischer Fortsitze
schnell innerhalb der Lymphknoten zu migrieren (Katakai, Habiro et al. 2013),
sondern kénnten in dhnlicher Weise auch eine Migration entlang der ICAM-1
exprimierenden Fibroblasten der Lamina Propria vollziehen (Musso, Condon et
al. 1999). Dabei ist zu beachten, dass nicht nur der T-Zellrezeptor- sondern
auch der Chemokinrezeptorsignalweg Uber eine ,,Inside-Out® Signalkaskade
zur Aktivierung von Integrinen wie LFA-1 fithrt und somit eine mesenchymale

Form der T-Zellmigration begiinstigen kann (Hogg, Patzak et al. 2011).
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Dartiber hinaus weisen weitere Faktoren wihrend der frithen aGvHD auf einen
hoch-motilen Phanotyp der T-Zellen nahe der PP hin. So werden VAV, WASp,
RhoGDI2 (Arhgdib) ARP2/3 (ACTR3b), Rac2 und Dock2, welche innerhalb
der T-Zellrezeptor-, Chemokin- und S1P-Rezeptorsignalkaskade fir die
zytoskelettale Reorganisation und somit fir die Motilitit der Zellen
verantwortlich sind, vermehrt nahe der PP exprimiert (Kehrl 2006, Burkhardt,
Carrizosa et al. 2008, Thelen and Stein 2008, Kumari, Curado et al. 2014). Der
GTP Austauschfaktor Dock?2 ist ein Aktivator der Rho GTPase Rac2. Der
GDP Dissoziationsinhibitor RhoGID2 (Arhgdib) dagegen hat neben seiner
inhibierenden insbesondere eine stabilisierende Wirkung auf Rac2 und reguliert
dessen zellulire Lokalisation (Garcia-Mata, Boulter et al. 2011).

Dock2 fungiert als ein zentraler Mediator der zytoskelettalen Reorganisation
wihrend der Lymphozyten Migration (Fukui, Hashimoto et al. 2001). So zeigen
T-Zellen mit fehlendem Dock?2 eine reduzierte Lamellipodium Formierung und
laterale Motilitit sowohl entlang des Endothels als auch der extrazelluliren
Matrix (Shulman, Pasvolsky et al. 2006). GleichermaBen zeigen Rac2”~ und
Dock2”/"T-Zellen auch eine verminderte interstitielle Migration innerhalb von
Lymphknoten und weisen eine defiziente Auswanderung aus diesen auf
(Nombela-Arrieta , Mempel et al. 2007, Faroudi, Hons et al. 2010). Weiterhin
weisen Dock2”/” T-Zellen auch eine deutlich eingeschrinkte migratorische
Aktivitit gegeniiber Chemokinen auf, was dessen entscheidende Rolle im
Rahmen der T-Zellchemotaxis unterstreicht (Fukui, Hashimoto et al. 2001).
Interessanterweise ist die Chemokin getriggerte transendotheliale Migration
von T-Zellen jedoch unabhingig von Dock2 (Shulman, Pasvolsky et al. 20006).
Die defiziente Auswanderung von Dock2”~T-Zellen aus den SLO ist demnach
am chesten auf deren verminderte Motilitit und reduzierte S1P vermittelten
Migration zu den efferenten lymphatischen Gefillen zurlckzufithren
(Nombela-Arrieta , Mempel et al. 2007).

Auch die Aktin-bindenden Proteine Corola und L-Plastin, welche einen
weiteren ausschlaggebenden Faktor der Zellmotilitit darstellen, werden
verstirkt nahe der PP exprimiert. Dabei ist die vermehrte Expression von
Corola nahe der PP wihrend der aGvHD entsprechend der
Immunfluoreszenzanalysen nicht etwa durch eine vermehrte Anzahl an
Corola® Zellen, sondern eher durch eine hochregulierte Corola-Expression
der T-Zellen zu erkliaren. So zeigt sich eine hohe Corola Expressionsstirke in
T-Zellen nahe der PP und eine eher abnehmende Expressionsstirke mit
zunehmender Entfernung zu diesen. Dieser Expressionsgradient bildet sich
dabei jedoch nur fur T-Zellen, nicht aber fir Corola’ Zellen allgemein.
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Corolo Ubt eine inhibitotrische Funktion auf Arp2/3 aus und stellt somit ein
Gegenregulator von Rac2 dar (Féger, Rangell et al. 2000). Vergleichbar mit
Dock2 und Rac2 zeigen auch Corola und L-Plastin defiziente T-Zellen eine
reduzierte Motilitit innerhalb der Lymphknoten und eine verminderte
Auswanderung aus diesen (Shiow, Roadcap et al. 2008, Morley, Wang et al.
2010, Cyster and Schwab 2012). Da die Auswanderung der aktivierten T-Zellen
aus den Lymphknoten einen entscheidenden Schritt in der Pathogenese der
aGvHD darstellt, konnte entsprechend auch gezeigt werden, dass Corola
defiziente T-Zellen eine vergleichsweise abgeschwichte akute GvHD
entwickeln (Fulton, Coghill et al. 2011). Corola scheint bedeutsam fir die
transendotheliale Migration und Gewebeinfiltration von Neutrophilen zu sein
(Pick, Begandt et al. 2017), wohingegen dessen Bedeutung fir die T-
Zellinfiltration bisher wenig untersucht ist. L-Plastin ist als Aktin-bindendes
Protein insbesondere fiir die Aktin-Stabilitit verantwortlich und reguliert die

Polarisierung und Migration in Chemokin-stimulierten T-Zellen (Freeley,
O’Dowd et al. 2012).

Zusammenfassend unterstreicht die eingeschrinkte Motilitit bei Ausfall von
Corola, L-Plastin oder Rac2 ebenso wie das Zusammenspiel von Dock2 und
RhoGDI2 die Bedeutung dieser Faktoren und deren enge Regulation fur die
zytoskelettale Reorganisation im Rahmen der T-Zellmigration (Munoz, Biro et
al. 2014).

Die zytoskelettale Reorganisation und Motilitit der Zellen kann jedoch nicht
nur  durch  T-Zell,  Chemokin-  oder  Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptorsignalkaskaden beeinflusst werden, sondern auch direkt durch die
Interaktion der Zelle mit ithrer Umgebung. Dabei kénnen die bereits erwiahnten
Integrine auch wie Sinnesorgane und Mechanosensoren der Zellen fungieren
und mit Hilfe von Outside-In Signalkaskaden wichtige Informationen tiber die
Umgebung direkt ins Zellinnere weiterleiten (Legate, Wickstrém et al. 2009,
Walling and Kim 2018). Vermittler dieser Signalkaskade sind unter anderem
Paxillin, Talin, und der Src/FAK Komplex, welche zusammen mit VAV, Rac2,
RhoGDI2 (Arghdib), Dock2, WASp und Arp2/3 (ACTR3b) abhingig von
dufleren Stimuli die dynamische Regulation von Fokalkontakten und
Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts steuern (Abram and Lowell 2009,
Liu, Wang et al. 2019). Dariiber hinaus kann durch Integrin-EZM-
Interaktionen auch die direkte Weiterleitung von Kriften von der Umgebung
auf das intrazellulire Aktin Zytoskelett erfolgen (Walling and Kim 2018).
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Eine weitere wichtige Verbindung zwischen Integrinen und Zytoskelett stellt
der Parvin-y-Integrin-Linked-Kinase (ILK) Komplex dar (Wickstrom, Lange et
al. 2010). Dieser sich insbesondere am fiihrenden Zellpol befindende Komplex
ist fur die Etablierung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritit sowie der
Interaktion dieser mit dem Substrat und somit fir die Zellmotilitit und
Migration von entscheidender Bedeutung (Yoshimi, Yamaji et al. 2000).
Entsprechend ihrer Bedeutung fiir die Zellmigration zeigen ILK defiziente
Zellen auch eine reduzierte Chemotaxis (Liu, Sinha et al. 2005).
Interessanterweise zeigen Parvin-y”~ T-Zellen eine normale Einwanderung in
Lymphknoten, was eine wesentliche Rolle fiir die transendotheliale Migration
unwahrscheinlich macht (Chu, Thievessen et al. 2006). Das ILK-aktivierende
Gen Lmd2 (Peng, Talebzadeh-Farrooji et al. 2014) und das nur auf T-Zellen
und monozytiren Zellen exprimierte Parvin-y zeigen beide eine deutlich
erhohte Expression nahe der PP wihrend der aGvHD. Dies ist als ein weiteres
Indiz fir das hohe Mal3 an Zellmotilitit nahe der PP zu sehen.

Zusammenfassend zeigen die T-Zellen nahe der PP, entsprechend der
vermehrten Expression T-Zellrezeptor assoziierter Signalproteine (CD3z,
LAT, Lck, ZAP70, etc.) und Expression von Markern wie CDG69, einen hoch
aktivierten Phanotyp. Gleichzeitig weist die hohe Abundanz an Regulatoren der
zytoskelettalen Umstrukturierung und Zellfortbewegung (Rac2, Dock2,
Corola, Parvin-y, etc.) auf den hoch-motilen Charakter dieser Zellen hin. Die
anteilsmafig eher geringe Expression von Corola und Parvin-y auf T-Zellen
nahe der PP ist dabei am ehesten dem Untersuchungszeitpunkt (Tag 4 nach
allogener SZT) geschuldet. So beginnt die direkte Auswanderung der aktivierten
und hoch-motilen T-Zellen in die Lamina Propria nahe der PP bereits zu
fritheren Zeitpunkten als dem Untersuchungszeitpunkt (s. Abschnitt 5.3). An
Tag 4 nach allogener SZT sind somit bereits auch einige T-Zellen aus der
Blutbahn tber transendotheliale Migration in die Lamina Propria nahe der PP
infiltriert, was beispielsweise auch an der vermehrten Expression von PSGL-1

zu erkennen ist.

Die zytoskelettale Reorganisation durch Dock2, Rac2 und Corola sowie die
Zell-EZM-Interaktionen durch Integrine und ihre Signalkaskaden sind nicht
nur fir die wihrend der mesenchymalen Migration entscheidende
Lamellipodium Formierung und Ausbildung von Fokalkontakten notwendig
(Hall 1998, Foger, Rangell et al. 2000, Steffen, Ladwein et al. 2013). Die
genannten Faktoren und Signalwege sind ebenso ausschlaggebend fir die
zellulire Verformbarkeit und Interaktion mit der Umgebung im Rahmen der
durch das Interstitium gleitenden und sich durch die extrazellulire Matrix
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zwangenden amoeboiden Migration (Friedl and Weigelin 2008, Limmermann,
Bader et al. 2008). Fir einige Faktoren der zytoskelettalen Reorganisation wie
Dock2 und Parvin-y konnte bereits gezeigt werden, dass diese entbehrlich fur
die transendotheliale T-Zellmigration sind und somit mdoglicherweise
entscheidende Mediatoren der direkten Migration darstellen.

Ein Schwachpunkt der RNA Sequenzierung ist das die gefundenen Transkripte
nicht ihrem jeweiligen urspriinglichen Zelltyp zugeordnet werden kénnen.
AuBerdem wird hierdurch nur das Transkriptom, also die Gesamtheit der
vorhandenen Proteinbauplidne abgebildet, nicht aber deren tatsichliche
Expression. Durch Immunfluoreszenzfirbungen oder durchflusszytometrische
Analysen konnte jedoch fiir einige der detektierten Faktoren die tatsdchliche
Expression auf T-Zellen wihrend der aGvHD direkt nachgewiesen werden.

5.7. T-Zellen nahe der PP zeigen eine vermehrte Expression von
CCR5, CCRY und Integrin a4p7

Die Bedeutung von CCR5 und CCRY fir die T-Zellmigration wahrend der
aGvHD wurde schon hidufig beschrieben (Murai, Yoneyama et al. 2003,
Wysocki, Panoskaltsis-Mortari et al. 2005, Inamoto, Murata et al. 2010, Palmer,
Sale et al. 2010). Spender T-Zellen nahe der PP weisen an Tag 3,5 nach allogener
SZT eine héhere Expression von CCR5, CCRY und Integrin a437 als T-Zellen
fern der PP auf. Auffillig ist dabei insbesondere, dass nahe der PP sogar mehr
Spender T-Zellen CCR5 exprimieren als innerhalb der PP.

Bereits in die Lamina Propria infiltrierte T-Zellen kénnen iiber die Produktion
von CCL4 weitere, insbesondere CD8" Spender T-Zellen anziehen (Cook,
Smithies et al. 1999). Dieser bereits fiir andere GvHD Zielorgane beschrieben
Effekt (Serody, Burkett et al. 2000) ist wohlmdglich auch ein wesentlicher
Treiber zur Etablierung des intestinalen T-Zellgradienten. Weiterhin konnte
bereits gezeigt werden, dass die Blockierung von CCR5 eine spezifische
Moéglichkeit zur Prophylaxe der intestinalen GvHD darstellt (Reshef, Luger et
al. 2012, Moy, Huffman et al. 2017). Die detektierte hohe Koexpression von
CCR9 auf CCR5" Spender T-Zellen erklirt aber auch, warum durch die alleinige
Blockierung eines Chemokinrezeptors iiber Escapemechanismen dennoch eine
schwere aGvHD entstehen kann. Dartber hinaus ist CCR5 auch fir die
Migration regulatorischer T-Zellen zu den Lymphgeweben und GvHD
Zielorganen von groBler Bedeutung und stellt somit auch einen wichtigen

gegenregulatorischen Faktor der GvHD dar (Wysocki, Jiang et al. 2005).
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Das Integrin 4837 wird insbesondere von aus den PP stammenden CD8"
Spender T-Zellen hochreguliert und ist ein wichtiger Mediator der intestinalen
T-Zellinfiltration wihrend der akuten intestinalen GvHD (Chen, McDonough
et al. 2013). Integrin a4B7 kann neben MAdCAM-1 auch an das in der EZM
enthaltene Fibronectin binden (Riegg, Postigo et al. 1992) und konnte somit
auch eine interstitielle Migration der Spender T-Zellen aus den PP in die
angrenzende Lamina Propria entlang der EZM f6érdern. Durch die Produktion
von Retinsdure durch Vitamin A verstoffwechselnde Enzyme in den PP wird
die Expression von Integrin a4B7 und CCRY auf den hier aktivierten Spender
T-Zellen verstirkt (Iwata, Hirakiyama et al. 2004). Der dadurch geprigte
spezifische Darm-Tropismus der aktivierten Spender T-Zellen stellt einen
weiteren Angriffspunkt zur Therapie der intestinalen GvHD dar (Aoyama, Saha
et al. 2013). Entsprechend der Bedeutung fir die Entwicklung einer akuten
intestinalen GvHD wurde die Blockade von Integrin «4@7 in Studien bereits
erfolgreich zur Therapie dieser eingesetzt (Danylesko, Bukauskas et al. 2019).
Eine ebenso in Betracht kommende Inhibierung von CCR9 birgt das Risiko
Uber eine Verminderung CCR9 exprimierender tolerogener, plasmozytoider
dendritischer Zellen die GVHD weiter zu verstirken (Hadeiba, Sato et al. 2008).

Vergleichbar mit Integrin a4B7 wird auch Integrin « ER7 (CD103) wahrend der
akuten GvHD insbesondere auf in den PP aktivierten CD8" Spender T-Zellen
exprimiert (Beilhack, Schulz et al. 2008) und zeigt eine tendenziell héhere
Expression auf Spender T-Zellen nah im Vergleich zu fern der PP. Die TGF-§
abhingige Expression von Integrin o EB7 auf CD8" Spender T-Zellen fiihrt
dabei zu einer vermehrten Retention dieser Zellen in der Lamina Propria (El-
Asady, Yuan et al. 2005), was die Ausbildung des intestinalen T-Zellgradienten
weiter begtinstigt. Die Verstirkung der intestinalen GvHD durch die vermehrte
Retention von CD8" Spender T-Zellen, macht Integrin «EB7 auch zu einer
moglichen Zielstruktur fur die GvHD Therapie und Prophylaxe (Anthony,
Hamadani et al. 2011). Allerdings weisen insbesondere Integrin «ES7" CD4"
regulatorische T-Zellen auch einen lindernden Effekt auf die chronische GvHD
auf (Zhao, Zhang et al. 2008).

Im Gegensatz zu den anderen Integrinen wird Integrin ol (xL32, LFA-1) vor
allem auf den Spender T-Zellen in der Milz und in Lamina Propria Bereichen
fern der PP exprimiert und spielt demnach insbesondere fiir die nachfolgende

vaskuldre Infiltration in den Darm eine Rolle (Luster, Alon et al. 2005). Durch
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die Blockierung von Integrin «al.82 konnte in Studien auch bereits eine GvHD

Minderung, wenn auch mit weniger durchschlagendem Erfolg, erzielt werden
(Yusuf-Makagiansar, Anderson et al. 2002, Wang, Li et al. 2009).

Obwohl die interstitielle Migration von Leukozyten meist als amoeboide,
integrin-unabhingige Migration beschrieben wird, zeigen manche Studien dies
nur fiir steady state Bedingungen und dendritische Zellen (Limmermann, Bader
et al. 2008). Insbesondere fiir T-Zellen wurde jedoch bereits die Bedeutung der
Integrine fur die mesenchymale, interstitielle Migration wihrend der

Inflammation gezeigt (Overstreet, Gaylo et al. 2013, Kim 2014).

5.8. Die wahrend der frihen aGvHD ausgeglichene CD4/CD8 T-
Zellratio nahe der PP geht rasch in eine CD8 Dominanz uber

Wihrend der frithen GvHD zeigen sich an Tag 3,5 nach allogener SZT in
Lamina Propria Beteichen fern der PP signifikant mehr CD8" als CD4" Spender
T-Zellen. Der Anteil an CD8" Spender T-Zellen ist zudem zwischen den
Bereichen nah und fern der PP nicht signifikant unterschiedlich. Die zu diesem
Zeitpunkt bereits vereinzelt vaskulir in den Darm infiltrierenden T-Zellen
scheinen demnach insbesondere CD8" Spender T-Zellen zu sein. Nahe der PP
zeigt sich wahrend der frithen GvVHD eine ausgeglichene CD4 zu CD8 Ratio
mit einem signifikant hoheren Anteil an CD4" Spender T-Zellen als fern der
PP und sogar als innerhalb der PP selbst. Dies ist entweder dadurch zu erkliren,
dass die direkt aus den PP auswandernden Spender T-Zellen zu diesem
Zeitpunkt vor allem CD4" Spender T-Zellen sind oder dass vaskulir
infiltrierende CD4" Spender T-Zellen insbesondere in Bereichen nahe der PP

in die Lamina Propria einwandern.

Mit Fortschreiten der GvHD zeigt sich an Tag 4 nach allogener SZT fern der
PP ein ausgeglichenes CD4 zu CD8 Verhiltnis. Dies ist am ehesten auf eine
gleichmaBigere Infiltration beider Spender T-Zelltypen iiber die Blutbahn in die
Lamina Propria zurtckzufihren. Dagegen stellt sich nahe der PP wihrend der
friithen Effektorphase (Tag 4 nach allogener SZT) ein Uberwiegen der CD8*
Spender T-Zellen ein. Die spite Effektorphase der intestinalen GvHD ist
gekennzeichnet von einer massiven Infiltration insbesondere CD8 geprigter
Spender T-Zellen in die Lamina Propria (Schattenfroh, Hoffman et al. 1995).
Diese Infiltration von CD8" Spender T-Zellen scheint nahe der PP friher zu

beginnen als in Bereichen fern der PP, was auf eine vermehrte direkte Migration
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von nun insbesondere CD8" Spender T-Zellen aus den PP in die angrenzende
Lamina Propria zurickzufihren sein konnte. Alternativ kénnte auch eine
vaskulire Infiltration selektiv in Lamina Propria Bereiche nahe der PP durch
CD8" Spender T-Zellen stattfinden. Beide Theorien wirden das Entstehen des

frithen, insbesondere CD8 geprigten, intestinalen T-Zellgradienten erklaren.

Die Beobachtungen lassen sich auch mit der von Beilhack, Schulz et al. (2005)
beschriebenen Kinetik in einem dhnlichen MHC-inkompatiblem Mausmodell
(FVB/N nach BALB/c¢) vergleichen. Die Initiationsphase der GvHD ist eine
insbesondere durch CD4" Spender T-Zellen geprigte Phase. Entsprechend
scheinen die ersten den Darm infiltrierenden Spender T-Zellen insbesondere
CD4" T-Zellen zu sein. Auch hier wurde diese frithe Infiltration insbesondere
in Darmbereichen nahe der PP beobachtet. Aus bereits anfangs diskutierten
Griinden scheint sich in unserem Mausmodell eine noch rapidere GvHD
Kinetik zu zeigen, was unter anderem an dem frithen Versterben der Miuse zu
erkennen ist. Aufgrund dessen zeigen sich auch an Tag 3,5 nach allogener SZT
beteits CD8" Spender T-Zellen der Effektorphase in der Lawmina Propria.

5.9. Die Lamina Propria infiltrierenden T-Zellen exprimieren die
kostimulatorischen Marker CD27 und CD2

Die mit zunehmender Entfernung zu den PP an Tag 3,5 nach allogener SZT
anteilsmafig hohere CD27 Expression auf T Zellen ldsst auf eine Herkunft
dieser Zellen aus der Blutbahn schlieBen. Entsprechend wird CD27 dabei vor
allem auf T-Zellen in der Milz und insbesondere auf CD8" Spender T-Zellen
exprimiert. Mit Fortschreiten der GvHD kehren sich diese Verhaltnisse um mit
einer hoheren Expression von CD27 auf Spender T-Zellen nahe der PP. Die
Zunahme der CD27 Expression nahe der PP kénnte demnach auf eine selektive
vaskulire Infiltration dieser Lamina Propria Bereiche durch CD27" Spender T-
Zellen, welche in anderen SLLO wie der Milz aktiviert wurden, zuriickzufiihren
sein. Weiterhin konnten CD27" Spender T-Zellen aber auch zu spiteren
Zeitpunkten direkt aus den PP in die angrenzende Lamina Propria einwandern.
Fur letzteres spricht unter anderem die deutlich ansteigende Anzahl an CD27"
Spender T-Zellen in den PP mit Fortschreiten der GvHD.

Obwohl die Stimulation von CD27 durch CD70 die Expansion und
zytotoxische Aktivitit antigen-spezifischer CD8" T-Zellen steigert (Arens,
Schepers et al. 2004), zeigen CD70 defiziente Empfinger Miuse eine stirkere
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GvHD. Die unterschiedlichen Effekte kénnen unter anderem durch die von
der Antigen Last abhiingigen Uberleben- oder Apoptose-induzierenden Effekte
der CD27/CD70 Kostimulation erklirt werden (Wensveen, Unger et al. 2012).

Fur im petipheren Blut zitkulierende CCR9" CD4" T-Zellen mit mucosalem
Phinotyp wurde bereits gezeigt, dass diese durch eine Stimulation Gber CD2
vermehrt IFN-y und IL-10 produzieren koénnen (Papadakis, Landers et al.
2003). Die wihrend der akuten GvHD insbesondere in der Milz aktivierten
CCR9" CD4" CD2" Spender T-Zellen konnten nach Infiltration det Lamina
Propria durch Interaktion mit ihrem, ebenfalls wihrend der aGvHD vermehrt
in der Lamina Propria exprimierten, Liganden CD48 ein wichtiger Mediator der
intestinalen GvHD sein. Entsprechend wurde in Studien bereits die
therapeutische Wirkung von anti-CD2 Antikérpern oder neutralisierender
Fusionsproteine wie Alefacept fiir die refraktire akute und chronische GvHD
gezeigt (Przepiorka, Phillips et al. 1998, Shapira, Abdul-Hai et al. 2009).

Dartiber hinaus wiesen auch die kostimualtorischen Marker OX40 und 4-1BB
eine vermehrte Expression wiahrend der akuten GvHD auf. 4-1BB zeigt dabei
eine hohere Expression in Lamina Propria Bereichen nahe im Vergleich zu fern
der PP. Die Interaktion von OX40 und 4-1BB mit ihren ebenfalls wihrend der
GvHD vermehrt exprimierten Liganden (OX40L/4-1BBL) verstirkt die durch
die CD4" und CD8" Spender T-Zellen vermittelte GvHD induzierte Letalitit
(Blazar, Kwon et al. 2001, Blazar, Sharpe et al. 2003). OX40 konnte sich zudem
bereits als suffizienter diagnostischer Marker fiir bildgebende Untersuchungen
zur frihen Diagnose der akuten GvHD, beispielsweise mittels Immuno-PET,

erweisen (Alam, Simonetta et al. 2020).

Dies 6ffnet den Raum fiir zukiinftige Untersuchungen beziiglich der Bedeutung
der kostimulatorischen Marker CD2 und CD27 fiir die akute GvHD und fiir

neue therapeutische sowie diagnostische Moglichkeiten.
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5.10. CXCL11 und CCL4 fordern die Migration von Spender T-Zellen

Sowohl das zur Gruppe der IFN-y-induzierbaren Chemokine (CXCLOY,
CXCL10, CXCL11) zihlende CXCL11 als auch CCL4 als Vertreter der
Makrophagen inflaimmatorischen Proteine (MIP-1o/CCL3, MIP-13/CCLA4)
térdern die Migration 7z vive aktivierter Spender T-Zellen wihrend der akuten
GvHD (Duffner, Lu et al. 2003, Bouazzaoui, Spacenko et al. 2009). Dabei
konnte in unseren Migrationsversuchen gezeigt werden, dass CXCL11 und
CCL4 neben der transendothelialen Migration auch eine mesenchymale
Migration aktivierter Spender T-Zellen entlang von Kollagen foérdern kénnen.
Entsprechend verdeutlicht dies eine mdégliche Rolle der Chemotaxis fiir die
direkte Migration der Spender T-Zellen aus den PP in die angrenzende Lamina
Propria. Dabei werden die CXCR3" Spender T-Zellen durch CXCL11
chemotaktisch frither beeinflusst als CCR5" Spender T-Zellen durch CCLA4.
Dies zeigt, dass entsprechend der eingangs beschriebenen sequenziellen
transendothelialen Infiltration des Darmes (Wysocki, Panoskaltsis-Mortari et al.
2005) auch die Darminfiltration durch direkte Migration sequenziell, vermutlich
initial durch CXCR3 und anschliefend auch durch CCR4, gestiitzt wird. Die
Migrationsversuche unterstreichen zudem die teilweise gemeinsamen
Mechanismen fir die transendotheliale und direkte Migration, wobei
insbesondere die Bedeutung der vorher beschriebenen intrazelluliren

Regulatoren weiter funktionell untersucht werden sollte.

Zusammenfassend sollte die direkte Migration demnach nicht als funktionell
eigenstindiger Mechanismus der Darminfiltration, sondern viel mehr als
Alternativroute fir das intestinale T-Zell-Homing der in den PP aktivierten

Spender T-Zellen gesehen werden.

Eine Einschrinkung der Migrationsversuche ist, dass die wihrend der GvHD
aktivierten Spender T-Zellen aufgrund der schwierigen Isolation iz wvivo
stimulierter T-Zellen aus den PP nur aus den mesenterischen Lymphknoten
isoliert werden konnten. Auch wenn diese ein dhnliches inflammatorisches
Milieu aufweisen, sollte eine weitere Analyse mit aus den PP isolierten
aktivierten Spender T-Zellen in einer die EZM abbildenden dreidimensionalen

Matrix erfolgen.
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Diskussion
6. Konklusion

In den PP aktivierte und mal3geblich fiir die T-Zellinfiltration des Darmes
verantwortliche Spender T-Zellen wandern nicht nur iiber die Blutbahn und
transendotheliale Migration in den Darm ein, sondern konnen auch auf
direktem Wege von den PP in die angrenzende Lamina Propria migrieren. Fir
das intestinale T-Zell-Homing wihrend der akuten GvHD sind dabei
unabhingig von der Migrationsroute initial besonders die IFN-y-induzierbaren
Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11 verantwortlich. Die direkt
migrierenden Spender T-Zellen scheinen gekennzeichnet zu sein durch einen
aktivierten und hoch-motilen Phinotyp. Insbesondere die intrazelluliren
Regulatoren der zytosekelettalen Reorganisation Dock2, Corola und Parvin-y
scheinen hierfiir von besonderer Bedeutung zu sein. Neben der durch
Chemotaxis und Integrine vermittelten mesenchymalen Migration kénnten
diese insbesondere eine amoeboide Migration der Spender T-Zellen aus den PP

in die Lamina Propria f6rdern.

Die zu einem frithen Zeitpunkt der intestinalen GvHD direkt einwandernden
T-Zellen fungieren vermutlich als eine Art Pionier-Zellen und kénnen durch
die Produktion von Chemokinen wie CCL3, CCL4 und CCL5 die sequenzielle
Infiltration weiterer Spender T-Zellen in den Darm verstirken. Diese
insbesondere durch CCR5 und CCRY9 sowie die Intgerine a4B7 und o«EB7
vermittelte sequenzielle Infiltration kann ebenfalls sowohl durch
transendotheliale wie auch direkte Migration erfolgen. Die im Verlauf
zunehmend transendothelial infiltrierenden insbesondere CD8" Spender T-
Zellen aus der systemischen Zirkulation sind vor allem durch eine hohe

Expression von CD27 und Integrin al.32 gekennzeichnet.

Aufgrund des initilerenden und potenzierenden Effektes erscheint die direkte
Migration von aktivierten T-Zellen aus den PP in die angrenzende Lamina
Propria fur die intestinale Inflammation ein ausschlaggebender Mechanismus zu
sein. Diese Alternativroute sollte daher fiir zuktnftige therapeutische Konzepte
zur Behandlung der akuten intestinalen GvHD und intestinalen Inflammation

im Allgemeinen unbedingt Berticksichtigung finden.
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