Evaluation von Biomarkern fiir die priklinische
Bestimmung immunmodulatorischer und
immuntoxischer Effekte

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitiat Disseldorf

vorgelegt von

Jessica Kemmerling
aus Liidenscheid

Dortmund, September 2017



aus dem Institut fiir Toxikologie
der Bayer Pharma AG in Wuppertal

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Berichterstatter:

1. Prof. Dr. Hans-Werner Vohr

2. Prof. Dr. Eckhard Lammert

Tag der miindlichen Priifung: 25.01.2018



Fur meine Familie

Phantasie ist wichtiger als Wissen, denn Wissen ist begrenzt.

Albert Einstein

III



Inhaltsverzeichnis

ADbKUrzungsverzeiChmis ...............coooiiiiiiiiiiiie e IX
T EINICIEUIIG ..ottt ettt e et e et e e s bt eesabaeesabeeesabeeesaneees 1
1.1 Der komplexe Aufbau des ImmunSyStems.............cccoccuiiiriiieniieeniienieeeieeeeee e 1
1.2 Das Knochenmark ist der Bildungsort der Immunzellen ...................ccccccoeiiininnnnen. 2
1.3 Die vielfiltigen Aufgaben der reifen Immunzellen ....................ccccooiiininnnnnn 4
1.4 Der Aufbau der lymphatischen Organe Thymus und Milz .......................coccoon 6
1.5 Der Zelltod als stindiger Begleiter im Thymus.................cccooooiiiiiiiiiiiniee e, 9
1.6 Die Bedeutung der ImmuntoxiKologie ..................occoiiiiiiiiiiiiniiie e 10

1.7 Die unterschiedliche regulatorische Betrachtung der immuntoxikologischen Priifung

.................................................................................................................................................. 11
1.8 Die histopathologische Untersuchung von lymphatischen Organen als eine
Standarduntersuchung zur Ermittlung der Immuntoxikologie.....................c..cocceeniin. 13
1.9 Knochenmarksuntersuchungen als wichtiger Teil in der Evaluation des
himatopoetischen SYStEIMS ..............ooiiiiiiiiiii e e e e e 15
1.10 (Immun)toxische RiSiKObDeWertung .................ccoooiiiiiiiiiiii e 16
1.11 Die Wirkung von ausgewéahlten Immunmodulatoren ......................cccoooiiiiiniiinnnnn. 17

1.12 Die Anwendung von Biomarkern fiir die Untersuchung von immunmodulatorischer

und immuntoxischer WIrkung.............cocccooiiiiiiiiiiiiiie e 21
13 Ziel der ATt .........ooviiiiiiii ettt 23
2 Material und Methoden...............cocooiiiiiiiiiiiceec e 24
20 MLALELHAL ...t et 24
21T THET ...ttt ettt et b et naee 24
202 ZRHCIL ... sttt et 24
2.1.3 Substanzen, Chemikalien und Reagenzien ...................cccccooviiiiiiniiiiiiiniiee e 24
2.1.4 Verbrauchsmaterialen ................ccooocoiiiiiiiiiiiieeeee e 25
P2 B D1 1 11) o 1 PSPPSRt 26
20100 SOTEWATEC ...ttt ettt et e e bt e s b e e st e e sabe e 27
217 LOSUIZRIL .......eeieeiiiiieeeeiiiee ettt e ettt e e ettt e e e e et e e e snnaeeeeensstaeesenssaeesaannsaeeesnnsseeesassseesnnnes 28
218 ANUIKOTPEL ...oooiiniiiiie ettt e e ettt e e et e e e ettt e e esabeeeeesnsseeesensneeeeanes 28



2.2.1.1 Vorbemerkungen fiir die Anwendung der Immunhistochemie............................. 29
2.2.1.2 Archivierte Studien als histologisches Material..................cccccooiiiiiiiiiniiinniee 30
2.2.1.3 Gewebeaufarbeitungen von lymphatischen Organen ....................cocoeeviiiininnnnnne 31
2.2.1.4 Herstellung von Paraffinschnitten ......................coooiiiiiiiiiiieeee 32
2.2.1.5 Herstellung von Gefrierschnitten...................occcoooiiiiiiiiiiiiiie e 32
2.2.1.6 Ubersichten iiber verwendete Primirantikérper in der Immunhistochemie ....... 32
2.2.2 Etablierung der immunhistochemischen Firbeprotokolle.......................cccccoeenne. 33

2.2.2.1 Farbeprotokoll fiir die immunhistochemische Firbung nach der ABC-Methode

an ParaffinSchnitten ... 34
2.2.2.2 Farbeprotokoll fiir die Fluoreszenz-Farbung an Paraffinschnitten...................... 35
2.2.2.3 Farbeprotokoll fiir die Fluoreszenz-Farbung an Gefrierschnitten....................... 36

2.2.3 Beurteilung der immunhistochemisch-gefirbten (ABC-Methode) Gewebeschnitte

.................................................................................................................................................. 36
2.2.4 Analyse der lymphatischen Organe mithilfe der konfokalen

FluoreszenZmiKroSKOPIE ..............oooiiiiiiiiiiiiieece et e e e 37
2.2.5 Durchfiihrung einer subakuten, oralen Toxizititsstudie an Ratten ........................ 37

2.2.5.1 Allgemeine Informationen zu den Versuchstieren und Haltungsbedingungen....38

2.2.5.2 Toxikologische Standarduntersuchungen .................c.ccccoooiiiiiiiiniiiniiicenieeeeee 38
2.2.5.3 Immuntoxikologische Untersuchungsmethoden.......................ccooociniiinniiinnnnne 40
2.2.5.3.1 Immunglobolin-Bestimmung im Serum ................ccoccooniiiiiniiiniiiiiieeee 40

2.2.5.3.2 Subpopulationsanalyse von Immunzellen der Milz und mesenterialen

LymphKRNOTEN ...ttt e et e e et e e e e e e e e ennaees 40
2.2.6 PCA-Analyse und Heatmap-Darstellung .......................ccoooouveeeeveviieeeiiiieeeeeieeeeennnns 42
2.2.7 Untersuchungen des himatopoetischen Systems...............cccccevviiiiiiiniiieeenniieee e, 43
2.2.7.1 Anfertigung und Fiarbung von Knochenmarksaustrichen ..................................... 43
2.2.7.2 Aufarbeitung von Femur und Sternum fiir die H&E Diagnostik.......................... 44



2.2.7.3 Subpopulations-Analysen von Knochenmarkszellen mittels FACS..................... 44

2.2.7.4 CFU-Tests mit humanen CD34-Zellen bzw. ex-vivo mit Knochenmarkszellen aus

AEE RATLC.......oo ittt e ettt e e e e e e e et ta it reeaeeseeeeesaaaaesseeeeasasnnaneseeeeen 46

2.2.7.5 Anreicherungen der Knochenmarkszellen aus dem CFU-Assay fiir die

Herstellung von Zytopraparaten ............cccccoovviiiieiiiiiieeeniieeeeiteeeesieeeeeseeeeeeereeesennneeens 50
2.2.7.6 Automatische himatologische Analysen von Knochenmarkszellen der Ratte .... 52

2.2.7.7 Zytologische Untersuchungen der Knochenmarkzellen anhand (Cytospots und

KnochenmarKksaustriche) ..o 53
2.2.8 Statistische Methoden .................cooiiiiiiiiiiii e 55
S EIGEDIUSSE .......eiiiiiiiiiie ettt et e et e e et e e et esbeeeeanees 56

3.1 Etablierung der immunhistochemischen Biomarker und Untersuchung der

Zielzellen hinsichtlich Lokalisation und Haufigkeit in den lymphatischen Organen...... 56

3.2 Histopathologische Untersuchungen von lymphatischen Organen der Ratte aus

archivierten toxikologischen Studien ..................cccoiiiiiiiiiiiiic e 60
3.2.1 AZAthIOPTIN (AZLA) ...ttt ettt et et e be e e 63
3.2.2 CycloSPOorin A (CSA) ..ottt ettt et e et e st e e st e e sbeeeeaaeees 64
3.2.3 Oxazolidinone (OXA L= TV) ..ot 65
3.2.4 Benzo(a)pyren (BAP) ........ooo e 71
3.2.5 Hexachlorbenzol (HCB) ............ooooiiiiiiiieee ettt e 72
3.2.6 Vergleich von LOELSs zwischen H&E- und IHC-Firbungen ...............ccocceooeeneane 74
3.2.7 Beispiele histopathologischer Effekte in Milz und Thymus im H&E-Schnitt......... 76

3.2.8 Beispiele histomorphologischer Verinderungen in Milz und Thymus in IHC-
FATDUNGEI........oiiiiiiiiieee ettt e e et e e e et e e e s tbeeeeesnsbeeeeensaeeeeannsaeeens 79

3.3 Untersuchungen von Zellen in den lymphatischen Organen mit der konfokalen

FluoreszenZmiKroSKOPIe .............coociiiiiiiiiiiiiiieee et 82
3.4 Studienplanungen auf Basis der Ergebnisse im Archivmaterial.................................. 87
3.4.1 Standarduntersuchungen in toxikologischen Studien ....................ccccccooiiinniinnn. 87
3.4.2 Histopathologische Ergebnisse..............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiececeeeeeeeeee e &9

3.4.3. Hauptkomponentenanalyse und Heatmap-Darstellung als Methode zur

Auswertung und Visualisierung komplexer grofler toxikologischer Datenmengen......... 92



3.4.4 Untersuchungen der Immuntoxikologie....................cccooiiiiiiiiiiiiiincee 96
3.4.4.1 Immunglobulin-Bestimmungen im Serum................ccooceeiiiiiiiiiiiiniiienieeeeeeieeee 97
3.4.4.2 Subpopulationsanalysen in lymphatischen Organen .......................cocoiiniiiinnnnn. 98

3.5 Untersuchungen des hiimatopoetischen Systems hinsichtlich himatotoxischer

EigensChaften ...........oocooiiiiiiii e e e e e e e e e nraee e e e 103
3.5.1 Histopathologische Untersuchung des Knochenmarks................c..cccoecoiiiiniinnnn. 103
3.5.2 Subpopulationsanalyse von Knochenmarkszellen..........................cccoooiiiinninnnn. 104
3.5.3 Automatische himatologische Analysen von Knochenmarkszellen (Advia) ......... 108

3.5.4 Zytologische Untersuchung und Differenzierung der Knochenmarkszellen in

Knochenmarksausstrichen und Zytopots.................coooiiiiiiiiniiiinieiiecceeeeeee e 110
3.5.5 Colony-Forming Unit Assay (CFU-Assay) mit Knochenmarkszellen .................... 111
4 DIESKUSSION......c..ooiiiiiiiiiii ettt ettt et s e e st e bt e st eeees 116

4.1 Etablierung immunhistochemischer Biomarker in lymphatischen Organen der Ratte

an bis zu 20 Jahre alten archivierten Toxizitatsstudien.............ccoooeviveeeeiiiieeieeeeeeennn. 116

4.2 Bis zu 20 Jahre alte Toxizitatsstudien bieten ausfiihrliche Informationen iiber die

zellulidren Verinderungen nach immunmodulierenden Substanzen.............................. 118
4.2.1 Die Wirkung von AZA auf die lymphatischen Organe der Ratte.......................... 119
4.2.2 Die Wirkung von CSA auf die lymphatischen Organe der Ratte........................... 120
4.2.3 Die Wirkung von OXA auf die lymphatischen Organe der Ratte .......................... 121
4.2.4 Die Wirkung von BAP auf die lymphatischen Organe der Ratte.......................... 122
4.2.5 Die Wirkung von HCB auf die lymphatischen Organe der Ratte .......................... 123

4.2.6 Die Enhanced Histopathology als geeignetes Mittel zur Auswertung von IHC-
Farbungen in Milz und Thymus ...........ccoooiiiiiiii e 124

4.2.7 Sechs immunhistochemische Biomarker als Zusatzuntersuchung in toxikologischen

StandardunterSUChUNGEN...............oooiiiiiiiie e e e e e e e 125

4.3 Die Ubertragbarkeit von immunmodulatorischen/-toxischen Effekten auf den

IEEIISCRICIL ...t e e e e e ettt e e e e e e e e et ea e eeeee et eaaaaseseseeeeenaaanses 127

4.4 Der Nutzen der Laser-Scanning-Mikroskopie im Vergleich zur lichtmikroskopischen

Betrachtung von Paraffinschnitten....................cooo e 128

4.5 Konsistenz/Inkonsistenz bei Immuneffekten in toxikologischen Studien ................. 129



4.6 Die Betrachtung der Gesamtdaten zu Standardpriifungen in der Toxizititspriifung

HAMATOTOXIZITAL ..........oooiiiiiiiiiiei et e e et e e e e neae e e s e nnaeeeeennees 138
41T AUSDIICK ...ttt 144
5 Zusammen fasSUNQ............cooouiiiiiiiiiiiiiiie ettt et et e et e st e st e e saeeesabee s 147
O SUIMIMATY ...ttt ettt e st e e st e e e it e e eabeesabeesnbaeesabeeesaseeas 149
7 LiteraturverzZeiChnis. ...........cocooiiiiiiiiiiiiic e 151
AbDbIldungsverzeiChmis.................cooiiiiiiiiiii e 161
TabellenverzeiChmis. ..ot 165
Eidesstattliche EXKIArUNG..............cccoiiiiiiiiiiiieee e e 167

VIII



Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ABC Avidin-Biotin-Complex

AGQ Albumin-Globulin-Quotient

AH Arylhydrokarbon

ALAT Alanin-Amino-Transferase

Aph Alkalische Phosphatase

ASAT Aspartat-Amino-Transferase

AZA Azathioprin

BAP Benzo(a)pyren

BFU Burst forming unit

BFU-E Burst-forming unit-erythroid

BGVV Bundesinstituts fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin
Bili-T Bilirubin total

BSS Bovine steer serum

CD Cluster of differentiation (Oberflachenantigen)
CFU Colony-forming unit

CFU-G Colony-forming unit —granulocyte

CFU-GEMM Colony-forming unit -granulocyte-erythroid-macrophage-megakaryocyte
CFU-GM Colony-forming unit -granulocyte-macrophage

CFU-M Colony-forming unit -macrophage
CK Creatinkinase

Cl Chlorid

Crea Creatin

CSA Cyclosporin A

DAB 3, 3’-Diaminobenzidin

DAPI Diamino-Phenylindol

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EH Enhanced Histopathology

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

IX



EM(E)A European Medicines Agency

EPA Environmental Protection Agency

EPO Erythropoetin

FACS Fluorescence-activated cell scanning

FCS Fetal calf serum

FDA Food and Drug Administration

FFPE Formalin-fixiertes und Paraffin-eingebettet
FIBR Fibroblasten

FITC Fluorescein-Isothiocynat

FSC Forward scatter

Gamma-GT Gamma-Glutamyltransferase

GLDH Glutamatdehydrogenase
GLP Die Gute Laborpraxis
HB Hamoglobin

HCB Hexachlorbenzol

HCT Héamatokrit

H&E Hematoxylin & Eosin

IC50/IC90  Inhibitorische Konzentration um 50 oder 90%
ICH The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for

Pharmaceuticals for Human Use

ICISIS International Collaborative Immunotoxicological Studies
Ig Immunglobulin

ICH Immunhistochemie

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Media
LDH Laktat-Dehydrogenase

LDS Lithium dodecyl sulfate

LO(A)EL Lowest observed (adverse) effect level
LSM Laser scanning microscope

LYM Lymphozyten

M Minnlich

MALT Mucosa-associated lymphatic tissue

MCH Mean corpuscular haemoglobin



MCHC
MCV
MHC
MK
MZ

Na

NK
NO(A)EL
OD
OECD
oT
OXA

PALS
PCA
PBS
PE
PT
PTT

RP
RT
SSC
Tab.
THRO

WHO
WP

Mean corpuscular haemoglobin concentration
Mean cell volume

Major histocompatibility complex

Mark (Thymus)

Marginalzone (Milz)

Natrium

Natiirliche Killerzellen

No observed (adverse) effect level

Optical density

Organisation for Economic Co-operation and Development
Objekttrager

Oxazolidinon

Phosphat

Periarterioldre lymphatische Scheide (Milz)
Principal component analysis
Phosphate-buffered saline

Phycoerythrin

Prothrombin time

Partial thromboplastin time

Rinde (Thymus)

Rote Pulpa (Milz)

Raumtemperatur

Side scatter

Tabelle

Thrombozyten

Weiblich

World Health Organization

Weille Pulpa (Milz)

XI






1 Einleitung

1.1 Der komplexe Aufbau des Immunsystems

Das Immunsystem gehdrt zu den komplexesten Organsystemen des menschlichen Organismus
und erfiillt essentielle Aufgaben, die den Kdorper vor Krankheiten schiitzen und somit sein
Uberleben erméglichen. Es ist maBgeblich an der Abwehr von eindringenden Erregern wie
Bakterien, Viren und Pilzen, der Beseitigung von Tumorzellen sowie dem Schutz vor
gefdhrlichen Fremdstoffen beteiligt. Neben seiner Komplexitit ist die Dynamik das zweite
Charakteristikum, die dafiir verantwortlich ist, dass die verschiedenen Zellen des
Immunsystems kommunizieren konnen. Um die kdrpereigene Abwehr sicherstellen zu konnen,
sind die Immunzellen sehr mobil. Sie miissen genauestens aufeinander und auf die
Gegebenheiten der Immunorgane abgestimmt sein, um eine Immunantwort einzuleiten.
Strukturen, die eine Immunantwort auslosen konnen, werden als Antigene bezeichnet.
Solche Antigene konnen von spezifischen Antikorpern (16sliche Antigene), aber auch durch
spezifische ~Abwehrzellen (zellulire Antigene) gebunden werden. Nach einer
Aktivierungsphase kann so eine spezifische Immunreaktion induziert werden.
Klassischerweise wird das Immunsystem in ein angeborenes und erworbenes Immunsystem
eingeteilt. Das angeborene Immunsystem reagiert am schnellsten und bildet die erste
Verteidigungslinie. Ist die Antigenlast zu hoch bzw. gelingt es Krankheitserregern durch
bestimmte Mechanismen, vom Antigen-unspezifischen, angeborenen Immunsystem nicht
erkannt zu werden, greift ein flexiblerer Abwehrmechanismus ein, das adaptive bzw.
erworbene, Antigen-spezifische Immunsystem. Dieses entwickelt darauthin durch sogenannte
Memory-Zellen im Prinzip ein Gedichtnis und bietet so einen erhdhten Schutz gegen das
Antigen. Diesen Mechanismus macht man sich auch bei Impfungen zunutze.

Die lymphatischen Organe sind die Organe des Immunsystems. Nach ihrer Funktion wird
zwischen zwei Typen von lymphatischen Organen unterschieden: Die zentralen, priméren
lymphatischen Organe und die sekunddren lymphatischen Organe bzw. Gewebe in der
Peripherie. Die priméren lymphatischen Organe, zu denen Knochenmark und Thymus gehoren,
dienen der Bildung und Reifung der Immunzellen. Alle Zellen mit Ausnahme der T-Zellen
entwickeln sich groBtenteils im Knochenmark weiter. Dahingegen reifen die T-Zellen im
Thymus und werden zu immunkompetenten Zellen ausgebildet. Unter ,Reifung® der
Immunzellen ist bei B- und T-Zellen nicht nur die Differenzierung zu immunkompetenten
Zellen zu verstehen, sondern auch die Selektion auf nicht autoaggressive Immunzellen

(Toleranzinduktion).



Zu den sekunddren lymphatischen Organen werden Milz, Lymphknoten und das Mukosa-
assoziierte lymphatische Gewebe (mucosa-associated Ilymphatic  tissue, MALT)
zusammengefasst.

Reife Lymphozyten (B- und T-Zellen) besiedeln diese Organe, nehmen Zellkontakt
untereinander und mit den Zellen des angeborenen Immunsystems auf. Durch diesen Prozess
kann dann eine spezifische Immunantwort ausgelost werden. Des Weiteren bilden die
sekundiren lymphatischen Organe einen Antigensammelplatz, zu dem die Antigene auf
unterschiedlichen Wegen gelangen konnen. Uber die Lymphgefife konnen Antigene frei oder
mithilfe von Makrophagen oder dendritischen Zellen zu den Lymphknoten transportiert
werden, die im gesamten Korper verteilt sind. Uber die Blutbahn gelangen die Antigene in die
Milz, wihrend das MALT iiber spezifische Mechanismen in der Schleimhaut erreicht wird

(Rink et al., 2012).

1.2 Das Knochenmark ist der Bildungsort der Immunzellen

Alle Zellen des Immunsystems und des Blutes stammen von pluripotenten himatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark ab.

Das Knochenmark ist eine mesenchymale komplexe Struktur, die aus hdmatopoetischen
Vorlduferzellen und einer Mikroumgebung besteht, welche die Besiedlung und Erhaltung von
pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen ermdglicht und die Differenzierung und Reifung
der Vorlaufer unterstiitzt. Die Umgebung setzt sich aus Stromazellen, endothelialen Zellen und
Osteoblasten zusammen. Diese heterogene Zellgruppe produziert hormondhnliche Proteine und
Wachstumsfaktoren (Zytokine), durch die hidmatopoetische Vorlduferzellen zur
Differenzierung getrieben werden. Die diinnen vendsen Sinus sind die vaskuldren Bereiche im
Knochenmark, welche die Versorgung mit Néhrstoffen und Sauerstoff sowie den Abtransport
von Stoffwechselprodukten sicherstellen. Zusitzlich stellen sie eine Transportroute dar,
iiber die reife Blutzellen das Knochenmark verlassen und langlebige Immunzellen in das
Knochenmark zuriickkehren.

Die hdmatopoetische Stammzelle kann sich symmetrisch teilen, wodurch sie sich selbst
erneuert, oder asymmetrisch teilen, wodurch myeloide oder lymphoide Vorlduferzellen gebildet
werden konnen. Je nach Art und Menge der vorhandenen Zytokine unterliegen die myeloiden
und lymphoiden Vorlduferzellen einer raschen Zellteilung und bilden verschiedene Arten von
unipotenten Vorlduferzellen, die sich nicht mehr selbst erneuern konnen. Eine Besonderheit der
unipotenten Vorlduferzellen ist die Féhigkeit Kolonien auszubilden, die als sogenannte

Kolonie-bildende Einheiten (colony-forming units, CFU) gemessen werden konnen.



SchlieBlich gehen aus Knochenmarkstammzellen drei grundsétzliche Zelllinien hervor
(Iymphoide, myeloide und erythroide), aus denen durch fortschreitende Differenzierung die
folgenden reifen Blutzellen des Immunsystems entstehen: In der Erythropoese entstehen die
roten Blutkorperchen (Erythrozyten). Aus der Myelopoese gehen Monozyten und
polymorpkernige Lymphozyten (Granulozyten) hervor. Wahrend der Thrombopoese entstehen
aus Megakaryozyten die Blutplittchen (Thrombozyten). SchlieBlich bilden sich in der
Lymphopoese T-, B-und NK-Zellen (Lodish et al, 2010; Naeim et al., 2013). Eine weitere
Unterscheidung der Blutzellen kann zwischen roten und weilen Blutzellen gemacht werden.
Die roten Blutzellen sind die Erythrozyten und enthalten den roten Farbstoff Himoglobin.
Alle anderen Zellen ohne diesen Farbstoff werden als weille Blutzellen (Leukozyten)
bezeichnet.

Die Abbildung 1 zeigt die Differenzierung der wichtigsten Immunzellen ausgehend von der

hdmatopoetischen Stammzelle im Knochenmark.
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Abb.1 Differenzierung der Immunzellen (vereinfachte Darstellung).
Aus den Stammzellen im Knochenmark differenzieren die Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems
sowie die roten Blutzellen. (Verdndert nach OpenStax, 2013).



1.3 Die vielfiltigen Aufgaben der reifen Immunzellen

Immunzellen sind im gesamten Organismus verteilt und lassen sich, wie bereits erwihnt,
in Zellen des angeborenen oder adaptiven Immunsystems einteilen.

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehoren Makrophagen, Granulozyten,
dendritische Zellen und Natiirliche Killerzellen. Die Vorlauferzellen der Makrophagen sind die
Monozyten, die durch einen groflen Kern charakterisiert sind. Sie verweilen fiir eine kurze
Dauer im Blut, bevor sie in die Gewebe einwandern und dort zu Makrophagen differenzieren.
Makrophagen, die auch Fresszellen genannt werden, befinden sich in allen Geweben und stellen
eine der ersten Verteidigungslinien dar. Sie phagozytieren Antigene, aber auch abgestorbene
Korperzellen, indem sie die Zellen und Krankheitserreger in intrazelluldire Phagosomen
aufnehmen, in denen sie nach der Fusion mit Lysosomen abgetdtet und ,,verdaut* werden.
AuBlerdem sezernieren Makrophagen Botenstoffe wie Zytokine und koénnen so eine
Immunantwort induzieren.

Neben den Makrophagen stammen ebenfalls die dendritischen Zellen von Monozyten ab.
Unreife dendritische Zellen wandern aus dem Blut ins Gewebe, differenzieren dort und bilden
kleine Veréstelungen aus. Wenn sie Antigene aufgenommen haben, wandern sie iiber den
Lymphstrom in Lymphknoten oder andere sekundire lymphatische Organe ein und
prasentieren das Antigen iiber bestimmte Molekiile den T-Zellen (T-Helfer-Zellen).
Granulozyten sind polymorphkernig und besitzen zytoplasmatische Granula. Aufgrund ihres
unterschiedlichen Firbeverhaltens ihrer Granula im Blutausstrich werden sie in drei Typen
eingeteilt: basophile, eosinophile und neutrophile Granulozyten. Bei Infektionen werden diese
Zellen im groBen Umfang im Knochenmark gebildet und wandern anschlieBend zum
Infektionsherd. Natiirliche Killerzellen (NK) sind Lymphozyten, die darauf selektioniert sind,
Tumorzellen oder durch Antikérper ,,markierte” Zellen durch zytotoxische Mechanismen zu
eliminieren.

Zu den Zellen des adaptiven Immunsystems gehoren die Lymphozyten, die zu B- und T-Zellen
differenzieren (s.0.). Die Lymphozyten haben einen grofen Kern und weisen je nach Typ
unterschiedlich klonal verteilte Rezeptoren auf, die Antigene binden konnen. Die Variabilitit
der Rezeptoren stellt eine hervorragende Eigenschaft des adaptiven Immunsystems dar.
Als sogenannte Plasmazellen sind B-Zellen voll ausdifferenziert und konnen spezifische
Antikorper sezernieren. Die B-Zellen konnen aber auch, wie dendritische Zellen und
Makrophagen, Antigene an T-Helferzellen priasentieren. Unter den T-Zellen werden zwei

Hauptpopulationen unterschieden: T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen.



T-Helferzellen unterstiitzen die Immunantwort, in dem sie nach der Bindung mit einem Antigen
B-Zellen oder zytotoxische T-Zellen und Makrophagen aktivieren. B-Zellen differenzieren
daraufthin zu Antikorper produzierenden Plasmazellen. Zytotoxische T-Zellen sind dagegen

darauf spezialisiert, infizierte Zellen zu téten.

Die verschiedenen Populationen von Immunzellen lassen sich durch ihr Profil an
Oberflachenmerkmalen unterscheiden. Durch die Bindung von selektiven Antikoérpern an diese
Oberflichenmerkmale konnen die verschiedenen Immunzellen z.B. im histologischen Schnitt
mithilfe der Immunhistochemie unterschieden werden. Diese Antikdrper werden in
sogenannten cluster of differentiation zusammengefasst. Das Molekiil auf der Oberflache der
Immunzellen, das von solch einem Cluster gebunden wird, hei3t CD (cluster determinant).

Die Verwendung von spezifischen Antikérpern in der Immunhistochemie oder zelluldren
Untersuchungsmethoden, die diese Cluster binden, ermdglichen eine Unterscheidung der
Lymphozytenpopulationen. Abhéingig von ihrem Differenzierungs - oder Aktivierungszustand
exprimieren sie eine bestimmte Auswahl dieser Oberflichenmolekiile. T-Helferzellen

exprimieren z.B. das CD4-Molekiil, wihrend zytotoxische T-Zellen CD8-positiv (CD8") sind.

Antikorper, die auch Immunglobuline (Ig) genannt werden, sind Proteine, die einerseits als
Transmembranrezeptoren auf der Zelloberfliche von B-Zellen zu finden sind. Andererseits
werden diese als 16sliche Antikérper von aktivierten B-Zellen (Plasmazellen) wéhrend der
Immunreaktion in Korperfliissigkeiten sezerniert. Die Struktur von Antikdrpern ist Y-formig
und erfiillt zwei Funktionen: Die beiden Arme der Y-Struktur stellen Antigenbindungsstellen
dar und der Stamm sorgt fiir die immunologische Effektorfunktionen. In Sdugetieren existieren
finf verschiedene Antikorperklassen (Isotypen), die sich in Struktur, Eigenschaft und
Verteilung im Organismus unterscheiden: IgG, IgM, IgD, IgA und IgE. Diese Klassen kdnnen
im Rahmen einer Immunantwort von jeweils einem B-Zellklon nacheinander synthetisiert
werden (Isotypwechsel). Dabei dndern sich allerdings nicht die Bindungseigenschaften der
entsprechenden Antikorper. Bei immuntoxischen Untersuchungen ist insbesondere die
Messung der zwei Ig-Klassen IgG und IgM im Serum wichtig, um einen Eindruck iiber den
Immunstatus eines Organismus zu bekommen. IgM wird bei einem Erreger-Erstkontakt
gebildet und deutet eine frilhe Phase der Immunreaktion an (Aktivierung des

Komplement-Systems zur Zerstorung des Antigens).



IgG ist der am héaufigsten vorkommende Immunglobulin-Isotyp. Die Erhohung des
IgG-Spiegels, ausgeldst durch sogenannte B-Gedéchtniszellen (Memory-Zellen), kann ein
Indikator fiir eine bestehende Infektion sein. Gedéchtniszellen sind Lymphozyten, die ein
immunologisches Gedichtnis darstellen und bei erneutem Kontakt mit dem Antigen schnell mit
der Produktion von IgG reagieren (Janeway, 2002; Buchwalow et al., 2010;
Schiitt & Broker, 2011; Rink et al., 2012).

1.4 Der Aufbau der lymphatischen Organe Thymus und Milz

Im Folgenden soll der Aufbau der lymphatischen Organe Thymus und Milz genauer
beschrieben werden, die in dieser Arbeit eine besondere Rolle spielen.

Wie bereits erwdhnt ist der Thymus ein primires lymphatisches Organ, in das die
Vorldufer-T-Zellen aus dem Knochenmark einwandern, proliferieren, selektioniert werden und
differenzieren. Die reifenden T-Zellen werden auch als Thymozyten bezeichnet. Der Thymus
liegt im Thorax im vorderen Mediastinum. Er bildet sich friih in der fetalen Entwicklung als
erstes lymphatisches Organ in Hinblick auf die postnatale Antigenstimulation und die Bildung
einer Vielzahl von reifen T-Zellen. Bei Ratten erreicht der Thymus wihrend der sexuellen Reife
seine Maximalgrof3e und bildet sich danach kontinuierlich zuriick.

Der vollstindig entwickelte Thymus besteht aus zwei Lappen, die von einer
Bindegewebskapsel umschlossen sind. Von dieser ziehen zahlreiche Bindegewebsstringe
(Trabekel) ins Innere des Organs, sodass es wiederum in unterschiedlich groe Léppchen
gegliedert ist. Jedes Léppchen besitzt lichtmikroskopisch in der Hematoxylin und
Eosin-Fiarbung (H&E) eine dullere dunkle Zone, die Thymusrinde (Kortex), und eine zentrale
helle Zone, das Thymusmark (Medulla). Die Rinde besitzt ein Grundgeriist epithelialer Zellen,
in das unreife Thymozyten und einige Makrophagen eingelagert sind. Die dunkle Farbe kommt
durch die dicht-gepackten Thymozyten und ihre stark mit Hamatoxylin gefarbten Kerne
zustande. Im Mark befinden sich hauptsichlich reife Lymphozyten zwischen den epithelialen
Zellen, die zusitzlich von Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen begleitet werden.
Der Grund fiir die heller gefarbte Medulla liegt in den weniger dichten Lymphozyten und
anderen Zytoplasma-reicheren Zelltypen. Die reifen, aber naiven T-Zellen verlassen den
Thymus und wandern liber den Blutstrom in die peripheren lymphatischen Organe, wo sie sich

zunidchst in den T-Zell-Regionen authalten.



Das Grundgeriist des Thymus bildet ein Netzwerk von epithelialen Zellen, die in verschiedenen
Populationen je nach strukturellen Eigenschaften und Hormonbildung unterschieden werden.
Dies ist der Grund, warum der Thymus als einziges lymphatisches Organ ein
lymphoepitheliales Organ ist (Abb.2). Immunhistochemisch lassen sich die Epithelzellen mit
einem Antikorper gegen Zytokeratin sichtbar machen.

Eine Besonderheit im Thymus von Wistar-Ratten stellen die epithelfreien Regionen dar,
die keine stromalen Elemente enthalten und im subkapsuldren Bereich des Kortex liegen. Sie
enthalten gelegentlich Makrophagen und Thymozyten mit einer hohen Proliferationsrate.

Die thymischen Arterien folgen den Bindegewebsstrangen und treten in das Organparenchym
an der Grenze zwischen Kortex und Medulla ein. Die kortikomedulldre Grenzregion beheimatet
neben vielen Blutgefien auch (un-) reife T-Zellen, dendritische Zellen, B-Zellen und
Plasmazellen. Die kortikomedulldren Arteriolen verzweigen in Kapillaren, die Kortex und
Medulla versorgen. Die Kapillaren im Kortex sind impermeabel fiir Antigene und verhindern
dadurch ihren Kontakt mit den unreifen Thymozyten. Dahingegen sind medulldre Kapillaren
fiir zirkulierende Antigene permeabel (Pearse, 2006).
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Abb.2 Zelluldrer Aufbau des Thymus. (Verdndert nach Junqueira & Carneiro, 2004)

Die lidngliche und im Querschnitt dreieckige Milz ist ein dunkel-rotes bis blau-schwarzes
Organ, das sich im linken Bauchraum befindet. Sie stellt das grofite sekundiare lymphatische
Organ dar, das in die Inmunantwort auf aus dem Blut stammende Antigene eingebunden ist.
Die Milz ist von einer Kapsel umgeben, die aus fibrosem Gewebe, elastischen Fasern und

glatter Muskulatur besteht.



Irreguldre Trabekel aus glatter Muskulatur und fibroelastischem Gewebe enthalten Blut-,
Lymphgeféfek, Nerven und ziehen von der Kapsel ins Innere des Organs.

Morphologisch und funktionell ist die Milz in zwei Kompartimente geteilt, die rote und
die weile Pulpa. Die rote Pulpa dient als Blutfilter, in der Fremdmaterial und beschidigte
Erythrozyten entfernt werden, die {iber arterielle Gefda3e in die Milz gelangen. Die rote Pulpa
besteht aus einen dreidimensionalen Maschenwerk aus Fibroblasten, retikuldren Fasern und
vendsen Sinus. In den Maschen befinden sich Blutzellen, Lymphozyten, Plasmazellen und
Makrophagen. Die rote Milzpulpa dient auch als Blutspeicher und kann, je nach Tierart,
bei Bedarf zusétzliche Erythrozyten und Thrombozyten in die Zirkulation abgeben, indem sich
die Milz kontrahiert. Insbesondere bei Nagern wie der Ratte ist die rote Milzpulpa ein Ort der
Blutbildung.

Die weille Pulpa ist der Ort der Immunantwort. Sie enthdlt wiederum drei Kompartimente,
die periarterioldre lymphatische Scheide (PALS), die Follikel und die Marginalzone
(siche Abb.3). In ihr befinden sich Lymphozyten, Makrophagen, dendritische Zellen,
Plasmazellen, Arteriolen und Kapillaren in einem retikuldren Maschenwerk, &hnlich wie in der
roten Pulpa.

Die Zentralarterie tritt {iber die rote Pulpa ein und ist von der PALS umgeben, die aus
Lymphozyten und Fibroblasten besteht. Die innere PALS ist eine T-Zell-abhéngige Region,
die etwas intensiver als die &uBlere PALS gefarbt ist. Sie besteht groBtenteils aus
CD4"- T-Zellen und gelegentlich CD8"-T-Zellen, dendritische Zellen und B-Zellen. Die duflere
PALS beinhaltet B- und T-Zellen, Makrophagen und Plasmazellen nach Antigenstimulation.
Die Marginalzone ist eine einheitliche Region, die zwischen roter Pulpa und PALS liegt.
Sie enthilt Fibroblasten, dendritische Zellen und B-Zellen. Von einigen Wissenschaftlern wird
sie als separates Kompartiment unabhingig der weillen Pulpa angesehen. Ihre Funktion liegt in
der Uberwachung der systemischen Zirkulation von Antigenen und Pathogenen und sie spielt
eine wichtige Rolle in der Antigenprisentation. Follikel befinden sich durchgehend in der
PALS und sind von einer Ansammlung von B-Zellen (B-Zell-Corona) umgeben. Sie bestehen
primér aus B-Zellen, dendritische Zellen und CD4"-T-Zellen. Nach Antigenstimulation konnen
die Follikel Keimzentren ausbilden, die ,Tingible body-Makrophagen und
apoptotische B-Zellen enthalten (Cesta, 2000).



Querschnitt durch weifie Pulpa
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Abb.3 Aufbau der Milz.
Schematische Darstellung der Milz oben mit roter Pulpa (rosa) und Vergrof3erung eines Querschnitts der weiflen
Pulpa. (Verdndert nach Janeway, 2002)

1.5 Der Zelltod als stindiger Begleiter im Thymus

Im Immunsystem spielen sowohl der programmierte Zelltod ,,Apoptose” als auch der
pathologische Zelluntergang ,,Nekrose* eine wichtige Rolle. Die Apoptose kann als
homdoostatischer Prozess zur Konstanthaltung von Zellpopulationen stattfinden oder im
Rahmen eines pathologischen Prozesses vorkommen. Die Nekrose ist ein pathologischer
Prozess hervorgerufen durch verschiedene Noxen wie Traumata oder Toxine.
Die verschiedenen Mechanismen von Zelltod werden in der histopathologischen Untersuchung
unterschieden.

Morphologisch sind apoptotische Zellen durch Schrumpfung charakterisiert, ohne die
Membranintegritét zu verlieren, wihrend Nekrose durch Kernverdnderungen (z.B. Schwellung)
und/oder schnellem Verlust der Membranintegritit gekennzeichnet ist. Ein weiteres
Unterscheidungskriterium ist, dass der apoptotische Zelltod in den meisten Féllen keine
Entziindungsprozesse auslost, wéihrend nekrotischer Zelltod eine Entziindung stimuliert.
Dennoch ist es praktisch oft nicht einfach Apoptose und Nekrose zu unterscheiden, und beide
Formen des Zelluntergangs kénnen auch parallel vorkommen.

Im Thymus ist der Zelltod ohne Induktion einer Entziindungsantwort oft ein normaler
physiologischer Prozess, um nicht-funktionstiichtige T-Zellen wahrend der Entwicklungsphase
zu eliminieren (Negativselektion). Die apoptotischen Zellen werden von Makrophagen
phagozytiert, die aufgrund ihres hellen Zytoplasmas und der Triimmer phagozytierten
Zellmaterials als ,,Tingible-body-Makrophagen* (,,Sternhimmelmakrophagen®) bezeichnet

werden.



Im gesunden Thymus gibt es eine beachtliche Anzahl von apoptotischen T-Zellen,
die nur schwer zu erkennen sind, da nur einzelne Zellen betroffen sind (Elmore, 2007;
Rock und Kono, 2008). Eine Hilfe kann die immunhistochemische Farbung der apoptotischen
Zellen mit Caspase-3 in einem Thymus-Gewebeschnitt darstellen. Caspase-3 ist ein Enzym,
das die Apoptose einleitet. Die Behandlung einer Ratte mit einer immunmodulierenden
Substanz kann eine Apoptose von pathologischer Natur im Thymus hervorrufen. Hierbei tritt
eine vielfache Anzahl von apoptotischen Lymphozyten im Thymus auf, sodass die

»Sternhimmelmakrophagen® deutlich in der mikroskopischen Untersuchung zu sehen sind.

1.6 Die Bedeutung der Immuntoxikologie

Das Immunsystem ist ein sehr komplexes und fein abgestimmtes System, welches empfindlich
gegeniiber den Einfliissen von Medikamenten und Chemikalien reagieren kann. Chemikalien
und ihre Metaboliten konnen Organe, Gewebe, Zellen und 16sliche Faktoren des Immunsystems
exponieren, in dem sie mit Zellmembranen, Rezeptoren oder internen Strukturen reagieren
(Koller, 1987).

Seit Dekaden werden adverse Effekte auf die Immunfunktion des Menschen berichtet,
sei es durch Chemikalienunfille oder die Nebenwirkungen von Medikamenten.
Folglich gewann die friihzeitige Abschitzung der Immuntoxizitit von Substanzen in
préklinischen Studien immer mehr an Bedeutung und wurde zu einem relativ neuen Feld in der
Entwicklung von humanen Medikamenten. Es wird vermutet, dass etwa zehn Prozent aller
adversen Reaktionen von Medikamenten durch eine Immuntoxizitit hervorgerufen werden
(Bala et al., 2005).

In der Immuntoxikologie werden unerwiinschte Nebenwirkungen von Chemikalien
(Industriechemikalien, Pflanzenschutzmitteln und Umweltchemikalien) und Medikamenten auf
das Immunsystem untersucht (De Waal et al., 1994). Ihr Ziel ist es, eine Verdnderung der
normalen Struktur und/oder Funktion des Immunsystems zu beschreiben, welche in etablierten
immunologischen und toxikologischen Methoden bestimmt wird (Boverhof et al., 2014).
Die Testung erfolgt insbesondere im Rahmen toxikologischer Studien an Versuchstieren,
welche die mogliche Exposition in Menschen nachahmen, um eine Risikobewertung des
toxischen Potenzials von Xenobiotika auf das Immunsystem abzuschitzen
(Schuurman et al. 1994). Hierbei ist die Ratte das Versuchsmodell der Wahl, da es

standardméBig in praklinischen Studien verwendet wird.
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Immuntoxische Effekte werden im regulatorischen Kontext allgemeinen in zwei Kategorien
gefasst: Immunsuppression (Reduktion in der Wirksamkeit oder Aktivierung des
Immunsystems, welche zu erhdhter Infektionsanfilligkeit und Tumorbildung fithren kann) und
Immunstimulation (gesteigerte Immunantwort, die zu Flu-like-Syndrom, Allergie und

Autoimmunitét fiihren kann).

1.7 Die unterschiedliche regulatorische Betrachtung der immuntoxikologischen Priifung
Seit den 1980er Jahren haben verschiedene Behorden begonnen, rechtliche Forderungen nach
praklinischen Untersuchungen der Immuntoxizitit von Chemikalien, Pflanzenschutzmitteln
und Arzneimitteln zu entwickeln. Die amerikanische Umweltbehorde US EPA (Environmental
Protection Agency) war die erste Behorde, die 1982 immuntoxikologische Untersuchungen von
Agrochemikalien gefordert hat (Basketter et al., 1993). Heutzutage bestehen unterschiedliche
regulatorische  Herangehensweisen  bei  Chemikalien, Pflanzenschutzmitteln  und
pharmazeutischen Produkten.

Fiir Pflanzenschutzmittel, die auf den amerikanischen Markt kommen, hat die US EPA im Jahre
1998 eine Richtlinie verdffentlicht, die spezifische Untersuchungen zur Immuntoxizitét
vorschreibt (OPPTS 870.8700, 2013).

Fir immuntoxische Untersuchungen von klassischen Arzneimitteln wurde 2006 die
harmonisierte ICH-S8-Richtlinie (2006) der europdischen EM(E)A
(European Medicines Agency) und amerikanischen FDA (Food and Drug Administration)
veroffentlicht. Diese é&hnelt der EPA-Guideline, wobei der Schwerpunkt stirker auf
Subpopulationsanalysen mittels Durchflusszytometrie gesetzt wird, die an Hauptgruppen in
Toxizitétsstudien durchgefiihrt werden konnen.

Aufgrund der Komplexitit des Immunsystems ist ein einziger Immunparameter nicht
verldsslich genug, um eine Immuntoxizitit vorherzusagen, weshalb eine ganze Testbatterie
verwendet wird. Die Regularien folgen im Wesentlichen einen zweistufigen ,,tired approach
und einer ,,weight-of-evidence**-Strategie in der Immuntoxizititstestung. Die erste Teststufe
beinhaltet ein  Screening durch allgemeine Toxizititstest, das insbesondere
immunpathologische und hdmatologische Untersuchungen abdeckt. Besitzt die getestete
Substanz moglicherweise einen Einfluss auf das Immunsystem, entweder aufgrund der
Basistestung oder aufgrund anderer Erkenntnisse, wie z.B. Substanzcharakteristika, werden in
nachfolgenden Tests spezifische Untersuchungen durchgefiihrt, wie z.B. Funktionstests von
Immunzellen oder mechanistische Studien (De Jong & Van Loveren, 2007). Fiir die Auswahl

der Tests ist hierbei Expertenwissen von entscheidender Bedeutung,.
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Fiir biotechnologisch hergestellte hochmolekulare Wirkstoffe, wie Antikdrper und Zytokine,
gibt es eine eigene harmonisierte Richtlinie (ICH S6), die seit 1997 besteht. Die ICH S6 schreibt
fir diese sogenannten Biologicals aufgrund heterogener Eigenschaften eine
case-by-case-Betrachtung vor. Hierfir kommen routinetoxikologische Untersuchungen
weniger zur Anwendung.

Fiir Chemikalien (auBer Pflanzenschutzmittel) gibt es derzeit keine eigene Richtlinie. Hier wird
in den meisten Fillen die OECD-Richtlinie Nr. 407 (2008) als toxikologische Standardpriifung
nach wiederholter Gabe von 28 Tage verwendet, die grundsdtzliche Informationen {iber den
Einfluss von Substanzen auf das Immunsystem liefern kann. In dieser Routinepriifung werden
Untersuchungen  von  klinisch-chemischen =~ und  hématologischen = Parametern
(weille Blutzellen, Differentialblutbild), Organgewichten (Lymphknoten, Milz, Thymus) und
makroskopische/histopathologische Untersuchungen der lymphatischen Organe abgedeckt.

Dariiber hinaus bestehen zwischen Chemikalien und Medikamenten weitere Unterschiede in
der Risikobewertung durch Expositionsuntersuchungen. Bei Medikamenten sind die
therapeutischen Dosen bekannt, eine Risiko-Nutzen-Analyse kann durchgefiihrt werden und
mogliche Effekte konnen in humanen klinischen Studien durch Einschluss relevanter Parameter
gezielt untersucht werden. Im Gegensatz dazu sind in chemischen Regularien die Minimierung
oder das Verhindern von humanen Expositionen zielfilhrend, um sicherzustellen,
dass Chemikalien kein Risiko fiir Mensch und Umwelt darstellen (Boverhof, 2014). In manchen
Féllen ist es zudem schwer abzuschétzen, welchen Dosen und Expositionsrouten der Mensch

tatsdchlich ausgesetzt sind.

Allen Richtlinien ist gemeinsam, wie immuntoxische Effekte zu definieren sind. Ein Effekt
muss immer im Zusammenhang mit der Gesamttoxizitit betrachtet werden. Man spricht erst
von einem primdr immuntoxischen Effekt einer Substanz, wenn das Immunsystem eines der
empfindlichsten Zielorgane ist. Es muss klar gegen nicht-spezifische Effekte des
Immunsystems abgegrenzt werden, da diese auch sekundér, z.B. durch Stress, ausgelost werden

konnen (Harleman, 2006).
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Eine Anforderung der Behorden ist die Archivierung und Aufbewahrung von Aufzeichnungen
und Materialien aus préaklinischen Studien, die in Deutschland in der Regel 15 Jahre betrigt.
Diese und weitere Rahmenbedingungen wurden in dem Qualititssicherungssystem
,»Die Gute Laborpraxis“ (GLP) festgelegt (OECD, 1999). Die Aufbewahrung von
Feuchtmaterial (Organe in Fixans) und Trockenmaterial (eingebettete Organe und
Gewebeschnitte) aus der Pathologie geben die Moglichkeit einer spéteren erneuten
Untersuchung.

Die Archivierung von asserviertem Material kam dieser Arbeit fiir nachtrigliche

Untersuchungen von Immunorganen zugute.

1.8 Die histopathologische Untersuchung von lymphatischen Organen als eine
Standarduntersuchung zur Ermittlung der Immuntoxikologie

Traditionell sind histopathologische Untersuchungsmethoden der Goldstandard, um den Ort
und den Schweregrad eines toxischen Effekts zu identifizieren (Kilty et al., 2007).
In einer toxikologischen Standardpriifung werden eine Vielzahl von Organen und Geweben
untersucht, um mogliche primére/sekunddre Wirkungsorte einer Substanz zu bestimmen.

Die Standardtechnik in der Histologie ist die Fixierung von Gewebe in gepuffertem zehn
prozentigen Formalin, gefolgt von einer Paraffin-Einbettung und Farbung von
Gewebeschnitten mit H&E. AnschlieBend betrachtet ein Pathologe die Gewebeschnitte unter
dem Mikroskop, um mogliche Effekte durch Substanzen in den Organen zu identifizieren.

Die konventionelle Histopathologie des Immunsystems konzentriert sich auf Zellpopulationen,
die sich in GroBe, Zellmorphologie und Gewebelokalisation verandern konnen. Mit ihr konnen
z.B. Degenerationen, Atrophien, Apoptosen, Nekrosen, Entziindungen, Hyperplasien und
Neoplasien festgestellt werden. Eine genaue Untersuchung des Effekts auf bestimmte
Zellpopulationen kann durch immunhistologische Techniken erleichtert werden
(Kuper et al, 2013).

Die vergleichende Betrachtung von unterschiedlich dosierten Tieren gegeniiber unbehandelten
Kontrolltieren wird genutzt, um einen Effekt zu identifizieren und Spontaneffekte oder duflere
Einfliisse wie Stress auszuschliefen. Man geht von einem Effekt aus, wenn sich die Inzidenz
dosiskorreliert gegeniiber den Kontrolltieren derselben Untersuchungsreihe verdandert. Eine
langjdhrige Erfahrung des Pathologen und die Verwendung von historischen Daten sind fiir die
Befundung von Effekten und die Bestimmung von Schweregraden unabdingbar.
Als Qualitdtskontrolle des pathologischen Berichts wird oft die Meinung eines zweiten

Pathologen herangezogen.
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Fiir die regulatorische Toxikologie ist die histopathologische Untersuchung von lymphatischen
Organen die Grundlage zur Identifizierung von Immuneffekten (Kuper et al, 2000).
Die Limitierung in der Histopathologie liegt allerdings darin, dass ein Gewebeschnitt einen
statischen Zustand zeigt und die Dynamik des Immunsystems nicht wiedergibt
(Kuper et al., 2013).

Im Jahr 2005 wurden Best Practice-Artikel, zur Untersuchung des Immunsystems in der
Routinepathologie verdffentlicht (Haley et al., 2005; Riihl-Fehlert et al., 2005).

Fiir eine umfassende Untersuchung einer moglicherweise immunmodulatorischen Substanz
oder als Teil der abgestuften Immuntoxizititstestung wurde die sogenannte
wEnhanced Histopathology* (EH) eingefiihrt (The ICISIS Group Investigators, 1998;
Elmore, 2010). Die EH des Immunsystems ist ein hilfreiches Werkzeug fiir den Pathologen,
um Lédsionen an lymphatischen Organen zu ermitteln. Fiir den Gebrauch der EH gilt es,
drei Punkte zu beachten: Erstens besitzt jedes lymphatische Organ separate Kompartimente,
die fiir spezifische Immunfunktionen sorgen. Zweitens sollten diese Kompartimente individuell
betrachtet werden. Drittens sollte die Beschreibung von Verdnderungen deskriptiv und nicht
interpretativ sowie soweit moglich quantifizierend erfolgen. Diese Screening-Methode soll in
Verbindung mit weiteren Studiendaten (u.a. klinische Befunde, Korpergewichte, Makroskopie,
Gewichte von Milz/Thymus, weitere Organverdnderungen), der Wahl von geeigneten
Schwerheitsgraden und Féarbemethoden, Einbeziehung von Kontrollen und weiteren Faktoren
(wie Spontanbefunden, Umwelt, gesamter Gesundheitsstatus, Erndhrung, Alter, Geschlecht
und Stressbelastung) betrachtet werden. Letztlich soll die EH bei der Beantwortung von Fragen
helfen, ob es sich um einen moglichen Effekt auf das Immunsystem handelt, wie und welche
Zelltypen betroffen sind und wie der Wirkmechanismus ist (Elmore, 2012).
Die Toxikopathologin Elmore hat 2006 mehrere Artikel veroffentlicht, wie die EH in den
einzelnen Organen angewendet werden soll (Elmore, 2006a-¢). Die EH ist ein wichtiger
Bestandteil bei der initialen Evaluierung von immunmodulatorischen Effekten in subakuten
(28-Tage) Toxizitdtsstudien. Die verwendeten Begrifflichkeiten der EH, um Veranderungen in
den lymphatischen Organen zu beschreiben, ist exemplarisch in der Tabelle 1 aufgefiihrt.
Die Befunde konnen nach Bedarf um weitere Organe, Kompartimente, Zellpopulationen
(z.B. immunhistochemisch dargestellte Subpopulationen), und Effekte (z.B. Ablagerungen,

Vorkommen von Fettzellen etc.) erginzt werden.
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Tab.1 Terminologie der Enhanced Histopathology. (Verdndert aus Kuper et al., 2013)

Organe Verinderungen
Alle lymphatischen Organe, Erhohte oder verminderte Grof3e
alle Kompartimente Erhohte oder verminderte Zellularitit von Zellen (Lymphozyten,

Plasmazellen,..)
Erhohte Zahl von Zellen, nicht prasent oder in geringer Zahl:
- Tingible body-Makrophagen
- phagozytierende oder pigmentierte Makrophagen
- Mastzellen
- Granulozyten
- Apoptotische Zellen
- Nekrotische Zellen
Thymus Erhohtes oder erniedrigtes Verhéltnis Kortex : Medulla
Effekte auf die Zahl oder GroBe der epithelfreien Regionen
Erhohte Menge an Epithelstrangen
Anwesenheit von Follikeln/Keimzentren

Milz Erhohte oder erniedrigte Keimzentrumentwicklung

1.9 Knochenmarksuntersuchungen als wichtiger Teil in der Evaluation des
himatopoetischen Systems

Die Untersuchung von hdmatologischen Routine-Parametern gehdrt zu den ersten Tests,
um immuntoxische Verdnderungen aufzudecken. Hadmatopoetische Storungen der weillen
Blutzellen (lymphatische und myeloide Zellreihe) schwichen in der Folge das Immunsystem,
wenn nicht mehr genligend Immunzellen gebildet werden konnen. Eine verminderte Anzahl
von Immunzellen in den lymphatischen Organen kann durch eine primér hamatotoxische oder
immuntoxische Substanz verursacht werden, deren Wirkmechanismus es zu unterscheiden gilt.
Eine Himatotoxizitdt kann durch den direkten Einfluss der Substanz auf hdmatopoetische
Vorldufer, oder z.B. auf Zytokinproduktion, Zytokinrezeptoren, Bindungsstellen an
Zelloberflachen und/ oder Sekretion ausgelost werden (Pessina et al., 2001).

Die Wirkung einer Substanz auf die Himatopoese kann auf verschiedene Weisen im Rahmen
einer Toxizitétsstudie untersucht werden. In der Hadmatologie wird das periphere Blut der
Versuchstiere hinsichtlich seiner einzelnen Bestandteile in einem automatischen Hamatologie-
Analysesystem gezdhlt. Auch wenn der toxische Effekt oft auf dem Level der Stamm- und
Vorlduferzellen ansetzt, kann die Untersuchung ihrer Differenzierungsprodukte aus reifen,
peripheren Blutzellen hier Aufschliisse geben. Die Unterscheidung einer primdren oder
sekunddren Hématotoxizitit kann allerdings nur durch eine Knochenmarksuntersuchung

festgestellt werden (Rich, 2003; Bollinger, 2004).
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In der Pathologie wird die histopathologische Untersuchung des Knochenmarks
(i.d.R. ein Teil des Oberschenkelknochen und Brustbein) durchgefiihrt. Diese erlaubt eine
Beurteilung der gesamten hidmatopoetischen Zellularidt, wie z.B. eine Einschitzung zum
Zellverhéltnis von myeloiden und erythoiden Zellen sowie zur Anzahl von Megakaryozyten.
Zusétzlich gibt die histopathologische Betrachtung Auskunft iiber Verdnderungen der
strukturellen Organisation der himatopoetischen Umgebung, des Knochens, Fettgewebes und
der Vaskularisation. Die Datenerhebung der Blutzdhlung in Verbindung mit der histologischen
Untersuchung wird standardméfBig in den toxikologischen Studien durchgefiihrt, um den
Einfluss der Testsubstanz auf das himatopoetische System zu erfassen.

In einigen Féllen ist es notwendig, einen Effekt auf die verschiedenen Blutzelllinien weiter zu
charakterisieren. Dies kann durch die lichtmikroskopische Betrachtung von gefiarbten
Abstrichen des Knochenmarks aus dem Oberschenkelknochen und/oder einer
durchflusszytometrischen Analyse erfolgen. Welche Methoden zum Einsatz kommen, wird
fallabhdngig entschieden, kann in der Praxis aber auch von der Expertise und Priferenz des
Labors abhingen.

Fir die Gesamtbewertung des hidmatopoetischen Systems in Nagern ist es wichtig,
die histologische Auswertung der Milz einzubeziehen, da die rote Milzpulpa der Ratte ein
hédmatopoetisches Organ ist (Regan et al., 2011).

Wegen des hohen Arbeitsaufwandes histologischer und zytologischer Untersuchungen besteht
ein groBBes Interesse an der Entwicklung von automatischen Knochenmarksanalysen
(Saad et al., 2000; Tan et al., 2014).

In vitro Methoden konnten ebenfalls zur Vorhersage von potenzieller Himatotoxizitét dienen,
um dadurch den Einsatz von Versuchstieren zu reduzieren und spezifische Endpunkte zu
untersuchen. Hierbei kann sich die Eigenschaft der hdmatopoetischen Vorlduferzellen zur

Koloniebildung (CFU) zu Nutze machen (Pessina et al., 2001; Rich, 2003).

1.10 (Immun)toxische Risikobewertung

Die Risikobewertungen (risk assessment) von Chemikalien bezogen auf den Menschen
basieren im Wesentlichen auf Daten aus toxikologischen Studien. Dieser Prozess besteht aus
den vier Schritten: Gefahrenidentifizierung (hazard identification), -beschreibung (hazard
characterization), Expositionsuntersuchung sowie Risikocharakterisierung (Arakawa, 2014).
Der erste Schritt in der Risikobewertung von Chemikalien und Medikamenten ist die

Ermittlung von potenziellen adversen Effekten auf die Gesundheit.
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In toxikologischen Studien werden induzierte Effekte im Versuchstier in adverse
(gesundheitsgefdhrdend) oder nicht-adverse Effekte unterschieden.

Eine hiufig verwendete Definition der Weltgesundheitsorganisation
(WHO, World Health Organization) besagt: ,,Adversitit ist eine Verdnderung in der
Morphologie, Physiologie, Wachstum, Entwicklung, Reproduktion oder Lebenserwartung
eines Organismus, System oder (Sub)Population, das in einer Beeintrachtigung der
funktionellen Eigenschaft, einer Beeintrachtigung der Leistungsfdhigkeit zusétzlichen Stress zu
kompensieren oder einer erh6hten Empfindlichkeit gegentiber anderen Einfliissen resultiert™
(IPCPS, 2004). Die Betrachtung der Adversitdt ist die Basis fiir die Ermittlung von
Schwellenwerten, die keine oder eine beginnende Toxizitdt der Substanz angeben. Hierbei sind
insbesondere der NOAEL (no observed adverse effect level), die hochste Dosis, bei der keine
adverse Verdanderung beobachtet wurde und der LOAEL (lowest observed adverse effect level),
die niedrigste Dosis, die adverse Verdnderungen gezeigt hat, zu nennen (Palazzi et al., 2016).
Diese quantitative Untersuchung gehdrt zum zweiten Schritt der Risikobewertung

(Gefahrencharakterisierung).

1.11 Die Wirkung von ausgewihlten Immunmodulatoren

Ein Mensch kann bewusst im Rahmen einer pharmakologischen Therapie mit Medikamenten
oder ungewollt mit chemischen Substanzen in Kontakt kommen, welche das Immunsystem
beeinflussen kdnnen. Im Falle einer therapeutisch gewollten Beeinflussung des Immunsystems
(z.B. durch Immunsuppressiva) ist eine geeignete Dosis zu wéhlen, die keine oder nur
vertretbare toxische Wirkungen hervorruft. Hierflir kann eine Toxizitdtsstudie an Tieren erste

Anbhaltspunkte liefern.

In toxikologischen Tierstudien erkennt der Pathologe wihrend der histopathologischen
Untersuchung typische Verdnderungen der lymphatischen Organe, die durch eine mindestens
dreiwdchige Behandlung mit einer immunmodulierenden Substanz ausgeldst wurden.

Eine gewohnliche Chemikalie-bedingte Verdnderung in den lymphatischen Organen ist der
Zelltod von Lymphozyten, der sich in einer erniedrigten Zelldichte dul3ert.

Der Thymus gilt hierbei als das sensitivste lymphatische Organ, das als erstes mit den Verlust
von Thymozyten nach Exposition gegeniiber einer immunmodulierenden Substanz reagiert
(Kuper et al., 2013). Allerdings ist der Thymus auch sehr empfindlich gegeniiber
unspezifischen Einfliissen, wie z.B. Stress und kann entsprechend auf verschiedenste

Schadigungen des Organismus mit einer Abnahme von Lymphozytenvorstufen reagieren.
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Im Folgenden werden fiinf ausgewéhlte immunmodulatorische Substanzen beschrieben, die in
dieser Arbeit nidher untersucht werden: Zum einen die Medikamente Azathioprin (AZA),
Cyclosporin A (CSA) sowie Vertreter der Substanzklasse der Oxazolidinone (OXA).
Weiterhin werden die zwei Chemikalien Benzo[a]pyren (BAP) und Hexachlorbenzol (HCB)
betrachtet, die als Umweltkontaminanten verbreitet auftreten, aber nicht gezielt produziert
werden.

AZA und CSA sind immunsuppressive Pharmazeutika, die auf unterschiedliche Weisen
wirken. AZA ist ein Prodrug, das seit liber 50 Jahren in der Behandlung von bdosartigen
hdmatologischen =~ Tumoren, zur Vermeidung von  AbstoBungsreaktionen nach
Organtransplantation und bei verschiedenen immunvermittelten Krankheiten eingesetzt wird
(Maltzman & Koretzky, 2003, IARC 2012). Es wird nach der Resorption im Korper unter
anderem zur Wirksubstanz 6-Mercaptopurin verstoffwechselt, welches ein Purinanalogon ist.
6-Mercaptopurin wird als ,,falscher Metabolit* in die replizierenden DNA eingebaut und hemmt
die Synthese von Purinnuklotiden (de novo Synthese). Dies flihrt wiederum zu einer Hemmung
der Lymphozytenproliferation, da der Purinmetabolismus insbesondere fiir die Differenzierung
der Thymozyten wichtig ist und seine Hemmung zur Apoptose von reifen T-Zellen fiihrt.
In hohen Dosen wirkt AZA unselektiv auf die sich teilenden Knochenmarkzellen und damit
toxisch auf erythroide und myeloide Zelllinien (Schuurman et al., 1984,
Caspritz & Hadden, 1987; Freissmuth et al., 2012, IARC, 2012).

CSA ist ein zyklisches Peptid und stammt aus einem Pilz der Gattung Tolyplocadium inflatum.
Es wird in der Klinik zur Unterdriickung der AbstoBungsreaktion nach Organtransplantationen
sowie zur Reduktion von Entziindungsreaktionen in Autoimmunkrankheiten wie Psoriasis und
rheumatoider Arthritis angewendet. Sein Wirkprinzip beruht auf die Inhibition von Calcineurin,
einer Proteinphosphatase, die unter anderem in T-Zellen vorkommt. Thre Hemmung fiihrt zu
einer verminderten Expression von Interleukin-2 und weiteren stimulierenden Zytokinen in
aktivierten T-Zellen. Die Gabe von CSA fiihrt zu einem selektiven immunsuppressiven Effekt,
der insbesondere die zellvermittelte Immunantwort beeinflusst (Ho et al.,, 1996;
Freissmuth et al., 2012). CSA wirkt primir auf die Thymus-Medulla und kann damit die
negative Selektion von Thymozyten beeinflussen (Kuper et al., 2000).

Beide Immunsuppressiva sind in immuntoxikologischen Untersuchungen bekannte
Modellsubstanzen zur Etablierung neuer Methoden, da ihr Wirkmechanismus sehr gut
untersucht ist (De Waal et al., 1995; The ICISIS Group Investigators, 1998; Kuper et al., 2000;
Schmeits et al., 2014).
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Oxazolidinone (OXA) sind gesittigte heterozyklische Verbindungen, die in der Humanmedizin
als synthetische Antibiotika zum Einsatz kommen. Thre antibakterielle Wirkung wird durch die
Hemmung der Dbakteriellen Proteinsynthese in einer frilhen Phase ausgelost
(Diekema & Jones, 2000). In dieser relativ neuen Antibiotikaklasse war Linezolid der erste auf
den Markt erhéltliche Wirkstoff. Er bekdmpft erfolgreich gram-positive Bakterien und wird
insbesondere gegen (multi)resistente Keime eingesetzt, die Lungen-, Haut- und
Weichteilinfektionen auslosen (Wilcox, 2005). Léngere Einnahmen dieses Antibiotikums
konnen bei Patienten zu einer reversiblen Myelosuppression (Unterdriickung der Blutbildung
im Knochenmark) fiihren, die sich klinisch als Erythrozytenabfall (Andmie) und
Thrombozytopenie bemerkbar machen. Linezolid ist eines von vielen antimikrobiellen
Substanzen, die eine Auswirkung auf das hdmatopoetische System haben
(Kuter & Tillotson, 2001). Wie Linezolid zeigten auch andere Oxazolidinone in praklinischen
Untersuchungen dhnliche immuntoxische Effekte. Einige davon werden in dieser Arbeit nidher
untersucht.

BAP und HCB sind Umweltchemikalien, die unterschiedliche Wirkungen auf das
Immunsystem gezeigt haben.

BAP ist ein polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoff (PAK), dessen Grundgeriist aus
fiinf Benzolringen besteht und der ausschlieBlich in Kombination mit weiteren PAKs auftritt.
Es ist ubiquitér in der Umwelt zu finden, da es bei natiirlichen (Waldbrand) und industriellen
Verbrennungsprozessen (Verbrennung fossiler Brennstoffe, Motorenabgase) entsteht. Es gibt
keine kommerzielle Verwendung von BAP, die Substanz wird lediglich zu Forschungszwecken
produziert. Die menschliche Aufnahme kann durch bestimmte berufliche Tatigkeiten, wie die
Arbeit in der Steinkohleindustrie, aber auch durch Luftverschmutzung, Rauchen oder iiber die
Nahrung erfolgen. BAP ist ein Kanzerogen, das als DNA-reaktives Agent beim Tier
insbesondere zu Tumoren der Lunge und der Haut fiihrt. Es gibt starke Hinweise, dass die
kanzerogene Wirkung auch beim Menschen besteht, die beruflich bedingt verschiedenen
PAK-Mischungen ausgesetzt waren. Sowohl Tierstudien als auch epidemiologische Studien am
Menschen zeigten ebenfalls in Assoziation mit der BAP-Aufnahme reproduktionstoxische,
neurologische und immunologische Effekte (US EPA, 2017). In subchronischen Rattenstudien
wurden immuntoxische Effekte von BAP in Form von reduzierten Thymusgewichten und

verminderter Zahl an B-Zellen in der Milz berichtet (De Jong et al., 1999; Kroese et al., 2001).
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Die Verstoffwechselung von BAP erfolgt iiber die Cytochrom P450-abhingigen
Monooxigenasen CYP1A1l und CYP1BI und iiber die Epoxidhydrolase zu weiteren toxischen
Metaboliten (Uno et al., 2005). Da der Mensch gegeniiber einer Mischung von PAKs exponiert
ist, gibt es keine Studien mit der alleinigen Exposition von BAP, die den Einfluss auf die
Immunfunktion beim Menschen untersuchen.

Uno et al. (2005) haben in Knockout-Méausen ermittelt, dass es insbesondere iiber CYP1B1 zu
einer toxischen Aktivierung und damit zu einer schiadigenden Wirkung auf das Immunsystem
kommt. AuBlerdem wird angenommen, dass BAP tiiber den Arylhydrokarbon (AH)-Rezeptor
auf die Immunzellen wirkt, welcher auf vielen Immunzellen und Vorlduferzellen der
Hiamatopoese zu finden ist (Hirabashi & Inue, 2009). Beziiglich des toxischen Effekts steht das
mogliche kanzerogene Risiko gegeniiber etwaigen Effekte auf das Immunsystem im
Vordergrund. Kiirzlich wurde allerdings auch ein Zusammenhang von BAP zwischen
kanzerogenen und immuntoxischen Potenzialen entdeckt (Zaccharia & McClure, 2013).

HCB ist eine chlorierte aromatische Verbindung. Es gehort seit 2001 als eine von 12 extrem
toxischen Substanzen zum sogenannten dirty dozen (,,Dreckigen Dutzend*) der Stockholm
Konvention, wo es seit 2004 global verboten worden ist (Website der Stockholm Convention).
Frither wurde HCB als Fungizid und Saatbeizmittel verwendet. HCB wird heutzutage nur fiir
Forschungszwecke verwendet. Es ist ein Nebenprodukt in verschiedenen Produktionsprozessen
von Chlorkohlenwasserstoffen und wird bei der Abfallverbrennung frei. HCB ist ubiquitdr
vorhanden und ist hauptsidchlich im Erdboden, Sediment und Ozean, aber auch in der Luft und
im Abwasser zu finden.

Tierstudien mit oraler Verabreichung von HCB zeigten unterschiedliche Spezies- und
Stamm-abhingige Effekte, die sich sowohl als Immunsuppression als auch Immunstimulation
duBern konnen (US ATSDR, 2005). Der genaue Wirkmechanismus der immunologischen
Effekte von HCB ist unklar. Studien an Ratten haben gezeigt, dass Tetrahydrobenzochinone als

Metaboliten des HCB immunmodulatorisch wirken konnen (Ezendam et al., 2003).

In groBen Validierungsstudien, an denen jeweils mehrere Einrichtungen und Labore beteiligt
waren, wurde ein Teil der oben genannten Immunmodulatoren als Positivsubstanzen
ausfiihrlich untersucht. Das Ziel dieser Ringstudien war es, den Nutzen und die Variabilitét von
zusitzlichen Tests in toxikologischen Routineuntersuchungen zu bestimmen und zu priifen,

ob die OECD Guideline 407 geeignet ist, Verdnderungen am Immunsystem zu detektieren.
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Die erste internationale Studie auf Basis der 28-Tage Toxizititsstudie nach der OECD
Guideline 407 an Industriechemikalien wurde 1986 initiiert und trug den Namen ,,ICISIS*
(International Collaborative Immunotoxicological Studies). Hier wurden Azathioprin und
Cyclosporin A als potente immunsuppressive Substanzen eingesetzt
(The ICISIS Group Investigators, 1998; Harleman, 2000; Kuper et al., 2000).

In einer weiteren grofen Validierungsstudie, organisiert durch das damalige deutsche
Bundesgesundheitsamt BGA, spiter BGVV (Bundesinstituts fiir gesundheitlichen
Verbraucherschutz und  Veterindrmedizin) wurde erneut Cyclosporine A  als
Immunsuppressivum und zusétzlich Hexachlorbenzol als Immunstimulans getestet
(Richter-Reichhelm et al. 1995; Harleman, 2000; Vohr & Riihl-Fehlert, 2000;
Schulte et al., 2002).

Diese Studien kamen zum Ergebnis, dass histopathologische Untersuchungen eine hohe
Bedeutung fiir die Identifizierung von Effekten der Testsubstanzen auf das Immunsystem
haben. Weitere Parameter (Organgewichtsmessung und Untersuchungen von weiteren
lymphatischen Organen, semiquantitative Graduierung von Effekten in den Kompartimenten
der lymphatischen Gewebe, durchflusszytometrische Untersuchungen von Immunzellen und
Funktionstests), die nicht Bestandteil der toxikologischen Standardstudie nach
OECD Guideline 407 waren, konnten die Immuntoxizitit der beiden Substanzen mit hoher
Empfindlichkeit detektieren. Insbesondere die Kombination der verschiedenen Methoden

erschien erfolgversprechend.

1.12 Die Anwendung von Biomarkern fiir die Untersuchung von immunmodulatorischer
und immuntoxischer Wirkung

Die Erforschung und Validierung von Biologischen Markern (Biomarker) spielt eine zentrale
Rolle fiir praklinische Untersuchungen und Untersuchungen am Menschen, um Effekte bei Tier
und Mensch zu detektieren und zu vergleichen.

Biomarker sind nach Hulka et al. (1990) definiert als ,,zellulédre, biochemische oder molekulare
Verdnderungen, die in biologischen Medien wie Gewebe, Zellen oder Korperfliissigkeiten
messbar sind“. Sie konnen als Indikatoren von normalen biologischen, pathologischen
Prozessen oder pharmakologischen Reaktionen bei einem therapeutischen Eingriff gemessen
und bewertet werden (Naylor, 2003).

Es werden hauptséchlich zwei Typen von Biomarkern unterschieden, zum einen Biomarker
von Expositionen, die in der Risikovorhersage verwendet werden und zum anderen

Biomarker von Krankheiten, welche in Screening, Diagnose und der Uberwachung von

Krankheitsverldufen genutzt werden (Mayeux, 2004).
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In der klinischen Untersuchung des Immunsystems wurden ,,Immun-Biomarker* entwickelt,
um verschiedene Krankheitstypen nachzuweisen: Krebs, Infektionen, Immundefekte, Allergien
und Asthma sowie Autoimmunitét (Zhang et al., 2013).

In der Toxikologie werden Biomarker hinsichtlich Exposition, Effekt und Empfindlichkeit
klassifiziert. Die Entwicklung von Biomarkern in der Immuntoxikologie ist aufgrund der
Komplexitit des Immunsystems eine Herausforderung. Die Bestimmung von beispielsweise
Oberflaichenmarkern, Antikérpern und Zytokinen sind iibliche Immunmarker, um den
Immunstatus zu untersuchen und kénnen im Gesamtblut, Serum oder Plasma von einer Vielzahl
an Methoden nachgewiesen werden. Die Durchflusszytometrie ist hierbei eine leistungsstarke
Technik fiir quantitative Einzelzellanalysen von Oberflaichenmarkern und intrazelluldren
Antigenen, die auch in Hochdurchsatz-Screening verwendet wird
(Duramad und Holland, 2011).

Kilty et al. (2007) definierten einige Charakteristika fiir optimale Biomarker.
Diese Charakteristika treffen insbesondere auch fiir das Gebiet der Immuntoxikologie zu:
optimale Biomarker zeigen Verdnderungen in definierten Geweben und Organen, zeigen
schnelle Verdnderungen der Konzentration in gut zugénglichen Korperfliissigkeiten bei
Schidigung des Organismus, haben einen geringen gleichmifligen Spiegel in der Abwesenheit
eines Effekts, sind zwischen verschiedenen experimentellen Modellen und Spezies tibertragbar,
sind mit spezifischen Methoden messbar und sind leicht automatisierbar.

Das Ziel der immuntoxikologischen Biomarker-Forschung ist es, in verschiedenen
biologischen Proben in kiirzester Zeit die groBtmoglichen Informationen iiber das

Immunsystem zu erhalten.
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1.13 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollen neue Biomarker im Rahmen von subakuten oralen
Toxizitdtsstudien in Ratten etabliert werden, die Nebenwirkungen von immunmodulierenden
Substanzen auf das Immunsystem aufzeigen konnen. Damit soll eine Optimierung der
Auswertung von Untersuchungen zur Immuntoxizitit nach den internationalen Richtlinien
erreicht werden.

Als erstes sollen immunhistochemische Biomarker in lymphatischen Organen an archiviertem
Studienmaterial von bis zu iiber 20 Jahre alten subakuten Toxizitdtsstudien an Ratten
angewendet werden. In diesen Studien wurden bekannte immunmodulatorische Substanzen
getestet: Die Immunsupressiva Azathioprin und Cyclosporin A, Entwicklungssubstanzen aus
der Antibiotikagruppe der Oxazolidinone und die zwei Umweltchemikalien Benzo[a]pyren und
Hexachlorbenzol. Die angewendeten immunhistochemischen Farbungen werden routineméfig
nicht durchgefiihrt, weshalb sie im Vergleich zu der Routinefarbung Himatoxylin-Eosin (H&E)
evaluiert werden sollen. Zusétzlich soll die neuartige Technik der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie an alten Gewebeschnitten mit den Ergebnissen mittels konventioneller
Lichtmikroskopie am H&E-Schnitt verglichen werden. Eine weitere Fragestellung ist hier,
ob diese Techniken und Biomarker einen tieferen Einblick in den Wirkmechanismus dieser
immuntoxischen Stoffen liefern kdnnen.

In einem zweiten Schritt sollen die gewonnen Erfahrungen in einer neu geplanten subakuten
oralen Toxizititsstudie mit CSA und AZA angewandt werden. Neben den Routinepriifungen
zur Immuntoxizitit sollen in dieser Tierstudie neue immunologische state-of-the-art Methoden
validiert werden. Interessant sind hierbei insbesondere Biomarker fiir den Nachweis
hidmatotoxischer Effekte, da die bestehenden Standardpriifungen zeitintensiv sind und ein
enormes  Expertenwissen  erfordern. Ein  Vergleich  zwischen  verschiedenen
Knochenmarksuntersuchungen (automatisch, manuell zytologisch und in vitro) soll ebenfalls
im Rahmen dieser Studie durchgefiihrt werden.

Letztlich sollen die etablierten immuntoxischen Biomarker nicht nur zusétzliche Informationen
liefern, sondern auch Grundlagen liefern, um durch optimiertere Ergebnisse die Zahlen der

eingesetzten Versuchstiere zu reduzieren oder z. T. ganz zu ersetzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tiere
Wistar-Ratte, Stamm RccHan:WIST, Harlan Laboratories (Horst, Niederlande)

2.1.2 Zellen

Primére humane CD34"-Zellen (Knochenmark), Stemcell Technologies (Koln, Deutschland)

2.1.3 Substanzen, Chemikalien und Reagenzien

Die meisten Standardchemikalien wurden von der Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

bezogen. Weitere Substanzen werden im folgendem aufgefiihrt:

Antibody Diluent, Zytomed Systems (Berlin, Deutschland)

Azathioprin, > 98 %, CAS-Nr. 446-86-6, Sigma-Aldrich

Benzo(a)pyren, > 96 %, CAS-Nr. 50-32-8, Sigma-Aldrich

Citrat Buffer (100x), Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Coulter®Isoton II Diluent, Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)
Cyclosporin A, 99 + %, CAS-Nr. 59865-13-3, Alfa Aeser (Ward Hill, USA)
DAB Substrate Kit (Brown), Zytomed Systems

EDTA Buffer (100 x) pH 8, Thermo Fisher Scientific

Eindeckmittel Tissue-Tek® Glas Mounting Medium, Sakura Finetek

(AV Alphen aan Den Rijn, Niederlande)

ELISA Blocking/Coating Buffer, Stop/Wash Solution, Bethyl Laboratories
(Montgomery, USA)

FACSFlow TM , Becton Dickinson

Fast Enzyme Solution, Zytomed Systems

Formalin 10 %, neutral gepuffert, CAS-Nr. 50-00-0, Sigma-Aldrich

Goat serum, Art.Nr. G9023, Sigma-Aldrich

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) 1x + Ca/Mg (steril), Gibco ® Life Technologies
(Carlsbad, USA)

Hexachlorobenzol, < 100 %, CAS-Nr. 118-74-1, Sigma-Aldrich

Hydrogen Peroxide Block, Thermo Fisher Scientific
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Isocove’s Modified Dulbecco’s Medium mit 2 % Fetal Bovine Serum, Stemcell Technologies
May-Griinwald Losung, Sigma-Aldrich

MethoCult ® Medium H4434 Classic und GF R3774 Classic, Stemcell Technologies
Meyers Hamalaunlésung, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Negativ-Kontroll-Serum (Maus, Rabbit), BioGenex (Hamburg, Deutschland)
O.C.T.TM Compound (Eindeckmedium fiir Kryogewebe), Sakura Finetek
Phosphat-gepufferte Saline (PBS, 5x) mit EDTA, Alfa Aesar

ProLong® Gold Antifade Reagent, Life Technologies

Proteinase K, Dako (Glostrup, Ddnemark)

Puffertabletten nach Weise pH 7,2 , Merck

Waschpuffer SuperSensitive (20x), BioGenex

Xylol (Gemisch aus o-, m-, p-Xylol), CAS-Nr. 95-47-6, 108-38-3, 106-42-3, Azelis
(Sankt Augustin, Deutschland)

ZAP-OGLOBIN®, Beckman Coulter (Brea, USA)

2.1.4 Verbrauchsmaterialen

96-Napf-Mikrotiterplatte Cellstar ®, Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)
Cryomold® Intermediate 15 x 15 x 5 mm, Sakura Finetek

Deckel fiir Einbettkassette, Kabe Labortechnik (Niimbrecht-Eisenroth, Deutschland)
Deckgléser 24x50 mm Stirke 1, Paul Marienfeld (Lauda-Konigshofen, Deutschland)
Einbettkassetten und Deckel, Kabe Labortechnik

Einmalkaniilen Fine-Ject ® 0,9x40 mm und 1,60x40 mm, Henke Sass Wolf
(Tuttlingen, Deutschland)

Einweg-Filtereinheiten 200 um, Becton Dickinson

Einweg-Injektionsspritze Luer-Lok® 3 ml, Becton Dickinson

Filterpapier, Whatman (Maidstone, UK)

Kulturschalen 35 mm, Stemcell Technologies

Metallsiebe steril, grobmaschig, interne Herstellung

Mikrotommesser, Feather (Osaka, Japan)

Nadel mit stumpfem Ende (Blunt-End Needles) Stiarke 16, Stemcell Technologies
Objektrager Menzel-Gliser SuperFrost, 76x26 mm geschliffen 90°, Thermo Fisher Scientific
Pap-Pen, BioGenex

Petrischalen 150x15 mm Falcon®, Becton Dickinson

Petrischalen (steril) Easy Grip ® 60x15 mm, Becton Dickinson
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Pipettenspitzen epT.L.P.S. ® diverse GroBlen, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Polystyrene Tubes Falcon® Round-Bottom Polystyrene Tubes 14 ml, Becton Dickinson
Probengefal3 1,3 ml K3E, Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Reaktionsgefafie 1,5 ml, 2 ml, Eppendorf

RL-Pen, R. Langenbrinck (Emmendingen, Deutschland)

Rohrchen fiir Durchflusszytometrie (FACS Rohrchen) 5 ml, Sarstedt

Spritzen mit Luer-Lock Fassung 3cc, Stemcell Technologies

Stempel von 5ml Einwegspritzen Omnifix ®, B Braun (Melsungen, Deutschland)
Tissue-Tek ® mega-Cassette, Sakura Finetek

Transferpette steril, Sarstedt

Transferpipetten 3,5 ml, Sarstedt

Zellfilter Fisherbrand® 70 um steril, Thermo Fisher Scientific
Zentrifugenréhrchen (steril) 50 ml Corning®, Sigma-Aldrich

2.1.5 Laborger:iite

Advia ® 21201 Himatologie-System, Siemens (Erlangen, Deutschland)
Axio Scan.Z1, Zeiss (Jena, Deutschland)

Blutbild-Differenziergeridt Counter AC-15 Assistent, Hecht

(Sondheim v.d.Rhon, Deutschland)

Brutschrank (37 °C, 5 % CO2 und > 95 % Luftfeuchtigkeit) HERAcell® 150 Heraeus,
Thermo Fisher Scientific

Brutschrank Kelvitron Heraeus B6060, Thermo Fisher Scientific
Coulter Counter Multisizer 3, Beckmann Coulter (Brea, USA)
Dampfkochtopf Sicomatic t-plus, Silit (Riedlingen, Deutschland)
Einbettstation Tissue-Tek TEC, TEC 5 EM E-2, Sarkura Finetek
Eindeckautomat Tissue-Tek Glas, Glas g2-E2, Sarkura Finetek
Eismaschine ZBE 150, Ziegra (Isernhagen, Deutschland)
Entwisserungsautomat Tissue-Tek VIP, VIP 6-E2 , Sarkura Finetek
FACSCanto II, Becton Dickinson

Féarbeautomat Cellstain 6, Tharmac (Waldsolms, Deutschland)
Farbekiivetten, Thermo Fisher Scientific

Handzahlgerit, Baumer (Friedberg, Deutschland)

Invert-Mikroskop, Axiovert25, Zeiss

Kassetten-Drucker VCP 90, Vogel (Giellen, Deutschland)

Knochenschere, Aesculap
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Kryostat CM3050, Leica (Wetzlar, Deutschland)

Kiihlplatte PEC 2001, Tespa (Gieflen, Deutschland)

Laser-Scanning-Mikroskop LSM 700 (Laser: 405, 488, 555, 639 nm), Zeiss
Mikroskop Axioskop, Zeiss

Mikroskop DMRB, Seriennummer 172140, Leica

Neubauer-Zahlkammer, Brand (Wertheim, Deutschland)

Objektive: Plan-Apochromat 5x/0,16 M27, Plan-Apochromat 10x/0,45 M27 DICII,
EC Plan-Neofluar 20x/0,50 M27, EC Plan-Neofluor 40x/1,30 Oil DIC M27, Zeiss
Objekttrager-Drucker VSP-3001, Vogel

Pipetten 10 pl, 100ul, 1000ul, 2500ul, Eppendorf

Priparierbesteck, Aesculp (Tuttlingen, Deutschland)

Reagenzglas-Schiittler REAX 2000, Heidolph (Schwabach, Deutschland)
Rotationsmikrotom Art.Nr. RM2255, Leica

Scanner Mirax Scan, Carl Zeiss Microscopy GmbH

Skalpellklingen steril, Otto Riitgers (Solingen, Deutschland)

Absorbance Microplate Reader EL808, BIO-TEK Instruments (Winooski, USA)
Waage, Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Wasserbad, Enno Vieth (Wiesmoor, Deutschland)

Waiisserungskasten, Eigenbau

Zentrifuge 5415R, Eppendorf

Zentrifuge Heraeus Multifuge 4KR, Thermo Fisher Scientific

Zytoclip Cytoclip® Slide Clip, Thermo Fisher Scientific

Zytofunnel Shandon Double Cytofunnel, Thermo Fisher Scientific
Zytozentrifuge Cytospin 4, Thermo Fisher Scientific

2.1.6 Software

BD FACSDiva Software Version 6.1.3 (build 2009), Firmware Version 1.47
(BD FACSCanto II), Becton Dickinson

GraphPad Prism 6 fiir Windows, Version 6.0.Luli 17, 2012, GraphPad Software
(La Jolla, USA)

MIRAX Viewer, Version 1,12,22,0, Carl Zeiss Microlmaging GmbH Developed by
3D HISTECH

Zen 2 (blue edition) Version 2.0, Zeiss
Zen 2011 SP3 (black edition), Version 8.1, Zeiss

Zen 2012 (blue edition), Version 6.1.7601 Service Pack 1 Build 7601, Zeiss
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2.1.7 Losungen

Citrat-Ameisensdure: 5,25 |1 Lewatitwasser, 680 g tri-Natriumcitrat-dihydrat, 1,75 1,
90 %ige Ameisensdure

Gepuffertes Lewatitwasser: Eine Puffertablette auf ein | Lewatitwasser (pH 7,2)
Giemsa Losung: 15 ml Azur-Eosin-Methylenblaulosung mit 200 ml gepuffertem
Lewatitwasser verdiinnen

LDS-Verdiinnung 1:10 in Methanol

May-Griinwald-Lésung: Eosin-Methylenblaulésung filtriert

Waschpuffer FACS: PBS + 0,02 % Natriumazid

2.1.8 Antikorper

Alexa Fluor® 488 anti-rat CD3, BioLegend (San Diego, USA)

Alexa Fluor® 488 F(ab’)2 Fragment of Goat Anti-Mouse IgG (H + L), Goat Anti-rabbit IgG
(H + L), Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Mouse, Life Technologies

Caspase-3 (cleaved) rabbit polyclonal, Zytomed Systems

Caspase-3 anti-active + pro, CD79a mouse monoclonal, Abcam (Cambridge, UK)

CD3 rabbit polyclonal, Dako

CD4, Novus Biologicals (Minneapolis, USA)

CD3 PE CD4 FITC, CD45 FITC, CD45RA PE, CD45RC PE, CD5 PE, CD71 PE, CD8a
FITC Mouse Anti-Rat (G4.18, OX-1, 0X-33, 0X-35, 0X-22, 0X-19, 0X-26, OX-8),
Becton Dickinson

CD68, CD8 alpha mouse monoclonal, Bio-Rad Abd Serotec (Puchheim, Deutschland)
Cytokeratin, pan (mixture) mouse monoclonal, Sigma-Aldrich

IgG1 FITC Mouse und IgG2a PE Mouse, k Isotyp-Kontrollen, Becton Dickinson

LDS 751, Life Technologies

MHC Class II RT1Bu/I:FITC Mouse Anti-rat (OX-3), Bio-Rad Abd Serotec

2.1.9 Kits

Peroxidase (Myeloperoxidase) Leukocyte Kit, DAB substrate kit, Sigma-Aldrich

Rat IgA/1gG/IgM ELISA Quantification Set, Bethyl Laboratories

Vectastain ABC Kit Mouse IgG/ Rabbit IgG, Vector Laboratories (Burlingame, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Etablierung von immunhistochemischen Biomarker in lymphatischen Organen

2.2.1.1 Vorbemerkungen fiir die Anwendung der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine immunologische Technik, die von Albert H. Coons entwickelt
und im Jahr 1941 veroffentlicht wurde (Coons et al., 1941). Seitdem wurde sie stetig weiter
entwickelt und ist bis heute eine bewéhrte Methode in der Diagnostik und Forschung,
um mithilfe spezifischer Antikorper Antigene in Gewebeschnitten nachzuweisen.

In der Immunhistochemie wird grundsétzlich zwischen direkter und indirekter Farbemethode
unterschieden. In der direkten Variante ist das Enzym direkt an dem Primérantikdrper
gekoppelt. Dies ist eine schnelle und einfache Methode, jedoch fiir die heutigen Anwendungen
nicht  sensitiv.  genug. In  dieser Arbeit wurde die sogenannte ABC
(Avidin-Biotin-Complex)-Methode als modifizierte indirekte Methode verwendet. Hier besteht
die praktische Reihenfolge der Reagenzien aus Primédrantikdrper, biotinylierten
Sekundérantikorper gefolgt von einem (Strept)Avidin (Hiihnereiweil3)-Biotin (Vitamin) -
Enzym-Komplex. Als Substrat fiir das Enzym (hier Meerettich-Peroxidase) dient DAB,
das nach der Reaktion als braunes Prézipitat in der Lichtmikroskopie zu sehen ist. Im Anschluss
erfolgt zur Kontrastierung eine Gegenfirbung mit dem Farbstoff Héamalaun
(Ramos-Vara, 2005).

Fiir einen guten Erhalt der Antigene im Gewebe ist es wichtig, dass eine schonende Fixierung
mit Formalin stattfindet, um die Autolyse des Gewebes zu verhindern. Die Fixierung kann
jedoch eine Veranderung der Tertidrstruktur der Proteine auslosen und somit die Bindung des
Antikorpers an das Antigen erschweren (Hayat, 2002). Eine Losung stellt der zusétzliche Schritt
der ,,Antigen-Demaskierung* dar, die die nachfolgende Quervernetzung durch Paraffin auflost
und das Antigen zuginglich macht. Grundsitzlich werden enzymatische (z.B. Proteinase K)
und thermische (z.B. liber Dampftopf, Mikrowelle, Wasserbad) Demaskierungs-Methoden
unterschieden (Battifora et al., 1986; Jacobsen, 1980), die beide angewandt wurden.

Bei der Auswahl von Antikorper kdnnen monoklonale oder polyklonale Antikorper gewihlt
werden. Monoklonale Antikérper stammen von einem Klon einer einzigen Plasmazelle ab,
d.h. alle Antikérpermolekiile besitzen denselben Isotyp. Ihre Vorteile sind eine hohe

Homogenitit, Spezifidt und zudem haben sie keine Chargenvariabilitit.
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Polyklonale Antikorper werden von verschiedenen Zellen hergestellt und reagieren mit
verschiedenen Bindungsstellen (Epitopen) auf dem Antigen gegen das sie gerichtet sind.
Diese Antikdrper besitzen eine hohere Sensitivitdt zum Antigen, aber es besteht die Gefahr der
Kreuzreaktion, wenn unterschiedliche Epitope erkannt werden (Harboe et al., 1983;
Boenisch, 1999).

In dieser Arbeit wurde sich bei der Auswahl von Antikdrper insbesondere an deren
Verfiligbarkeit orientiert, da wenige Anti-Ratten Antikorper fiir diese Anwendung zu erwerben
sind.

Die Sichtbarmachung der Antigen-Antikérper-Bindung wird durch die Kopplung von
verschiedenen Molekiilen ermdglicht. Die Antikorper konnen mit Fluorochromen fiir die
Durchfiihrung einer Immunfluoreszenz-Fiarbung oder klassischerweise mit Enzymen
konjugiert werden (Luttmann, 2009). Das Enzym (z.B. Alkalische Phosphatase, Peroxidase)
bindet an einem Sekundirantikorper und geht mit einem Substrat bzw. Chromogen (z.B. DAB)
einen Komplex ein, um einen Farbstoff zu bilden (Ramos-Vara, 2005). In dieser Arbeit wurden

sowohl Chromogene als auch Fluorochrome verwendet.

2.2.1.2 Archivierte Studien als histologisches Material

In dieser Arbeit wurden acht archivierte toxikologische Standardstudien mit ausgewéhlten
Substanzen der Bayer AG (Forschungszentrum Aprath, Wuppertal) zum Gegenstand dieser
Untersuchung. Das archivierte Studienmaterial (fixierte Organe und Gewebeblocke) wurde fiir
die nachtridgliche immunhistochemische Férbung und histologische Auswertung
wiederverwendet (Tab.2).

Da die Studien zwischen 1993 und 2012 durchgefiihrt wurden, sind die Sektionen der Tiere,
das Blocken der paraffinierten Gewebeproben sowie das Anfertigen von Schnitten fiir die H&E-
Farbungen von Mitarbeitern der Bayer AG vorgenommen worden. Dies erfolgte nach den
gegenwartigen Standard der Pathologie.

Die Schnitte von den meisten Studien mussten fiir die Arbeit nachgeschnitten und mit H&E

gefarbt werden, da die lange Lagerung zu Artefakten gefiihrt hatte.
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Tab.2 Studieniibersicht von archivierten Toxizitétsstudien fiir die (Immun-) Histologische Auswertung.

Substanz Dosen [mg/kg] Geschlecht Anzahl Tiere  Sektionsdatum  Fixierungs-
Pro Dosis und dauer
Geschlecht
Azathioprin 0-5-10-20 3 6 05.2012 1 Woche
Benzo(a)pyren 0-37,5-75-150 & 5 05.2010 3 Wochen
Cyeclosporin A 0-1-5-25 3,9 10 02.1993 1 Monat
Hexachlorbenzol 0-3-30-100 3,9 10 07.1997 2 Monate
Oxazolidinon1  0-25-75-225 3,9 5 04.1995 3 Wochen
Oxazolidinon 2 0-25-75-225 3,9 5 11.1996 3 Wochen
Oxazolidinon 3 0-75-225-500 & ,9 5 12.1995 2 Monate
Oxazolidinon 4 0-25-75-225 3,9 5 02.1996 2 Wochen

2.2.1.3 Gewebeaufarbeitungen von lymphatischen Organen

Die Gewebeaufarbeitung in einer pathologischen Untersuchung beinhaltet die Entnahme,
die Konservierung und die Lagerung des Untersuchungsmaterials. Fiir eine histologische
Untersuchung ist die Erhaltung der morphologischen Struktur der Zellen bzw. des Gewebes
von besonderer Bedeutung. Hierbei konnen verschiedene Mdglichkeiten der Fixation und
Gewebebearbeitung, wie Einbettung und Dekalzifizierung fiir Knochen sowie besonderen
Bearbeitungstechniken, wie Gefrierschnitte und Ausstriche, bedient werden.

RoutinemaBig wurde Formalin-fixiertes und Paraffin-eingebettetes
(formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) Gewebe fiir die histologische Untersuchung
verwendet. Nach der Entnahme wurden die Organe in eine zehn prozentige Formalin-Lésung
zur Fixierung eingelegt. Um bestmogliche Ergebnisse in der immunhistochemischen Farbung
zu erhalten, wurden die Organe vollstindig von Formalin bedeckt und 24 - 48 Stunden darin
gelagert. Die Organe wurden im Anschluss in ca. 4 mm grofle Stiicke zugeschnitten und in
Kapseln gelegt.

Mit folgenden Arbeitsschritten wurde anschlieBend in einem Vakuum-Infiltrations-Prozessor
iiber Nacht entwissert: Erstens, 70, 80, 90 % Alkohol bei 35 °C fiir je 1:15 Std. Zweitens,
viermal 100 % Alkohol bei RT fiir je 1:10 Std. Drittens, dreimal Xylol fiir je 35°,40 °und 45
°C fiir je eine Std und viermal Paraffin (einmal 62 °C bei 45 min, drei mal 60 °C je eine Std).
Zur vollstindigen Einbettung der Gewebestiicke wurde in speziellen Formen an

Einbettstationen Paraffin iiber das Gewebe gegossen und auf einer Kiihlplatte gehértet.
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2.2.1.4 Herstellung von Paraffinschnitten

Mithilfe eines Rotationsmikrotoms wurden von den auf - 8 °C gekiihlten Paraffinblocken 4 pm
diinne Schnitte angefertigt. Diese wurden zur Streckung in ein warmes Wasserbad (42 - 45 °C)
gebracht und auf Adhésions-Objekttrigern aufgezogen. Die Trocknung und weitere Streckung
der Schnitte erfolgte iiber Nacht im Warmeschrank bei 42 °C. Die Zwischenlagerung erfolgte
luftdicht verpackt bei Raumtemperatur.

2.2.1.5 Herstellung von Gefrierschnitten

Die gefrorenen Gewebeblocke wurden an einen Kryostaten
(Leica CM3050, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) bei - 20 °C in 10 pm diinne
Schnitte geschnitten und auf Adhésions-Objekttragern {bertragen. Bis zur weiteren

Verwendung konnten die Gefrierschnitte bei - 20 °C gelagert werden.

2.2.1.6 Ubersichten iiber verwendete Primirantikorper in der Immunhistochemie

Die Antikoérperwahl beruht auf Erfahrungen, auf Angaben aus der Fachliteratur sowie
Verfiigbarkeit und Funktionsféhigkeit.

Die Tabelle 3 stellt Informationen iiber die verwendeten Antikorper, die fiir eine Farbung nach

der ABC-Methode verwendet wurden, bereit.

Tab.3 Informationen zu den verwendeten Primérantikdrpern fiir die ABC-Methode.

Antigen/ Klon Isotyp Klonalitit Wirt Zielzellen
Primérantikorper
Caspase-3 unbekannt IgG polyklonal Rabbit  Apoptotische Zellen
CD3 unbekannt Nicht polyklonal Rabbit  T-Zellen

angegeben
CD8 0X-8 IgGl monoklonal  Mouse  Zytotoxische T-Zellen
CDo68 EDI IgGl monoklonal  Mouse  Makrophagen
CD79 HMA47/A9 IgGl monoklonal  Mouse  B-Zellen
Zytokeratin C-11, PCK-26, IgGl, monoklonal  Mouse  Epithelzellen

CY-90,KS-1A3, IgG2a
M20, A53-B/A2
(Mix)

In der Anwendung der Immunfluoreszenz-Firbung konnten ein Teil der Antikdrper
(CD8, CD68, CD79 und Zytokeratin), die in der ABC-Methode verwendet wurden (Tab.3),
ebenfalls genutzt werden. Zusétzlich verwendete Antikorper, die nur in der Immunfluoreszenz-

Féarbung angewendet wurden, sind in der Tabelle 4 aufgefiihrt.
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Tab.4 Informationen zu den verwendeten Primérantikorpern fiir die Fluoreszenz.

Antigen/ Klon Isotyp Klonalitit Wirt Zielzellen

Primérantikorper

Caspase-3 Nicht IgG polyklonal Rabbit  Apoptotische
angegeben Zellen

Alexa Fluor ® 488 CD3 1F4 IgM monoclonal  Mouse  T-Zellen

CD4 Nicht IgG polyklonal Rabbit  T-Helfer-Zellen
angegeben

2.2.2 Etablierung der immunhistochemischen Firbeprotokolle

Zur Testung der verwendeten Antikdrper wurden zunédchst Paraffinschnitte von
Kontrollblocken unbehandelter Ratten verwendet, die Milz, Thymus und mesenteriale
Lymphknoten einer Ratte enthielten, um damit die Spezifitit der Bindung an das zu
untersuchende Antigen nachzuweisen. Hierfiir wurden Antikorper verschiedener Hersteller und
verschiedener Klone verglichen, um eine optimale Darstellung der Zielantigene zu erreichen.
Jeder Antikorper wurde flir die beiden Farbemethoden (ABC-Methode, Immunfluoreszenz),
mit verschiedenen Antigen-Demaskierungs-Methoden, in verschiedenen Konzentrationen
(1:50 — 1:1000) und mit verschiedenen Inkubationszeiten (30 min bis iiber Nacht) getestet.
Die genaue Antigen-Demaskierungs-Methode und Verdiinnung bzw. Inkubationszeit des
Primédrantikérpers werden hier nicht genannt, da sie bei jeder Studie und jedem Antikorper
unterschiedlich waren. Dies ist durch die Lagerungszeit und die nicht-optimale Fixierung des
archivierten Materials geschuldet.

Bei jeder Fiarbung wurden eine positive Kontrolle, deren Gewebe bekanntlich das
nachzuweisende Antigen exprimiert, und eine Negativkontrolle, um die Spezifitit der
Sekundérantikdrper und des Detektionssystems zu testen, mitgefiihrt.

Bei Antikorpern, die aus der Maus oder den Kaninchen stammen, wurden die jeweiligen
ABC-Kits verwendet (Vectastain® ABC Kit Mouse IgG oder Rabbit IgG).

Fir die Erarbeitung der Farbeprotokolle an Gefrierschnitten mussten insbesondere die

Trocknungs- und Fixierungszeiten ausgetestet werden, um optimale Ergebnisse zu erhalten.
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Der Ablauf der histologischen Arbeitsschritte bis zur IHC-Férbung und die verwendeten

Medien, in die das Gewebe inkubiert wurde, sind in einem FlieBdiagramm (Abb. 4) vereinfacht

dargestellt.

wassriges Medium \1, ]

Organismus Immunhistochemie

Formalin (Fixierung)

Alkohol

100%

70%
80%
90%

Intermedium

A\ 4
(Xylol) / Eindecken

Paraffin Eil} locken —> Schm’aiden

Abb.4 Ablauf der histologischen Arbeitsschritte.

2.2.2.1 Farbeprotokoll fiir die immunhistochemische Farbung nach der ABC-Methode

an Paraffinschnitten

1.
2.

10.
11.

Deparaffinieren der Schnitte in Xylol 3x3 min

Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe:
a. 100 % Ethanol: Erstens Kammer kurz spiilen, Zweitens Kammer 1 min
b. 90 % Ethanol: Erstens Kammer kurz spiilen, Zweitens Kammer 1 min
c. 80 % Ethanol: Erstens Kammer kurz spiilen, Zweitens Kammer 1 min
d. 70 % Ethanol: Erstens Kammer kurz spiilen, Zweitens Kammer 1 min
e. Lewatitwasser

. Vorbehandlung mit thermischer Antigen-Demaskierung: Im Dampfkochtopf mit

Citratpuffer (pH 6) oder EDTA-Puffer (pH 8) (beide Thermo Fisher Scientific)
sechs min kochen, 15 min abkiihlen und spiilen mit Waschpuffer (BioGenex) 5 min
Blockieren der endogenen Peroxidasen mit gebrauchsfertigem
Hydrogen Peroxide Block (Thermo Fisher Scientific) 15 min

Spiilen mit Waschpuffer 5 min

Blockieren der unspezifischen Bindungen mit Normalserum (Vectastain ABC-Kit)
20 min

Inkubation mit dem Primérantikorper [Verdinnung in Antibody Diluent
(Zytomed Systems); 100 upl/Schnitt] bei verschiedene Inkubationszeiten bei
Raumtemperatur

Spiilen mit Waschpuffer 5 min

Inkubation mit dem biotinylierten Sekundérantikorper (100 pl/Schnitt) 30 min bei
Raumtemperatur (Vectastain ABC-Kit)

Spiilen mit Waschpuffer 5 min

Inkubation mit Vectastain ABC Reagent, das Avidin und biotinylierte Horseradish
Peroxidase enthélt (Vectastain ABC-Kit) 30 Min bei Raumtemperatur
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12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

Spiilen mit Waschpuffer 5 min
Visualisierung mit DAB 5 bis 10 min bis zur gewiinschten Farbintensitét
Spiilen mit Waschpuffer 5 min
Inkubieren der Schnitte in flieBendem Lewatitwasser mindestens 10 min
Gegenfirben der Zellkerne mit Meyer’s Hdmalaun 30 — 40 sek
Blauen in flieBendem Leitungswasser 10 min
Entwissern der Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe und Xylol:
a. 70 % Ethanol 30 sek

b. 80 % Ethanol 30 sek
c. 90 % Ethanol 30 sek
d. 100 % Ethanol 30 sek
e. 100 % Ethanol 30 sek
f. Xylol 30 sek

g. Xylol 30 sek
Eindecken der Schnitte mit in Xylol-16slichen Eindeckmedium im Eindeckautomaten

2.2.2.2 Firbeprotokoll fiir die Fluoreszenz-Farbung an Paraffinschnitten

l.
2.

Deparaffinieren der Schnitte in Xylol 3x3 min

Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe:
a. 100 % Ethanol: Erstens Kammer kurz spiilen, Zweitens Kammer 1 min
b. 90 % Ethanol: Erstens Kammer kurz spiilen, Zweitens Kammer 1 min
c. 80 % Ethanol: Erstens Kammer kurz spiilen, Zweitens Kammer 1 min
d. 70 % Ethanol: Erstens Kammer kurz spiilen, Zweitens Kammer 1 min
e. Lewatitwasser

. Vorbehandlung zur Antigen-Demaskierung:

a. Hitzevorbehandlung im Dampfkochtopf mit Citratpuffer (pH 6) oder
EDTA-Puffer (pH 8) 6 min kochen, 15 min abkiihlen und spiilen mit
Waschpuffer (BioGenex) 5 min

b. oder enzymatische Vorbehandlung mit Fast Enzyme (Zytomed Systems), 10 min
bei Raumtemperatur und spiilen mit Waschpuffer 5 min

Blockieren der endogenen Peroxidasen in gebrauchsfertigen Hydrogen Peroxide Block
(Thermo Fisher Scientific) 15 min

Spiilen mit Waschpuffer 5 min

Blockieren der unspezifischen Bindungen mit 5 % goat serum (Sigma-Aldrich ) 30 min
Inkubation mit dem Primédrantikorper [Verdiinnung in Antibody Diluent
(Zytomed Systems); 100 pl/Schnitt] verschiedene Inkubationszeiten bei

Raumtemperatur
Spiilen mit Waschpuffer 5 min
Inkubation mit dem Fluorochrom-gekoppelten Sekundérantikorper

(Verdiinnung 1:200 in Waschpuffer, 100 pl/Schnitt) 1 Std bei Raumtemperatur

(ADb hier werden die Schnitte lichtgeschiitzt)

10.
11.

Sptilen mit Waschpuffer 5 min
Kernfarbung mit Diamino-Phenylindol (DAPI), Verdiinnung 1:1000 in Waschpuffer
10 min
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12. Spiilen mit Waschpuffer 5 min

13. Eindecken der Schnitte mit speziellen Eindeckmedium
(ProLong Gold, Life Technologies) fiir eine langhaltbare Fluoreszenzfarbung

14. Nach 24 Std luftdichte Versiegelung des Deckglases mit herkdmmlichen Nagellack und
Trocknung

2.2.2.3 Firbeprotokoll fiir die Fluoreszenz-Farbung an Gefrierschnitten

1. Trocknen der Gefrierschnitte iiber Nacht bei Raumtemperatur

2. Fixieren in eiskalten Aceton 10 min und warten bis zur Verdampfung fiir mindestens
20 min unter Abzug

3. Spiilen mit Waschpuffer 5 min

4. Blockieren der endogenen Peroxidasen in gebrauchsfertigen Hydrogen Peroxide Block
(Thermo Scientific) 15 min

5. Spiilen mit Waschpuffer 5 min

6. Blockieren der unspezifischen Bindungen mit 5 % goat serum (Sigma-Aldrich ) 30 min

7. Inkubation mit dem Primérantikorper [Verdinnung in Antibody Diluent
(Zytomed Systems); 100 ul/Schnitt] verschiedene Inkubationszeiten bei

Raumtemperatur
8. Spiilen mit Waschpuffer 5 min
9. Inkubation mit dem Fluorophor-gekoppelten Sekundérantikorper

(Verdiinnung 1:200 in Waschpuffer, 100 ul/Schnitt) eine Std bei Raumtemperatur
(ADb hier werden die Schnitte lichtgeschiitzt)

10. Spiilen mit Waschpuffer 5 min

11. Kernfarbung mit DAPI, Verdiinnung 1:1000 in Waschpuffer 10 min

12. Spiilen mit Leitungswasser mindestens 5 min

13. Eindecken der Schnitte mit speziellen Eindeckmedium fiir eine langhaltbare
Fluoreszenzfarbung (ProLong Gold, Life Technologies)

14. Nach 24 h luftdichte Versiegelung des Deckglases mit herkdmmlichen Nagellack und
Trocknung

2.2.3 Beurteilung der immunhistochemisch-gefarbten (ABC-Methode) Gewebeschnitte

Die eingedeckten Schnitte wurden an einem Lichtmikroskop (Leica) betrachtet und hinsichtlich
threr immunhistochemischen Férbung beurteilt. Zundchst wurde die Intensitdt der
immunhistochemischen Farbung, die sich in eine braune Farbe durch die Zugabe des
Chromogens DAB auBlert, beurteilt. War das Farbergebnis nicht wie gewiinscht, wurden
bestimmte Schritte (z.B, Antikdrperkonzentration, -inkubation) im Protokoll gedndert bis die
geeignete Farbintensitit erreicht war. War die Fiarbung zu schwach, konnte dies an
unzureichender Antikdrper-Menge, DAB oder zu kurzer Inkubationszeit liegen. Der Einsatz zu
hoher Antikérperkonzentration kann im Gegensatz falsch-positive Bindungen des Antikorpers

hervorrufen.
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Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgte zusitzlich anhand morphologischer Merkmale wie die
Lokalisation der Zellen in den lymphatischen Organen, um zu iiberpriifen, ob es sich bei den
markierten Zellen um die Zielzellen handelt. Hierbei wurde sich an den Angaben in der
Literatur, dem Antikoérper-Datenblatt des Herstellers und insbesondere an den der eigenen

Erfahrung bzw. die der Pathologen orientiert.

2.2.4 Analyse der lymphatischen Organe mithilfe der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe des konfokalen Laser-Raster Mikroskops LSM 700 von Zeiss (engl. laser scanning
microscope, LSM) konnen hochauflésende Bilder von fluoreszierenden biologischen Proben
(hier Gewebeschnitte von lymphatischen Organen) erreicht werden.

Im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie, in der die Transformation vom Objekt
zum Bild fiir alle Objektpunkte gleichzeitig parallel erfolgt, wird in einem konfokalen LSM die
Probe punktweise bestrahlt. Dies bedeutet, dass die serielle Bestrahlung die physikalische
Wechselwirkung in Form von Fluoreszenz, die das Laserlicht in der gerade bestrahlten
Objektstelle hervorruft, auslost und punktweise gemessen wird. Mit einem konfokalen LSM ist
es somit mdglich, aus dicken Proben bis 100 um eine diinne Praparatschicht optisch abzubilden
(,,optischer Schnitt*). Bei Mehrfachfarbungen kann eine simultane Aufnahme und Darstellung
der einzelnen Laserkanile (405, 488, 555, 639 nm) ermdglicht werden.

Fir die Analyse der Férbung an lymphatischen Organen wurden die Objektive fiir eine
20 bis 40 fache VergroBerung verwendet.

Die Bedienung des Gerites erfolgte in Anlehnung an das Bedienungshandbuch von Zeiss.

2.2.5 Durchfiihrung einer subakuten, oralen Toxizititsstudie an Ratten

Eine orale 28-Tage Toxizititsstudie mit wiederholter Exposition in weiblichen Wistar-Ratten
wurde nach den Richtlinien der OECD Test-Guideline Nr. 407 (2008) und der
EMA Guideline on Repeat Dose Toxicity (2010) durchgefiihrt. Die Testsubstanzen Cyclosporin
A und Azathioprin wurden in verschiedenen Dosierungen, wie in der Tabelle 5 beschrieben,
oral per Schlundsonde (gavage) verabreicht. Die Kontrollgruppe (Dosisgruppe 1) erhielt
Olivendl als Vehikel.
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Tab.5 Dosierungsgruppen der subakuten oralen Toxizitédtsstudie.

Dosisgruppe Substanz Dosen [mg/kg]  Geschlecht  Anzahl Tiere
1 Cyclosporin A 0 Q 10
2 Cyclosporin A 1 Q 10
3 Cyclosporin A 5 Q 10
4 Cyclosporin A 25 Q 10
5 Azathioprin 20 Q 10

Die geforderten Untersuchungsmethoden beinhalten insbesondere klinische Beobachtung der
Tiere, Korpergewichtsbestimmung, Organgewichtsbestimmung, hématologische und
klinisch-biochemische Serumuntersuchung, makroskopische Pathologie und Histopathologie.
Zusatzlich wurden unabhingig der Guidelines weitere Untersuchungen des Immunsystems und

hédmatopoetischen Systems durchgefiihrt, die sich in das Standardprotokoll einbauen lie3en.

2.2.5.1 Allgemeine Informationen zu den Versuchstieren und Haltungsbedingungen
Weibliche Wistar-Ratten (Harlan Laboratories BV) vom Stamm RccHan:WIST waren zum
Studienstart sieben bis acht Wochen alt und wogen 160 — 200 g.

Ihr Stamm wurde gewdhlt, da er einer von den international empfohlenen Ratenspezies in
toxikologischen Studien ist und viele Hintergrunddaten fiir diese Spezies zur Verfiigung stehen.
Nach der Lieferung der Ratten erfolgte eine einwdchige Akklimatisierungsphase.

Die Ratten wurden in Gruppen von zwei bis drei Tieren pro Kéfig gehalten.
Die Raumtemperatur betrug 22 + 2 °C und die Luftfeuchtigkeit 55 £ 5 %. Die Ratten hatten
eine Lichtperiode von 12 Std inklusive Musikbeschallung und eine Dunkelperiode von 12 Std.
Das Futter und Wasser wurden ad libitum verabreicht. Zur Bereicherung des Lebensumfeldes

bekamen die Ratten einen Holzblock zum Nagen.

2.2.5.2 Toxikologische Standarduntersuchungen

Die Erhebung von Daten zu Korper-, Organgewichten, Blutuntersuchungen, Mortalitéten,
klinischen Befunden, makroskopischen Organuntersuchungen und zur Histopathologie gehdrt
zu den Standardpriifungen in toxikologischen Studien. Die Standarduntersuchungen wurden
von erfahrenen Personal aus der Abteilung fiir Toxikologie der Bayer Pharma AG in Wuppertal
durchgefiihrt.

Die Messung von Korpergewichten wurde tdglich zur gleichen Uhrzeit an jedem Tier
durchgefiihrt.

Klinische Befunde wie Verhalten der Tiere oder duBlerliche Auffilligkeiten wurden téglich

dokumentiert. Ebenso wurden Mortalitéten festgehalten.
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Nach der Sektion wurden die terminalen Organgewichte ausgesuchter Organe gemessen und in
Relation zum Korpergewicht berechnet.
Am Sektionstag wurde das Serum (retrobulbdre Blutentnahme) der Tiere fiir die Messung von

Standard-Blutparametern, wie in den Tabellen 6 und 7 aufgefiihrt, entnommen.

Tab.6 Liste von Parametern fiir Himatologie und Blutgerinnung.

Rote Blutparameter Blutgerinnung Weille Blutparameter
Erythrozyten Thrombozyten Leukozyten gesamt
Héamoglobin Thromboplastinzeit Differentialblutbild
Héamatokrit Partielle Thromboplastinzeit ~ Neutrophile
Mittleres korpuskuldres Himoglobin Fibrinogen Basophile
Mittlere korpuskuldre Himoglobinkonzentration Eosinophile,
Mittleres Erythrozyteneinzelvolumen Lymphozyten
Retikulozyten Monozyten

atypische Zellen

Tab.7 Liste von Parametern fir Klinische Chemie.

Enzyme Substrate Elektrolyte
Alanin-Aminotransferase Glukose Chlorid
Aspartat-Aminotransferase Cholesterin Calcium
Alkalische Phosphatase Triglyzerin Inorganisches Phosphat
Glutamat-Dehydrogenase Kreatin Kalium,
Laktat-Dehydrogenase Urea Natrium
Gamma-Glutamyl-Transferase Bilirubin Magnesium
Kreatinkinase Gesamtprotein

Albumin

Wihrend der Sektion wurden die Organe makroskopisch auf Anomalitédten, wie z.B. verdnderte
GroBe oder Farbverdanderung, untersucht. Danach folgte die histopathologische Untersuchung

von relevanten Organen.

Die Gewebeaufarbeitung bis zur immunhistochenmischen Férbung der lymphatischen Organe
erfolgte wie unter 2.2.1.3, 2.2.1.4, 2.2.2.1, 2.2.3 beschrieben.

Es wurden die gleichen Primirantikérper wie unter 2.2.1.6 fiir die Farbung nach der
ABC-Methode verwendet.

Da bei dieser Toxizitdtsstudie optimal fixiertes (48 Stunden) und frisches Material vorlag,
wie bei einer gewohnlich durchgefiihrten Toxizititsstudie, war die Testung der Bedingungen
fiir die Primarantikdrper weniger aufwendig wie fiir die archivierten Studien. Einen Uberblick

iiber die praktische Verwendung der Priméirantikorper gibt die Tabelle 8 wieder.
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Tab.8 Informationen zur Verwendung der Antikérper in der subakuten oralen Toxizitétsstudie.

Primérantikérper = Vorbehandlungsmethode Verdiinnung Inkubationszeit
CD3 1:300 l1h

CD8 1:300 40 min

CD68 Dampfkochtopf, 1:500 30 min

CD79 Citrat-Puffer 1:500 40 min
Caspase-3 1:100 1 Std
Zytokeratin 1:1000 1 Std

2.2.5.3 Immuntoxikologische Untersuchungsmethoden

2.2.5.3.1 Immunglobolin-Bestimmung im Serum

Fiir die Konzentrationsbestimmung der Immunglobuline (Ig) IgA, IgG und IgM im Serum
wurden die ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) Quantification Kits von
Bethyl Laboratories verwendet. Die Werte wurden mithilfe eines Plattenlesegerites
(Absorbance Microplate Reader EL80S, BIO-TEK Instruments) ermittelt, der die optische
Dichte (Delta OD, optical density) von Losungen in einer 96-Well Mikrotiterplatte misst.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Protokoll des Herstellers.

Pro Tier wurde eine Dreifachmessung der Delta OD 450 durchgefiihrt, aus der ein Mittelwert

und spater die Konzentration des Ig im Serum berechnet wurde.

2.2.5.3.2 Subpopulationsanalyse von Immunzellen der Milz und mesenterialen
Lymphknoten
Fiir die Markierung relevanter Subpopulationen wurden vier Doppelfiarbungen durchgefiihrt:

CD45RC/CD4, CD45RA/MHCII, CD5/CD8 und CD3/CD8.

Als erstes wurden ein Drittel der Milz (Endstiick) und drei grofe hintereinander folgende
mesenteriale Lymphknoten in mit BSS-Losung vorgefiillten Zentrifugenrohrchen gegeben,
die bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert werden.

Aus zeitlichen Griinden wurden die Milzorganstiicke nicht am Sektionstag aufgearbeitet,
sondern einen Tag spiter. Bis dahin wurden die Milzen in BSS-gefiillten Zentrifugenréhrchen

auf Eis bei 4°C aufbewahrt.
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Vor der Aufarbeitung der Lymphknoten wurden diese mithilfe zweier Pinzetten weitestgehend
von Fettanteilen pripariert. Zur Aufarbeitung eines Organstiicks wurde dieses samt der im
Rohrchen befindlichen BSS-Losung in ein Metallsieb dekantiert, das sich in einer Petrischale
befindet. Mit dem Stempel einer 5 ml-Einwegspritze wurde das Organ vollstéindig zerrieben,
nur bei der Milz bleibt ein heller Geweberest (Bindegewebe) im Sieb zuriick.
Anschliefend wurde die Suspension mit einer Pasteurpipette in der Petrischale einige Male
suspendiert. Die aus der Petrischale entnommene Zellsuspension wurde iiber eine Einweg-
Filtereinheit (200 um) gefiltert, die sich auf einem zweiten R6hrchen befindet. Zuletzt wurden
das Sieb und die Petrischale erneut mit BSS-Losung gespiilt, um alle restlichen Zellen zu
gewinnen. Diese Zellen wurden ebenfalls in das zweite Rohrchen iiberfiihrt, das mit BSS-
Losung aufgefiillt war. Die aufgefiillten R6hrchen werden nun 10 min bei 300g/min und 4 °C
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand in den Réhrchen vorsichtig
dekantiert, ad 10 ml bei Milz und ad 5 ml bei Lymphknoten mit BSS-Losung aufgefiillt und
das Zellpellet griindlich resuspendiert.

Anschlieend erfolgte die manuelle Zellzahlbestimmung an lebenden Zellen mithilfe von
Trypanblau und der Neubauer-Zihlkammer. Ein Aliquot der resuspendierten Zellsuspension
wird mit Trypanblau (1:10 Verdiinnung mit PBS) versetzt. Die toten Zellen wurden dadurch
blau angefirbt und die Zahl der lebenden Zellen wurde in einer Neubauer-Zahlkammer unter
dem Mikroskop bestimmt. Hierbei wurde mindestens ein GroBquadrat zur Zédhlung
ausgewertet, wobei mindestens 100 Zellen aus statistischen Griinden gezédhlt werden sollten.
Die Zellzahl wurde bei der verwendeten Verdiinnung mit Trypanblau fiir ein GroBquadrat

folgendermaBen berechnet: Zellzahl*10° Zellen pro ml.

Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Rohrchen mit einer vorher berechneten Menge an
BSS-Losung aufgefiillt, sodass eine Konzentration von 5x107 Zellen/ml in jedem Rohrchen
erreicht war. Aus der Zellsuspension wurden 1x10° Zellen in jedes FACS-Rohrchen verteilt
und mit 2 ml Waschpuffer (PBS-Acid) gewaschen (10 min Zentrifugation bei 300 g, 4 °C). Der
Waschpuffer wurde vorsichtig dekantiert und das Pellet mit in vorher verdiinnter und in
Vorversuchen austitrierter Antikdrperldsung (200 pl) resuspendiert. Eine Ubersicht der
verwendeten Antikorper inklusive Verdiinnung ist in der Tabelle 9 dargestellt.

Die Rohrchen wurden aufgeschiittelt und fiir mindestens 15 min im Kiihlschrank inkubiert.
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Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die Proben zweimal gewaschen und mit 2 ml
PBS-Acid aufgefiillt (10 min Zentrifugation bei 300 g, 4 °C). Die FACS-Probenréhrchen
wurden vorsichtig dekantiert und mit 500 pl Fillflissigkeit (FACSflow) aufgefiillt.

Damit waren die Proben zur Aufnahme im Durchflusszytometer bereit.

Tab.9 Verwendete Antikorper fiir die Subpopulationsanalyse von Milz- und Lymphknotenzellen.

Antikorper Zielzellen Verdiinnung in Firbepuffer
FITC-CD4 T-Helferzellen 1:200
FITC-CD8a Zytotoxische T-Zellen, 1:400
NK-Zellen
PE-CDS5 Periphere T-Zellen 1:100
FITC-MHC Class II RT1Buw/1 Antigen-prasentierende Zellen  1:100
PE-CD45RA B-Zellen 1:200
PE-CD3 T-Zellen 1:200
PE-CD45RC Leukozyten 1:200

Die quantitative Bestimmung der Oberflichenmerkmale der Milz und Lymphknoten erfolgt am
FACSCanto II mithilfe der Software FACSDiva.
Fiir die Messung wurde eine bestimmte Anzahl von ,,Events® eingestellt, die bei den

Lymphknotenzellen 15.000 und bei den Milzzellen 30.000 Zellen betrug.

2.2.6 PCA-Analyse und Heatmap-Darstellung
Ausgewihlte Effekte der klinischen Chemie, Hdmatologie, Organ- /Korpergewichte und
Histopathologie wurden mit einer Principal Component Analysis (PCA) analysiert.

Hierflir wurde das Programm GeneData verwendet.

Da die Ergebnisse aus kontinuierlichen (Klinischen Chemie, Hdmatologie und Organ-
/Korpergewichte) und kategorischen (Histologie, Angabe in Graden) Daten bestanden, wurden
die Daten in Excel standardisiert, um 4&hnliche Werte-Bereiche zu erhalten.

Die Standardisierung (Z-Transformation) wurde folgendermal3en berechnet:

Wert (Einzeltier) — Mittelwert der jeweiligen Parametergruppe

Standardabweichung der jeweiligen Parametergruppe (n-1-Methode)
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2.2.7 Untersuchungen des himatopoetischen Systems
Im Folgenden wird die Durchfiihrung von verschieden Untersuchungsmethoden des

hdmatopoetischen Systems beschrieben.

2.2.7.1 Anfertigung und Fiarbung von Knochenmarksaustrichen

In der Regel wird zur histologischen Beurteilung ein Oberschenkelknochen (Femur) fiir
Knochenmarksaustriche verwendet, da dieser der ldngste Rohrenknochen ist und somit die
meisten Knochenmarkszellen enthdlt. Die Knochenmarksausstriche wurden aus logistischen
Griinden vom rechten Oberarmknochen (Humerus) hergestellt. Hierbei wurde das Ende des
Humerus in eine Kaniilenspitze (1,60 x 40 mm) eingefiihrt und das Mark durch einen kurzen
kréftigen Stempeldruck auf einen gereinigten OT ausgeblasen. Die Markfliissigkeit wurde mit
einem weiteren Objekttriger wellenformig ausgestrichen. Danach erfolgte eine Trocknung von
mindestens 4 Stunden und eine Fixierung in Methanol fiir 10 sek. Nach einer kurzen

Lufttrocknung wurden die Ausstriche in Késten bei 4 °C bis zur Farbung autbewahrt.

Es wurden zwei Knochenmarksaustriche pro Tier angefertigt, die jeweils mit May-Griinwald

oder Myeloperoxidase gefarbt wurden.

Fiir die Durchfiihrung der May-Griinwald-Féarbung wurden die luftgetrockneten Ausstriche wie

in der Tabelle 10 beschrieben behandelt.

Tab.10 Protokoll May-Griinwald-Férbung von Knochenmarksaustrichen.

Methodenschritt Zeitangabe

1. May-Griinwald-Losung 3-5 min

2. Abspiilen im gepufferten Lewatitwasser  2x Kurz

3. Giemsa-Losung 15-18 min

4. Abspiilen im gepufferten Lewatitwasser ~ Kurz

5. Farbestinder abtropfen lassen, trocknen 6 Std oder iiber Nacht
6. Eindeckung der OTs -

Die Durchfiihrung der Peroxidase-Farbung wurde mithilfe des Peroxidase (Myeloperoxidase)
Kit (Sigma Aldrich) nach Herstellerangaben bis zum Schritt - Kupfernitrat-Losung -
durchgefiihrt. Danach wurden die Objekttriger in gepufferten Lewatitwasser abgespiilt,
luftgetrocknet und eine May-Griinwald-Farbung (wie oben beschrieben) als Gegenfarbung

durchgefiihrt.
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2.2.7.2 Aufarbeitung von Femur und Sternum fiir die H&E Diagnostik

Die zu entkalkenden Knochenstiicke wurden zunéchst in Formalin fixiert und anschliefend in
Tissue Tek III Kapseln ca. eine halbe bis eine Std gewissert. Die Entkalkung der Knochen
erfolgte mit Citrat-Ameisensdure bei Raumtemperatur fiir eine bestimmte Zeit, abhdngig von
Tierart und Alter der Spezies. Nach dem Entkalken wurden die Knochen ca. 16 Std gewéssert,
in 70 % Ethanol gegeben  und  wie gewoOhnlich  weiterverarbeitet

(Entwisserung, Paraffineinbettung).

2.2.7.3 Subpopulations-Analysen von Knochenmarkszellen mittels FACS

Die Durchfiihrung der FACS-Analyse von Knochenmarkszellen wurde in Anlehnung an eine
Veroffentlichung (Saad, et al., 2000) etabliert.

Es wurde je Knochen (Femur) ca. 1,5 cm des Mittelteils zur Zellzahlbestimmung verwendet,
nachdem anhidngenden Muskelreste entfernt wurden. AnschlieBend wurde mit einer mit
BSS-Losung gefiillten Spritze das Knochenmark herausgespiilt. Das Knochenstiick wurde
solange durchgespiilt bis dieses nicht mehr rot erschien, sodass das Knocheninnere vom
rotlichen Mark gereinigt wurde. Die Knochenmarkzellen wurden anschlieBend in der
Petrischale mithilfe einer Kaniilenspitze griindlich suspendiert. Dies diente der Beseitigung
grober Zellklumpen und musste vorsichtig durchgefiihrt, um die Zellen nicht zu zerstoren.
Danach wurde nochmals mithilfe einer Pasteurpipette eine moglichst homogene Zellsuspension
hergestellt. Die nun erhaltene Zellsuspension wurde iiber eine Einweg-Filtereinheit gegeben,
welche in ein Zentrifugenrohrchen gestellt wurde. Hierdurch wurde eine Abtrennung von
Geweberesten und Knochensplittern erreicht. Danach wurde die Petrischale mit BSS-Losung
durchgespiilt und die restliche Suspension ebenfalls wie zuvor filtriert. Die R6hrchen wurden
nun ad 10 ml mit BSS-Losung aufgefiillt. Vor der Zellzdhlung wurden die Probenréhrchen
nochmals geschiittelt, eventuell entstandene Sedimente aufgewirbelt und die Rohrchen
ca. 30 sec. abgestellt, damit feste Bestandteile, wie z.B. kleinere Knochensplitter, sedimentieren
konnten. Fiir die Zellzahlbestimmung wurde mit einem Dispenser 20 ml ISOTON II-Lsung in
ein 20 ml Probengefdl (Accuvette) vorgelegt, sodass sich durch Zugabe von 40 pl
Zellsuspension eine Verdiinnung von 1:500 ergab. Vor der EDV gestiitzten Messung am
Coulter-Beckmann Multisizer 3-Zellzdhlgerdt wurden jeder Messprobe drei Tropfen
ZAP-O-GLOBIN (Beckmann Coulter) zugegeben, um die Erythrozyten zu lysieren, die die
Messung beeintridchtigen. Nach ca. 2 min Inkubation mit dem Lyse-Puffer wurden die Proben

zligig gemessen.
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Fiir die nachfolgende Dreifach-Fiarbung der Knochenmarkszellen wurden Antikdrper wie in der

Tabelle 11 beschrieben, verwendet. Die einzelnen Arbeitsschritte fiir die FACS-Férbung sind

in der Tabelle 12 aufgezihlt.

Tab.11 Verwendete Antikorper fiir die Subpopulationsanalyse von Knochenmarkszellen.

Antikorper Zielzellen

PE Mouse Anti-Rat CD71 Erythroide Vorlauferzellen (Transferrin-Rezeptor)

FITC Mouse Anti-Rat CD45  Leukozyten

(Leukocyte Common Antigen)

LDS 751 Doppelstrang-DNS

Tab.12 Protokoll FACS-Farbung von Knochenmarkszellen.

Methodenschritt

Inkubationszeit

1. Einstellung der Zellzahl auf 1x10° Zellen pro
FACS-Rohrchen

2. Zugabe von 2ml PBS + 0,02 Na-Acid, vortexen,
zentrifugieren

3. Uberstand verwerfen

4. Zugabe von 5 pl FITC (CD45) + 10 pl PE (CD71)
in jedes Réhrchen und vortexen

5. Waschen mit 2 ml PBS + 0,02 Na-Acid, vortexen
und zentrifugieren

6. Uberstand verwerfen

7. Zugabe von 400 pl PBS + 0,02 Na-Acid und 20 pl
LDS (1mg/ml Methanol)

8. Waschen mit 2 ml PBS + 0,02 Na-Acid, vortexen
und zentrifugieren

9. Uberstand verwerfen

10. Zugabe von 400 ul FACS-Flow, vortexen und am
FACSCanto messen

Zentrifugation bei 160 g, 4 °C, 10 min

20 min bei Dunkelheit und 4 °C

Zentrifugation bei 1200 rpm, 4 °C, 5 min

30 min bei Dunkelheit, 4 °C

Zentrifugation bei 1200 rpm, 4 °C, 5 min
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2.2.7.4 CFU-Tests mit humanen CD34-Zellen bzw. ex-vivo mit Knochenmarkszellen aus
der Ratte
Der CFU-Test wurde zum einen mit humanen CD34-Zellen und zum anderen ex vivo mit

Knochenmarkszellen aus der Ratte (subakute Studie, Abschnitt 2.2.5) durchgefiihrt.

Priiparation der humanen CD34"-Knochenmarkszellen

Die humanen CD34"Zellen wurden bei Zimmertemperatur aufgetaut und unter der Sterilbank
mit einer Eppendorf-Pipette vorsichtig in ein 15 ml Falconrohrchen {iberfiihrt.
Das Cryo-Ro6hrchen, in dem die Zellen gelagert wurden, wurde einige Male mit je 1 ml IMDM-
Medium ausgespiilt. Dieses Medium wurde ebenfalls in das Falconr6hrchen iiberfiihrt. Die
Zellsuspension wurde auf 10 ml mit IMDM-Medium aufgefiillt und fiir 10 min bei 300 g und
Raumtemperatur zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand vorsichtig mit einer Einweg
Transfer-Pipette abgenommen und das Zellpellet wird in 2 ml frischen IMDM-Medium

vorsichtig resuspendiert.

Kultivierung der himatopoetischen Stammzellen fiir den CFU-Assay mit Ratten-
Knochenmarkszellen
Fiir den CFU-Assay wurden die restlichen Zellen aus dem Femurknochen verwendet, die,

wie unter 2.2.7.3 beschrieben, gewonnen und verarbeitet wurden.

Durchfithrung des CFU-Assays

Die Substanzen AZA, BAP, CSA und HCB wurden hinsichtlich ihrer hdmatotoxischen
Eigenschaften auf humanen CD34"-Zellen miteinander verglichen. Zusétzlich wurden die aus
der Ratte stammenden Knochenmarkszellen aus der in vivo Studie in diesem Test verwendet,

um die hamatotoxischen Eigenschaften von AZA und CSA ex vivo zu untersuchen.

Das benotigte voraliquotierte MethoCult™-Medium wurde iiber Nacht im Kiihlschrank
aufgetaut. Die gewiinschte Zellzahl von 1,5 x 10*/ml (Human) und 1 x 10%ml (Ratte) in der
Zellsuspension wurde auf die MethoCult™-Roéhrchen verteilt. Hierbei wurde eine
Dreifachbestimmung angesetzt, die jeweils aus 0,4 ml Zellsuspension zu 4 ml MethoCult™
besteht. Die Rohrchen wurden gut vermischt und flir mindestens fiinf min stehen gelassen,

um eventuelle Luftblasen an die Oberfldche steigen zu lassen.
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Das semisolide Wachstumsmedium MethoCult™, in dem die Zellen kultiviert wurden, war eine
gebrauchsfertige Mischung aus angereichertem IMDM mit einigen rekombinanten Zytokinen
(SCF, GM-CSF und IL-3) und Methylcellulose, das den hdmatopoetischen Vorlduferzellen die
optimalen Wachstums- und Differenzierungsbedingungen bot. Durch die halbfeste Konsistenz
konnten die Zellen in Kolonien wachsen und fielen bei der kleinsten Vibration nicht
auseinander.

Die Zytokine ermoglichten das Wachstum von myeloiden und erythroiden Kolonien, letztere
allerdings nur bis zum primitiven BFU-E-Stadium. Fiir die ex vivo gewonnen Rattenzellen
wurde das MethoCult™ R3774 verwendet, fiir Humanzellen das MethoCult™ H4434,

Das MethoCult™ H4434 enthielt als Besonderheit Erythropoetin (EPO), sodass erythroide

Kolonien iiber das primitive BFU-E-Stadium hinaus wachsen konnten.

Die Substanzen, die in dem humanen CFU-Assay eingesetzt wurden, wurden mit dem
Losungsmittel DMSO vorverdiinnt (50 mg/ml). Deshalb wurde die Medium-Kontrolle mit
0,2 % DMSO in IMDM hergestellt. In einem Vorversuch (Screening) wurden die Substanz-
Konzentrationen 1, 10, 100, 1000, 10.000 und 100.000 ng/ml in IMDM-Medium inklusive
22 % DMSO getestet. In dem Hauptexperiment wurden die Konzentrationen
1000, 3000, 10.000, 30.000 und 100.000 ng/ml pro Substanz und Schale eingesetzt.
Zusitzlich wurde fiir AZA, BAP und HCB 300 ng/ml und fiir BAP 30 und 100 ng/ml angesetzt.
Das Ziel war es die geeigneten Konzentration zu wéhlen, um spéter die Schwellenwerte 1Cso-
bzw. ICo0- und NOAEL zu berechnen.

Als Positivkontrolle wurde Topotecan in den Konzentrationen 5 und 10 ng/ml verwendet.

Bei dem ex vivo CFU-Assay an Ratten wurde als Positivkontrolle Topotecan in den
Konzentrationen 8 und 35 ng/ml pro Schale eingesetzt. Zusdtzlich wurde eine Medium-
Kontrolle getestet. Fiir beide Kontrollen wurden Triplikate angesetzt aus denen ein Mittelwert

berechnet wurde.

Als néchstes erfolgte die Ausplattierung jeder Probe mit der gewiinschten Menge Substanz auf
drei kleinen Petrischalen (35 mm). Dies erfolgte mithilfe von drei ml Spritzen, die mit Blunt-
End-Kaniilen (Stérke 16) versehen waren. Je 1,1 ml der Probe wurden vorsichtig mittig auf eine
Petrischale gegeben, ohne dass die Spitze den Boden beriihrte. Unter langsamen kreisenden
Bewegungen des Schilchens wurde die Probe auf dem gesamten Boden bis hin zum Rand

aufgetragen und mit einem Deckel verschlossen.

47



Die drei zusammengehorenden Petrischalen der Triplikate wurden in eine grof3ere Petrischale
(150 mm) gestellt. Zusétzlich wurde eine vierte gedffnete kleine Petrischale beigestellt,
die steril filtriertes Wasser zur Feuchtigkeitsséttigung enthielt. Die belegten gro3en Petrischalen
wurden mit einem Deckel verschlossen und inkubierten bei 37 °C, 5 % CO; und > 95 %
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. Die Inkubationszeit ist abhingig von der Art der eingesetzten
Zellen und betrug fiir die humanen Zellen zwolf Tage und fiir die Rattenzellen acht Tage.

Eine vereinfachte Darstellung zum Ablauf des CFU-Assays ist in der Abbildung 5 zu sehen.

==
1. Ansatz der
‘" ‘ Knochenmarkszellen

i 2. Zugabe der Zellen zum
MethoCult ®-Medium

sl 3. Ausplattieren und
Inkubation

. %\ 4. Auszihlung der
> Kolonien

Abb.5 Ablauf des CFU (colony-forming unit)-Assay.
(Abbildung veréndert aus www.stemcell.com)

Zihlkriterien fiir humanen Kolonien

In dem humanen CFU-Assay konnte nur ein kleiner Teil der Kolonien, die normalerweise
wiéhrend der Himatopoese im Knochenmark entstehen, betrachtet werden (sieche Abb.6).

Bei der Auswertung der humanen Kolonien konnte zwischen CFU- und BFU
(burst-forming unit)-Kolonien unterschieden werden. CFU-Kolonien haben eine diffuse,
zellstreuende Morphologie. Im Gegensatz dazu sind BFU-Kolonien kompakt, rétlich geféarbt
und bestehen aus mehreren klar zu erkennenden runden Clustern. Diese bilden die frithen
Stadien der erythroiden Zelllinie. Eine genaue Differenzierung in CFU-G oder CFU-M war
aufgrund der technischen Ausstattung nicht moglich. Die multi-lineage-Kolonie CFU-GEMM
wurde nicht gezdhlt, da sie selten vorkommt und héufig mit einer CFU-GM und BFU-E

verwechselt werden kann, die meistens in der unmittelbaren Umgebung wachsen.
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Knochenmark Blut

Basophile Granulozyten

CFU-Bas

Neutrophile Granulozyten

Monozyten

@ /CFU-GEMM
Pluripotent\
Stammzelle l

Lymphoide
Vorlauferzelle

Erythrozyten

Thrombozyten

Eosinophile Granulozyten

Abb.6 Hamatopoese im Knochenmark und die gezdhlten CFU-Kolonien fiir den humanen CFU-Assay.

Bas (basophil); BFU (burst-forming unit) CFU (colony-forming unit); E (erythoid); Eo (eosinophil); GEMM
(granulocyte-erythroid-macrophage-megakaryocyte); GM (granulocyte-macrophage); Meg (megacaryocyte).
(Abbildung verandert nach Socolovsky et al., 1998).

Zihlkriterien fiir Kolonien der Ratten
Fiir die Auswertung der Kolonien aus den Knochenmarkszellen der Ratte wurden nur die BFU
gezdhlt, sodass nur eine Hemmung oder ein Wachstum von Kolonien gegeniiber verschiedenen

Priifsubstanzen gezeigt werden konnte.

Auswertungsprozedur

Nach der definierten Inkubationszeit wurden die Kolonien-Platten aus dem Brutschrank
entnommen und an einem inversen Mikroskop mit Handzéhlgerit ausgezéhlt.
Zur Vereinfachung wurden die einzelnen 35 mm-Petrischalen auf eine 60 mm-Petrischale mit
Gittereinteilung gestellt. Als Kolonie wurde ein Zellverband von mindestens 50 Zellen
definiert.

Fiir die Auswertung wurden Balkendiagramme erstellt, bei denen die Kolonienanzahl, die aus
dem Mittelwert der Dreifachbestimmung berechnet wurde, der jeweiligen Substanzmenge
gegentibergestellt. SchlieBlich sollte die Substanzmenge ermittelt werden, bei der das
Kolonienwachstum um 50 % bzw. 90 % inhibiert war. Diese Werte wurden als 1Cso- bzw.

ICoo-Wert angegeben.
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2.2.7.5 Anreicherungen der Knochenmarkszellen aus dem CFU-Assay fiir die

Herstellung von Zytopraparaten

Prinzip der Zytozentrifuge

Die  Cytospin  Zytozentrifuge @ von  Thermo  Fisher  Scientific = ermoglicht
Diinnschichtpréparationen aus einer beliebigen fliissigen Matrix, wie in diesem Fall
Knochenmarkszellen aus dem CFU-Assay. Mithilfe geringer Zentrifugalkrifte werden
Zellmonolayer (sog. Zytospots) auf Objekttragern (Cytoslides) iibertragen, wobei die
Zellintegritdt erhalten bleibt. Dadurch wird eine gute Darstellung der Zellen mithilfe der
Mikroskopie erreicht (siche Abb.7).

Das Prinzip beruht auf Zentrifugalkrifte im Cytospin, die Zellen in einem klar definierten
Bereich eines Objekttragers sedimentiert. Wéahrend des Betriebs werden durch Rotation des
Gerites die Probenkammern (Cytofunnel) in eine aufrechte Position gebracht und Zellen auf
das Sedimentationsfeld des Objekttrigers zentrifugiert, sodass alle Zellen konzentriert auf
einem Zytospot dargestellt werden. Die Zellen werden aullerdem abgeflacht, um eine gute
Zellkerndarstellung zu erhalten. Die Restfliissigkeit wird tliber eine Filterkarte der Cytofunnel
absorbiert. In der Belade- oder Stopp-Position wird durch die Neigefunktion innerhalb des
Geridtes Zellverlust verringert, indem verhindert wird, dass die Restfliissigkeit mit dem

Objekttragern in Kontakt kommt (Online Produktinformation Thermo Fisher Scientific).

Cytospin® Zytozentrifuge
Cytoslide™

Cytospot
@4-— mit konzentrierten
Knochenmarkszellen

Cytofunnel

o u

aullen innen

Abb.7 Darstellung der Zytozentrifuge Cytospin.

AuBere und innere Geritedarstellung und als Resultat Cytoslides mit konzentrierten Knochenmarkszellen
(Cytospots), die sich mikroskopisch untersuchen lassen.

Darstellung auBlen und innen tibernommen von Thermo Fisher Scientific.
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Verfliissigung der Knochenmarkszellen aus dem IMDM-Medium und Herstellung von

Zytopraparaten

Um alle Zellen aus den Methylcellulose Kulturen zu verfliissigen und zu ernten, wurde 2 ml
von Isocove’s MDM mit 2 % FBS (IMDM, Stemcell Technologies) auf die 35 mm CFU-Platten
gegeben. Die Platten wurden mind. 15 min bei 4 — 8 °C im Kiihlschrank inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Platten mit einer Pipette (Einstellung auf ein ml)
vermischt und in ein steriles 15 ml Falcon iibertragen. Danach wurde zweimal 1 ml IMDM auf
die Platten dazugeben, vermischt und der Inhalt in das 15 ml Falcon iibertragen damit alle
Zellen geerntet wurden. Am Ende befanden sich ca. 4,5 ml Zellfliissigkeit im Falconréhrchen,
die bei 160 g 10 min bei 4 °C zentrifugiert wurde.

AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig verworfen und die Zellen ein zweites Mal
gewaschen. Hierzu wurden 3 ml IMDM hinzugegeben, resuspendiert und wie oben beschrieben
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut vorsichtig verworfen, das Pellet in 1,8 ml IMDM
resuspendiert und der gesamte Inhalt in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal} {ibertragen.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte iiber dem Advia 21201 (Siemens). Die Einstellung der
Zellzahl erfolgte bei 1 x 10° Zellen/ml.

Fiir die Herstellung der Zytopriparate wurden als erstes die Cytoslides mit Ethanol gereinigt
und beschriftet. Die Objekttrager und Cytofunnel wurden in jeweils einem Cytospin-Gestell
platziert, die Halterung fest verschlossen und in dem Cytospin gestellt. Danach wurde in jedes
der zwei Felder der Cytofunnel 200 ul FCS vorgelegt und anschlieBend die berechnete
Zellmenge von 2x10°Zellen/Feld zugegeben. Nach der Befiillung des Cytospins folgte die
Zentrifugation bei 500 rpm und 5 min.

AnschlieBend wurden die Cytoslides iiber Nacht bei Raumtemperatur luftgetrocknet.
Am néchsten Tag erfolgte die Fixierung in einer Aceton-Methanol-Mischung (3:2) fiir 7 min
und eine erneute Lufttrockung tiber Nacht. Als letztes wurden wurden die Zytospots gefarbt,

eine Hilfte May-Griinwald und die andere Hilfte Peroxidase-May-Griinwald.
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2.2.7.6 Automatische himatologische Analysen von Knochenmarkszellen der Ratte
Eine automatische hématologische Analyse von Knochenmarkszellen wurde mit dem
Standardgeridt Advia 21201 (Siemens) fiir hdmatologische Untersuchungen von Rattenserum in

Toxizititsstudien durchgefiihrt.

Messprinzipien des Advia

Mithilfe des sog. ,,Peroxidase-Halogenlampen-Messkanals* konnen folgende weile Blutzellen
optisch gemessen und differenziert werden: neutrophile, eosinophile und basophile
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten.

In diesem Messkanal werden die Erythrozyten im ersten Schritt lysiert und als néchstes die
Leukozyten mit speziellen Fiarbereagenzien (u.a. Peroxidase-Farbung) angefarbt. Mithilfe der
hydrodynamischen Fokussierung werden die weillen Blutzellen jeweils als singuldre Zellen
gemessen. Auf Grundlage des zelluliren Enzymmusters der endogenen Peroxidaseaktivitit
(Absorption) und der Zellvolumenbestimmung (Vorwértsstreulicht) wird eine Trennung der

Zellpopulationen erreicht und in einem Zytogramm (Leukogramm) projiziert.

Durchfithrung der automatischen Knochenmarksanalyse

Wihrend der Sektion der Ratten wurde der linke Oberarmknochen (Humerus) fiir diese
Untersuchung entnommen und sein Muskelgewebe per Skalpell befreit. Der Oberarmhals
wurde durch Kappen mittels einer Zange vom Oberarmkopf und dem unterem Ende befreit.
Es erwies sich als vorteilhaft, das Knochenmark mit einer Losung aus ein ml PBS mit EDTA
vorsichtig mit einer Spritze (26G x 7/8% 0,45x23mm) in ein Mikro-Probengefal3 (1,3 ml K3E)
auszuwaschen. Die Zellsuspension wurde filtriert (70 um Filter) und das Filtrat in einem 50 ml
Zentrifugenrdhrchen (CentriStarTM) aufgefangen. Nach erneutem Uberfiihren des Filtrats in
ein Mikro-Probengefil} (1,3 ml K3E) konnte anschlieBend am Advia gemessen werden.

Ein Vergleich der gewohnlichen manuellen Zdhlung der Knochenmarkszellen
(wie unter 2.2.7.1 beschrieben) mit der automatischen Knochenmarksanalyse durch den Advia

ist in der Abbildung 8 zu sehen.
Aus der analysierten Knochenmarkssuspension wurde, wie unter 2.2.7.5 beschrieben

(ab Zellzahlbestimmung), ebenfalls Zytospots hergestellt, um eine mikroskopische

Untersuchung der Zellen zu ermdglichen.
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Manuelle Differenzierung

Automatische Differenzierung

1\}

%?@ 2120i -
=11 »
E I

White blood cells
(WBCs)

Lymphocytes
Neutrophils

Eosinophils
Basophils

Monocytes I
Abb.8 erglelch der manuellen und automatischen Knochenmarksanalyse mit dem Advia Hamatologie-System.

2.2.7.7 Zytologische Untersuchungen der Knochenmarkzellen anhand (Cytospots und
Knochenmarksaustriche)

Fiir die zytologische Untersuchung der Knochenmarkszellen wurden die zwei Farbungen
beiden = Methoden

(May-Griinwald und  Peroxidase-May-Griinwald) und die

Knochenmarksaustriche und Zyfospots miteinander verglichen.

Die Knochenmarkszelldifferenzierung im Ausstrich und der Zytospots wurde von erfahrenen
Laboranten der Bayer Pharma AG am Mikroskop durchgefiihrt. Bei ca. 100-facher
Vergroflerung wurde ein mdglichst diinner und gleichmiBiger Abschnitt fiir die Auswertung
ausgewdhlt, wobei Randbezirke ausgeschlossen waren. Bei 1000-facher Vergroferung mit
Immersionsdl wurde midanderformig der Bereich betrachtet, der fiir die Auswertung gewahlt
wurde. Es wurden aus mindestens zwei Gesichtsfeldern 500 intakte kernhaltige Zellen
differenziert, die alle im Raster lagen. Die Auszdhlung erfolgte unter zur Hilfenahme eines

Differenzierungsgerites (Counter AC-15 Assistent, Hecht). Die Anteile der Zellgruppen

wurden in Promille angegeben.
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Die Zellen wurden zu den nachstehend aufgefiihrten Zellgruppen zugeordnet:

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

. BLAST : Blasten (Myeloblast, undifferenzierte Blasten)

E 1-3 : Unreife Erythropoese (E1 = Proerythroblast, E2 = Makroblast,
E3 = Basophiler Normoblast)

. E 4+5 : Reife Erythropoese (E4 = Polychromatischer —Normoblast,

E5 = Oxyphiler Normoblast)
M 2-4 N: Unreife neutrophile Granulozytopoese (M2 N = Promyelozyt I,
M3 N = Promyelozyt II, M4 N = Myelozyt)

. M 5+6 N: Halbreife neutrophile Granulozytopoese (M5 N = Metamyelozyt,

M6 N = Stabkerniger Granulozyt I)

M 7+8 N: Reife neutrophile Granulozytopoese (M7 N = Stabkerniger Granulozyt II,
M8 N = Segmentkerniger Granulozyt)

M 2-4 E: Unreife eosinophile Granulozytopoese (M2 E= Promyelozyt I,
M3 E = Promyelozyt II, M4 E = Myelozyt)

. M 5-8 E: Halbreife und reife eosinophile Granulozytopoese (M5 E = Metamyelozyt,

M6 E = Stabkerniger Granulozyt I, M7 E = Stabkerniger Granulozyt II,
M8 E = Segmentkerniger Granulozyt)

M2-4 B: Unreife basophile Granulozytopoese ( M2 B = Promyelozyt I,
M3 B = Promyelozyt II, M4 B = Myeloyt)
M 5-8 B: Halbreife und reife basophile Granulozytopoese (M5 B = Metamyelozyt,

M6 B = Stabkerniger Granulozyt I, M7 B = Stabkerniger Granulozyt II,
MS8 B = Segmentkerniger Granulozyt)

MOM: Monozyten

LYMB: Lymphozyten

PLA: Plasmazellen

MEGK: Megakaryozyten

MC: Mastzellen (Gewebsbasophile)
RC: Retikulumzellen

MIT: Mitosen

UD: Undifferenzierbare Zellen/intakte Zellen (z.B. Mehrkernige Zellen,
Mitosestorungen)

Da die Ergebnisse mit denen verglichen wurden, die mit dem Advia Himatologie-Gerét erzeugt

wurden, wurden einige Gruppen nochmals zusammengefasst, damit diese den Zellgruppen im

Advia entsprachen. Daraus resultierten folgende vereinfachte Zellgruppen:

Blasten, Erythopoese (2 + 3), neutrophile Granulozytopoese (4 - 6), eosinophile

Granulozytopoese (7 + 8), basophile Granulozytopoese (9 + 10), Monozyten, Lymphozyten,

Plasmazellen, Megakaryozyten, Mastzellen, Retikulumzellen, Mitosen, undifferenzierte

Zellen.
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2.2.8 Statistische Methoden

Mithilfe der Software GraphPad Prism wurden alle Balkendiagramme erstellt inklusive der
Berechnung von Mittelwert und Standardabweichung.

Ebenfalls wurde mit GraphPad Prism die statistische Signifikanz mit der Angabe eines
p-Wertes (Signifikanzwert) berechnet. Je nach Diagrammtyp wurden die Kontrollgruppe mit
den jeweiligen Dosisgruppen oder nur die Dosisgruppen mit den CSA behandelten Tieren
untereinander verglichen. Ein direkter Vergleich der statistischen Signifikanz zwischen den mit
CSA oder AZA behandelten Tieren wurde nicht durchgefiihrt, da der Mechanismus der beiden
Substanzen grundlegend verschieden ist. Fiir den Vergleich zwischen Kontrolle und den
CSA-Dosisgruppen untereinander wurde ein one-way ANOVA Test
(Bonferroni’s multiple comparison test) gewéhlt. Fir den Vergleich zwischen der
Kontrollgruppe und der Dosisgruppe AZA 20 mg/kg wurde ein ungepaarter t-Test mit Welch's

Korrektion ausgewéhlt.
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3 Ergebnisse

Teil 1: Immunhistochemische Biomarker in lymphatischen
Organen der Ratte angewandt an bis zu 20 Jahre alten
archivierten Toxizititsstudien

3.1 Etablierung der immunhistochemischen Biomarker und Untersuchung der
Zielzellen hinsichtlich Lokalisation und Haufigkeit in den lymphatischen Organen

Fiir die immunhistochemische Untersuchung von archivierten Toxizititsstudien in der Ratte
wurden sechs Biomarker ausgewihlt, um Informationen iiber die zelluliren Zustinde in den
lymphatischen Organen nach Gabe einer immunmodulatorischen Substanz zu erhalten.
Die Auswahl an sechs immunhistochemischen Biomarkern (Caspase-3, CD3, CD8, CD68S,
CD79 und Zytokeratin) sollte die wichtigsten Immunzellen in mesenterialen Lymphknoten,
Milz und Thymus sowie interagierende Zellen nachweisen. Die verschiedenen Antigene sind

auf folgenden Zellen exprimiert (Tab.13):

Tab.13 Verwendete Antigene und ihre Zielzellen.

Antigen (Name des Antikorpers) | Zielzellen Lokalisation der Firbung
Caspase-3 apoptotische Zellen Zytoplasma

CD3 pan-T-Lymphozyten Zytoplasma und/oder Zellmembran
CDS8 zytotoxische T-Zellen Zytoplasma

CD68 Makrophagen Zellmembran

CD79 B-Zellen Zellmembran

Zytokeratin thymische Epithelzellen | Zytoplasma

Die immunhistochemischen Féarbungen wurden zundchst an Paraffinschnitten von
lymphatischen Organen unbehandelter Kontrolltiere etabliert. Ziel der Etablierung war es, eine
addquate Stirke der Firbung der Zielzellen (apoptotische Zellen, T-Zellen, zytotoxische
T-Zellen, Makrophagen, B-Zellen und Epithelzellen) in Form eines Brauntons
(durch das Chromogen DAB) unter Vermeidung einer unspezifischen Farbung anderer Zellen
zu erreichen. Bei Erreichung der gewiinschten Farbung wurde die Lokalisation der Zielzellen
in Milz und Thymus von unbehandelten Kontrolltieren aus den verschiedenen Toxizititsstudien

detailliert untersucht und verglichen.

Im Folgenden wird die zelluldre Lokalisation der verschiedenen markierten Zielzellen in Milz

und Thymus beschrieben als auch bildlich dargestellt.
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Die aktivierte Caspase-3 ist ein Apoptose-Marker und findet sich relativ gleichméBig verteilt
im Thymus. Apoptose ist im Thymus ein natiirlicher Vorgang, da eine sog. positive Selektion
der T-Lymphozyten in der Rinde (R) und eine sog. negative Selektion der T-Lymphozyten im
Mark (MK) stattfinden [Abb.9 (1)]. In der Milz gibt es wenige apoptotische Zellen, die sich

tiberwiegend in aktiven Keimzentren finden, in denen ebenfalls im Zuge der Selektion

antigenspezifischer B-Lymphozyten Apoptose stattfindet [Abb.9 (2)].

Ab Zellr Lokalisation der tiierten Casase.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x15), (2) Milz periarterioldre lymphatische Scheiden (PALS) (x20)

Das Oberflichenmerkmal CD3 befindet sich auf allen reifen T-Zellen und ihren unreifen
Vorldufern, den Thymozyten der Thymusrinde, und ist somit ein guter Marker fiir die
Gesamtpopulation. Sowohl Rinde als auch Mark des Thymus enthalten CD3*-Zellen.
Die Thymusrinde ist aufgrund der dichten Lagerung der Thymozyten sehr dunkel gefarbt und
im Mark befinden sich - weniger dicht gelagert - ausdifferenzierte T-Zellen [Abb.10 (1)].
Das T-Zell-Areal in der Milz ist die PALS. Relativ viele (rezirkulierende) T-Zellen finden sich
in der roten Pulpa (RP). Wéhrend sich in den B-Zell-Follikeln (BF) und in der Marginalzone
(MZ) nur sehr wenige T-Lymphozyten nachweisen lassen [Abb.10 (2)].

Abb.10 Zelluliire Lokalisation von CD3.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x7), (2) Milz mit periarterioldre lymphatische Scheiden (PALS),
B-Zell-Follikeln (BF), Marginalzone (MZ) und rote Pulpa (RP) (x8)
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CDS ist ein Antigen auf der Oberfldche von Thymozyten, die CD4/CD8 doppelt-positiv sind,
sowie der zytotoxischen T-Lymphozyten. Alle in der Thymusrinde befindlichen Thymozyten
sind CD8"-positiv. Im Mark befinden sich die ausdifferenzierten CD8" zytotoxischen T-Zellen,
die aber gegeniiber den CD4"-Zellen in der Minderheit sind [Abb.11 (1)]. Der Nachweis von
CD4" gelingt jedoch in Paraffinschnitten von Rattenorganen nicht, sodass die
CD4"-Lymphozyten sich nur indirekt durch Subtraktion der CD8'- von den
CD3"-T-Lymphozyten ergeben. Entsprechend sind in der Milz in den gleichen

Kompartimenten wie bei der CD3"-Firbung zytotoxische T-Zellen vorhanden, aber in

geringerer Anzahl [Abb.11 (2)].

R e
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Abb.11 Zellulire Lokalisation von CDS.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x8), (2) Milz mit periarteriolare lymphatische Scheiden (PALS) und
Marginalzone (MZ) (x8)

Im Thymus befinden sich CD68" Makrophagen im Mark und besonders konzentriert in der
Ubergangszone zwischen Rinde und Mark. In der Thymusrinde liegen sie locker eingestreut
[Abb.12 (1)]. In der Milz befinden sich zahlreiche Makrophagen in den Markstrangen der roten
Pulpa, wo sie gealterte oder beschidigte Erythrozyten abbauen. Wenige Makrophagen sind
hingegen in der weillen Pulpa (WP) vorhanden. Hier sind sie am dichtesten in den

Marginalzonen und aktiven Keimzentren der B-Zellfollikel vorhanden [Abb.12 (2)].
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b.12 Zellulére Lokalistion o D68.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x5), (2) Milz mit weille Pulpa (WP), Marginalzone (MZ) und rote Pulpa
(RP) (x5)

Der B-Zellnachweis mit CD79 zeigt im Thymus geringe Mengen von B-Zellen im Mark,
die sich insbesondere an der Grenze zur Rinde konzentrieren [Abb.13 (1)]. In der Milz lassen
sich mit diesem Marker die Kompartimente Marginalzone und B-Zellfollikel darstellen,
die eine hohe Dichte an B-Lymphozyten besitzen. B-Zellen kommen des Weiteren in der
duBeren PALS vor. Wenige (rezirkulierende) B-Zellen finden sich in der roten Pulpa

[Abb.13 (2)].

Abb.13 Zelluldre Lo aisation von CD79a.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x6), (2) Milz mit periarterioldre lymphatische Scheiden (PALS),
B-Zell-Follikeln (BF), Marginalzone (MZ) und rote Pulpa (RP) (x5)

Der verwendete Zytokeratin-Antikorper erkennt die Zytokeratine 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18.
Im Thymus lassen sich mithilfe der Zytokeratin-Farbung die verzweigten Epithelzellen
darstellen, die das Geriist des Organs bilden. In der Rinde liegen in den Maschen der
Epithelzellfortsétze die reifenden Thymozyten. Abhiingig von ihrer Zahl ist das Maschenwerk
der Epithelzellfortsitze unterschiedlich stark gekammert. In der duBeren Rinde sind bei
Wistar-Ratten grofle ,epithelfreie Bereiche™ (siehe Pfeile) typisch. In der Medulla sind

unregelméBige, teilweise dickere Ziige von Epithelzellfortsétzen vorhanden (Abb.14).
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Abb.14 Zelluldre Lokalisation von Zytokeratin.
Thymus mit epithelfreien Bereichen (Pfeile) und dicke Epithelzellfortsitze in der Medulla (MK) (x10)

3.2 Histopathologische Untersuchungen von lymphatischen Organen der Ratte aus
archivierten toxikologischen Studien

Fiir die histopathologische Untersuchung der lymphatischen Organe in der Ratte wurden als
Grundlage acht archivierte toxikologische Studien [subakute orale Toxizitdtsstudien mit zwei
oder vier Wochen (gem. Testguideline OECD 407) Behandlungsdauer] ausgewéhlt, in denen
immunmodulatorische Substanzen verabreicht wurden.

Von allen Studien wurden die archivierten H&E-gefarbten Paraffinschnitte mikroskopisch
untersucht.

Zusatzlich zu den bereits vorhandenen H&E-Féarbungen wurden alle Studien mit den etablierten
sechs immunhistochemischen Biomarkern gefdrbt, um eine umfassendere Untersuchung von
einzelnen Zellen in den lymphatischen Organen zu erhalten. Damit konnten zelluldre
Verdanderungen in Reaktion auf immunmodulierenden Substanzen in niedrigeren Dosen
entdeckt werden als es mit der herkdmmlichen H&E-Farbung moglich ist.
Immunhistochemische Farbungen werden in der Regel nach Bedarf durchgefiihrt,
um beispielsweise einen bestimmten Verdacht im Untersuchungsbefund abzukléren.

Die Fiarbungen erwiesen sich als schwierig, da die Studien unterschiedlich lange gelagert
wurden und die Fixationszeiten stark variierten, weshalb die Bindung des Antikorpers an seinen
Epitop erschwert wurde. Bei jeder Studie musste das erarbeitete Protokoll an optimal fixierten
lymphatische ~ Organen von unbehandelten Tieren neu  ausgetestet werden
(z.B. durch Verdnderung der Antigen-Retrival-Methode oder Verdnderungen der
Antikorper-Konzentration), um moglichst gute Farbungen zu erhalten. Es kam vor, dass die
immunhistochemischen Farbungen der Positivkontrollen mit optimal fixierten Gewebe eine

andere - schwichere oder hohere - Farbintensitit aufwiesen als die zu untersuchende Studie.
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Wiéhrend unter idealen Bedingungen die Positivkontrolle eine dem Untersuchungsgut

vergleichbare Férbeintensitét aufwies, war dies im Archivmaterial nicht immer moglich.

Die in den Studienberichten dargestellten Befunde waren aufgrund des Fehlens einer
standardisierten Nomenklatur fiir die histopathologische Untersuchung von lymphatischen
Organen uneinheitlich. Basierend auf den Studienberichten und histologischer Untersuchung
der entsprechenden H&E-Schnitte wurden die Befunde an Milz und Thymus {iberpriift und auf
Basis der aktuellen Enhanced Histopathology (Elmore, 2006a/b) vereinheitlicht (siche Tab.14).
Die immunhistochemischen Farbungen wurden ebenso einer einheitlichen histopathologischen
Diagnostik unterzogen. Die Bezeichnungen der Befunde richteten sich ebenfalls nach dem
Prinzip der ,,Enhanced Histopathology*, da sich das Prinzip der deskriptiven Befundung auch
hier anwenden ldsst. Die Bezeichnungen geben eine Zu- oder Abnahme von Zellen in
Kompartimenten der lymphatischen Organe oder morphologische Besonderheiten an.

Befunde, deren Inzidenz eine klare Abweichung gegeniiber der Kontrolle zeigte, wurden als

moglicherweise behandlungsabhingig gewertet.
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Tab.14 Gegeniiberstellung der neuen (Enhanced Histopathology) und alten Terminologie angewandt

an den H&E-Befunden.

Neue Terminologie gem.

Enhanced Histopathology

Altere Terminologie

Thymus

Kompartimentgrofle | 1 (Gebiet/Grofe)

Atrophie/Hyperplasie

- Rinde

- Mark

- epithelfreie Region

Rinde/Mark Verhiltnis |

Makrophagen |1 Sternhimmelmakrophagen

(Tingible body-Makrophagen)

Zelldichte (Zellularitdt) | 1 Atrophie/Hyperplasie

- Rinde

- Mark

- epithelfreie Region

- Normal / ohne Befund
Milz

Héamatopoese aktueller Grad Erhohte Hamatopoese
Héamosiderin 1 Pigmentierung

- Normal / ohne Befund

Zelldichte weifle Pulpa | 1

Atrophie bzw. Hyperplasie der weillen Pulpa

- PALS

- Follikel

- Marginalzonen

- diffus

Kompartimentgrofe | 1 (Gebiet/Grofe)

Atrophie bzw. Hyperplasie der weiflen Pulpa

- PALS

- Follikel

- Marginalzonen

- diffus

Vermehrte/Verminderte Keimzentren

Follikelhyperplasie/Follikelatrophie

Erweiterte Sinus

Stauung/Kongestion

Im Folgenden werden die Ergebnisse der H&E- und immunhistochemischen Farbungen der

jeweils acht Substanzen présentiert. Die Rohtabellen mit der genauen Auflistung von

Schweregraden sind auf Anfrage bei der Autorin erhéltlich.
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3.2.1 Azathioprin (AZA)

In dieser Studie wurden sechs ménnliche Ratten pro Dosisgruppe (0 - 5 - 10 - 20 mg/kg) mit
der Priifsubstanz AZA fiir vier Wochen oral behandelt.

Die wichtigsten histologischen Befunde der H&E-Fiarbung des Thymus und der Milz
prasentiert die Tabelle 15. Im Thymus waren Anzeichen der Atrophie - gemessen am
Rinde/Mark Verhiltnis, der Abgrenzung von Rinde/Mark, der Fliche der Rinde und der Anzahl
an Makrophagen - bereits ab 5 mg/kg zu sehen. Wéhrend bereits alle Tiere der Hauptgruppe
eine Zunahme von Makrophagen bei 5 mg/kg zeigten, nahm dieser Befund in den hoheren
Dosen aufgrund des Bestehens anderer, schwerer Verdnderungen an Haufigkeit ab.

Die immunhistochemische Farbung (Tab. 16) konnte nur an Schnitten der Kontrollgruppen und
der oberen Dosis durchgefiihrt werden, da diese Organe in Paraffin eingebettet worden waren.
Die Organe der Zwischengruppen befanden sich bis zum Zeitpunkt der Untersuchung in dem
Fixativ Formalin. Aufgrund der langen Lagerung in Formalin lie sich ein Nachweis der
entsprechenden Epitope nicht mehr durchfiihren.

Der Thymus zeigte allerdings deutliche immunhistochemische Befunde mit dem Biomarker
Zytokeratin. Bei den Tieren der oberen Dosis von 20 mg/kg lieBen sich die epithelfreien
Regionen nicht nachweisen und aufgrund der geringeren Zahl an Lymphozyten im Kortex war

eine gegeniiber Kontrollen feinere Struktur des Epithelnetzwerkes erkennbar.

Tab. 15 Azathioprin: Ergebnisse der H&E-Farbung  Tab. 16 Azathioprin: Ergebnisse der IHC-Féarbung.

AZA | | AZA
Dosisgruppe 01 02 03 04 Dosisgruppe 01 02 03 04
mg/kg 0 5 10 20 mg/kg 0 S5 10 20
Geschlecht M M M M
Geschlecht M M M M
Anzahl Tiere / Anzahl Tiere 6 6 6 6
Anzahl untersuchter 6 6 6 6 Anzahl Tiere /
Organe Anzahl untersuchter 6 0 0 5
Histologischer Befund Absolute Organe
H&E Inzidenzen gesamt . .
Immunhistochemischer Absolute
Thymus 0 1 5 6 Befund Inzidenzen gesamt
Rinde/Mark Verhiltnis | -
Th Thymus Zytokeratin 0 0 0 5
ymus Epithelfreie Regionen |
Unklare Abgrenzung o 0 o0 2 Th Zvtokerafi
Rinde/Mark Thymus Zytokeratin {5 5
Th Dichte Epithelnetzwerk 1
Fléicheylllnig(sie ! 0 1 4 6 M: méannlich, | Flache oder Zellen erniedrigt,
1 Flache oder Zellen erhoht
Thymus
Makrophagen T b6 53

M: ménnlich, | Fliche oder Zellen erniedrigt,
1 Flache oder Zellen erhoht
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3.2.2 Cyclosporin A (CSA)

Jeweils sechs minnliche und weibliche Ratten erhielten die Priifsubstanz CSA in den
Dosierungen 0, 1, 5 und 25 mg/kg iiber vier Wochen oral verabreicht.

Im Thymus konnte mithilfe der H&E-Farbung (Tab.17) ab 5 mg/kg eine Verschmélerung bis
zum kompletten Verlust der Markzone und damit eine Verschiebung des Verhiltnisses von
Rinde und Mark zugunsten der Rindenzone gesehen werden. Bei 5 mg/kg war eine leichte
Reduktion des Marks bei fiinf von flinf mannlichen und bei vier von fiinf weiblichen Ratten
vorhanden. Nach 25 mg/kg war dieser Befund bei allen Tieren hochgradig ausgeprigt.
In der Thymusrinde traten vermehrt Makrophagen auf.

In der Milz fiel bei ménnlichen und weiblichen Tieren nach 25 mg/kg eine reduzierte
Zellularitét des T-Zellgebiets (PALS) und eine veridnderte Zellularitét der Follikel auf.

Aus lagerungsbedingten Griinden war in dieser Studie immunhistochemisch nur der Nachweis
von CD68 erfolgreich (Tab.18). Bei drei von zehn weiblichen Kontrollen sowie bei acht von
zehn Weibchen nach 1 mg/kg waren vermehrt Makrophagen in Rinde und Mark des Thymus
vorhanden.

Wie schon bei AZA gezeigt, fithrten sehr hohe Dosierungen mit starken Verdnderungen der
Thymusmorphologie dazu, dass Verdnderungen wie die Zunahme von Makrophagen nicht

wiedergefunden werden kdnnen.
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Tab.17 Cyclosporin A: Ergebnisse der H&E-Farbung.

Tab.18 Cyclosporin A: Ergebnisse der IHC-Farbung

CSA | | CSA
Dosisgruppe 01 02 03 04 Dosisgruppe 01 02 03 04
mg/kg 0 1 25 mg/kg 0 1 25
Geschlecht | F MIF MIF MIF M Geschlecht |F M[F M[F M[F M
Anzal Tere / Anzahl Tiere /
10 1010 10[{10 10]10 10 Anzahl
unt((;rsuchter untersuchter 10 1010 10f10 10(10 10
8ang Organe
Histologischer . Immunbhisto-
Absolute Inzid t
Befund H&E solute Tnzicenzen gesam chemischer Absolute Inzidenzen gesamt
Thymus Befund
RindeMark |0 00 0|4 10[10 10 ThymusCD68
Verhiltnis | Makrophagen | 3 0|8 0|6 70 8
Thymus Rinde 1
Makrophagen |0 1|1 2|1 6|6 8§  ThymusCD68
Rinde 1 Makrophagen | 3 0|8 0|2 0[O0 8
Milz Mark 1
Zellularitit o olo olo 1|7 o F:weiblich, M: ménnlich, | Fliche oder Zellen
PALS | erniedrigt, 1 Flache oder Zellen erhdht
Milz
Verénderte
Zellularitét der 2 b2 312 212 8
Follikel

F: weiblich, M: ménnlich, | Flache oder Zellen
erniedrigt, 1 Flache oder Zellen erhdht

3.2.3 Oxazolidinone (OXA I - 1V)

Insgesamt vier Studien mit Entwicklungssubstanzen aus der Klasse der Oxazolidinone
(im Folgenden als OXA I bis IV bezeichnet) wurden ausgewertet. Die Oxazolidinone wirkten
insbesondere toxisch auf das Knochenmark, allerdings gab es zwischen den einzelnen

Substanzen grofle Unterschiede beziiglich ihrer Myelotoxizitit.

Die Substanz OXA I wurde an jeweils fiinf weiblichen und ménnlichen Ratten in den Dosen
0, 25, 75 und 225 mg/kg liber zwei Wochen oral gegeben.

Die H&E-Fiarbung (Tab. 19) zeigte eine deutlich verringerte Inzidenz der Blutbildung in der
Milz bei Tieren der oberen Dosis.

Mithilfe der Zytokeratin-Férbung konnte im Thymus das Verschwinden von epithelfreien
Regionen in der oberen Dosis nachgewiesen werden. Weniger apoptotische Zellen im gesamten
Thymus waren in allen mit OXA I-behandelten Tieren zu sehen auler in den Weibchen der
oberen Dosis. Da Kontrolltiere bereits erhohte Makrophagen im Thymus aufwiesen, war eine

deutliche Steigung an Makrophagen nur an weiblichen Tieren der oberen Dosis zu finden.
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Immunhistochemisch waren in der niedrigen und mittleren Dosisgruppe bei ménnlichen Tieren
weniger CD3" T-Zellen in der roten Pulpa der Milz nachweisbar. Wihrend eine Zunahme
CD3" T-Zellen in der roten Pulpa bei weiblichen Tieren der mittleren und oberen Dosis
festgestellt wurde. Die CD8" T-Zellen waren in der oberen Dosisgruppe in der PALS der Milz
vermehrt. Der Biomarker CD79 konnte erhohte B-Zell-Zahlen in der peripheren PALS von
Weibchen der unteren und mittleren Dosis aufzeigen. Bei allen ménnlichen Tieren der unteren
Dosis traten Gruppen von B-Zell-Anhdufungen (Foci) in der roten Pulpa auf. Der Nachweis
von Makrophagen in der Milz zeigte jeweils zwei Tiere in allen Dosisgruppen, die mehr

Makrophagen in der PALS aufwiesen. (Tab.20).

Tab.19 Oxazolidinon I: Ergebnisse der H&E- Tab.20 Oxazolidinon I: Ergebnisse der IHC-Férbung.
Féarbung.
| OXAI | | OXAl
Dosisgruppe 01 02 03 04 Dosisgruppe 01 02 03 04
mg/kg 0 25 75 225 mg/k 0 25 75 225
Geschlecht | F M| F M|F M|F M Geschlecht F M|F M|F M|(F M
Anzahl Tiere | 5 5|5 5|5 5[5 5 Anzahl Tiere /

Anzahl unter- 5 5|5 5|5 5[5 5

Histologischer

i suchter Organe
Befund H&E Absolute Inzidenzen gesamt .g
Mil Immunhisto-
. 11z chemischer Absolute Inzidenzen gesamt
Hamatopoese |0 5 0 510 510
Befund
rote Pulpa
Thymus

F: weiblich, M: ménnlich A
Zytokeratin

Epithelfreie
Regionen |
Thymus
Caspase-3
Apoptotische
Zellen |
Thymus CD68
Makrophagen 2 211 312 3|5 3
Rinde + Mark T

Milz CD3
T-Zellen roten 1 0|3 512 510 0
Pulpa |
Milz CD3
T-Zellen roten 0O 0]J]0 02 0|5 O
Pulpa T
Milz CD8
T-Zellen PALS T

Milz CD79
B-Zellen peripheref 0 0 [ 5 0|5 210 1
PALS T
Milz CD79
B-Zell-Focirote f O 0|0 510 1]0 O
Pulpa
Milz CD68
Makrophagen 0 012 02 0]2 O
PALS T
F: weiblich, M: ménnlich, | Fldche oder Zellen
erniedrigt, T Fliche oder Zellen erhdht
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OXA II wurde iiber zwei Wochen in Dosierungen von 0, 25, 75 und 225 mg/kg (Hauptgruppen)
oral verabreicht. Zusdtzlich bekamen drei Satellitengruppen (Recovery) ebenfalls 25, 75 und
225 mg/kg OXA 1I oral verabreicht, um eine zweiwochige Nachbeobachtungszeit vor der
Sektion anzuschliefen. Dies diente dazu, eine mogliche Persistenz, Reversibilitidt oder ein
verspétetes Auftreten von toxischen Effekten festzustellen.

Die H&E-Férbung (Tab.21) zeigte im Thymus der oberen Dosisgruppe teilweise Atrophien,
die entweder einen direkten toxischen oder einen sekundéren Stresseffekt darstellten.

In der Milz der oberen Dosistiere war eine reduzierte Megakaryozytenzahl vorhanden,
die ebenfalls in der Recovery bestehen blieb. Die Himatopoese in der Milz war in der oberen
Dosis reduziert und war in keinem Tier der Recovery zu sehen.

Verminderte Zellularititen in der weillen und roten Pulpa waren bei weiblichen Tieren der
oberen Dosisgruppe vorhanden. Wihrend dieser Effekt in der roten Pulpa vollstindig reversibel
war (sieche Recovery), war die weille Pulpa der oberen Dosisweibchen auch noch in der

Recovery betroffen.

Tab.21 Oxazolidinon II: Ergebnisse der H&E-Firbung.

| OXA II
Dosisgruppe 01 02 03 04 05 06 07
HG HG HG HG Rec Rec Rec
mg/kg 0 25 75 225 25 75 225
Geschlecht F M|F M|F M|F M|(F M|F M|F M
Anzahl Tiere /
Anzahl untersuchter Organe S 33 S5 55 516 616 616 6
Histologischer Befund H&E Absolute Inzidenzen
Thymus "
Lymphozyten Rinde | 0 1]0 0|2 O[O0 4({0 O0O]JO0 O[3* O
Milz
Megakaryozyten rote Pulpa | 2 03 013 05 35 415 35 2
Milz
Himatopoese rote Pulpa > 5[4 53 410 200 010 0700
Milz
Zellularitit weifie Pulpa / 0 0 f1 0l 045 0p0 030 0]5 0
Milz
Zellularitit rote Pulpa ¢ 0 0 f1 010 045 050 010 0710 0

HG: Hauptgruppe, Rec: Recovery, Nachbehandlungsphase, F: weiblich, M: méannlich,
| Flache oder Zellen erniedrigt, T Fldche oder Zellen erhoht; *nur 4 untersuchte Organe

Die immunhistochemische Firbung konnte keine eindeutigen Effekte der behandelten

gegentiber den Kontrolltieren nachweisen.
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OXA III wurde tiber zwei Wochen an jeweils fiinf weiblichen und fiinf ménnlichen Ratten in
den Dosen 0, 75, 225 und 500 mg/kg oral verabreicht. Die Tabelle 22 fasst die Ergebnisse der
H&E-Farbung an Milz und Thymus zusammen.

In den hohen Dosierungen trat eine Thymusatrophie auf (verminderte Lymphozyten; Rinde und
Mark nicht klar abgrenzbar).Bei weiblichen Tieren wurde in fast keiner Gruppe eine vermehrte
Blutbildung in der Milz gesehen. Im Gegensatz dazu war bei den ménnlichen Tieren eine
deutlichere Blutbildung als bei den korrespondierenden Weibchen (Kontrolle) vorhanden, da
Minnchen stiarker wachsen und entsprechend ihre Blutmenge noch vergroflern. Ab 75 mg
OXA III nahm allerdings die Himatopoese in der roten Pulpa der Madnnchen ab. Die Zellularitét
der roten Milzpulpa war nach 225 und 500 mg/kg reduziert.

Das Sinken der Zellzahl trat auch in der weiflen Pulpa auf und &uf3erte sich bei den Weibchen
ab der mittleren Dosis und bei den Ménnchen in der oberen Dosis.

Die immunhistochemischen Befunde an lymphatischen Organen in der Studie OXA III sind in
der Tabelle 23 dargestellt. Megakaryozyten und Makrophagen waren in der roten Pulpa der
Milz dosisabhéngig vermindert. In den Marginalzonen war dagegen teilweise eine Zunahme

von Makrophagen zu erkennen.
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Tab.22 Oxazolidinon III: Ergebnisse der H&E-

Tab.23 Oxazolidinon III: Ergebnisse der IHC-Féarbung.

Férbung.
| OXA III | OXA III
Dosisgruppe 01 02 03 04 Dosisgruppe 01 02 03 04
mg/k 0 75 225 500 mg/k 0 75 225 500
Geschlecht F M|F M|F M|F M Geschlecht F M|F M|F M|(F M
Anzahl Tiere / AnzahlTiere | 5 5|5 5|5 5|5 5
Anzahlunter- | 5 5|5 5|5 515 5 Immunbhisto-
suchter Organe chemischer Absolute Inzidenzen gesamt
L1 Gl Absolute Inzidenzen Zound
Befund H&E " Thymus
Thymus Acg‘s‘t’;‘tsi:;ie 1 oflo o2 of1 3
Lymphozyten | 0 0|0 0|4 o3 5 . A
Rinde | Th
Thymus Casg:;l(:;
Unklare Ab- | o o1 o o | 1 0|1 3 Apoptotische | 2 O3 o1 00 0
grenzung Zellen |
Rinde/Mark
Milz Thymus CD68
Hématopoese f 1 410 3 [0 1[0 O Makrophagen |20 | 3 214 1|1 1
Mark T
rote Pulpa
Milz Thymus CD68
Zellularititrotej 0 0[O0 O |5 3|5 5 Makyophagen 2 02 295 131
Rinde T
Pulpa | Th
Milz Zvtorons,
Zellularitit J 0 00 1|3 0[5 5 yroxeratin Jpsx o |s 3|5 53 5
. Epithelfreie
weille Pulpa | Regionen |
F: weiblich, M: ménnlich, | Flache oder Zellen Mi?z CD79
erniedrigt Megakaryozytenf 0 0 |3 0[5 3 [4*% 5
rote Pulpal
Milz CD68
Makrophagen | O 0[O0 0|2 0]5 3
rote Pulpa |
Milz CD68
Makrophagen | 2 0|2 5|5 110 0
Marginalzone T

F: weiblich, M: ménnlich, | Fliache oder Zellen
erniedrigt, 1 Flache oder Zellen erhoht, * 4 von 5
untersuchte Organe, ** 3 von 5 untersuchte Organe
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Es wurden Dosisgruppen von fiinf weiblichen und flinf méinnlichen Ratten mit Dosen von
0, 25, 75 und 225 mg/kg OXA 1V oral {iber zwei Wochen verabreicht.

Die histopathologische Untersuchung von H&E-gefarbten lymphatischen Organen zeigte
folgende Befunde in den Tieren der oberen Dosis (Tab. 24): Im Thymus waren in zwei von fiinf
Mainnchen und flinf von fiinf Weibchen Lymphozyten entleert (Atrophie). Des Weiteren war in
beiden Geschlechtern ein reduziertes Rinde/Mark Verhiltnis zu sehen, dass sich bei den
Mainnchen schon in der mittleren Dosisgruppe andeutete. In der roten Pulpa der ménnlichen
Milzen fehlten erythropoetische Foci (Hdmatopoese) und die Zahl der Megakaryozyten war
reduziert. In den weiblichen Tieren war die Himatopoese ebenfalls vollstdndig fehlend und die
weil3e Pulpa lie} eine Lymphozyten-Depletion erkennen.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbung in der Studie OXA IV sind in der Tab. 25

zu sehen und umfasst im Wesentlichen Abnahmen von T-Lymphozyten und Verdnderungen

der

Makrophagenmenge

in  Milz

(Zunahme Makrophagen in der Rinde).

(Abnahme

Tab.24 Oxazolidinon I'V: Ergebnisse der H&E-

in

der

PALS) und Th

Tab.25 Oxazolidinon I'V: Ergebnisse der [HC-

ymus

Féarbung. Féarbung.
OXA 1V OXA 1V
Dosisgruppe 01 02 03 04 Dosisgruppe 01 02 03 04
mg/kg 0 25 75 225 mg/kg 0 25 75 225
Geschlecht F M|IF M|F M|F M
- Geschlecht F M|F M|F M|F M
Anzahl Tiere / .
Anzahlunter-| 5 5|5 5|5 s|s s  AnzahlTiere/
suchter Organe Anzahl 5 515 515 515 5
Histologischer untersuchter
i Organe
Befund H&E Absolute Inzidenzen ; g -~
mmunhisto- .
Thymus chemischer Befund Absolute Inzidenzen
Lymphozyten {0 0|0 0[O0 OS5
Depletion 7 T;him“:_
Thymus Eyi‘t)h;?eil: 2 0lo of1 o5 4
RindeMark |0 0|0 of1 3|5 4 Romionon |
Verhiltnis | £
Milz Thymus CD68
Hématopoese § 1 512 5|10 5S|[0 O Malliriggza%gen 010 210 2740
rote Pulpa
Milz Thymus CD68
Zellularitit |0 0|0 o |1 1|5 3 Malﬁ‘;ﬁﬁgen 0 040 270 270 0
rote Pulpa | -
Milz Milz CD3
Zellularitit |0 0|0 0|0 0|5 0 1-Zellen 0 010 010 044 3
X rote Pulpa |
weifde Pulpa | -
F: weiblich, M: mannlich, | Flache oder Zellen Milz CD3 o olo oo o4 o
LT ’ T-Zellen PALS |
erniedrigt
Milz CD68
Makrophagen 0 0[O0 OfS5 3|5 2
PALS |

F: weiblich, M: ménnlich, | Flache oder Zellen
erniedrigt, T Fliche oder Zellen erhdht
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3.2.4 Benzo(a)pyren (BAP)

In dieser Studie wurden jeweils fiinf ménnliche Wistar-Ratten fiir vier Wochen folgende Dosen
mit BAP oral verabreicht: 0 - 37,5 - 75 - 150 mg/kg.

Die histopathologische Auswertung an H&E-Schnitten (Tab.26) ergab in der Milz einen
vermehrten Blutgehalt (Kongestion) in der roten Pulpa und eine leicht erhohte Blutbildung
ab 37,5 mg/kg. Die Abgrenzung von prominenten Sinusendothelien in der Milz trat ab 75 mg/kg
auf. Eine thymische Atrophie in der Rinde und ,,Sternhimmel-Makrophagen® wurden
ab 75 mg/kg gesehen.

Die Auswertung zur immunhistochemischen Untersuchung der BAP-Studie ist in der
Tabelle 27 dargestellt. In der Milz ist ab der untersten Dosis (37,5 mg/kg) eine verringerte
Breite der Marginalzone festzustellen. Ab 37,5 mg/kg waren geringere Mengen CD3" T-Zellen
in der roten Pulpa vorhanden, wobei nach 150 mg/kg insbesondere die CD8" T-Zellen
verringert waren. Im Thymusmark fanden sich nach 37,5 mg/kg fokale Anhdufungen von
CD8" T-Zellen. Fast alle Tiere der Dosisgruppen zeigten eine erhohte Anzahl von
Makrophagen an der Grenze zwischen Rinde und Mark. Die Féarbung der Epithelzellen im
Thymus zeigte eine deutliche Abnahme der epithelfreien Regionen in allen behandelten Tieren
und — als Hinweis auf eine Thymusatrophie mit reduzierter Thymozytenzahl - eine erhohte

Dichte des Epithelnetzwerkes in den oberen Dosistieren.
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Tab.26 Benzo(a)pyren: Ergebnisse der Tab.27 Benzo(a)pyren: Ergebnisse der

H&E-Firbung. IHC-Férbung.
BAP || BAP
Dosisgruppe 01] 02 (03| 04 Dosisgruppe 01 02 03 04
mg/kg 0 (37,5175 150 mg/kg 0 37,5 75 150
Geschlecht M|M (M| M Geschlecht M M M M
Anzahl Tiere/ Anzahl Tiere 5.5 5 5
Anzahl unt ht 51515 5
nza Oun ersuchter Immunhistochemischer Absolute
rgane .
Befund Inzidenzen gesamt
Histologischer Befund Absolute Th Zviokerati
H&E Inzidenzen gesamt nymus Zytokeratin § 5 g« g gx
™ Epithelfreie Regionen |
ymus Th Zytokerati
e ol o2 5 ymus Zytokeratin % "
Zellularitét Rinde | Dichte Epithelnetzwerk 1 0 0 0 3
Thymus Th
Makrop.hagen T Makrophagen Grenze | 0 5 4 5
Milz Rinde/Mark 1
Blutfiille rote Pulpa 0214 S Thymus CD79
Milz ol 3|4 4 B-Zellen Mark 1 232 0
Hiamatopoese rote Pulpa Thymus CD8
Milz T-Zellen Mark fokal 1 b3 0
Prominente 0 0|3 2 .
Milz CD79
Sinusendothelicn Breite Marginalzone | 0 2 3 2
M: ménnlich, | Flache oder Zellen erniedrigt, Milz CD3
1 Flache oder Zellen erhoht T-Zellen roten Pulpa | 0 3 4 5
Milz CD8 0 0 1 5

T-Zellen roten Pulpa |
M: ménnlich, | Flache oder Zellen erniedrigt,
1 Flache oder Zellen erhdht,* 4 von 5 untersuchte
Organen

3.2.5 Hexachlorbenzol (HCB)

In dieser Studie wurden jeweils zehn weibliche und zehn maéannliche Wistar-Ratten mit
0, 3, 30 und 100 mg/kg HCB iiber vier Wochen oral behandelt.

Die Substanz wirkte bei den Ratten immunstimulierend und fithrte zu einer systemischen
Entziindung mit vergroferten Lymphknoten.

Die histopathologische Untersuchung an H&E-Schnitten ergab in der Milz spezifische
Veranderungen nach HCB (Tab. 28): Die Zellularitit der Lymphozyten in der Marginalzone
war ab 30 mg/kg HCB erhoht. Die Zellularitdt der Lymphozyten in den Follikeln schwankte
dagegen deutlich in den verschiedenen Dosisgruppen und hatte die hochste Inzidenz in
Weibchen der oberen Dosis. Zusdtzlich war eine erhohte extramedulldre Hdmatopoese in

einigen Ratten (insbesondere in den Médnnchen) ab 30 mg/kg HCB zu sehen.
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Wie bei CSA konnten auch hier aufgrund der langen Lagerung des Materials nicht alle

immunhistochemischen Nachweise durchgefiihrt werden, sondern nur die Firbungen der

CD3"/CD8" T-Zellen. Die mikroskopische Auswertung ergab ausschlieflich in der Milz

Verinderungen der T-Zellen. Zytotoxische CD8" T-Zellen in der PALS waren ab der mittleren

Dosis erniedrigt. Die CD3" T-Zellen waren bei ménnlichen Tieren der oberen Dosis in den

B-Zell-Follikeln der Milz vermehrt (Tab.29):

Tab.28 Hexachlorbenzol: Ergebnisse der H&E-

Tab.29 Hexachlorbenzol: Ergebnisse der IHC-

Firbung. Férbung.
HCB | | HCB
Dosisgruppe 01 02 04 Dosisgruppe 01 02 03 04
mg/kg 0 3 100 mg/kg 0 3 30 100
Geschlecht F M|(F M|F M|F M Geschlecht F M|(F M|F M|F M
Anzahl Tiere / Anzahl Tiere | 10 10|10 10|10 10|10 10
Anzahl >
10 10|10 10|10 10|10 10 Immunhisto-
untersuchter . .
chemischer Absolute Inzidenzen gesamt
Organe Befund
Immunbhisto- >
chemischer Absolute Inzidenzen gesamt T—lellllizn %lziSi 3 211 218 718 2
Befund
Milz Milz CD3
Zellularitit |1 0|2 1|1 4|5 2 T'Zggﬁ?k}:{%e”' oo 1o 2907
F01111.<el 1 F: weiblich, M: ménnlich,
Kei Mlli o 112 211 313 4 | Flache oder Zellen erniedrigt,
eimzentren { 1 Flache oder Zellen erhoht
Milz
Zellularitit 0 0]J]O0 03 419 10
Marginalzone 1
Milz
Héamatopoese 0O 0J0 O2 25 1
rote Pulpa

F: weiblich, M: méannlich, 1 Fliache oder Zellen erhht
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3.2.6 Vergleich von LOELSs zwischen H&E- und IHC-Firbungen

Um die beiden Firbemethoden (H&E und IHC) hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit zu
vergleichen, wurde aus den oben aufgefiihrten Tabellen ermittelt, ab welcher Dosis ein Effekt
im Thymus oder in der Milz nach Gabe einer immunmodulierenden Substanz zu sehen war.
Fiir jede Féarbung wird der sogenannte Schwellenwert lowest effect level (LOEL) bestimmt,
bei dem sich ein bestimmter Befund um mindestens 3 absolute Inzidenzen im Vergleich zur
Kontrolle unterschied.

Der LOEL bezieht sich auf die Milz und/oder den Thymus (Angabe in Klammern),
um zusitzlich die Empfindlichkeit des Immunorgans anzugeben.

In der Studie, in der AZA verabreicht wurde, konnten in den H&E-Férbungen erste Effekte ab
der untersten Dosis (5 mg/kg) gesehen werden. Ein direkter Vergleich zu den IHC-Féarbungen
ist nicht moglich, da die Farbung nur in der obersten Dosis (20 mg/kg) vorhanden war.

In der Studie mit OXA II liegt die groBere Sensitivitit bei der H&E-Farbung, in der Effekte in
der oberen Dosis gesehen wurden, aber mithilfe der IHC kein Befund festgestellt werden
konnte. Die gleichen LOELSs in beiden Farbungen waren in den Studien mit BAP und OXA IV
zu finden.

Insgesamt konnten in vier (CSA, HCB, OXA I und III) von acht Studien die ersten
histologischen Effekte in [HC-Féarbungen als in H&E-Féarbungen gesehen werden (Tab.30).
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Tab.30 Vergleich der LOELs in den H&E- und IHC-Farbungen
der archivierten Studien.

Substanz LOEL LOEL
H&E IHC
Azathioprin 5 mg/kg 20 mg/kg*
(Thy) (Thy)
Cyclosporin A 5 mg/kg 1 mg/kg
(Thy) (Thy)
Benzo(a)pyren 37,5 mg/kg 37,5 mg/kg
Mlz) (Mlz/Thy)
Hexachlorbenzol - 30 mg/kg
Mlz)
Oxazolidinon I 225 mg/kg 25 mg/kg
Mlz) (Mlz, Thy)
Oxazolidinon II 225 mg/kg -
(Mlz/Thy)
Oxazolidinon III 225 mg/kg 75 mg/kg
(Mlz/Thy) (Mlz/Thy)
Oxazolidinon IV 75 mg/kg 75 mg/kg
(Thy) (Mlz)

LOEL = lowest observed effect level, Mlz = Milz; Thy = Thymus
* JHC-Untersuchung ab 20mg/kg vorhanden, deshalb nicht
vergleichbar zu H&E



3.2.7 Beispiele histopathologischer Effekte in Milz und Thymus im H&E-Schnitt

Einige Beispiele von ausgeprdgten Effekten in Milz und Thymus werden in den folgenden
Abbildungen dargestellt (Abb.15 A-E). Die H&E-gefarbten Schnitte wurden mithilfe eines
Scanners digitalisiert. Fiir die Auswahl und Vergroerung (in Klammern angegeben) von
einzelnen Bildabschnitten wurde das Programm Panoramic Viewer verwendet.

Das Bild A zeigt eine vermehrte Hidmatopoese bzw. erythropoetische Foci (Pfeil) in der roten
Milzpulpa (RP) eines Kontrolltieres in der Studie OXA 1. Die blutbildenden Zellen bilden
kleine Ansammlungen. Da in der Milz iiberwiegend Erythrozyten gebildet werden, deren Kerne
wiéhrend der Reifung kondensieren, erscheinen die Zellhaufen stark basophil.

Ebenfalls im Zusammenhang mit einer extramedulldrer Hamatopoese konnen vermehrt
Megakaryozyten in der roten Milzpulpa gesehen werden (Bild B Kontrolltier OXA II).
Immunsuppressive, zytotoxische Substanzen konnen die schnell teilenden hdmatopoetischen
Zellen beeintrachtigen. Die Bildreihe C1 und C2 zeigt Unterschiede in der Blutfiille
(Kongestion) der roten Milzpulpa. Der Blutgehalt der roten Pulpa korrespondiert mit dem
Ausblutungsgrad des Tieres, sodass mitlaufende Kontrolltiere zur Beurteilung von
Abweichungen unerldsslich sind. Wahrend C1 den normalen Zustand eines Kontrolltieres zeigt,
ist bei C2 eine deutlich vermehrte Blutfiille eines hochdosierten Tieres mit BAP zu sehen.
Eine induziert erhohte Blutmenge in der Milz kann auf eine Schiddigung zirkulierender
Erythrozyten hinweisen, die dann in den Markstringen der roten Pulpa festgehalten werden.
Die Bildreihe D stellt Unterschiede in der Thymozytendichte der Thymusrinde dar.
D1 zeigt die gewohnliche Thymusmorphologie eines Kontrolltieres mit einer dichten Lagerung
lymphatischer Zellen, wihrend die ebenfalls vorhandenen Epithelzellen und Makrophagen
iiberwiegend nicht deutlich erkennbar sind. Bei D2 sind zahlreiche Authellungen innerhalb der
Thymusrinde bei einem Tier der oberen Dosis mit BAP zu sehen. Hier ist es zur verstirkten
Resorption von Thymozyten durch Tingible body-Makrophagen (sog. Sternhimmelzellen)
gekommen. Im Zuge des verstirkten Untergangs von Thymozyten durch Apoptose oder

Nekrose kann auch die Zelldichte (Zellularitit) der Rinde abnehmen.
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Die Bildreihe E1-E3 zeigt abgestufte Unterschiede im Verhéltnis von Rinde (R) und
Mark (MK) des Thymus. Typischerweise verschmélert sich bei Thymusatrophie vor allem die
Rinde, sodass das Verhiltnis Rinde/Mark (corticomedullary ratio) abnimmt. E1 zeigt in einem
Thymusléppchen die Relation bei einem Kontrolltier, demgegeniiber hat bei E2 mit einem Tier
aus der Studie OXA IV mittlere Dosis, das Verhéltnis Rinde/Mark deutlich abgenommen.
E3 zeigt eine hochgradige Depletion von corticalen Thymozyten und eine relative Zunahme der
Zelldichte im Mark.

Bei schweren Thymusatrophien kann sich, wie im vorliegenden Fall bei OXA 1V obere Dosis,

die Zelldichte von Mark und Rinde umkehren und ein inverses Bild ergeben.
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Abb.15 A-E Ausgeprigte histopathologische Effekte in Milz und Thymus erhoben an H&E-Férbungen.

A) Erythropoetische Foci in der roten Milzpulpa (RP) an OXA I Kontrolltier (Pfeil) (x20)

B) Vermehrte Megakaryozyten (Pfeil) in der roten Milzpulpa an OXA II Kontrolltier (x15)

C) Unterschiede in der Blutfiille der roten Milzpulpa. C1 Blutgehalt bei einem Kontrolltier, C2 vermehrte Blutfiille nach BAP
in der oberen Dosisgruppe (x7)

D) Unterschiede in der Thymozytendichte der Thymusrinde. D1 Kontrolltier D2 obere Dosisgruppe BAP,
Tingible body-Makrophagen (x5)

E) Unterschiede im Verhiltnis von Rinde (R) und Mark (MK) des Thymus. E1 Relation bei einem Kontrolltier (Pfeil),
E2 OXA IV mittlere Dosis, Abnahme Verhéltnis Rinde/Mark (Pfeil) (x2). E3 OXA IV obere Dosis, hochgradige Depletion
von corticalen Thymozyten (x10)
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3.2.8 Beispiele histomorphologischer Verinderungen in Milz und Thymus in IHC-
Farbungen

Ausgeprigte zelluldire Verdnderungen in Milz und Thymus in immunhistochemischen
Farbungen werden in den folgenden Abbildungen beispielhaft gezeigt (Abb.16 F - M).

Die Bilder F1 und F2 zeigen Unterschiede in der Auspragung epithelfreier Areale der dufleren
Thymusrinde, die sich im immunhistochemischen Nachweis von Zytokeratin darstellen.
Diese Gebiete sind auch im H&E-Schnitt teilweise erkennbar, lassen sich jedoch nur mit
Zytokeratin objektivieren. Unabhidngig von Behandlungseinfliissen konnen die bei
Wistar-Ratten vorkommenden epithel-freien Regionen tierindividuell unterschiedlich stark
ausgeprdgt sein. Nur durch den sorgfiltigen Vergleich zu Kontrollen kdénnen
Gruppenunterschiede erkannt werden. Wihrend bei der Kontrolle (F1) deutliche epithelfreie
Regionen erkennbar sind, waren diese nach der Behandlung mit AZA in der oberen Dosis (F2)
im Zuge der Thymusatrophie fast vollstindig verschwunden.

Die Bildreihe G zeigt den immunhistochemischen Nachweis von Caspase-3, der Unterschiede
in der Auspridgung von Apoptosen in Thymus erkennen ldsst. Der Nachweis zeigt damit eine
Veranderungen, die im H&E-Schnitt nicht erkennbar ist. Weiterhin lédsst sich durch Caspase 3
eine Differenzierung zwischen Apoptosen und Nekrosen vornehmen. G1 zeigt nur geringe
Mengen positiver Zellen bei einer Kontrolle. Dahingegen zeigt G2 den Thymus nach einer
AZA-Gabe in der oberen Dosisgruppe, bei dem die Anzahl an Caspase-3-positiven Zellen in
Rinde und Mark erh6ht waren.

Die Bildreihe H stellt Unterschiede in der Menge von CD79" B-Lymphozyten im Thymusmark
dar. B-Lymphozyten lassen sich im Thymusmark im H&E-Schnitt nicht differenzieren.
Hier konnen lediglich Unterschiede in der Menge der lymphatischen Zellen feststellt werden.
H1 zeigt ein Kontrolltier, wahrend H2 ein mit AZA behandeltes Tier der oberen Dosisgruppe
zeigt, das eine stirkere Farbung und hohere Anzahl an positiven Zellen aufwies.

Die unterschiedliche Auspriagung (Haufigkeit oder Grof3e) von Makrophagen ldsst sich mit dem
Biomarker CD68 im Thymus beurteilen. Ein Beispiel ist auf den Bilder 11/2 zu sehen. 11 zeigt
eine Kontrolle und 12 eine Zunahme der Makrophagen an der Mark-Rindengrenze nach BAP
obere Dosis.

Nach der Gabe von HCB in der oberen Dosis konnte eine verstirkte Prasenz von grofleren
CD3" T-Lymphozyten in den B-Zellfollikeln (BF) (J2) und eine Abnahme der
CDS8" T-Lymphozyten in der PALS (K2) der Milz im Gegensatz zur Kontrolle (J1/K2) gesehen
werden.

Mit dem Biomarker CDS8 lassen sich im Thymus nach Gabe von BAP
(mittlere Dosis von 75 mg/kg) vermehrt T-Lymphozyten fokal im Mark darstellen (L).
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Mit dem Biomarker CD79 lassen sich auBler B-Zellen auch die Megakaryozyten darstellen.
Die Abbildung M zeigt Megakaryozyten in der Milz eines mit OXA III behandelten Tieres.
Auch bei diesem Befund sind mitlaufende Kontrollen notwendig, da die Blutbildung und die

Zahl der Megakaryozyten natiirlichen, wachstumsbedingten Schwankungen sowie

Versuchseinfliissen (Blutentnahme) unterworfen ist.

Abb.16 F-I Ausgeprigte histologische Effekten in Milz und Thymus erhoben an IHC-Férbungen.

F) Epithelfreie Areale der duleren Thymusrinde mit IHC-Nachweis Zytokeratin. F1 Kontrolltier mit
epithelfreien Regionen (Pfeil), die nach AZA obere Dosis (F2) vollstindig verschwunden sind (x12)

G) Unterschiede in der Auspriagung von Apoptosen in Thymus im IHC-Nachweis von Caspase-3.

G1 Kontrolle mit geringen Mengen positiver Zellen, G2 AZA obere Dosis mit erhdhter Anzahl apoptotischer
Zellen in Rinde (R) und Mark (MK) (x12)

H) Unterschiede in der Menge CD79* B-Lymphozyten im Thymusmark.. H1 Kontrolltier,

H2 AZA obere Dosis (x7)

I) Unterschiedliche Hiufung von Makrophagen im Thymus mit CD68. I1 Kontrolltier, I2 Verdichtung der
Makrophagen an der Mark-Rindengrenze nach BAP obere Dosis (x4)
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Abb.16 J-M Ausgeprigte histologische Effekten in Milz und Thymus erhoben an IHC-Férbungen.
J) Unterschiede in der Menge von CD3" T-Lymphozyten in der Milz. J1 Kontrolltier, J2 verstirkte Prdsenz von
T-Lymphozyten in den B-Zellfollikeln (BF) nach HCB obere Dosis (x12)

K) Darstellung der Mengen von zytotoxischen T-Lymphozyten mit CDS8 in der Milz. K1 Kontrolltier, K2 Abnahme der
T-Lymphozyten in der PALS nach HCB obere Dosis (x7)

L) Fokal vermehrte T-Lymphozyten im Thymusmark mit CD8 nach BAP mittlere Dosis (x7)

M) CD79* Megakaryozyten in der Milz eines mit OXA III behandelten Tieres (x10)

81



3.3 Untersuchungen von Zellen in den lymphatischen Organen mit der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie

Neben der konventionellen Lichtmikroskopie gibt es eine Reihe von lichtmikroskopischen
Spezialverfahren, die relativ unbekannt in der histopathologischen Untersuchung von
lymphatischen Organen und wéhrend einer toxikologischen Standarduntersuchung sind.
Eine der leistungsstarken Mikroskopie-Technologien in den Lebenswissenschaften ist die
konfokale Fluoreszenzmikroskopie.

Ein wichtiger Unterschied im Gegensatz zu der vorher betrachteten immunhistochemischen
Farbung nach der ABC-Methode, ist die Verwendung von Fluoreszenz-gekoppelten
Antikorpern. Der Sichtbarmachung der Antigene in der Immunhistochemie nach der
ABC-Methode durch Chromogene wie DAB und Gegenfarbung des Gewebes mit Himatoxylin
stethen in der Fluoreszenzmikroskopie Fluorochrome (Fluoreszenzfarbstoffe) gegentiber,
die kontrastreiche, scharf lokalisierte Reaktionen auf dunklem Hintergrund ergeben.
Mehrfachfirbungen sind mit beiden Methoden mdglich, jedoch mit der Fluoreszenzfirbung
noch genauer lokalisierbar.

Das Ziel dieser Untersuchung war es herauszufinden, ob die konfokale Fluoreszenzmikroskopie
mithilfe des konfokalen Laser-Rastermikroskop (engl. Laser Scanning Microscope, LSM)
LSM 700 (Zeiss) im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie neue Einblicke in die
zelluldren Verhéltnisse von Milz und Thymus nach Gabe einer immunsuppressiven Substanz

liefert.

Im Folgenden werden einige Beispielbilder der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie von
ausgewdhlten immunhistochemischen Biomarkern im Milz und Thymus prisentiert

(Abb.17 N - Q).
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X F od

Abb.17 N-Q Konfokale Fluoreszenzmikroskopie von ausgewihlten Biomarkern in Milz und Thymus.
N: Zytokeratin (rot, AF594) im Thymus, DAPI (blau) (40x)

O: Caspase-3 (griin, AF488) im Thymus, DAPI (blau), (20x)

P: CD79 (griin, AF488) in der Milz DAPI (blau) (40x)

Q: CD68 (griin, AF488) in der Milz, DAPI (blau) (40x)

Da mithilfe der Objektive (20 — bzw. 40 - fache VergroBerung der Préparate) nur ein Teil des
Organs auf dem Objekttrager betrachtet werden konnte, wurde der ,,7ile Scan‘-Modus
(Mosaik-Scan) verwendet (Abb.18). Mithilfe des ,,7ile Scans* kann durch zuvor manuell
bestimmten Punkten auf dem Objekt mehrere Bilder generiert werden, die der LSM 700 zu
einem Bild zusammenfiigt. Somit konnte ein Bild eines gesamten Organschnittes von Milz und
Thymus entstehen, wie es in der Durchlichtmikroskopie in kleiner VergroBerung auch moglich

ist. Dies stellte allerdings einen hohen zeitlichen Aufwand dar.
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Abb.18 Tile Scan-Ausschnitt am LSM 700 in der Milz.
CD68 (griin, AF488), DAPI (blau) (40x).

RP: rote Milzpulpa, MZ: Marginalzone,

PALS: periarterioldre lymphatische Scheiden

Die Fluoreszenz-Farbungen wurden aufgrund der aufwindigen Bedienung des LSM 700 und
somit aus Zeitgriinden nur an Kontrolltieren durchgefiihrt, um eine erste Abschétzung dieser
Methode zu erhalten.

In der Tabelle 31 sind die wichtigsten Vor- und Nachteile der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie im Vergleich zur Lichtmikroskopie dargestellt. Die Durchfiihrung der
IHC-Férbung nach der ABC dauert ldnger als die Fluoreszenz-Féarbung, da ein paar zusétzliche
Schritte im Protokoll (wie Entwésserung) durchgefiihrt werden. Allerdings konnen die
gefarbten Schnitte mit Fluoreszenz-Farbstoffen erst am nichsten Tag am Mikroskop betrachtet
werden, da die Hiartung mit einem speziellen Eindeckmittel mindestens 24 Stunden dauert.
Zudem sollte ab der Verwendung der Fluoreszenz-gekoppelten Sekundirantikoérper der Raum
verdunkelt werden, um vorzeitiges Ausbleichen zu verhindern. Die Bedienung des konfokalen
LSM 700 erfordert aufgrund seines komplexen Aufbaus viel Erfahrung von seinen Nutzer.
AuBerdem ist die Orientierung im Organ schwieriger als im Lichtmikroskop.

Eine storende Hintergrundfirbung, die eine Befundung erschweren kann, ist mit
Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern schwieriger in den Griff zu bekommen. Hier kann es u.a.
zum Phénomen der Autofluoreszenz kommen, die eine unspezifische Bindung im Gewebe

auslost.
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Eine histomorphologische Untersuchung des Immunorgans ist mit der konventionellen

lichtmikroskopischen Betrachtung einfacher und schneller, aber zytologische Details wie

Zellkerne konnen genauer mit der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie gesehen werden.

Ein weiterer Nachteil der Fluoreszenz-Farbung ist deren Stabilitit.

Wihrend die Fluoreszenz in den Paraffinschnitten etwa ein halbes Jahr stabil ist, ist die Farbung

nach der ABC-Methode nach fachgeméBer Lagerung lebenslénglich haltbar.

Letztendlich féllt auf, dass mengenmiBig mehr Vorteile in der Lichtmikroskopie liegen,

weshalb eine weitere umfassendere Untersuchung dieser Methode nicht weiter gefiihrt wurde.

Tab.31 Vergleich von (Durch-)Lichtmikroskopie und konfokale Fluoreszenzmikroskopie
fiir die Untersuchung von Paraffinschnitten der lymphatischen Organe.

Lichtmikroskopische Konfokale
Betrachtung Fluoreszenzmikroskopie
Eigenschaft
von an
Paraffinschnitten Paraffinschnitten
Praktischer/Zeitlicher Aufwand der Farbung + |
Bedienung des Mikroskops + |
Orientierung fiir Bildanalyse + |
Hintergrundfarbung + |
Histomorphologie des Immunorgans + (|
Zytologische Details | +
Stabilitdt der Farbung + |
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Zusitzlich wurden erste Versuche an Gefrierschnitte durchgefiihrt, dessen Herstellung und
Weiterbehandlung aufgrund der erhohten Empfindlichkeit nicht geradewegs ging
(siehe 2.2.1.5, 2.2.2.3). Hier war insbesondere eine erhdhte Hintergrundfarbung zu sehen,
die schwierig zu reduzieren war. Ein Erfolg hatte die Immunfluoreszenz-Farbung an
Gefrierschnitten gebracht: Die Detektion von T-Helferzellen mit dem Antikdrper CDA4,
der speziell fiir Gefrierschnitte entwickelt wurde (siehe Abb. 19).

Abb. 19 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie an einem
Gefrierschnitt der Milz: CD4-Farbung der T-Helferzellen
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Teil 2: Subakute orale Toxizitatsstudie in Ratten

3.4 Studienplanungen auf Basis der Ergebnisse im Archivmaterial

Die Verwendung von immunhistologischen Biomarkern an archivierten Studien, in denen
Ratten iiber 14 - 28 Tage oral mit immunmodulierenden Substanzen behandelt wurden,
ergaben eine Optimierung bei der Auswertung immuntoxischer Untersuchungen. Obwohl das
Organmaterial teilweise tliber 20 Jahre asserviert wurde, war es mdglich, mit der
Immunhistologie zusdtzliche Informationen tiiber die immuntoxischen Effekte in den
lymphatischen Organen zu erhalten.

Um die Ergebnisse des technisch limitierten Archivmaterials mit neuen Ergebnissen
vergleichen zu konnen, wurde eine 28-Tage orale Toxizitédtsstudie an Ratten geplant, die die
immuntoxischen Effekte der bereits zuvor verwendeten Immunsuppressiva CSA in drei
Dosierungen (1, 5, 25 mg/kg) sowie AZA in einer Dosierung (20 mg/kg) an zehn Tieren pro
Gruppe untersuchen sollte. Die Organe, Zellsuspensionen und Seren der Tiere werden nach
Versuchsende mithilfe von (erweiterten) Standardmethoden der (Immun-)Toxikologie und
Methoden zur Bestimmung von hidmatopoetischen Effekten untersucht. Die Ergebnisse der
Immunbhistologie werden anschlieBend mit den vorher erzielten Auswertungen an archivierten

Studien verglichen (proof-of-concept).

3.4.1 Standarduntersuchungen in toxikologischen Studien

Die Daten zu Korper-, Organgewichten, Blutuntersuchungen, Mortalitdten, klinischen
Befunden, makroskopischer Organuntersuchung und Histopathologie gehdren zu den
Standardpriifungen in toxikologischen Studien, um erste Informationen zu einer mdéglichen
organspezifischen oder systemischen Toxizitit einer Substanz zu erhalten.

Eine Ubersicht der wichtigsten toxikologischen Standarduntersuchungen liefert die Tabelle 32.
Hierbei sind die Endpunkte aufgefiihrt, die zu einem mdglichen Substanz-bedingten Effekt
gefiihrt haben, unter Angabe der niedrigsten Dosis, in der dieser Effekt aufgetreten ist (LOEL).
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Tab.32 Ubersicht der toxikologischen Standarduntersuchungen mit potenziell Substanz-bedingten Effekten unter
Angabe der LOELs.

Dosis
Endpunkt Ergebnis
[mg/kg]
Mortalitdt Keine -
Klinischer Befund Keine -
Korpergewichte CSA | 25
AZA 1t 20
Hématologie CSA: PTT, PT | 1
HB, HCT, MCV, THRO, PTT |; MONO * 25
AZA: HB, HCT, PT | 20
Klinische Pathologie =~ CSA: ASAT, LDH, Protein, Albumin, AGQ, P |; 25
CHOL, TRIG, UREA, Bili-t 1
AZA: APh, LDH, CK,, Bili-t, AGQ |; 20
CHOL, Protein, K, Ca 1
Organgewichte CSA: Leber, Nieren 1 25
AZA: Herz, Leber 1; Thymus | 20
Makroskopie CSA: keine dosisabhéingigen makroskopischen Befunde -
AZA: Thymus: verkleinerter, Leber: farblich verdndert; 20
Milz: raue Oberfléche
Histopathologie CSA: Thymus: Tingible body-Makrophagen 1
(H&E, IHC) Thymus: Rinde/Mark Verhiltnis 1, Fliche Mark | 5
Milz: weille/rote Pulpa Verhiltnis |,
Markante Grenze weille Pulpa/Marginalzone,
CD3*/CD8" Zellen in der PALS |
Mesent. Lymphknoten: Zellularitit Paracortex |
Peyer- Plaques: interfollikulare Zellularitét | 25

Herz: degenerative vaskuldre Verdnderungen
Leber: hepatozelluldre Verdanderungen (Glykogen 1)
Pankreas: Atrophie, vakuolisierte B-Zellen
Nieren: tubuldre Basophilie und Vakuolisation
AZA: Knochenmark (Sternum): Erythroid/Myeloid Verhéltnis 1 20
Thymus: Atrophie (hauptsdchlich Rinde)
Leber: minimale bis leichte hepatozellulére

zytoplasmatische Verdanderung
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3.4.2 Histopathologische Ergebnisse

Im H&E-Schnitt konnte im Thymus das erhdhte Rinde/Mark-Verhéltnis aus den
Archivstudien (Abschnitt 3.2.2) bei CSA bestitigt werden. Eine verkleinerte Fliche des
Thymusmarks war in der mittleren/oberen Dosis CSA zu sehen. Der empfindlichste Befund
im Thymus war eine erhdhte Anzahl an Makrophagen, die bereits ab 1 mg/kg CSA in der
Hilfte der Tiere festgestellt wurde. In der Milz waren Verdnderungen hauptsichlich in den
mit CSA behandelten Tieren zu finden. Das Verhiltnis von weiller und roter Pulpa hatte sich
ab 5 mg/kg CSA erniedrigt. Die verminderte Flache der PALS-Region als auch die der
Follikel deutete sich ab 5 mg/kg CSA an, war jedoch deutlich in der oberen Dosis CSA zu
erkennen. Die Grenze zwischen weifler Pulpa und Marginalzone war bei Ratten aufgrund
einer besonderen Zellpopulation (,,marginale Metallophile®) insbesondere im Bereich der
Follikel deutlich abgegrenzt. Nach CSA war diese Grenzschicht besonders prominent,
wahrscheinlich durch ein Zusammenfallen der weillen Pulpa hervorgerufen. In der oberen
Dosis CSA war dieser Befund in neun von zehn Tieren zu sehen.

AZA fiihrte zu einer deutlichen Thymusatrophie, die gekennzeichnet war durch verminderte
Fliche und Zellularitit in der Rinde, unklare Abgrenzung zwischen Rinde und Mark,
sowie eine erhohte Anzahl von Makrophagen. Eine verkleinerte Fliche des Thymusmarkes war
ebenfalls bei AZA gegeben (Tab.33).

In dieser Studie konnte mit allen eingesetzten immunhistochemischen Markern aussagekréftige
Féarbungen in Milz und Thymus erzielt werden. Der Biomarker CD68 konnte eine erhdhte
Anzahl von Makrophagen sowohl in der Milz als auch im Thymus feststellen.
Die Makrophagen in der Thymusrinde waren in fast doppelt so vielen Tieren als in den
Kontrolltieren ab 5 mg/kg CSA vermehrt. Die CD79-Féarbung konnte im Thymus folgenden
substanz-bedingten Effekt aufdecken: In allen CSA-Dosen sind weniger CD79"-B-Zellen im
Thymusmark im Gegensatz zur Kontrolle vorhanden. Als letztes wurde mit der Farbung von
Caspase-3 deutlich, dass nach 1 mg/kg CSA weniger apoptotische Zellen im Thymus waren.
Die Fiarbung der CD8" zytotoxischen T-Zellen ergab in der Milz von CSA-behandelten Tieren
eine verringerte Zellularitit und Fliche der PALS ab 5 mg/kg CSA. Ebenfalls reduzierte
T-Zellen in bestimmten Kompartimenten der Milz konnte mit der Farbung CD3 gezeigt werden.
Die CD3"-T-Zellen waren in der Marginalzone und der roten Pulpa in der oberen Dosis CSA
vermindert. Alle Tiere der oberen Dosis CSA wiesen auBerdem geringere CD3"-T-Zellen in der
PALS auf. Auffillig war zudem, dass eine verdnderte Morphologie der Epithelzellen im
Thymus (Zytokeratin) nach CSA vorhanden war. Die Zellen hatten kiirzere, dickere oder
deformierte Epithel-Fortsatze. Dies war bereits in den Kontrollen zu sehen, allerdings war

dieser Effekt mit steigender Dosis mit einen hoheren Grad betroffen (Tab.34).
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Die Makrophagen waren sowohl in der Thymusrinde als auch im —mark der AZA-behandelten
Tiere deutlich erhoht im Gegensatz zu den Kontrolltieren. Im Gegensatz sind weniger
CD79"-B-Zellen im Thymusmark gegeniiber der Kontrolle vorhanden. Mithilfe des Biomarkers
Zytokeratin konnten verschiedene Verdnderungen nach der Gabe von AZA an den
Epithelzellen von (fast) allen Tieren beobachtet werden: weniger epithelfreie Regionen und
eine erhohte Dichte des Epithelnetzwerkes. Die Férbung von Caspase-3 machte deutlich,
dass nach der Behandlung mit AZA weniger und vergroBerte apoptotische Zellen im Thymus
waren. In der Milz war eine reduzierte Zahl an CD8'-T-Zellen in der roten Pulpa und eine
verringerte Zellularitdt und Fliche der PALS nach 20 mg/kg AZA zu sehen. Alle Tiere der
AZA-Gruppe wiesen auBBerdem geringere CD3"-T-Zellen in der PALS auf. In der Marginalzone
der Milz waren deutlich mehr Makrophagen in den AZA-behandelten Tieren im Gegensatz zu

den Kontrolltieren zu finden.
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Tab.33 Ergebnisse der H&E-Farbung von
Cyclosporin A und Azathioprin.

Tab.34 Ergebnisse der IHC-Farbung von
Cyclosporin A und Azathioprin.

CSA und AZA | CSA und AZA
. 01 02 03 04] 05 . 01 02 03 04 ] 05
D"s‘sgflfppe K CSA CSA csAlaza D e K CSA CSA CSA|AZA
mE/ke 0 1 5 25|20 e 0 1 5 25] 20
Geschlecht F F F F| F Geschlecht F F F F F
Anzahl Tiere / Anzahl Tiere /
Anzahl Anzahl untersuchter | 10 10 10 10 10
untersuchter 10101010 10 Organe
Organe Immunhistochemischen Absolute Inzidenzen gesamt
Histologischer Absolute Inzidenzen Befund
Befund H&E Thymus CD68
Thymus Makrophagen Rinde T 3 5 7 6 9
Rinde/Mark 0 0 7 10| 0 Thymus CD68
Verhiltnis 1 Makrophagen Mark t | 2 3 3 0 8
Thymus Thymus CD79
5mﬁ§ﬁ\4?ﬂi 0 0 0 0] 8 B-Zellen Mark | 4 7 10 1079
irh ammz Thymus Zytokeratin ; 6 s s 10
ymu . ; .
Fliiche Rinde . 0 0 0 ol 10 Epithelfreie Regionen |
Thymus Thymus Zytokeratin
Zellularitit Rinde L] 0 O 0 0 10 Dichte Eplt?elnetzwerk 0 0 0 0 9
Thymus N
Flﬁcthark 1 0O 0 8 10 9 Thymus Zytokeratin
Verinderte Morphologie} 10* 10* 10* 10*| 0
Thymus :
Epithelzellen
Makrophagen? |1 9 9 10 1
Th Thymus Caspase-3
Un)l?lr;les Apoptotische Zellen T | 3 1 6 6 0
Abgrenzung 0 0 0 0| 10 Thymus Caspase-3
Rinde/Mark VergroBerte 0 0 0 0 10
Milz apoptotische Zellen
weiBe/rote Pulpa | | ¢ 5 7 2 Milz CD8
Verhiltnis | T-Zellen rote Pulpal | 0 0 0 0 S
Milz Milz CD8
. 0 o0 2 9 2
Fliche PALS | ZellariziepaLsy | © 0 6 9 | 8
Milz -
Fliche Follikety | ¢ 1 712 Milz CD3 PR
Milz Fliache PALS |
Markante Grenze Milz CD3
weille o 0 1 910 . o 0 o0 8| o0
. T-Zellen Marginalzone |
Pulpa/Marginalzone
Milz CD3
T-Zellen rote Pulpa | 0 0 0 7 0
Milz CD3
T-Zellen PALS | 0 ! 2 10110
Milz CD68
Makrophagen ) 3 1 7

Marginalzone T

* Je hoher die Dosis, umso hoher der Schweregrad

der verdnderten Epithelzellen (dosisabhingiger Effekt)
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Die Ableitung eines Schwellenwertes fiir die mit CSA behandelten Tiere ergab ein LOEL von
1 mg/kg (unterste Dosis) im Thymus fiir jeweils beide Farbungen (H&E und IHC) aufgestellt
werden. Dieser LOEL bezieht sich auf die erh6hten Makrophagen im Thymus.

3.4.3. Hauptkomponentenanalyse und Heatmap-Darstellung als Methode zur
Auswertung und Visualisierung komplexer grofler toxikologischer Datenmengen

Die Hauptkomponentenanalyse (engl. Principal component analysis, PCA) wird eingesetzt,
um grofle komplexe Datenmengen einzuordnen, zu vereinfachen und bildlich darzustellen.
Ein bekanntes Einsatzgebiet ist die mechanistische Toxikologie, die mit dieser Methode
versucht, Genexpressionsdaten zu clustern (d.h. Gengruppen zusammen zu fassen, die gleiche
physiologische Aufgaben im Korper besitzen). Diese Methode ist in toxikologischen
Standardpriifungen bisher wenig bekannt und sollte in dieser Arbeit ausgewéhlte Daten aus
klinischer ~Chemie, Himatologie, Organ- /Koérpergewichte und Histopathologie
zusammenfassen und vereinfachen. AuBerdem sollte fiir die vorliegende subakute
Toxizitétsstudie die Methode eingesetzt werden, um ihre Anwendbarkeit zu priifen und neue
Aufschliisse zu erhalten, die bei reiner Betrachtung der Inzidenzen und Schweregrade der
einzelnen Befunde nicht erkennbar gewesen wiren. Sie wurde zudem genutzt, um histologische
Effekte in verschiedenen Organen, deren Umfang {iber das Mal3 von Effekten in Routinestudien
aufgrund des Einsatzes der Enhanced Histopathology und der Immunhistochemie deutlich
hinaus ging, kombiniert mit weiteren Studienergebnissen zu analysieren.

Die Hauptkomponentenanalyse diente zur Gruppierung der umfangreichen Datensdtze der
Befunde. Das System bezog in die multidimensionale Befundstruktur Ebenen ein, die moglichst
viele Effekte enthielten. Die Darstellung erlaubt Aussagen, in wieweit Dosisgruppen in ihren
Befunden iibereinstimmen. SchlieBlich konnen ebenfalls Individuen erkannt werden,
die innerhalb ihrer Gruppe hinsichtlich der Konstellation oder Schwere der Befunde eine
Sonderstellung einnehmen und die in konventionellen Datenanalysen als ,,Ausreifler

klassifiziert worden wéren.
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In der Abb.20 sind ausgewdhlte toxikologische Parameter aus Histologie, Klinische Chemie,
Héamatologie und Korper-/Organgewichtsmessungen in einer jeweiligen Dosisgruppe
zusammengefasst dargestellt. Jedes Symbol, das sich in Form und Farbe unterscheidet,
stellt die Dosisgruppen Kontrolle, CSA 1/5/25 mg/kg und AZA 20 mg/kg dar.

Diese Hauptkomponentenanalyse verdeutlicht, dass sich die Tiere aus der oberen Dosisgruppe
mit CSA und die mit AZA behandelten Tiere von den iibrigen Gruppen klar unterscheiden.
Wihrend die Dosisgruppen 1 und 5 mg/kg CSA in der Nihe der Kontrollgruppe liegen,
befinden sich die AZA und die CSA 20 mg/kg-Gruppen deutlich entfernt von diesem Bereich.
Da diese beiden Dosisgruppen in einem dreidimensionalen (Komponenten 1, 2 und 3)
Koordinatensystem in unterschiedliche Richtungen bewegen, stellen sich hier unterschiedliche
Behandlungseffekte dar. Hinsichtlich von Individuen, die eine andere Lage als die iibrigen Tiere
ihrer Behandlungsgruppe einnehmen, ist hier zum einen ein Tier der mittleren Dosis CSA in
unmittelbarer Nachbarschaft der hohen Dosis gelegen. Ein Tier der hohen Dosis CSA liegt in
dicht benachbart zu den mit AZA behandelten Tieren. Die AZA-Gruppe zeigt eine relativ
einheitliche Position im Koordinatensystem. Ebenso sind die Kontrollen und die Tiere der

unteren Dosis CSA in einer einheitlichen Position zu finden.

Comp. 2

Behandlungseffekt

Kontrolle
CSA 1 mg/kg
CSA Smg/kg
CSA 25 mg/kg
AZA 20 mg/kg

4000R

Abb.20 Hauptkomponentenanalyse verschiedener toxikologischer Parameter gruppiert nach Dosisgruppen.
Generierung mit der Genedata Expressionist Software.
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Die néchsten drei Darstellungen 20A — C zeigen die Haufigkeit des Auftretens ausgewéhlter
Befunde aus den jeweiligen Untersuchungspunkten Histopathologie, Himatologie/Klinische
Chemie und Korper-/Organgewichte flir jedes Tier einer Dosisgruppe. Diese Darstellung ist
eine ebenfalls mit dem Programm GeneData erstellte sogenannte Heatmap, die eine
Visualisierung von standardisierten Werten ermoglicht. Diese Heatmap ist ebenfalls aus der
Genexpressionsanalyse bekannt.

Der Score auf der linken Seite zeigt einen Farbverlauf, der die Auspragung eines bestimmten
Endpunktes darstellt. Farben, die in der unteren Score liegen, weisen eine geringe Auspragung
eines Befundes auf. Eine grofere Auspragung eines Befundes ist an Farben zu erkennen, die an
der oberen Score liegen. Die berechneten Werte sind immer auf die Werte der Kontrolltiere
bezogen.

Die Darstellung der histopathologischen Befunde in Abb. 21A stellt einen Sonderfall dar, da es
sich um die Visualisierung von kategorischen Daten (angegeben in Schweregrad 1 — 5 eines
histopathologischen Befundes) handelt. Die schwarzen Flidchen bedeuten, dass kein Befund im
jeweiligen Tier vorlag. Mit dieser Abbildung konnen folgende Aussagen zu den
histopathologischen Befunden getroffen werden:

Es gab vier Befunde (erhohtes erythroid-myeloides Verhéltnis im Knochenmark, Zytoplsama-
Verdnderungen in der Leber, verringertes Rinde/Mark Verhéltnis im Thymus, und erniedrigte
Zellularitdt in der Thymus-Rinde), die fast ausschlieBlich in den Tieren auftraten, die mit
20 mg/kg AZA behandelt wurden.

Die Tiere der oberen Dosis CSA (25 mg/kg) waren hauptsdchlich durch sieben Befunde
charakterisiert: Hypertrophy der Hepatozyten in der Leber, kortikale basophile Tubuli und
tubuldre Vakuolisation in der Niere, vakuolosierte Inselzellen im Pankreas, vaskulire
Veranderungen im Herzen und verkleinertes PALS- und Follikel-Gebiet in der Milz.

Die Variabilidt dieser Effekte innerhalb einer Dosisgruppe ist hoch. Dies ist an den
verschiedenen Farbausprigungen zu erkennen, die unterschiedliche Schweregrade eines
Befundes aufzeigen.

Im Thymus sind anhand dieser Abbildung dosisabhingige Effekte zu erkennen: Ein erhohtes
Rinde/Mark-Verhéltnis war ab 5 mg/kg CSA zu verzeichnen, welches in allen Tieren der
Dosisgruppe 25 mg/kg CSA in einem hoheren Schweregrad ausgeprigt war.
Die Tingible body-Makrophagen im Thymus waren ab 1 mg/kg CSA festzustellen.

Der Schweregrad dieses Befundes erhohte sich bis zur oberen Dosis CSA.
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Auf den ersten Blick auf die Abbildung 21B ist eine hohe Variabilitdt zwischen den Effekten
und den Dosisgruppen zu erkennen.

Zunichst besteht ein erkennbarer Unterschied in den Effekten der verschiedenen Blutparameter
zwischen den beiden Substanzen CSA und AZA. Der einzige erkennbare Effekt in den Tieren,
die mit AZA behandelt wurden, liegt im erh6hten Cholesterinwert. Die Tiere, die mit CSA
behandelt wurden, zeigten sehr uneinheitliche Auspriagungen von Effekten. In den meisten
Fillen waren Einzeltiere betroffen. Ein einheitlicher Effekt innerhalb einer Dosisgruppe lag bei
den Werten zu Cholesterin, Triglycerin und Gesamtbilirubin vor.

Hier war in fast allen Tieren der oberen Dosis CSA erhohte Werte vorhanden. Des Weiteren
besteht ein merklicher Zusammenhang zwischen den Werten der Leukozyten und
Lymphozyten, der sich insbesondere in der unteren Dosis CSA bemerkbar machte. In sieben
Blutparametern (ASAT, LDH, Keratinkinase, AGQ, Albumin, HB, HCT) waren in fast allen
Tieren der oberen CSA-Dosis sehr niedrige Werte zu finden.

Die Abbildung 21C zeigt die Heatmap-Darstellung der Korper- und Organgewichte.
Hier erscheinen die hohen Score-Werte der Leber-und terminalen Korpergewichte in der oberen
CSA-Dosis auffillig. Ebenfalls erhohte Werte waren in den meisten Tieren der AZA-Gruppe
zu sehen. Wihrend die AZA-Tiere sehr niedrige Werte im Thymusgewicht zeigten, hatte die
untere Dosis an CSA erhdhte Werte fiir die Organgewichte Thymus und Milz bewirkt.
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A

H‘S“’;’“‘h""’gi“ CSA 1 mg/kg CSA 5mg/kg CSA 25 mg/kg AZA 20 mg/kg
core

Ausgewiihlte Histopathologische Befunde

Knochenmark Ery./Myel. Verhiltnis 1
Leber Zytoplasma-Veriinderungen
Thymus Rinde/Mark Verhiltnis |
Thymus Zellularitit Rinde |

Leber Hypertrophy Hepatozyten
Nieren kortikale basophile Tubuli
Nieren tubuliire Vakuolisation
Pankreas Vakuolisation Inselzellen
Herz vaskulire Verinderungen
Milz PALS-Gebiet |

Milz Follikel-Gebiet |

Thymus Rinde/Mark Verhiltnis 1
Thymus 7ing. Body Makrophagen

B Ausgewihlte Daten der Himatologie/Klin. Chemie

Himatologie/Klin. Chemie CSA 1 mg/kg CSA 5mg/kg CSA 25 mg/kg AZA 20 mg/kg
’ I Cholesterin

Triglycerin
Gesamtbilirubi
ASAT

LDH
Kreatinkinase
AGQ
Albumin

HB

HCT

UREA

Aph
Leukozyten
Lymphozyten

C

Koérper-/Organgewichte
Score

H Ausgewiihlte Daten der Kérper-/Organgewichte

CSA 1 mg/kg CSA Smg/kg CSA 25 mg/kg AZA 20 mg/kg

Leber-Gewicht
Korpergewicht Tag 28
Milz-Gewicht
Thymus-Gewicht

Abb.21 Heatmap-Darstellung ausgewéhlter toxikologischer Standard-Untersuchungen. Generierung mit der
Genedata Expressionist Software.

A) Histopathologische Befunde

B) Hamatologie und Klinische Chemie

C) Korper- und Organgewichte

3.4.4 Untersuchungen der Immuntoxikologie

Untersuchungen zur Immuntoxizitit gehdren zu den zusétzlichen Untersuchungen in der
Risikobewertung von Medikamenten oder Chemikalien und sind an Toxizitdtsstudien mit
wiederholter Gabe gekoppelt.

Zwei gingige immunologische Methoden zur Untersuchung einer immuntoxischen Substanz
wurden in dieser in vivo Studie verwendet: Zum einen die Immunglobulin-Bestimmung im
Serum, die die humorale Immunitit untersucht und zum anderen die Subpopulationsanalyse

von Immunzellen in lymphatischen Organen, die die Zell-vermittelte Immunitét untersucht.
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3.4.4.1 Immunglobulin-Bestimmungen im Serum

Die Immunglobuline sind Antikorper, die eine wichtige Komponente der humoralen Immunitét
ausmachen und sie geben Hinweise, wie gut das Immunsystem funktioniert.

Fiir die Bestimmung der Konzentrationen der Immunglobulin-Isotypen im Serum wurde ein
Plattenlesegerites verwendet. Die Abb. 22 zeigt drei Balkendiagramme, die jeweils die
gemittelten Konzentrationen pro Dosisgruppe (n= 10 Tiere, Dreifachbestimmung pro Tier) der
Immunglobuline IgA, IgG und IgM darstellt.

Wihrend die Konzentration von IgA in den Dosisgruppen CSA 1- 25 mg/kg nahezu gleich
blieb, war sie in den AZA-behandelten Tieren signifikant zur Kontrollgruppe erniedrigt.
Signifikante Verdnderungen in den IgG und IgM-Konzentrationen waren nur in den
CSA-behandelten Tieren aufzufinden: In der Dosisgruppe 5 mg/kg CSA lag eine signifikante
Erniedrigung der IgG-Konzentration 1im Gegensatz zu 1 mgkg CSA vor.

Die IgM-Konzentration war im Gegensatz dazu in den Dosierungen 1 und 5 mg/kg CSA erhdht.
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Abb.22 Konzentrationen der Immunglobuline im Serum.
A) IgA, B) IgG, C) IgM
n= 10 Tiere pro Dosisgruppe (Dreifachbestimmung); Signifikanzen: * P <0.05 ** P <0.01
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3.4.4.2 Subpopulationsanalysen in lymphatischen Organen

In der Milz und den mesenterialen Lymphknoten wurden Subpopulationsanalysen mithilfe der
Durchflusszytometrie (FACS) durchgefiihrt. Die Untersuchung von Subpopulationen
immunkompetenter Zellen aus Zellsuspensionen dient zur Feststellung des Immunstatus der
untersuchten Tiere. Die Phinotypisierung von Zellen erfolgt durch das direkte Markieren der
Oberflachenantigene (Cluster of Differentiation, CD) mit fluoreszenzgekoppelten Antikorpern.
Die Zellen wurden mit den Oberflichenmarkern fiir Leukozyten (CD45RC), T-Zellen
[CD3 (total), CD5 (peripher)], zytotoxische T-Zellen und NK Zellen (CD8a), T-Helferzellen
(CD4), B-Zellen (CD45RA) und Antigen-prasentierenden Zellen (MHC Class II) markiert.
Fiir die Markierung relevanter Subpopulationen wurden vier Doppelfiarbungen durchgefiihrt:
CD4/CD45RC (CD#4 total, CD45RC total und die Isoformen CD45RC low, CD45RC high),
CD45RA/MHCII, CD5/CDS8 (NK-Zellen sind CD5 negativ und CDS8 positiv) und CD3/CDS.
Diese Auswahl an lymphatischen Organen und Oberflichenmarkern zur Quantifizierung von
Subpopulationszellen ist gegeniiber den giiltigen Richtlinien zur Bewertung der Immuntoxizitét
erweitert. Geméll der EPA-Richtlinie ,,OPPTS 870.7800“ soll beispielsweise eine
durchflusszytometrische Bestimmung von totalen B-/ T-Zellen und T-Zell-Subpopulationen in

der Milz oder peripherem Blut durchgefiihrt werden.

Die folgenden Abbildungen 23 (Milz) und 24 (mesenteriale Lymphknoten) stellen die
prozentuale Menge bezogen auf die Kontrolltiere des Oberflichenantigens fiir jede
Dosisgruppe dar. Die Sektionstage 1 und 2 wurden getrennt betrachtet, da sich die Ergebnisse
teilweise unterschieden und die Standardabweichung zu groB8 gewesen wire, wenn sie

zusammengefasst wiirden.
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Milz

Insgesamt unterschieden sich merklich in allen gezeigten Abbildungen (Abb.23 A-F) die
Quantitit der Zellen zwischen Sektionstag 1 und 2 in der Dosisgruppe CSA 1 mg/kg. Alle Tiere
vom Sektionstag 1 der Dosisgruppe CSA 1 mg/kg hatten um etwa 50% hohere Werte als die
vom Sektionstag 2. Dadurch konnten in allen Markern auBer NK-Zellen signifikante
Unterschiede der Tiere vom Sektionstag CSA 1 mg/kg zu anderen CSA-Dosisgruppen
festgestellt werden.

Der einzige leichte (nicht-signifikanter) dosisabhdngige Effekt von CSA-behandelten Tieren ist
bei der Messung der NK-Zellen (Abb.23 F) zu sehen.

Mit steigender Dosis CSA wiesen die Tiere erhohte Zahlen von NK-Zellen in der Milz auf
(auBer CSA 1 mg/kg, Sektionstag 1).

Es bestand kein merklich grof3er Unterschied zwischen den CSA- und AZA-behandelten Tieren
in der Ausprigung aller gemessenen Oberflichenmarkern in der Milz. Des Weiteren liegen die

meisten Werte der Oberflichenmarker im Bereich der Kontrolle (100%).
Bei den folgenden Markern war kein signifikanter Unterschied durch die Behandlung mit CSA

zu sehen: CD45RC total (Leukozyten), CD45RA (B-Zellen) und MHC 1I

(Antigen-prasentierende Zellen).
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Abb.23 A-F Durchflusszytometrische Analysen in der Milz an Sektionstag 1 und 2.

A) CD45RC low,

B) CD45RC high (Leukozyten),

C) CD4 total (T-Helferzellen),

D) CD3 total (T-Zellen),

E) CDS8 total (zytotoxische T-Zellen),

F) NK total (Natiirliche Killerzellen)

Signifikanzen: * P <0.05 ** P <0.01 ***P <0.001
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Mesenteriale Lymphknoten

Die Untersuchung der Subpopulationen in mesenterialen Lymphknoten zeigte deutlichere
Unterschiede in den Dosisgruppen von CSA-behandelten Tieren und zwischen CSA und AZA
im Gegensatz zur Untersuchung in der Milz (Abb. 24 A-F).

Die Abb.24A und B veranschaulicht die auffallend unterschiedlichen Ausprigungen der
Leukozyten-Isoform CD45RC™ und der gesamten Leukozytenzahl CD45RC™% in den
Dosisgruppen und zwischen den Sektionstagen. Das Antigen CD45RC™ war in der
Dosisgruppe CSA 25 mg/kg um ca. 80 % an beiden Sektionstagen verglichen zur Kontrolle
reduziert. Zu dieser Dosisgruppe bestand fiir Sektionstag 1 eine signifikante Reduktion von
CD45RC™ um etwa 60% zu den zwei Dosisgruppen CSA 1 und 5 mg/kg. Auffallend war
zudem, dass in der unteren Dosisgruppe CSA im Gegensatz zu allen anderen
durchflusszytometrischen Messungen (Milz und Lymphknoten) der Sektionstag 2 hohere Werte
als Sektionstag 1 aufzeigte. Allerdings war in dieser Dosisgruppe die Standardabweichung am
Sektionstag 2 hoher als am Sektionstag 1. Im Gegensatz dazu zeigt die Abbildung 24B zum
Antigen CD45RC™%! (low und high) einen anderen Balkenverlauf. Insgesamt wiesen alle
Dosisgruppen der beiden Substanzen AZA und CSA vergleichbare Werte (ohne Signifikanz)
in der Messung von CD45RC"% auf. Die Tiere in den Sektionstagen 1 und 2 unterschieden sich
stark voneinander: Die Tiere vom Sektionstag 1 zeigten in allen Dosisgruppen etwa doppelt so
hohe Mengen an Leukozyten im Vergleich zur Kontrolle. Die Tiere vom Sektionstag 2 zeigten
eine dhnliche Menge (CSA 1, 5 mg/kg, AZA 20 mg/kg) oder etwas weniger Leukozyten
(CSA 25 mg/kg) im Vergleich zu den Kontrolltieren.

Die Messung der T-Zellen CD3, CD4 und CD8 (gesamt, T-Helferzellen und zytotoxische
T-Zellen) und NK-Zellen ergab vergleichbare Werte wie die Messung von CD45RC™%!
(Abb.24 C-F). Ein erkennbarer Unterschied ist allerdings bei den NK-Zellen zu sehen:
Diese hatten im Vergleich zu den anderen Zellmessungen erhdhte Werte in der Dosisgruppe

CSA 25 mg/kg am Sektionstag 1 vorliegen, sodass ein dosisabhdngiger Effekt zu vermuten ist.
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Bei den folgenden Marker war kein merklicher Unterschied durch die Behandlung mit CSA

und AZA zu den Kontrolltieren zu sehen: CD45RC"&" (Leukozyten), CD45RA (B-Zellen) und
MHC II (Antigen-prasentierende Zellen).

sk low
A CD45 RC
150-
— 1254
)
£ 1001
s
x 75'
1
H 50+
2
= 25
0-
?'\
@
C
500-
T 400
°
£ 3004
(]
¥
L 200-
N
S 1001
0-
v.'\
&
E
600- #

[% zur Kontrolle]

Nl
& & ‘)& &

& ©

©
&

o
o
v.
)

N N
;i S

o v
© & &

Tag 1

= Tag?2

Tag 1

=

[% zur Kontrolle]

=)

[% zur Kontrolle]

B

[% zur Kontrolle]

CD45 Rctotal

500+

400+

300+

200+

100+

500+

400+

300+

200+

100+

Abb.24 A-F Durchflusszytoemtrische Analysen im mestenterialen Lymphknoten.

A) CD45RC low,

B) CD45RC total (Leukozyten),

C) CD4 total (T-Helferzellen),

D) CD3 total (T-Zellen),

E) CD8 total (Zytotoxische T-Zellen),
F) NK total (Natiirliche Killerzellen)

# 4/5 Tiere wurden in der Dosisgruppe fiir die Berechnung mit einbezogen.

Signifikanzen: ** P <0.01 *** P <0.001
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3.5 Untersuchungen des himatopoetischen Systems hinsichtlich himatotoxischer
Eigenschaften

In der priklinischen Entwicklungsphase von Medikamenten wird in manchen Fillen die
Héamatopoese im Knochenmark analysiert (case-by-case Vorgehen), wenn ein Effekt auf das
blutbildende System vermutet wird. Hierbei werden neben der hdmatologischen Untersuchung
im peripheren Blut (Standarduntersuchung in Toxizitétsstudien), H&E-Schnitte von Femur und
Sternum sowie gefiarbte Knochenmarksaustriche des Femurs mikroskopisch ausgewertet.
Die histopathologische Untersuchung erfordert allerdings viel Zeit, Genauigkeit und ein
ausgepragtes Expertenwissen, um die verschiedenen hématopoetischen Vorstufen zu
unterscheiden und Verdnderungen festzustellen, die auf eine Toxizitdt des Knochenmarks
hinweisen. Da das primére Zielorgan von AZA die Lymphopoese ist, im toxischen Bereich aber
auch andere Zelllinien des weillen Blutbildes supprimiert werden konnen, war die Entwicklung
von neuen (Screening-)Methoden zur Untersuchung des hidmatopoetischen Systems ein
weiterer Fokus in dieser Arbeit. Hierbei wurden Standard-Methoden (Histopathologie von
Knochen und Knochenmarksausstrichen, Subpopulationsanalyse von Knochenmarkszellen)
etablierte Methoden, die nicht in den gidngigen Richtlinien gefordert werden (CFU-Assay) mit
neuen Methoden (automatische hdmatologische Analyse mit Advia, Cytospin-Auswertung von

Knochenmarkszellen) verglichen.

3.5.1 Histopathologische Untersuchung des Knochenmarks
Die histopathologische Untersuchung des Knochenmarks in der Ratte wird standardméfig am
Femur (Oberschenkel) und Sternum (Brustbein) durchgefiihrt.
Die Ratten, die mit CSA behandelt wurden, lieBen keine Verdnderungen im Knochenmark
erkennen. Jedoch zeigte die Gabe von AZA in drei von zehn Tieren ein leicht erhdhtes

Erythroid:Myeloid-Verhéltnis im Sternum, aber nicht im Femur.
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3.5.2 Subpopulationsanalyse von Knochenmarkszellen

Wie die Subpopulationsanalyse mittels Durchflusszytometrie in den lymphatischen Organen
unter 3.4.4.2 beschrieben, wurde diese Technik auch an den préiparierten Knochenmarkszellen
der behandelten Ratten angewandt. Allerdings wurden andere Oberflichenmarker
(CD 71 fiir erythroide Vorlduferzellen, CD45 fiir Leukozyten) verwendet, um Vorlduferzellen
aus dem Knochenmark hinsichtlich ihrer hdmatotoxischen Eigenschaften auf die Substanzen
AZA und CSA zu untersuchen.

Die Abb. 25 veranschaulicht beispielhaft die Dot-plot-Darstellung (jeder Punkt entspricht einer
Zelle) eines Tieres und die Gating-Strategie, um letztlich die folgenden Zellpopulationen zu
identifizieren und quantifizieren: lymphoide und myeloide Zellen, erythroide Vorlduferzellen,
Retikulozyten und  Erythrozyten. Hierbei wurden sogenannte Gates  gesetzt
[als erstes Seitwértsstreulicht (side scatter zur Trennung nach Komplexitdt der Zelle) und
Vorwirtsstreulicht (forward scatter zur Trennung nach ZellgroBe) und schlielich Expression
der Oberfldichenmarker] und Regionen ausgewdhlt, um die interessierenden Zellpopulationen
zu untersuchen.

Die Auswertung in der Abb. 26 A-C verdeutlicht folgende Ergebnisse: Eine deutliche
Hemmung (nicht-signifikant) um etwa 50% zur Kontrolle war bei den lymphoiden Zellen und
Erythrozyten in den mit 20 mg/kg AZA behandelten Tieren zu finden.

Die Tiere der CSA Dosisgruppen wiesen im Mittel (Werte um 100 %) vergleichbare Mengen
an lymphoiden Zellen und Retikulozyten im Knochenmark auf. Ein leichter dosisabhingiger
Effekt war allerdings bei den CSA-behandelten Tieren in Hinblick auf die Erythrozytenmenge
zu sehen. Mit steigender Dosis CSA stieg an beiden Sektionstagen graduell die
Erythrozytenzahl. Hier bestand eine signifikante Erhohung von Erythrozyten in der
Dosisgruppe CSA Img/kg im Vergleich zu CSA 25 mg/kg (Sektionstag 1).

Die Auswertung der lymphoiden Zellen und Retikulozyten zeigte, wie in anderen
Untersuchungsmethoden, einen deutlichen Unterschied zwischen den Tieren vom Sektionstag
1 und 2.

Die Untersuchungen der myeloiden Zellen und erythroide Vorlduferzellen zeigten keinen
beachtlichen oder signifikanten Unterschied durch die Behandlung mit CSA und AZA im

Vergleich zu den Kontrolltieren.
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Abb.26 A-C Subpopulationsanalyse von Vorlduferzellen im Knochenmark der Ratte hinsichtlich
hédmatotoxischer Eigenschaften nach Gabe von CSA und AZA.

A) Lymphoide Zellen,

B) Retikulozyten,

C) Erythrozyten.

Signifikanz: * P < 0.05; # 4 Tiere wurden in der Dosisgruppe fiir die Berechnung mit einbezogen.
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Zur Veranschaulichung der markierten Zellen mit den Oberflichenmarkern, die mit
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt waren, wurde eine Probe im LSM 700 mikroskopiert.
Die Abb.27 demonstriert die zelluldre Lokalisation der gelabelten Knochenmarkszellen mit
LDS 751 (Zellkern-Farbung), CD71:PE (erythoide Zellen) und CDA45:FITC
(myeloide und lymphoide Zellen).

Abb.27 Immunfluoreszenz-gelabelte Knochenmarkszellen
aus der Subpopulationsanalyse.

Rot: LDS 751 (Zellkern-Féarbung),

Blau: CD71:PE (erythoide Zellen),

Griin: CD45:FITC (myeloide und lymphoide Zellen).
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3.5.3 Automatische hiimatologische Analysen von Knochenmarkszellen (Advia)

Das Advia 21201 Hamatologie-System (Siemens) ist ein gdngiges Gerdt zur himatologischen
Untersuchung von Rattenserum wéhrend einer toxikologischen Standardpriifung. In dieser
Arbeit wurde eine neue Anwendung dieses Gerétes als automatische Screening-Untersuchung
von Knochenmarkszellen der Ratte getestet.

Die Knochenmarkszellen aus der Toxizititsstudie in Ratten wurden neben der
Subpopulationsanalyse fiir die Analyse im Advia verwendet, um eine schnelle Untersuchung
der Zellpopulationen im Knochenmark zu erreichen.

Die untenstehenden Abbildungen 28 A-E machen erneut deutlich, dass ein drastischer
Mengenunterschied in allen untersuchten Zellpopulationen im Knochenmark zwischen den
Tieren vom Sektionstag 1 und 2 bestand. Die Tiere vom Sektionstag 2 hatten gegeniiber
Sektionstag 1 eine doppelte bis vierfache Menge an Knochenmarkszellen vorliegen.

Wihrend die Mengen an untersuchten Zellpopulationen im Knochenmark in allen
Dosisgruppen CSA am Sektionstag 1 nahezu unverdndert blieben und Werte im Bereich der
Kontrolle aufwiesen, zeigten die Tiere vom Sektionstag 2 dosisabhéngige Effekte: Bereits ab
1 mgkg CSA waren die Werte der weillen Blutzellen, Lymphozyten, neutrophilen
/eosinophilen Granulozyten und Monozyten um bis zu einen vierfachen zur Kontrolle erhoht.
Die mittlere Dosisgruppe CSA hatte dhnlich ausgeprigte Werte wie die untere Dosis CSA.
Die obere Dosis CSA zeigte wiederum eine erneute Steigung mit einer bis zu siebenfachen
Menge der Knochenmarkszellen im Vergleich zur Kontrolle. Allerdings ist anzumerken,
dass die Standardabweichungen der Tiere vom Sektionstag 2 teilweise hoch waren.

Die AZA behandelten Tieren hatten gegeniiber den CSA Dosisgruppen deutlich verringerte
Zellzahlen im Knochenmark. Im Knochenmark der Tiere vom Sektionstag 1 waren beinahe
keine der interessierten Zellen vorhanden. Die Tiere vom Sektionstag 2 zeigten dhnliche oder

um bis zu 50 % reduzierte Zellzahlen als die Kontrolltiere.

Die y-Achsenskalierung wurde in den Abbildungen nicht vereinheitlicht, um alle Werte ablesen

zu konnen, da die Werte zwischen den untersuchten Zellen stark variierten.
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Abb.28 A-E Ergebnisse zur automatischen himatologischen Analyse von Knochenmarkszellen mithilfe des
Advia Hamatologie-System.
A) Weille Blutzellen,

B) Lymphozyten,

C) Neutrophile Granulozyten,
D) Eosinophile Granulozyten,
E) Monozyten. # 4/5 Tiere wurden in der Dosisgruppe fiir die Berechnung mit einbezogen.
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3.5.4 Zytologische Untersuchung und Differenzierung der Knochenmarkszellen in
Knochenmarksausstrichen und Zytopots

Die Knochenmarkszellen, die ebenfalls im Advia analysiert wurden, wurden als Zytopréparate
(Cytospins) auf Objekttrager iibertragen, um durch eine anschlieBende Férbung eine
mikroskopische Auswertung zu ermdglichen. Der Grund dieser mikroskopischen Analyse war
eine vergleichende Betrachtung zwischen Zytopriparaten und Knochenmarksausstrichen.
Wurde die Auswertung des Knochenmarks anhand von Zytospots mit der gewdhnlichen
Auswertung von Ausstrichen verglichen, ergaben sich fiir beide Methoden Vor- und Nachteile.
In den Ausstrichen lagen die Zellen oft dichter beieinander und konnten dadurch schlechter
identifiziert werden (Abb. 29 A-B), andererseits fanden sich in den Zytospots moglicherweise
geschidigte, vakuolisierte Zellen (Abb. 30). In Knochenmarkausstrichen waren vereinzelt,
bedingt durch die Ausstrichmethode des Technikers, ebenfalls geschidigte Zellen vorhanden
sowie weitere Artefakte, die durch Gerinnung oder Variabilitit der Farbung entstanden waren.
SchlieBlich lieBen sich mit beiden Methoden bestimmte Zellarten nicht sicher differenzieren
(in Zytospots beispielsweise Monozyten versus Granulozyten, Lymphoblasten versus

Normoblasten), was zu unterschiedlichen Ergebnissen in der Zellzéhlung gefiihrt haben konnte.

Die Auswertungen der mikroskopischen manuellen Zéhlung werden hier nicht gezeigt, da zum
einen die Knochenmarksausstriche zum grof3ten Teil nicht auswertbar waren und zum anderen

die Zytopots sehr variable Ergebnisse lieferten.

Abb. 29 A-B Verschiedene Reifestadien der Knochenmarkszellen eines Kontrolltieres.
A): Ausstrich, B): Zytospot
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Abb.30 Vakuolen-Bildung in einer Knochenmarkszelle (vermutlich Monoblast) bei mikroskopischer
Betrachtung eines Zytospots.

3.5.5 Colony-Forming Unit Assay (CFU-Assay) mit Knochenmarkszellen

Der in vitro Colony-Forming Unit (CFU) Assay gibt Auskunft {iber hidmatotoxische
Eigenschaften von Testsubstanzen auf Stammzellen. Stammzellen bilden im Knochenmark
natiirlicherweise Kolonien aus, die unter geeigneten in vitro-Bedingungen ebenfalls entstehen.
Die Hemmung dieser Koloniebildung durch Zugabe einer Substanz ist ein Mal} fiir deren
Zytotoxizitit, die sich quantitativ auswerten ldsst. Als Stammzellen wurden zum einen humane
CD34"-Zellen und zum anderen priparierte Knochenmarkszellen aus dem in vivo Versuch in

der Ratte verwendet (sieche Kapitel 2.2.7.4).

CFU-Assay mit humanen CD34*-Knochenmarkszellen

Die humanen CD34"-Knochenmarkszellen wurden mit den aus den archivierten Studien
(Kapitel 2.2.1.2) bekannten Substanzen AZA, CSA, BAP und HCB behandelt, um deren
hamatotoxische Eigenschaften zu untersuchen.

Die humanen Kolonien koénnen unter dem Mikroskop in CFU- und BFU-Kolonien
(Burst Forming Unit) differenziert und ausgezihlt werden. Die pluripotenten CFUs sind unter
anderem Vorlduferzellen von Makrophagen und Granulozyten, wéhrend die BFUs
Vorlauferzellen der Erythrozyten sind.

Die Abbildung 31 A-F zeigt mikroskopische Aufnahmen verschiedener identifizierter

Kolonien, die wihrend des CFU-Assays mit humanen CD34"-Zellen ausgebildet wurden.
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Abb.31 A-F Mikroskopische Aufnahmen zu verschiedenen Kolonien des CFU-Assays mit humanen
CD34"-Zellen.

A, B: BFU-E (burst-forming unit-erythroid);

C: CFU-G (colony-forming unit -granulocyte);

D: CFU-M (colony-forming unit -macrophage);

E: CFU-GM (colony-forming unit -granulocyte-macrophage),

F: CFU-GEMM (colony-forming unit -granulocyte-erythroid-macrophage-megakaryocyte)

Die Mediumkontrolle (IMDM) und die Losemittelkontrolle (0,2 % DMSO) zeigten keine bis
sehr niedrige Wachstumsinhibition der Kolonien:

IMDM: 2 % Inhibition, DMSO: 0 % Inhibition.

Ebenfalls konnte mit der Positivsubstanz Topotecan in den zwei eingesetzten Konzentrationen
5 und 10 ng/ml ein IC50 und IC90 ermittelt werden:

IC50 (5 ng/ml): 55 % Inhibition

IC90 (10 ng/ml): 95 % Inhibition.

Wie in der Abbildung 32 A-D zu sehen, war das Hemmungs-und Wachstumsverhalten der vier
Substanzen auf die humanen Knochenmarkszellen unterschiedlich. Die Immunsuppressiva
AZA und CSA hatten gemeinsam, dass keine Kolonien ab 30.000 ng/ml vorhanden waren
(Schnittpunkt mit der X-Achse). Wahrend die Anzahl der Kolonien bei AZA sukzessiv bei
steigender Konzentration sinkt, ist bei den mit CSA behandelten Zellen eine steile Abnahme

von 10.000 auf 30.000 ng/ml zu sehen.
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Die Chemikalien BAP und HCB hatten die Gemeinsamkeit, dass in diesem Versuch keine
Konzentration gefunden werden konnte, die eine 100 prozentige Wachstumshemmung zeigte.

Das Wachstumsverhalten hinsichtlich der Anzahl der CFUs und BFUs mit steigender
Konzentration von AZA, CSA und HCB war dhnlich auler das insgesamt BFUs in groB3erer
Anzahl als CFUs vorkamen. Ein gegenteiliges Verhalten hinsichtlich CFUs und BFUs zeigte
allerdings die Substanz BAP: Die Anzahl der BFUs sinkt bis 100 ng/ml, steigt ab 100 ng/ml,
sinkt ab 300 ng/ml und steigt wieder allméhlich ab 1000 bis 100.000 ng/ml. Dagegen steigt die
Anzahl der CFUs schrittweise ab 30 ng/ml bis 1.000 ng/ml und sinkt ab 1.000 bis
100.000 ng/ml.

Der Einsatz von HCB in steigenden Konzentrationen zeigte keinen groBen Einfluss auf die

Anzahl der Kolonien.
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Abb.32 A-D Ergebnisse aus dem CFU-Assay mit humanen CD34*-Knochenmarkszellen.
Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentration von A) Azathioprin B) Cyclosporin A C) Benzo(a)pyren und
D) Hexachlorbenzol behandelt (Auszéhlung von Triplikaten).
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Zusétzlich zur Auszdhlung der Kolonien wurden die Zellen im Medium verfliissigt,
zytozentrifugiert (Cytospin-Methode) und anschlieBend zur Untersuchung der Zellmorphologie
mit May-Griinwald-Giemsa gefarbt. Hier konnten morphologische Transformationen der
Knochenmarkszellen (wie z.B.geschddigte Zellmembranen und vakuolisierte Zellen)
festgestellt werden, die teilweise vor einer deutlichen Abnahme der Kolonien in der Auszéhlung
gesehen wurden. Eindeutige Ergebnisse zu Konzentrations-abhédngigen morphologischen
Verianderungen in den humanen CD34-Zellen konnten nach der Gabe von AZA im Vorversuch
(siehe Kapitel 2.2.7.4) gesehen werden. Die Abbildung 33 veranschaulicht die Gabe von
1, 100, 1.000 und 100.000 ng/ml AZA auf humane CD34+-Zellen: Nach 1 ng/ml AZA (A)
sahen die Zellen, wie die Zellen der Mediumkontolle, normal und unversehrt aus.
Nach 100 ng/ml (B) zeigten die Knochenmarksstammzellen deformierte, beschédigte
Zellmembranen und vereinzelte vakuolisirte groe Zellen. Die gleichen Charakteristika waren
nach 100.000 ng/ml AZA (C) zu sehen, wobei viel weniger Zellen vorhanden waren.
Die stirksten Effekte zeigte die Konzentration 100.000ng/ml (D), die die Zellzahl fast

verschwinden lies.
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Abb.33 A-D Morphologische Charakteristika geférbter Cytopots aus dem CFU-Assay mit humanen CD34"-
Knochenmarkszellen nach Gabe von Azathioprin.
Féarbung mit May-Griinwald-Giemsa. A) 1, B) 100, C) 1.000, D) 100.000 ng/ml Azathioprin.
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CFU-Assay mit Knochenmarkszellen der Ratte

Die Abb. 34 zeigt die Auswertung des ex vivo CFU-Assays, dessen Knochenmarkszellen aus

dem in vivo Versuch an Ratten stamen, die mit CSA und AZA behandelt wurden. Der ex vivo

CFU-Assay machte deutlich, dass die Anzahl an Kolonien in allen Dosisgruppen

(Kontrolle, CSA, AZA) dhnlich zur Mediumkontrolle mit IMDM waren.

Die Behandlung in vitro mit der Positivsubstanz Topotecan in den zwei Konzentrationen

8 und 35 ng/ml verdeutlichte eine dosisabhdngige Hemmung der gewachsenen Kolonien.
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Abb.34 Ergebnisse aus dem CFU-Assay mit Knochenmarkszellen aus der Ratte (ex vivo).
Die Zellen wurden mit Mediumkontrolle (IMDM), Positivkontrolle (Topotecan) und verschiedenen
Konzentration von Azathioprin (AZA) und Cyclosporin (CSA) behandelt. (n = 50 Tiere)
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4 Diskussion
Teil 1: Immunhistochemische Biomarker in lymphatischen

Organen der Ratte

4.1 Etablierung immunhistochemischer Biomarker in lymphatischen Organen der Ratte
an bis zu 20 Jahre alten archivierten Toxizititsstudien

Die Etablierung von sechs immunhistochemischen Biomarkern (CD3, CDS8, CD68, CD79,
Caspase-3, Zytokeratin) in lymphatischen Organen der Ratte erwies sich als schwierig.
Wihrend zundchst die Etablierung der Biomarker an frischen Kontrollblécken von
unbehandelten Tieren und mit optimaler Fixierungszeit unproblematisch war, zeigte die
entsprechende Aufarbeitung die archivierten Studien mit bis zu 20 Jahren Lagerzeiten einige
Schwierigkeiten. Die Protokolle mussten pro Marker und Studie mehrfach angepasst
(z.B. Erh6hung Konzentration Primédrantikorper, Verdnderung der Antigen-Retrival-Methode)
werden, um positive Ergebnisse und eine ausreichende Farbung der Zielzellen zu erhalten.
Interessanterweise lieBen sich dabei manche AntikOrper besser etablieren als andere,
was moglicherweise daran lag, dass in einigen Geweben die Oberflichenantigene nach langer
Lagerzeit nicht mehr original vorhanden oder schwer zugénglich waren.

Fiir die Auswertung der H&E-Farbung mussten die bereits vorhandenen gefarbten, archivierten
Schnitte von lymphatischen Organen wiederholt werden, da sich Artefakte, wie Ablosung des
Schnittes vom Objekttrager, Ausbleichen oder Bruchstellen im Gewebeschnitt bei Eindecken
mit Folie, gebildet hatten. Folglich konnten Artefakte sowohl in den Schnitten als auch in den
Organblocken festgestellt werden.

Die Fixierungszeit spielt eine grofe Rolle fiir den Farbeerfolg. Sie war in jeder Studie
unterschiedlich (siehe Tab. 2). Die Fixierung mit Formalin fiihrt zu einer Bildung von
Hydroxymethylgruppen an reaktiven Aminosdurenseitenketten und anschlieBender Vernetzung
von Peptiden. Dadurch konnen Epitope maskiert werden, welches zu einer reduzierten
Immunreaktivitidt fiihrt. Zur Optimierung der Farbung wurden deswegen verschiedene
Antigen-Retrival-Methoden angewendet. Webster et al. (2009) untersuchten Effekte von
verlangerter Formalin-Fixierung auf diagnostischer IHC in Haustieren. Ihre Resultate ergaben,
dass eine Formalin-Fixierung bis zu sieben Wochen minimale Effekte auf den Antigennachweis
durch die meisten hiufig verwendeten AntikOrper hatte. In einer weiteren Studie von
Shi et al. (2007) wurde die Standardisierung der IHC in FFPE-Gewebeschnitten mit
verschiedenen Antigen-Retrival-Techniken und verschieden langen Fixierungsperioden

untersucht.
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Shi et al. gehen davon aus, dass der FEinfluss von Formalin den hauptsdchlichen
unkontrollierbaren intrinsischen Faktor in der Standardisierung der IHC in FFPE-Gewebe
darstellt. In einem Test konnten Shi et al. zeigen, dass die Intensitdt der Immunfarbung nach
30-tagiger Fixierung leicht schwécher war als in Gewebe, die kiirzer fixiert wurden.

Nach diesen Studien kann davon ausgegangen werden, dass die Art der Fixierung selbst nicht
der Hauptgrund fiir die schwierige Etablierung der IHC-Féarbung war, moglicherweise aber das
Volumen des Fixans in Relation zur fixierten Gewebemenge. Ein weiterer Einfluss konnen die
Bedingungen der Gewebeverarbeitung sein, die in den verschiedenen Studien auch von
verschiedenen Personen durchgefiihrt wurde.

Es liegt auBerdem nahe, dass die Artefakte durch die teilweise sehr lange Lagerungszeit
entstanden sind. Xie und Kollegen (2011) haben berichtet, dass Antigenverédnderungen oder
— verlust iiber die Zeit in gelagerten Schnitten und Blocken fiir Nukleinsduren - basierte Tests
festgestellt wurden. Es wurde gezeigt, dass lagerungsbedingte Unterschiede in der
Immunreaktivitdt nicht durch die subzelluldre Lokalisation wie Nukleus oder Zytoplasma des
Antigens limitiert sind. Es scheint allerdings, dass die Erkennung von Antigen-Degradation
Marker-abhéngig ist. Einige Marker konnten nach einem Jahr Lagerung nachgewiesen werden,
wihrend andere eine Reduktion in der Farbeintensitidt und Zahl an positiven Zellen zeigten.
Der Mechanismus, der die Antigen-Konservierung und den —verlust beeinflusst, wurde bis
heute nicht genau charakterisiert. Die Antigen-Degradation in Paraffinblocken soll im
Gegensatz zu ungefarbten Schnitten langsamer geschehen, sofern optimal fixiert, behandelt und
gelagert wurde (Xie et al., 2011). Des Weiteren kamen Wester und Kollegen (2000) zu dem
Schluss, dass die Lagerung von Paraffinschnitten zu einer variablen, reduzierten
Immunreaktivitdt fiir verschiedene Antikorper fiithrt. Diese Variabilitit hingt von der
Lagerungszeit, Temperatur, aber nicht Fixierungszeit ab. Dieser Effekt konne wahrscheinlich
durch die Optimierung des Protokolls fiir die Antigen-Retrival-Methode verbessert werden.
Diese Erkenntnisse passen gut zu den Ergebnissen in dieser Arbeit.

Die Etablierung der Biomarker an den Kontrollbldcken hatte die Uberpriifung der Lokalisation
der Zielzellen (T-Zellen und Subpopulationen, B-Zellen, Makrophagen, apoptotische Zellen
und Epithelzellen im Thymus) zum Ziel. Die Lokalisation dieser Zielzellen war, wie in der
Literatur und den Produktinformationsblittern der Antikorperhersteller beschrieben,
tibereinstimmend (siehe Abschnitt 3.1):

Der Antikorper CD3 dient zum Nachweis von T-Zellen in Paraffin-Gewebe
(Mason et al., 1989) von Thymus und peripheren lymphoiden Gewebe wie die Milz
(Campana et al., 1987).
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Das CD3-Antigen ist zunéchst in frilhen Thymozyten nachweisbar und sein Auftreten ist
anscheinend eines der ersten Zeichen einer Festlegung auf die T-Zell-Reihe. Bei unreifen
Thymozyten im Thymus ist die CD3-Expression ausschlieBlich zytoplasmatisch und tritt
anschliefend bei Zellreifung membranassoziiert auf (Campana et al., 1987).

Das CD8-Oberflichenantigen wird innerhalb der T-Zellen von der Subgruppe zytotoxische
T-Zellen, den meisten Thymozyten und der Mehrzahl von NK-Zellen exprimiert
(Whiteland et al., 1995).

Es ist bekannt, dass das Antigen CD4 sich nicht in Paraffin-eingebetteten lymphatischen
Rattengewebe nachweisen ldsst (Randall & Pearse, 2008). Deshalb wurde dieser Marker nicht
weiter untersucht.

Das CD68-Antigen wird iiberwiegend von Gewebemakrophagen exprimiert und ist als
Makrophagen-Marker in der Ratte gut etabliert (Damoiseaux et al., 1994).

Der Antikorper CD79 ist ein B-Zell-Marker fiir die Ratte und weitgehend spezifisch auf die
Zellen der B-Zelllinie beschriankt. CD79 ist fiir eine effiziente Oberflichenexpression des
B-Zellrezeptors unerldsslich und ist auBerdem notwendig bei der Signaliibertragung ins
Zytoplasma nach Bindung des Antigens an Oberflachen-Immunglobulin (Mason et al., 1995).
Der Antikorper Caspase-3 (cleaved) erkennt spezifisch ein durch die Spaltung neu entstandenes
Epitop des grofen Fragmentes der aktivierten Caspase-3. Dieser Marker eignet sich
hervorragend fiir die immunhistochemische Darstellung von Apoptose in Rattengewebe
(Gown & Willingham, 2002).

Eine Mischung von Anti-Zytokeratin Antikorper eignete sich gut fiir die spezifische
Markierung der Epithelzellen im Thymus (Colic et al., 1989).

Insgesamt hat sich gezeigt, dass diese Etablierung der immunchemischen Férbung von lange
gelagertem Material flir zukiinftige Analysen zu zeitaufwendig ist, um sie in die Routinearbeit
zu integrieren. Trotzdem gibt es sicherlich Umsténde, unter denen eine solche nachtriagliche

Auswertung den Aufwand lohnen konnte (s.a. Kapitel 4.2).

4.2 Bis zu 20 Jahre alte Toxizititsstudien bieten ausfiihrliche Informationen iiber die
zelluliiren Verinderungen nach immunmodulierenden Substanzen

An den bis zu 20 Jahre alten Toxizitdtsstudien konnten trotz ihres Alters, der schwierigen
Etablierung der IHC und schwiécheren Farbintensitit detaillierte Informationen iiber die
wichtigsten Immunzellen und interagierenden Zellen in Milz und Thymus gewonnen werden

(sieche Abb. 16).
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Neben Milz und Thymus wurden immunhistochemische Farbungen auch im mesenterialen
Lymphknoten durchgefiihrt. Allerdings hat sich schnell gezeigt, dass weitere Untersuchungen
nicht erfolgsversprechend scheinen, da sich keine Unterschiede zwischen Kontrolltieren und
behandelten Tieren ergaben. Deshalb wurde sich im Folgenden nur auf die Untersuchung von
Milz und Thymus konzentriert, da die Lymphknoten anscheinend besser mit der H&E-Féarbung
evaluiert werden konnen. Ein Grund dafiir war, dass die Schnittebene bei Lymphknoten schwer
vereinheitlicht werden konnten und deshalb die Lymphozyten-reichen Gebiete unterschiedlich
betrachtet wurden. Die Lymphknoten sind hoch variabel, klein und schwierig zu entnehmen
(Elmore, 2006f). Lymphknoten bestehen aus mehreren lymphoiden Lappchen, umrandet von
mit Lymphe gefiilltem Sinus und umgeben von einer Kapsel. Die komplexen dreidimensionalen
Léppchen und die Sinus konnen sich abhingig von der Schnittebene sehr unterschiedlich
darstellen. Deshalb ist ein detailliertes Verstiandnis {iber die Histologie der Lappchen wichtig,
um den Bereich an Variationen aufgrund von anatomischer Lokalisation, Alter, Erndhrung,
Antigenbelastung, Schnittebene und Interpretation der Verdnderungen im normalen
Lymphknoten zu erkennen (Willard-Mack, 2006).

Die IHC-Biomarker unter Anwendung der Nomenklatur Enhanced Histopathologie hatten
vollstdndigere Informationen geliefert als die H&E-Routinefarbung. Wie aus der Tab. 30
ersichtlich, konnten immunmodulierende Veridnderungen nach Substanzgabe in vier von sieben
Studien (bei Ausklammerung der AZA-Studie) in niedrigeren Dosierungen entdeckt werden als
mit der H&E-Féarbung. Diese Aussage konnte mit der Aufstellung eines LOEL getroffen
werden. Wihrend die Aufstellung eines LOELs in der histopathologischen Untersuchung in
Toxizitétsstudien géngig ist, ist diese Aufstellung fiir [HC-gefidrbtes Gewebe keine Routine.
Im Folgenden wird die Wirkung jeder Substanz auf Milz und Thymus betrachtet und mit

Studien aus der Literatur verglichen.

4.2.1 Die Wirkung von AZA auf die lymphatischen Organe der Ratte

In der Forschung ist AZA eine gut untersuchte Modellsubstanz fiir immuntoxische
Untersuchungen, da es immunsuppressiv. witkt (De Waal et al, 1995;
The ICISIS Group Investigators, 1998; Kuper et al., 2000).

In der AZA-Studie konnten induzierte Verdnderungen des Immunsystems mit der
H&E-Firbung aufgedeckt werden. Der Thymus war das sensitivste Organ, das histologische
Befunde bereits ab 5 mg/kg (erhdhte Makrophagenzahl im Thymus) zeigte. Das Knochenmark,
das ein primires Zielorgan von AZA ist, zeigte morphologische Verdnderungen ab 10 mg/kg,

die auf eine Atrophie hinweisen.
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Die immunhistochemische Fiarbung im Thymus konnte zusétzliche Aspekte von induzierten
Verianderungen (reduzierte epithelfreie Regionen und erhdhte Dichte des Epithelnetzwerks)
aufdecken, die nicht mit der Routine-Farbung zugéinglich sind.

In der ICISIS-Studie, der ersten internationalen Studie auf Basis der 28-Tage Toxizitéitsstudie
nach der OECD Guideline 407, wurde Azathioprin als potente immunsuppressive Substanz
eingesetzt (The ICISIS Group Investigators, 1998). Bei den Rattenstimmen Fischer und Wistar
haben die Labore insgesamt eine signifikant reduzierte Zellularitdt im Thymus und zusétzlich
in der Milz (Marginalzone, PALS, Follikel) ab der mittleren Dosis gesehen. Die teilweise
unterschiedlichen Befunde (Makrophagen im Thymus und keine Effekte in der Milz) in der
AZA-Studie im Gegensatz zur ICISIS-Studie konnten an der verwendeten Rattenspezies oder
Formulierung der Substanz liegen, da das Prodrug AZA in unterschiedlicher Weise
metabolisiert werden kann. In der ICISIS-Studie wurden zwei Rattenstimme getestet,

die teilweise eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniiber den Substanzen gezeigt haben.

4.2.2 Die Wirkung von CSA auf die lymphatischen Organe der Ratte

In der CSA-Studie wurden die ersten immunsuppressiven Effekte im Thymus in der mittleren
Dosis (5 mg/kg) gesehen. In der H&E-Farbung wurde ab 5 mg/kg eine Verschmilerung bis
zum Verlust der Markzone und somit eine Verschiebung des Rinde/Mark-Verhéltnisses
gesehen. Auflerdem traten vermehrt Makrophagen in der Thymusrinde auf, die bei Madnnchen
ab 5 mg/kg und in der oberen Dosis bei beiden Geschlechtern auftrat. In der Milz waren eine
reduzierte Zellularitdt der PALS und eine verdnderte Zellularitit der Follikel in der oberen
Dosis zu sehen. In der IHC-Farbung gelang nur der Nachweis von CD68 fiir die Markierung
von Makrophagen. Die Ménnchen zeigten eine dosisabhéngige Reduzierung von Makrophagen
in der mittleren und oberen Dosis.

Entsprechende Befunde zur Verschmélerung der Medulla im Thymus von Ratten sind bereits
aus der Literatur bekannt (Beschorner et al., 1987). In der Rindenzone traten im Zusammenhang
mit der Verschiebung des Verhiltnisses von Rinde und Mark vermehrt Makrophagen auf.
Da es nach Beschorner und Kollegen (1987) nach toxischen Dosen der Priifsubstanz auch zum
Untergang lymphatischer Zellen im Cortex kommt, wird auch dieser Befund als
priifsubstanzbedingt im Sinne einer Phagozytose untergegangener lymphatischer Zellen
angesehen. Die zelluldre Reduktion in der Medulla, das erhohte Vorkommen von Makrophagen
in der Rinde und die reduzierte Zellularitit in der PALS der Milz wurden ebenfalls in einer

Validierungsstudie des ehem. BGVV gesehen (Richter-Reichhelm & Schulte, 1998).
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Ahnliche Befunde nach CSA in der Milz sind bei der Maus beschrieben (Hattori et al., 1987),
sodass es sich auch hier um spezifische Wirkungen der Priifsubstanz auf das Immunsystem
handelt.

In dieser Studie wird auBlerdem deutlich, dass Milzbefunde die Folge der Substanzwirkung auf

den Thymus sind (weniger T-Zellen werden freigesetzt und erreichen die Milz).

4.2.3 Die Wirkung von OXA auf die lymphatischen Organe der Ratte

Die néchsten 4 untersuchten Substanzen stammten aus der Gruppe der Oxazolidinone und
wurden im Gegensatz zu den anderen untersuchten Substanzen nur iiber zwei Wochen
verabreicht (ehemalige Studiendauer nach OECD 407). Es ist bekannt, dass Vertreter dieser
Substanzgruppe, die als Antibiotika verwendet werden, insbesondere Nebenwirkungen auf die
Héamatopoese hervorrufen konnen (Kuter & Tillotson, 2001).

Die Gabe von OXALI zeigte eine verringerte Himatopoese in der Milz der Tiere der oberen
Dosis. Deutlich mehr Effekte, unabhéngig von der Hiamatopoese, konnte die IHC-Féarbung
aufdecken: Ab der untersten Dosis waren weniger apoptotische Zellen im Thymus und T-Zellen
in der roten Milzpulpa vorhanden. In der oberen Dosis waren keine epithelfreien Regionen im
Thymus vorhanden, erhohte Mengen an Makrophagen im Thymus und T-Zellen in der roten
Milzpulpa bei den Weibchen. AufBlerdem konnten vermehrt B-Zellen in der PALS von
Weibchen der unteren und mittleren Dosis gefunden werden.

In der OXAII-Studie konnten behandlungsbedingte Effekte ausschlieBlich in der H&E-Firbung
gesehen werden, die in einer Nachbeobachtungs-Gruppe zum Teil nicht reversibel waren.
Der Effekt der reduzierten Hamatopoese und Anzahl Megakaryozyten in der roten Pulpa der
Milz war in der oberen Dosis verringert und bestand weiterhin in allen Nachbeobachtungs-
Gruppen. Somit kann auf eine weiter anhaltende Schidigung der Hdmatopoese geschlossen
werden. Nur die reduzierte Zellularitit der Roten Pulpa in Weibchen der oberen Dosis,
die ebenfalls im Zusammenhang der Himatopoese stehen kann, war in der Nachbeobachtungs-
Gruppe nicht mehr vorhanden. Neben der Hidmatopoese waren ebenfalls die Immunzellen
betroffen: Der Thymus der oberen Dosis bei Mannchen zeigte reversible Atrophien und die
Milz eine irreversible reduzierte Zellularitét in der wei3en Pulpa der Weibchen.

In der OXAIII-Studie befand sich ebenfalls der ausgeprégteste Effekt auf die Himatopoese der
Milz (ab 75 mg/kg), welcher mithilfe der H&E-Féarbung und der CD79-Farbung (ab 75 mg/kg),
die zusétzlich Megakaryozyten anfarbt, deutlich wurde. Bei weiblichen Tieren wurde in fast
keiner Gruppe Hamatopoese in der Milz gesehen. Im Gegensatz dazu war bei den ménnlichen
Tieren eine deutliche Blutbildung in der Kontrolle vorhanden, da Ménnchen stdrker wachsen

und ihre Blutmenge entsprechend vergrofern.
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Die verminderte Zellularitit der roten Pulpa war allerdings in beiden Geschlechtern ab der
mittleren Dosis zu sehen. Auch in der weillen Pulpa trat eine Senkung der Zellzahl auf, die sich
bei Weibchen ab der mittleren Dosis duBlerte und bei Ménnchen in der oberen Dosis.
Zusatzlich war auch in dieser OXA-Studie eine Thymusatrophie in der hohen Dosierung zu
sehen.

Die IHC-Fiarbung zeigte insbesondere eine dosisabhéingige Verminderung von Makrophagen
in der roten Milzpulpa. Auch hier verschwanden die epithelfreien Regionen durch die Zugabe
von OXAIII, das bereits ab der untersten Dosis sichtbar war.

Die Gabe von OXAIV zeigte erneut, dass die Weibchen in fast allen Fillen keine Himatopoese
in der Milz ausbildeten. Die Ménnchen dagegen hatten alle bis zur mittleren Dosis von
75 mg/kg hamatopoetische Foci in der Milz, die in der obersten Dosis komplett verschwanden.
Zusatzlich war ab 75 mg/kg eine Thymusatrophie in beiden Geschlechtern zu sehen. Mit der
IHC-Farbung konnte erneut ein Verschwinden der epithelfreien Regionen in der oberen Dosis
nachgewiesen werden. Deutliche dosisabhiingige Effekte waren in der verminderten Zahl an
T-Zellen in der roten Pulpa in der oberen Dosis und den Makrophagen in der Marginalzone ab
der mittleren Dosis zu erkennen.

Insgesamt konnten in jeder OXA-Studie eine Myelotoxizitit insbesondere der Ménnchen
festgestellt werden, die unterschiedlich ausgeprdgt war. Bei jungen Ratten findet Blutbildung
nicht nur im Knochenmark sondern auch in der Milz statt, wo sie insbesondere nach
Blutentnahmen deutlich hervortritt. Eine Schiadigung der Blutbildung kann daher oft nicht nur
im Knochenmark, sondern auch in der roten Milzpulpa der Ratte erkannt werden.
Neben Effekte auf die Himatopoese waren, auler in der OXAI-Studie, Zeichen der Atrophie
im Thymus zu sehen. Interessanterweise zeigte die IHC-Farbung von Zytokeratin auBler bei
OXAIII verminderte bzw. Fehlen von epithelfreien Regionen im Thymus, dessen Auftreten
sich zwischen den Substanzen unterschied.

Ebenfalls auffillig waren geschlechtsspezifische Empfindlichkeiten gegeniiber OXA in jeder
Studie.

4.2.4 Die Wirkung von BAP auf die lymphatischen Organe der Ratte

Die Auswertung der H&E-Féarbung ergab bereits ab der unteren Dosis (37, 5 mg/kg) mit BAP
das Auftreten verstirkter Blutbildung in der roten Pulpa. Hinzu kam eine Abgrenzung von
prominenten Sinusendothelien in der Milz ab der mittleren Dosis. Eine Atrophie im Thymus
und eine Erh6hung von Sternhimmelmakrophagen waren ebenfalls ab der mittleren Dosis BAP

vorhanden.
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Mithilfe der IHC-Férbung konnten zusitzliche Informationen gewonnen werden: Ab der
untersten Dosis war eine verringerte Breite der Marginalzone in der Milz und geringere Mengen
an T-Zellen in der roten Pulpa vorhanden.

Die meisten Tiere aller Dosisgruppen zeigten gehduft Makrophagen im Thymus an der Grenze
zwischen Rinde und Mark. AuBerdem konnte in allen behandelten Tieren eine deutliche
Abnahme der epithelfreien Regionen und - als Hinweis auf eine Thymusatrophie mit reduzierter
Thymozytenzahl - eine erhohte Dichte des Epithelnetzwerkes in der oberen Dosis gezeigt
werden. Insgesamt zeigt BAP bereits in der untersten Dosis von 37,5 mg/kg Hinweise auf eine
immunsupprimierende Wirkung.

Ahnliche Ergebnisse, wie Anzeichen von einer kortikalen Atrophie im Thymus, wurden
ebenfalls in der Studie von De Jong et al. (1999) gefunden, die BAP in einer erweiterten OECD
407 in Wistar-Ratten untersucht haben. Weitere immunsuppressive Effekte von BAP auf Ratten
wurden von Blanton et al. (1986), Ladics et al. (1992) und Knuckles et al. (2001) gezeigt.
Neben den lymphatischen Organen waren in der oberen Dosis auch nicht-lymphatische Organe
betroffen (Ergebnisse in Kemmerling et al., 2015). Es haben sich histopathologische Befunde
wie Atrophien in Fettzellgewebe, Leber und Pankreas gezeigt. Die mutagenen und
karzinogenen Metabolite von BAP haben die Befunde Basalzellhyperplasie im Vormagen und
Leberhyperplasien verursacht. Nach Wester et al. (2012) sind Leber und Vormagen als
»proximale* Zielorgane von BAP bekannt, da sie anfillig fiir die Entwicklung von Tumoren in
chronischen Studien sind. In einer weiteren Studie mit CYP1A1-Knockout Mausen fiihrte die
Gabe von BAP zur Immuntoxizitit und Tod der Tiere. Daraus ldsst sich schlief3en,
dass CYP1A1-Enzyme fiir die Detoxifizierung von oralen BAP notwendig sind (Nebert et al.,
2013). Der Wirkmechanismus ist allerdings noch nicht vollstindig verstanden und die
Auslosung der Immuntoxizitit komplex, da auch immunstimulierende Effekte berichtet wurden

(Booker & White Jr., 2005).

4.2.5 Die Wirkung von HCB auf die lymphatischen Organe der Ratte

Die Gabe von HCB iiber vier Wochen an Ratten hatte im Gegensatz zu den anderen Substanzen
immunstimulierende Wirkung gezeigt, die sich neben der Milz vor allem in den Lymphknoten
aufBlerte. In der Milz waren die Zellularitit der Lymphozyten in der Marginalzone und in den
Follikeln und das Vorkommen extramedulldrer Himatopoese in der roten Pulpa ab der mittleren
Dosis (30 mg/kg) erhoht. In der IHC-Féarbung war nur die CD8- und CD3-Firbung erfolgreich:
Zytotoxische T-Zellen (CD8) waren in der PALS ab der mittleren Dosis erniedrigt.
Die Erhéhung der CD3-T-Zellen in B-Zell-Follikeln der Madnnchen in der oberen Dosis passte
zu den Befunden der H&E-Férbung.

123



In einem Makrophagen-Aktivititstest mit Milzzellen von Wistar-Ratten, die mit HCB
behandelt wurden, konnte eine erhdhte Makrophagenaktivitit festgestellt werden
(Ergebnisse in Kemmerling et al., 2015).

Es wurde gefolgert, dass die MakrophagenAktivitit durch sekundédre Aktivierung durch
nicht-spezifische inflammatorische Ereignisse entstanden ist, da kein weiterer Inmunparameter
in Immuntests signifikant verdndert war. Des Weiteren konnen die starken irritierenden und
zytolytischen Eigenschaften von HCB zur Zerstdrung von Zellen gefiihrt haben, die eine
erhohte Makrophagen-Aktivitdt hervorgerufen haben. In weiteren Untersuchungen wurde die
Toxizitdt von nicht-lymphatischen Organen gesehen. Die Leber war ein Zielorgan, das klinisch-
chemische und histopathologische Verdnderungen ab der mittleren Dosis gezeigt hat.
Weitere inflammatorische Befunde wurden in der Lunge und Haut ab der mittleren Dosis
gesehen.

Eine erhohte GrofBe der Follikel und der Marginalzone in der Milz fand ebenfalls
Vos et al. (1979) heraus, die Ratten dreiwdchig HCB verabreichten. Die immunstimulierenden
(pro-inflammatorischen) Effekte konnen auBlerdem eine Autoimmunitit ausldsen.
Die HCB-induzierten Effekte in der Ratte hatte Michielsen et al. (1999) mit Autoimmunitét in
Zusammenhang gebracht.

Insgesamt waren die Effekte von HCB gegensitzlich zu den anderen untersuchten Substanzen.
HCB wurde als immunstimulierende Substanz von einigen Wissenschaftlern bezeichnet
(Kuiper-Goodman et al., 1977; Vos et al., 1979a, 1979b). Die gefundenen Effekte sind
allerdings nicht auf eine primire Immuntoxizitét, sondern auf eine sekundére Aktivierung von

immunkompetenten Zellen zuriickzufiihren.

4.2.6 Die Enhanced Histopathology als geeignetes Mittel zur Auswertung von IHC-
Farbungen in Milz und Thymus

Die EH ist ein Hilfsmittel, das der Pathologe zur Identifizierung von immunmodulierenden
Komponenten nutzen kann. Diese Untersuchung basiert auf der Voraussetzung,
dass Chemikalien qualitative oder quantitative Verdnderungen in der Histologie von
lymphatischen Organen induzieren konnen. Die EH beinhaltet die histologische Untersuchung
von verschiedenen lymphatischen Organen und ihrer Kompartimente, um spezifische zelluldre
Veranderungen aufzufinden (Elmore, 2010). Wihrend die Anwendung der EH an
H&E-Standardfarbung zur Routine gehort, ist die Anwendung fiir IHC-Fiarbungen eher

unbekannt.
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Diese Untersuchung in subakuten vier Wochen-Studien hat gezeigt, dass die EH an
[HC-gefarbten lymphatischen Organen erfolgreich war und somit eine vergleichbare,
standardisierte Auswertung zur H&E-Farbung war. Obwohl nicht alle lymphatischen Organe
betrachtet wurden, konnten allein in Milz und Thymus spezifische Substanz induzierte
Immunsuppression oder —stimulation bestimmt werden. Des Weiteren lieB3 sich die aufgestellte
Nomenklatur gut in den verschiedenen Studien anwenden.

Fiir Experten/Pathologen mit Kenntnissen iliber Struktur und Funktion von lymphatischen
Organen lésst sich diese Nomenklatur gut erlernen und umsetzen. Auch fiir die IHC-Féarbung
ist es das Beste, wenn zuerst die Kontrollen eines Organsystems, dann die hochste Dosis und
dann die untere und mittlere Dosisgruppe evaluiert werden. Eine zweite, geblindete (,,blinded*)
Uberpriifung kann fiir leichte Effekte durchgefiihrt werden (Elmore, 2012). Fiir die Abgrenzung
eines primiren gegeniiber einem sekunddren, unspezifischen Immuneffekt auf die
lymphatischen Organe sollten weitere lymphatische Organe untersucht und Ergebnisse anderer
nicht-lymphatischer Organe, klinische Chemie, klinische Beobachtungen, Korper- und
Organgewichte herangezogen werden. Der wichtigste unspezifische Mechanismus zur
Abgrenzung eines primédren Effekts sind die Folgen von Stress. Da der Thymus sehr
empfindlich gegeniiber den Effekten von Stress ist (durch endogene Kortikosteroide), ist es
wichtig zwischen substanzinduzierter Thymusatrophy und stressbedingter Apoptosis der
Lymphozyten zu unterscheiden. Dies ist allerdings sehr schwierig und kann parallel auftreten.
Die Ausschiittung endogener Kortikosteroide in Folge von Stress und eine Schwiachung kann
in einer Gruppe von Tieren passieren, welches in einer erhohten Zahl von kortikalen
Thymozyten resultieren kann. Stress kann beispielsweise durch die Applikationsroute,
Larm oder die Tierhaltung ausgelost werden. Es wird oft mit einer Abnahme des

Korpergewichts in Zusammenhang gebracht. (Elmore, 2006c, 2012).

4.2.7 Sechs immunhistochemische Biomarker als Zusatzuntersuchung in toxikologischen
Standarduntersuchungen

Nach der Definition des National Institutes of Health wird ein Biomarker als ,,ein Kennzeichen,
der objektiv gemessen und als Indikator fiir normale biologische Prozesse, pathogene Prozesse
oder pharmakologische Antworten einer therapeutischen Intervention evaluiert wird®
bezeichnet (Dunstan et al., 2011). In dieser Untersuchung trifft es zu, dass die
immunhistochemischen Biomarker Indikatoren fiir normale biologische Prozesse und
pathogene Prozesse sind. Die objektive semiquantitative Messung kann durch ,,Verblindung*
der Dosen, feste Kriterien sowie Peer-Review (Bestitigung der Befunde durch Untersuchung

einer zweiten Person) erfolgen.
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Eine quantitative Messung ist durch die mikroskopische Auswertung eines Pathologen
aufgrund eines Interpretationsspielraumes bei der Graduierung von Befunden nicht gegeben.
Die immunhistochemischen Biomarker gehoren zur Klasse der qualitativen Biomarker nach
Cummings et al. (2010).

Die Anwendung von immunhistochemischen Biomarkern in lymphatischen Organen in
toxikologischen Standardstudien sollte iibersichtlich und effizient sein sowie im Regelfall
keinen groen Mehraufwand bedeuten.

Matos et al. (2010) sind der Meinung, dass die IHC ein wichtiges Werkzeug fiir den Biomarker-
Nachweis ist, gerade flir Untersuchungen, die nicht mit der konventionellen H&E-Farbung
abgedeckt sind. Durch die Untersuchung von Verdnderungen in Zellen und Geweben ldsst sich
eine Immuntoxizitit ndher charakterisieren (Ward et al., 2006).

Wenn die immunhistochemischen Protokolle etabliert sind, ldsst sich die IHC-Farbung leicht
umsetzen. Allerdings bedeutet sie einen groBeren Zeitaufwand als eine H&E-Farbung.
Die Auswahl der sechs Biomarker war ausreichend und tbersichtlich, um die zelluldren
Zustinde einer Immunstimulierung oder Immunsuppression ndher zu untersuchen.
Ward et al. (2006) haben ebenfalls die Biomarker CD3, CD8 und CD68 als geeignete
Antikorper zur Detektion von Rattenantigenen verwendet.

Insgesamt scheint es ratsam, gute immunhistochemische Biomarker wie die verwendeten
routineméfig einzusetzen. Gerade bei Substanzen mit unbekannten Wirkmechanismus ist es
wichtig, dass immunsupprimierende oder —stimulierende Wirkungen nicht {ibersehen werden.
Die Auswahl kann je nach vermuteten oder bekannten Wirkmechanismus auch weitere
Zielzellen einschliefen, wie z.B. die Untersuchung von NK-Zellen oder Immunglobulinen.
Des Weiteren ist es iliberlegenswert, weitere sekundére lymphatische Organe wie MALT oder
Lymphknoten zu untersuchen, um ein breiteres Wissen iiber das Immunsystem zu bekommen.
Die Betroffenheit und Wirkstérke kann nach der Gabe einer immunmodulierenden Substanz in
einer Toxizitdtsstudie in jedem lymphatischen Organ unterschiedlich sein.

Im Zuge des fortschreitenden technologischen Fortschritts ist eine quantitative Analyse von
digitalisierten immunhistochemisch-gefarbten Gewebeschnitten immer mehr im Fokus der
Forschung und Routinearbeit (Dunstan et al., 2011). Dies wiirde auch eine objektive Messung
ermoglichen, in dem die gefarbten Zielzellen automatisch mithilfe eines speziellen Programms
gezdhlt werden. Hier kiime z.B. das Definiens®-System zur objektiv-basierten Bildanalyse in

Frage.
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4.3 Die Ubertragbarkeit von immunmodulatorischen/-toxischen Effekten auf den
Menschen

Die Untersuchung von immunmodulatorischen Eigenschaften von Substanzen in
toxikologischen Standarduntersuchungen in der Ratte dient letztendlich als Vorhersagemodell,
um die Wirkung auf das Immunsystem im Menschen abschétzen zu konnen. In einer
Publikation von Kemmerling et al. (2015) wurden beispielhaft Daten der vier archivierten
Studien in dieser Arbeit (AZA, CSA, BAP, HCB) und zwei weiteren Studien mit AZA und
HCB verwendet, um Aussagen zur Ubertragbarkeit von subakuten vierwdchigen oralen
Toxizitdtsstudien in Ratten zur translationalen Forschung (Vergleich zu Daten mit anderen
Spezies, insbesondere Menschen) zu treffen. Hier wurden zusitzlich eine ganzheitliche
Betrachtung mit dem Vergleich weiterer Studiendaten wie Hamatologie, Organgewichte,
Immunfunktionstests vorgenommen, um herauszufinden, ob die untersuchte Substanz primér
immuntoxisch ist. Obwohl die Immunfunktion in S&ugetieren eine hohe grundsitzliche
Ubereinstimmung hat, sollte bei Frage der Ubertragbarkeit zwischen Siugerspezies bedacht
werden, dass das Immunsystem in die Anpassung an spezifische Lebensumstdnde eingebunden
ist. Hinzu kommen Unterschiede im Metabolismus, die spezies- und stammabhéngig sein
kénnen oder sogar individuell variieren kénnen. Daher gibt es bei der Ubertragung von Daten,
die in Ratten gewonnen wurden, auf den Menschen grundsétzliche Aspekte zu beachten.
Die Sensitivitidt von Ratten scheint von Faktoren wie Stamm, Geschlecht, Stresslevel und
Metabolismus abzuhédngen. In dieser Studie zeigten die beiden Immunsuppressiva AZA und
CSA eine groBe Ahnlichkeit in den Effekten zwischen Labortieren und Menschen, da das
Immunsystem das primére Zielorgan war. HCB hatte uneinheitliche Immuneffekte von
verschiedenen Spezies gezeigt. In einigen Studien wurden Entziindungszeichen gefunden,
wiéhrend in Primaten eine Lebertoxizitit vorherrschte. Insgesamt war das Immunsystem nach
der Gabe von HCB nicht bei allen Spezies das sensitivste Zielorgan. Im Fall von BAP war
allerdings das Immunsystem das empfindlichste Organ in Ratten. Hier ist zu beachten, dass die
verabreichten Dosen von BAP im Rattenversuch keine realistische Beziehung zur humanen
Exposition haben, da Menschen ausschlieBlich mit Mischungen von PAKSs inklusive BAP in
Beriihrung kommen und einer geringeren Exposition ausgesetzt sind. Des Weiteren orientieren
sich die Dosen in den Tierversuchen demnach, dass in der obersten Dosis Toxizitdt zu sehen
ist, um einen Schwellenwert (meistens NOAEL) ableiten zu konnen. Insgesamt wurde

gefolgert, dass eine case-by-case Betrachtung fiir das Testen der Immuntoxizitdt wichtig ist.
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Verbesserte Aussagen zur Ubertragbarkeit von Tieren auf Menschen in Immunzellen kann von
in vitro Tests wie Funktionstests erwartet werden, um einen direkten Vergleich von Reaktionen
auf Immunzellen und ein besseres Verstindnis von Ergebnissen und Variationen in Tierstudien

zu haben. Des Weiteren sollten zukiinftig Polymorphismen néher betrachtet werden.

4.4 Der Nutzen der Laser-Scanning-Mikroskopie im Vergleich zur lichtmikroskopischen
Betrachtung von Paraffinschnitten

Die Anwendung der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie mit dem LSM 700 von Zeiss an
Paraffinschnitten der Milz und Thymus war nach aufwendiger Etablierung erfolgreich.
Der Einsatz der gleichen immunhistochemischen Marker ermdglichte beindruckende
Fluoreszenzbilder, die neue zytologische Details zeigten (siche Abb. 17/18).
Die Laser-Scanning-Mikroskopie scheint sich gut fiir mechanistische Untersuchungen zu
eignen. Nach derzeitigem Stand ist diese Methode fiir Routineuntersuchungen eher ungeeignet,
da die Bedienung des LSM700 aufwendig und zeitintensiv war. Zudem weisen die Fluoreszenz-
gefarbten Schnitte eine deutlich kiirzere Haltbarkeit (ca. sechs Monate) als die mit
Chromogenen gefirbten Schnitte auf, weshalb eine Archivierung nur iiber die Speicherung
digitaler Bilder erfolgen kann und nachtrigliche Betrachtungen nach Haltbarkeit nicht mehr
moglich sind. Bei der Laser-Scanning-Mikroskopie besteht ein hoher Aufwand die
Hintergrundfarbung zu minimieren und die Orientierung am Mikroskop ist erschwerter als in
der Lichtmikroskopie. Insgesamt lédsst sich sagen, dass der gegenwértige Erfahrungsstand in
der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie noch nicht fortgeschritten ist, um die
lichtmikroskopische Routine-Betrachtung abzulésen (Tab. 31), konnte aber eine
vielverschprechende Methode in der Zukunft sein.

Des Weiteren ldsst sich vermuten, dass eine quantitative, morphometrische Analyse mit
Fluoreszenzfarbstoffen, d.h. die Zédhlung von Zellen und Messung von Bereichen, einfacher ist,
da die Farbstofte starkere Signale geben.

Erste Versuche an Gefrierschnitten konnten eine erfolgreiche Detektion von T-Helferzellen in
Milz und Thymus der Ratte mit dem Biomarker CD4 erreichen (Abb.19). Dies war an
Paraffinschnitten nicht mdglich, da kein paraffingidngiger Antikorper erhéltlich war.
Ein entscheidender Vorteil der Gefrierschnitte gegeniiber Paraffinschnitten ist eine breitere
Auswahl an erhiltlichen Biomarkern.

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie in lymphatischen Organen in Nagern wird haufig
fiir die intravitale Mikroskopie verwendet, um zelluldre Interaktionen von Immunzellen zu
untersuchen. Dabei werden die zelluliren Bewegungen in Echtzeit visualisiert

(Grayson et al., 2001; Bajenoff et al., 2006; Germain et al., 2008).
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Teil 2: Etablierung von Immunbiomarkern in einer oralen

28-Tage Toxizitiatsstudie in Ratten

4.5 Konsistenz/Inkonsistenz bei Immuneffekten in toxikologischen Studien

In der neu durchgefiihrten oralen 28-Tage-Toxizitétsstudie nach wiederholter Gabe an Ratten
wurden die bereits zuvor untersuchten Immunsuppressiva und bekannten Modellsubstanzen
Azathioprin und Cyclosprin A verabreicht. CSA wurde in den gleichen Dosierungen gegeben
und AZA nur in der oberen Dosierung der Vorlduferstudie (20 mg/kg).

Die Anwendung der immunhistochemischen Biomarker an frisch eingebetteten, optimal
fixierten lymphatischen Organen war deutlich unkomplizierter als in dem archivierten Gewebe.
Es wurden die gleichen sechs immunhistochemischen Biomarker verwendet, um die Ergebnisse
der Studien untereinander zu vergleichen. Da AZA nur in der Dosierung 20 mg/kg verabreicht
wurde, kann nur die oberste Dosierung der archivierten Studie (Tab.14/15) verglichen werden.
Wihrend die Ergebnisse der H&E-Féarbung mit der élteren Studie vergleichbar waren (Tab.33),
gibt es deutlich mehr Befunde bei der IHC-Féarbung in der neuen Toxizitétsstudie mit AZA
(Tab.34). Die Befunde im Thymus bei der H&E-Féarbung "verringertes Rinde/Mark-Verhéltnis”
und ‘reduzierte Fliche der Rinde” waren in der GroBenordnung dhnlich, nur die “unklare
Abgrenzung Rinde/Mark® war in allen Tieren der neuen Studie vorhanden und in der
archivierten nur in zwei von sechs Tieren. Zusitzlich waren die Befunde "reduzierte Zellularitit
Rinde” und ‘reduzierte Fliche Mark” in der neuen Studie bei fast allen Tieren aufgetreten.
Mithilfe der IHC-Féarbung konnten mit dem Biomarker Zytokeratin die gleichen Effekte an den
Epithelzellen gesehen werden, ndmlich ein Verschwinden von epithelfreien Regionen und eine
erhohte Dichte des Epithelnetzwerkes. Hinzu kommen viele weitere Befunde, die nicht in der
archivierten Studie gesehen wurden. Es waren weniger Lymphozyten vorhanden und die Zahl
der Makrophagen in Milz und Thymus sowie vergroB3erte apoptotische Zellen im Thymus
waren erhoht. Diese gegensitzlichen zelluldren Effekte passen zusammen. AZA fiihrte zu
einem direkten Effekt auf die Lymphozyten mit einer Depletion und einer Thymusatrophie.
Die erhohte Zahl an Makrophagen und vergrof3erten apoptotischen Zellen deutet darauf hin,
dass vermehrt abgestorbene oder geschédigte Zellen (gréBtenteils Lymphozyten) entstanden
waren, die von den Makrophagen entfernt wurden. Der Grund fiir den Verlust an Information
im Archivmaterial wird hauptséchlich in lagerungsbedingten Artefakten gesehen. Es muss aber
auch bedacht werden, dass die Wiederholung von Studien aufgrund anderer Variablen,
wie Haltungsbedingungen, genetischem Hintergrund der Tiere, Anderungen in der

Priifsubstanzformulierung, nicht notwendiger Weise exakt gleiche Ergebnisse erbringt.
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Die Gabe von CSA 16ste in der neuen Studie im Thymus vergleichbare Effekte wie in der
archivierten Studie aus: Ein dosisabhéngiges erhohtes Rinde/Mark-Verhéltnis und eine kleinere
Flache des Marks, sodass der Effekt im Thymusmark ausgepriagt war (Tab. 33).

In der Milz waren mit der H&E-Farbung auch dhnliche Effekte zu finden, die sich in einer
geringeren Fliche der PALS und Follikel duBerten. Daraus kann geschlossen werden, dass die
lymphozytenreichen Gebiete in der Milz depletiert waren. Der primédre Effekt erfolgte auf die
T-Zellen. Da B- und T-Zellen miteinander agieren, ist als sekunddrer Effekt auch eine
Beeinflussung der B-Zellgebiete (wie in der Milz) zu erwarten.

Zusatzlich war in der neuen Studie eine markante Grenze zwischen weiller Pulpa und
Marginalzone im Bereich der sogenannten marginalen Metallophilen in der oberen Dosis zu
sehen.

Ein Vergleich in der IHC-Farbung kann nur bei dem Makrophagenmarker CD68 erfolgen,
da dieser als einziger in der archivierten Studie erfolgreich angewendet werden konnte.
Beide Studien haben eine Vermehrung der Makrophagen in der Thymusrinde gezeigt.
Die Tingible body-Makrophagen konnen im Prinzip als unmittelbare Behandlungsfolge,
aber auch sekundidr in Folge einer stressbedingten Thymusatrophie aufgetreten sein
(siehe 4.2.6). Da Stress zur Apoptose von Lymphozyten im Thymus fiihrt, beseitigen folglich
die Makrophagen diese Zellen. Im vorliegenden Fall wére jedoch von einem direkten
Substanzeffekt auszugehen, da die Zunahme von Makrophagen der empfindlichste Effekt war.
Dieses wire als sekundire Reaktion nicht zu erwarten. Stresseffekte werden iiblicherweise in
Dosierungen gefunden, bei denen klare Organeffekte und/oder Verdnderungen an der
Nebennierenrinde und/oder verringertes Korpergewicht gesehen werden (Pruett et al., 1999;
Pruett, 2001). Die vielen weiteren immunhistochemischen Marker haben die Befunde in der
H&E-Fiarbung der neuen Studie bestitigt: Das verringerte Thymusmark war u.a. durch das
Verschwinden von B-Zellen ausgelost (CD79-Marker). Die Funktion von B-Zellen im
Thymusmark ist unbekannt. Da B-Zellen in allen Spezies dort gefunden werden, scheinen sie
eine wichtige Rolle zu spielen, evtl. bei der negativen Selektion von T-Zellen
(Perera & Huang, 2015).

Neben einer erhohten Anzahl von Makrophagen im Thymus, konnte die IHC-Farbung mehr
apoptotische Zellen detektieren. Die reduzierte Fliche der PALS in der Milz steht im
Zusammenhang mit einer reduzierten Anzahl von (zytotoxischen) T-Zellen in der PALS
(CD3- und CD8-Marker). Die markante Zellpopulation bei Ratten an der Grenze zwischen
weiBer Pulpa und Marginalzone kann durch die Ausdiinnung von T-Zellen in der Marginalzone

(CD3-Marker) stiarker hervortreten.
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Ein ungewohnlicher Befund war allerdings mit dem Biomarker Zytokeratin im Thymus
feststellbar: an den Epithelzellen wurde in allen Dosisgruppen, inklusive Kontrolle, bei einigen
Zellen eine verdanderte Morphologie gefunden.

Die Epithelzellen hatten kiirzere, dickere oder deformierte Fortsédtze, deren Schweregrad mit
erhohter Dosis zunahm. Dieser Effekt konnte mit einer direkten Wirkung von CSA auf
Epithelien in Zusammenhang stehen, die sich auch in der Nebenwirkung einer Hypertrichose
(verstirkter Haarwuchs) ausdriickt, also nicht nur auf die Thymusepithelien beschrinkt ist.
Gafter-Gvili und Kollegen haben 2004 herausgefunden, dass die Gabe von CSA das
Haarwachstum durch eine erhohte Zahl an Haarfollikeln bei athymischen Nacktratten induziert.
Weitere Studien berichten ebenfalls einen Einfluss von CSA auf Epithelzellen
(Ayanoglou & Lesty, 1999; Birraux et al., 2006).

Die Aufstellung des Schwellenwertes LOEL ist in der neuen Studie fiir die IHC-Féarbung
derselbe wie fiir die H&E-Féarbung: 1 mg/kg. Dieser Effekt bezieht sich auf eine erhdhte Anzahl
von Makrophagen im Thymus. In der archivierten Studie lag der LOEL fiir die IHC ebenfalls
bei 1 mg/kg, aber der Schwellenwert in der H&E-Féarbung bei 5 mg/kg. Auch in der archivierten
Studie bezog sich der LOEL in der IHC-Farbung auf erhohte Makrophagen im Thymus.
Obwohl moglicherweise beide Substanzen chemisch nicht vollkommen identisch waren,
waren die Hauptwirkung bzw. die primiren Effekte dhnlich und die hohe Sensitivitdt der IHC

erkannte in beiden Fillen bereits in der untersten Dosis diese Effekte.

4.6 Die Betrachtung der Gesamtdaten zu Standardpriifungen in der Toxizitatspriifung
Die Daten zu klinischen Befunden, Mortalitdten, Korper- und Organgewichten, Himatologie,
makroskopischen Organuntersuchungen und Histopathologie sind die Standardparameter in
einer toxikologischen Studie und in der Tabelle 32 zusammengefasst. Diese Daten sollten
immer zusammen betrachtet und in Beziehung gesetzt werden, um die priméren und sekundéren
Immuneffekte einer Substanz zu identifizieren.

In der Gesamtbetrachtung fillt auf, dass die sensitivsten Effekte in der untersten Dosis CSA in
der Hématologie und der Histopathologie im Thymus zu sehen sind. In der Histopathologie
konnten bereits in der untersten Dosis, sowohl in der H&E-Farbung als auch in der
IHC-Féarbung, erhohte Zahlen an Makrophagen nach CSA gesehen werden. Dieser Befund
konnte das erste Zeichen eines primdren Immuneffektes sein. Alternativ kann dieser Befund

auch als stressbedingt begriindet sein.
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In der hamatologischen Untersuchung waren die Werte PTT (Partielle Thromboplastinzeit) und
PT (Prothrombinzeit) signifikant erniedrigt, welche einen Einfluss auf das Gerinnungssystem
zeigten. Dieser Befund wird hidufig in Toxizititsstudien an Labortieren beobachtet
(Kurata et al., 2003). Da Gerinnungsfaktoren in der Leber produziert werden, weist ihre
Beeinflussung auf eine Hepatotoxizitét hin.

In der Toxikologie wire ein Beispiel die Untersuchung von Badylak & Van Vleet an Hunden,
in denen Verdnderungen der PTT und PT Indikatoren fiir eine Leberschidigung waren
(Badylak & Van Vleet, 1981). Es ist bekannt, dass CSA die Leber beeinflusst, welches erhdhtes
Lebergewicht und histopathologische Veranderungen in der Leber
(hepatozelluldre Veranderungen mit erhohtem Glykogen) nach CSA erkléren wiirde.

In der mittleren Dosisgruppe CSA waren deutliche immunsupprimierende Effekte im Thymus,
in der Milz und den mesenterialen Lymphknoten zu sehen. In der oberen Dosis war die Toxizitit
bereits so fortgeschritten, dass weitere nicht-lymphatische Organe betroffen und die
Korpergewichte erniedrigt waren. Die Tiere hatten allerdings noch keinen bedenklichen
klinischen Zustand. Hinweise auf Storungen in der Leber-, oder Nierenfunktion, wie in den
Organgewichten und Histopathologie ersichtlich, konnen auch die Werte von erniedrigten
Héamoglobin, Protein, Albumin und erhohten Urea und Bilirubin liefern. Nierenverdnderungen
konnen zudem auch durch Stress ausgelost werden.

Die Gabe einer hohen Dosis von AZA (20 mg/kg) fiihrte zu einer erkennbaren Toxizitit,
sowohl in Immunorganen als auch in anderen Organen. Interessanterweise nahm das
Korpergewicht der Ratten zu, sodass ein appetitsteigender Effekt von AZA zu vermuten ist.
Leider wurde der Futterverbrauch in dieser Studie nicht bestimmt, um diese Vermutung zu
bestdtigen. Haufig findet man in Toxizitdtsstudien keine Erkldrung fiir ein erhohtes
Korpergewicht. So konnte auch eine eingeschrinkte Nierenfunktion zu Odemen fiihren,
die wiederum das Korpergewicht ansteigen lassen. Ein anderer Grund konnte eine schlechte
Verstoffwechselung sein. Diese Vermutung kann durch den erhohten Wert an Cholesterin
gestiitzt werden, der eine Storung im Fettstoffwechsel anzeigt. Vergleichbare Befunde konnte
De Waal und Kollegen (1995) zeigen, die AZA und CSA im Rahmen der Internationalen
Ringstudien ICISIS in einer 28-Tage Toxizititsstudie untersucht haben. AZA hatte hier
allerdings zu einem signifikant erniedrigten Korpergewicht der Ratten gefiihrt. In den
hédmatologischen Parametern war auch in der oberen Dosis Himoglobin und Hidmatokrit
reduziert. AuBlerdem war auch das Thymusgewicht in dieser Studie in der oberen Dosis

signifikant erniedrigt.
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Ein primérer oder sekundérer Immuneffekt kann fiir die AZA-behandelten Tiere nicht bestimmt
werden, da nur eine Dosis verabreicht wurde, die bereits deutliche immunsupprimierende
(Thymusatrophie) und weitere nicht-lymphatische Organeffekte

(hepatozelluldre Verdnderungen) gezeigt hat.

4.7 Die Hauptkomponentenanalyse und Heatmap-Darstellung als geeignetes Mittel zur
Visualisierung von grofien toxikologischen Datenmengen

Die zwei Darstellungsarten Hauptkomponentenanalyse und Heatmap fassen die groBen
Datenmengen aus den toxikologischen Standarduntersuchungen und immunhistochemischen
Ergebnissen zusammen und vereinfachen so die Interpretation der Effekte.

Die Hauptkomponentenanalyse ist eine etablierte statistische multivariante Analyse,
die hiufiger zur Visualisierung von Genexpressionsdaten verwendet wird. Publikationen zur
Hauptkomponentenanalyse in in vivo Toxizititsstudien sind begrenzt (Hothorn, 2014;
Ikarashi et al., 1994; Keil et al., 1999; Strauss et al., 2009). Eine Anwendung der multivarianten
Analyse in der Immuntoxikologie war nicht effektiv genug, um den Einfluss von Substanzen
auf die Immunfunktion vorherzusagen (Keil et al., 1999). Ein moglicher Grund kann darin
liegen, dass das Immunsystem sehr komplex und facettenreich ist und eng mit dem endokrinen
- und Nervensystem kommuniziert.

Ein Teil der archivierten Studien, deren Untersuchung in Kemmerling et al. (2015)
veroffentlicht wurde, wurden einer Hauptkomponenten- und Hauptkomponenten-
Diskriminant-Analyse unterzogen (Kuper et al., 2015). Das Ergebnis dieser Analyse war,
dass die Hauptkomponentenanalyse die Gemeinsamkeiten zwischen jeweils zwei
unabhéngigen Toxizitdtsstudien mit AZA und CSA erkannt und Ausrei3er identifiziert hatte.
In der Abb.20 sind ausgewihlte Parameter aus Histologie, Klinischer Chemie, Hdmatologie
und Korper-/Organgewichtsmessungen in einer jeweiligen Dosisgruppe zusammengefasst in
einem dreidimensionalen Koordinatensystem dargestellt. Diese Hauptkomponentenanalyse
zeigt visuell, dass die Tiere der oberen Dosisgruppe mit CSA und die mit AZA behandelten
Tiere gegensdtzliche Behandlungseffekte aufweisen und sich klar von den iibrigen Gruppen
unterscheiden. Die Dosisgruppen 1 und 5 mg/kg CSA liegen in der Néhe der Kontrollgruppe
und weisen dhnliche Behandlungseffekte auf. Des Weiteren konnten zwei Ausrei3er (outlier)
identifiziert werden, die eine andere Lage als die iibrigen Tiere ihrer Behandlungsgruppe
einnehmen. Die Daten dieser Individuen wurden nicht weiter untersucht. In toxikologischen
Tierstudien wird zwischen zufdlligen Ausreilern und Tieren, die individuell empfindlicher
aufgrund Threr genetischen Ausstattung, ihres Korperzustands auf eine Substanz reagieren,

unterschieden.
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Dies deutet darauf hin, dass auch andere Spezies, einschlieBlich Mensch, empfindlich reagieren
konnen. In der Regel werden Ausreiler aus der statistischen Auswertung ausgeschlossen,
da sie die Ergebnisse stark beeinflussen (hohe Standardabweichung). Die Identifikation dieser
Individuen ldsst sich nicht durch einen einfachen Blick auf die Ergebnistabellen erkennen.

Die Hauptkomponentenanalyse ermoglicht eine einfache Identifizierung der Ausreifer:
Ordnet sich ein Tier aus der Kontrolle oder unteren Dosis in dieselbe Richtung wie die Tiere
der oberen Dosis an, handelt es sich womdglich um ein empfindliches Tier. Ist ein Tier in einer
komplett anderen Richtung als die iibrigen Tiere der Dosisgruppen handelt es sich eher um
einen zufdlligen Ausreifler, der auch auf einen technischen Fehler hinweisen kann. In dieser
Untersuchung handelt es sich anscheinend bei einem Tier der mittleren Dosis CSA um eine
empfindliche Reaktion auf CSA, da es sich in der Néhe der oberen Dosis CSA anordnet.
Der andere Ausreifler reagiert wahrscheinlich zuféllig, da dieser in der Néhe der
AZA-Dosisgruppe liegt.

Die auftretenden Befunde in den Dosisgruppen stimmen mit der Interpretation der
Hauptkomponentenanalyse tiberein: Die grofiten Unterschiede zwischen den Dosisgruppen
waren in der oberen Dosisgruppe mit CSA und AZA zu sehen. Folglich ist die
Hauptkomponentenanalyse ein gutes Mittel, um einen schnellen Uberblick iiber die
Behandlungseffekte zwischen Dosisgruppen zu erhalten und somit Unterschiede im
Wirkmechanismus verschiedener Substanzen zu identifizieren. Sie kann dabei helfen,
die Struktur der Daten in einer ,,blinden” Weise zu verstehen, ohne ein Vorwissen iiber die
Befunde in den Gruppen zu besitzen. Diese Analyse ldsst sich gut in einer toxikologischen
Routinestudie einbauen und wére fiir zukiinftige Untersuchungen eine geeignete Option.
Sie miisste allerdings noch weitere Anwendung in toxikologischen Standarduntersuchungen

finden, um sicherere Aussagen zu deren Erfolg treffen zu konnen.

Die andere verwendete Darstellungsweise, welche die Hiufigkeit von Befunden aus
Histopathologie, Hdmatologie, Klinische Chemie und Korper-/Organgewichte miteinander
vergleicht, ist die Heatmap (Abb 21 A-C). Mit dieser iibersichtlichen Darstellung war es
moglich, Befunde zu identifizieren, die zusammenhéangen, Einzelbefunde aufzudecken oder die
Variabilitit eines Befundes in einer Gruppe zu betrachten.

Eindeutige Muster in der Darstellung sind bei den histopathologischen Ergebnissen zu sehen
(Abb. 21 A). Hier ist ein dosisabhingiger Effekt bei den CSA-Gruppen zu erkennen.
AulBlerdem werden die ersten Befunde im Thymus ab der untersten Dosis mit CSA ersichtlich.
Zusammenhingende Effekte sind in der oberen Dosis schwer abzuleiten, da die Toxizitét

bereits systemisch vorliegt und mehrere Organsysteme parallel betroffen sind.
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Diese systemische Toxizitét ist ebenfalls in der AZA-Dosisgruppe zu sehen. Wie zu erwarten,
sind in dieser Darstellung der unterschiedliche Wirkmechanismus und die daher
unterschiedliche Befundkonstellation bei AZA und CSA deutlich erkennbar.

Die Darstellung der hdmatologischen und klinisch-chemischen Daten (Abb. 21 B) zeigt eine
hohe Variabilitdt innerhalb und zwischen den Dosisgruppen. Hier lassen sich keine
dosisabhingigen Effekte bei CSA ableiten. Einheitliche, zusammenhingende Effekte sind nur
in der oberen Dosis mit CSA bei den Werten fiir Cholesterin, Triglyceride und Bilirubin
vorhanden. Erhohte Werte von Cholesterin und Bilirubin kénnen auf eine Leberstorung
hinweisen, die sich nur ansatzweise in der Histopathologie andeutete, aber stirker in einem
veranderten Lebergewicht in der oberen Dosis.

Der aussagekriftigste Serumwert bei Azathioprin war das Cholesterin. Hier wurden deutlich
stiarkere Leberverdnderungen in der Histopathologie gesehen.

In der Tabelle 21 C waren die auffalligsten Werte fiir Korper- und Organgewichte in erhhtem
Lebergewicht in der oberen Dosisgruppe CSA und AZA und finalen Kdrpergewicht bei CSA
zu sehen.

Die Werte in der Heatmap stimmen mit den Rohtabellen {iberein. Verminderte Werte sind
allerdings in dieser Darstellung weniger augenscheinlich, da erh6hte Werte mit einer hellen
Farbe stérker visuell in den Vordergrund riicken. Eine Losung konnte eine andere Farbauswahl
fiir die Score sein.

Die Heatmap ist eine bekannte Darstellung in der Genetik bzw. mechanistischen Toxikologie,
um Genexpressionsdaten zu visualisieren. Fiir verschiedene Daten aus toxikologischen
Standardstudien ist diese Darstellungsweise wenig bekannt. Auman und Kollegen (2007) haben
die Heatmap Visualisierung fiir klinisch-chemische Daten verwendet, um Verdnderungen zu
clustern, die auf eine Hepatotoxizitit hindeuten. Das hierarchische Clustern von individuellen
Tierdaten zu histopathologischen Befunden hatte Lobenhofer und Kollegen (2006) ebenfalls
als gute Visualisierung angesehen, um biologische Einblicke zu vereinfachen. Dies erhohe die
Moglichkeit, Zusammenhénge zu identifizieren und den Vergleich zu andersartigen Daten,
wie z.B. genetischen Daten, zu vereinfachen.

Insgesamt ist auch diese Darstellung fiir die Anwendung in toxikologischen Studien zu
empfehlen, da die Farbmuster einen besseren und schnelleren Uberblick iiber die Befunde

geben als lange Tabellen, die von Nicht-Pathologen schwierig zu lesen sind.
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Brown und Kollegen (Brown et al., 2016) haben ebenfalls versucht, histopathologische Daten
aus toxikologischen Studien grafisch darzustellen. Sie sind zu dem Ergebnis gekommen,
dass Grafiken ein effizientes Kommunikationswerkzeug fiir Pathologen und Nicht-Pathologen
sind. Auferdem unterstiitzen sie die Hypothese-Bildung aus groBBen komplexen Datensitzen

mehrerer Studien, um dadurch Muster und Trends ableiten zu konnen.

4.8 Immuntoxikologische Standarduntersuchungen

Die Bestimmung von Immunglobulinen im Serum (IgA, IgG und IgM) zur Untersuchung der
humoralen Immunitdt als Antwort auf die immunsuppressiven Substanzen zeigte keine
dosisabhingigen Effekte bei CSA. AufBlerdem konnte kein Isotypen-Klassenwechsel
(sog. immunglobulin class switch) mit diesen Messungen beobachtet werden.

Allerdings wurde in einer 28-Tage oralen Toxizititssudie mit AZA und CSA als
Modellsubstanzen eine Gemeinsamkeit mit diesen Ergebnissen in der Immunglobulinmessung
der IgG-Spiegel im Serum gefunden (De Waal et al. 1995): Die mit CSA-behandelten Tiere der
mittleren Gruppe mit der gleichen Dosierung von 5 mg/kg zeigten ebenfalls signifikant
reduzierte Werte bei IgG (vgl. Abb. 22B). De Waal et al. vermuteten, dass CSA verschiedene
Effekte auf die klassenspezifische Regulation der Antikérper-Produktion oder Effekte auf
Isotypenwechsel bewirkt. Die Verdnderungen von Immunglobulinen in der immuntoxischen
Untersuchung sollen normalerweise auf sekundidre Effekte von Substanzen auf das
Immunsystem hinweisen, wobei insbesondere IgA aufgrund der geringeren individuellen
Varianz als sensitiver Parameter angesehen wird (Vohr & Riihl-Fehlert, 2001).

Die genauen Einfliisse der beiden Substanzen waren in dieser Untersuchung nicht

offensichtlich.

Die zweite immuntoxische Untersuchungsmethode war die Subpopulationsanalyse von Zellen
mithilfe der Durchflusszytometrie (FACS) in Milz und mesenterialen Lympknoten.

Die Untersuchung der Immunzellen war in der Milz nicht so erfolgreich wie erwartet.
Die Unterschiede zwischen den Dosisgruppen, den Substanzen und zur Kontrolle waren nicht
sehr deutlich. Jedoch gab es vor allem in der unteren Dosis CSA grof3e Unterschiede zwischen
den Sektionstagen 1 und 2 und teilweise eine hohe Standardabweichung, die einen moglichen
Einfluss von AZA und CSA auf die Immunzellen tiberdecken kdnnte. Dies konnte durch eine
unterschiedliche Handhabung in der Sektion der Milz zuriickzufiihren sein. Die Lokalisation
der Milzstiicke ist fiir diese Analyse entscheidend, denn je nach Milzabschnitt kénnen die

Zusammensetzung der Zellen und damit die Effekte variieren.
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Deutliche Effekte auf die Immunzellen konnten im Gegensatz zur Milz in den mesenterialen
Lymphknoten gesehen werden. Hier war eine gegensitzliche Reaktion der Tiere vom ersten
Sektionstag und zweiten Sektionstag viel grofler als der in der Milz gesehene Unterschied:
Die Tiere vom ersten Sektionstag hatten zum Teil doppelt so hohe Expressionswerte wie die
Kontrolle, wihrend die Tiere vom zweiten Sektionstag deutlich niedrigere Werte besallen.
Beriicksichtigt man die verschiedenen Einflussmoglichkeiten, z.B. Sektionszeitpunkt,
Losungsansitze, Transportwege, Wartezeiten bis zur Analyse, unterschiedliche technische
Mitarbeiter mit moglicherweise unbewusst unterschiedlichen Arbeitsweisen, zeigen diese
Abweichungen die starke Anfilligkeit der untersuchten Immunparameter fiir methodische
Unterschiede. Dies erkldrt eventuell die oft in der Literatur angefiihrte mangelnde
Standardisierung und unterstreicht die Bedeutung von Laborstandards und laborspezifischen
historischen Daten. Die einzige Ausnahme war die Messung des Markers CD45 RCY auf
Subpopulationen von Leukozyten, deren Werte am Sektionstag 1 und 2 &hnlich waren.
Die Gabe von 25 mg/kg CSA loste eine signifikante Reduktion der Leukozyten auf 20%
bezogen zur Kontrolle aus. Dies war bei bekannten Wirkmechanismus von CSA zu erwarten.
Die restlichen Messungen der Biomarker sind fragwiirdig und nicht signifikant. Es war zu
erwarten, dass die Mengen an T-Zellen und Subpopulationen und NK-Zellen fiir beide
Substanzen insbesondere fiir CSA weniger werden. Diese Entwicklung war bei den Tieren vom
zweiten Sektionstag zu sehen. De Waal und Kollegen (1995) hatten an CSA-behandelten Tieren
signifikant reduzierte T-Zellsubpopulationen in der Milz mithilfe der FACS-Analyse gesehen.
Diese Methode wird hdufig, wenn sie richtig angewandt wird, als einer der sensitiven Parameter
in immuntoxischen Untersuchungen in 28-Tage-Studien angesehen (De Waal et al., 1995;
Vohr & Riihl-Fehlert, 2011).

Die Wahl der lymphatischen Organe machte deutlich, dass sekundire Immunorgane wie die
Lymphknoten in der FACS-Untersuchung einbezogen werden sollten. Die Standardorgane fiir
FACS in der immuntoxischen Betrachtung sind in der Regel Milz und Thymus.
Die FACS-Untersuchung des Thymus wire von besonderem Interesse in Dosisbereichen,
bei denen keine oder nur minimale histopathologische Verdnderungen gesehen werden, um die

betroffenen Zelltypen und den LOEL genauer zu bestimmen.
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4.9 Der Vergleich verschiedener Knochenmarksuntersuchungen zur Identifizierung von
Hamatotoxizitit

Die histopathologische Untersuchung des Knochenmarks in situ in Oberschenkel- (Femur) und
Brustbeinknochen (Sternum) der Ratte ist eine Standarduntersuchung zur Identifizierung einer
Hiamatotoxizitéit infolge von Medikamenten oder Chemikalien. Wahrend CSA in den Ratten
keine histopathologischen Verdnderungen im Knochenmark zeigte, 16ste AZA nur in wenigen
Tieren ein erhdhtes Erythoid: Myeloid-Verhéltnis aus. Es war zu erwarten, dass die Gabe von
AZA einen stirkeren toxischen Effekt im Knochenmark bewirken wiirde.

Therapeutische Dosen von 1 - 5 mg/kg/Tag AZA kénnen beim Menschen mit einer Inzidenz
von 11 % als unerwiinschte Nebenwirkungen eine Knochenmarksdepression mit den Folgen
einer  Leukopenie, @ Andmie, Thrombozytopeniec @ und Blutungen verursachen
(Carney et al., 1974). Die Erhohung der Dosis von AZA, so Carney et al., resultiere in einer
hoheren Gefahr wéhrend der Behandlung von AbstoBungsreaktionen bei einer
Nierentransplantation, da die Ausscheidung iiber den Urin vermindert ist. Deshalb solle die
Uberdosierung nur an wenigen Tagen geschehen. Die genaue Behandlungszeit ist in dieser
Publikation nicht angegeben. Aus einem online verfligharen Beipackzettel
(U.S. National Liberary of Medicine, Dailymed, 2014) ist zu entnehmen, dass je nach Indikation
die Behandlungsdauer von einigen Wochen bis Monaten dauern kann. Die behandelten
Patienten sind nicht mit den Ratten aus dem Tierversuch vergleichbar, da die Menschen bereits
durch ihre Vorerkrankung ein geschwichtes Immunsystem besitzen und empfindlicher
reagieren konnen. Auflerdem ist zu beachten, dass es sowohl Unterschiede in Interspezies,
die das Medikament unterschiedlich tolerieren (Carney et al., 1974) als auch individuelle
Empfindlichkeiten von Intraspezies gibt. Ein Grund fiir eine erhohte Anfilligkeit der
Knochenmarkstoxizitit bei Menschen ist ein genetischer Polymorphismus in der Thiopurin S-
Methyltransferase (TPMT) (Sahasranaman et al., 2008).

Die Auswertung der Knochenmarkssaustriche, die in toxikologischen Studien fallweise
durchgefiihrt werden, war aus technischen Griinden nicht moglich. Die vergleichende
Auswertung von Knochenmarkszellen erfolgte daher an den zytologisch besser erhaltenen
Zytopraparaten (Cytospots). Der Nachteil von Knochenmarkausstrichen liegt darin,
dass abhdngig vom ausgeiibten Druck auf das Deckglas die Zellen auf den Objekttrigern
unterschiedlich verteilt bzw. auch beschiddigt werden konnen. Die hématopoetischen
Vorlduferzellen von Tieren sind unterschiedlich empfindlich gegeniiber mechanischen
Einfliissen und es gibt moglicherweise auch hier Speziesunterschiede. Die Zytospots konnten

demgegeniiber gleichmiBigere Ergebnisse liefern.
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Die Auswertung der Zytospots resultierte in der vorliegenden Untersuchung allerdings in
variablen Ergebnissen, die keinen dosisabhéngigen Effekt zeigten. Zudem zeigten die
Knochenmarkszellen vermehrt Vakuolenbildung (Abb.30). Im normalen Blutbild kommen
Vakuolen nur bei phagozytierenden Monozyten vor, oder wenn Zellen mit alkoholischen
Féarbungen behandelt worden sind, welche die Zellmembran angreifen konnen. Wahrscheinlich
lag ein mechanischer Effekt vor, der durch die Zentrifugation bedingt war und die Zellmembran
pords werden lieB. Der Hersteller der Zytozentrifuge, Thermo Fisher, hat angegeben,
dass dieses Gerit fiir die Verwendung von Knochenmarkszellen geeignet ist.

Letztlich kénnen in der Zusammenschau von Literatur und eigenen Ergebnissen keine
verallgemeinernden Aussagen zum Qualititsvergleich von Knochenmarkssaustrichen und
Zytospots getroffen werden.

Die histopathologische Untersuchung des Knochenmarks, die i.d.R. der Pathologe durchfiihrt,
ist eine zeitaufwendige Arbeit, die ein bestimmtes Mal} an Sorgfalt und Erfahrung erfordert.
Ansprechender ist die automatische Analyse von Knochenmarkszellen, die schneller und
einfacher als andere Methoden zur Knochenmarksuntersuchung ist, wenn das Messgerit
validiert ist. Die automatische Analyse des Knochenmarks kann durch eine FACS-Analyse
durchgefiihrt werden (Reagan et al., 2011). Diese Methode findet selten in der toxikologischen
Standardanalyse Anwendung, da frische Zellen erforderlich sind, sodass, anders als bei
Paraffinschnitten oder Knochenmarkausstrichen, die Auswertung unmittelbar erfolgen muss.
In dieser Arbeit wurde die Vorgehensweise von Saad et al. (2000) fiir die differentielle
Knochenmarksanalyse mithilfe der Durchflusszytometriec in der Ratte iibernommen.
Eine Abnahme von 50% zur Kontrolle der lymphoiden Zellen und Erythrozyten bei den mit
AZA-behandelten Tieren stimmt mit der Erwartung einer Knochenmarkhemmung {iberein.
Dieser Effekt ist nicht in diesem Ausmal in der histopathologischen Untersuchung zu sehen,
stimmt aber iiberein mit dem geringeren Werten fiir Himoglobin und Hédmatokrit, die auf eine
Anédmie (Mangel an Erythrozyten) hinweisen.

Ahnliche Effekte wurden in Fischer-344-Ratten gesehen, die mit 25 mg/kg AZA oder CSA iiber
30 Tage verabreicht wurden: Die Durchflusszytometrie zeigte eine Reduktion der
Knochenmarkzellularitét in der AZA-Gruppe, jedoch keine Verdanderungen in der CSA-Gruppe
(Smith et al., 2003).

Ebenfalls in dieser Methode sind deutliche Unterschiede in den Tieren der Sektionstage 1 und
2 zu sehen. Mogliche Einfliisse dieses Effektes konnte ein erhohtes Stressaufkommen der Tiere
sein, da die Hélfte der Tiere am ersten Tag aus dem Stall genommen und zur Sektion gekommen
war und entsprechend ein Einfluss auf das soziale Gefiige der Tiere im Versuch bestanden

haben konnte.
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Ebenso sind verschiedenste unterschiedliche Handhabungen z.B. im Sektionsablauf,
beim Ausspiilen des Knochenmarks aus dem Femur und bei der weiteren Verarbeitung bis zur
Messung seitens der Techniker an beiden Sektionstagen denkbar.

Insgesamt lieferte die Durchflusszytrometrie von Knochenmark eine halbautomatische,
iibersichtliche und schnelle Methode, die fiir die Bewertung von Knochenmarkstoxizitit in der
Ratte in priklinischen Studien geeignet ist.

Der direkte Vergleich der FACS-Analyse mit der mikroskopischen Knochenmarksauswertung
an Ausstrichen konnte in dieser Arbeit aufgrund von Artefakten nicht erfolgen. Criswell und
Kollegen (1998) haben allerdings in ihrer Studie herausgefunden, dass die Induktion von
hédmatologischen Abnormalititen gezeigt durch manuelle Knochenmarksdifferenzierung durch
die effizientere und zuverldssigere Durchflusszytometrie in vielen priklischen
Toxizitdtsstudien ersetzt werden kann.

Als Ergidnzung zur FACS-Analyse und als Vergleich zur manuellen Differenzierung wurde das
Hiamatologie-System Advia 21201 fiir eine automatische Knochenmarkzelldifferenzierung in
der Ratte verwendet. Der Advia 21201 wurde bereits fiir die Untersuchung von humanen
Knochenmark (Jang et al., 2014) und bei Hunden (Tan et al., 2014) eingesetzt, aber es wurde
bisher keine Verwendung in Nagern berichtet. Automatische Hédmatologie-Analysiergerite
werden weitverbreitet in veteriniren und humanen Laboratorien angewendet und auch
Knochenmarksproben von Menschen werden in den identischen Instrumenten analysiert wie
fir den Veterindrmarkt adaptiert. Es wird davon ausgegangen, dass das Knochenmark,
bestehend aus verschiedenen hidmatopoetischen Zelltypen, ein &hnliches Streulicht und
biochemische Eigenschaften wie die reifen Bestandteile im peripheren Blut erzeugt
(Tan et al., 2014).

Die Analyse von Knochenmark im Advia resultierte in einer merklichen Reduzierung von
Zellen insbesondere in weillen Blutzellen und Lymphozyten in allen Tieren der AZA-Gruppe.
Die weiteren analysierten Zellen (Neutrophile, Eosinophile und Monozyten) zeigten nur am
Sektionstag 1 fast keine vorhandenen Zellen im Knochenmark. Diese Ergebnisse stimmen fiir
die AZA-Gruppe mit denen, die in der Durchflusszytometrie erreicht wurden, iiberein.
Die Ergebnisse der CSA-behandelten Tiere konnen nicht zusammen bewertet werden, da die
Ergebnisse der Sektionstage 1 und 2 stark auseinander gehen. In allen gemessenen
Zellpopulationen bei CSA zeigte Sektionstag 1 sehr wenige Zellen, was fiir die niedrige Dosis
von 1 mg/kg CSA sehr unwahrscheinlich ist, dass hier bereits ein Effekt zu sehen ist.
Am Sektionstag 2 nahmen die Zellen durchgehend in der oberen Dosis CSA im Gegensatz zu

den anderen Dosierungen zu. Diese zellprolifierende Tendenz ist auch sehr unwahrscheinlich.
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Diese Methode ldsst sich mit verhdltnismédBig wenig praktischem und zeitlichem Aufwand
gegeniiber der manuellen Knochenmarkszell-Differenzierung durchfiihren und erscheint als
Screening-Methode fiir Knochenmarksanalysen in der praklinischen Phase besonders
interessant. Wenngleich die Messung an sich nicht aufwendig fiir den technischen Mitarbeiter
ist, ist die Interpretation der Zytogramme eine groBere Herausforderung fiir den Himatologen,
die Erfahrung benétigt.

Des Weiteren ist zu bedenken, dass diese Methode noch nicht fiir Nager etabliert ist und kein
passendes Programm fiir diese Spezies von dem Hersteller auf den Markt erhiltlich ist.
Erfahrene technische Mitarbeiter waren sich bei den Knochenmarksmessungen nicht eindeutig
sicher, ob die Vorlduferzellen in den richtigen Zellgruppen einsortiert wurden, da die
Zytogramme des Knochenmarks ein etwas anderes Bild ergab als im peripheren Blut.
Zusatzlich wurde an einigen Publikationen von der Messung von Artefakten hingewiesen.
Bauer et al. (2012) haben die automatische Blutanalyse des Advia 2120 in Hunden, Katzen und
Pferden evaluiert. Sie stellten eine schlechte Korrelation zwischen der manuellen und
automatischen Messung bei den Monozyten fest.

Als Grund sehen Bauer und Kollegen die niedrigere analysierende Zellzahl in manuellen
Messungen im Vergleich zum Advia. Aulerdem sind Monozyten in ihrer Morphologie und
GroBe hoch variabel, so dass sie schwer von anderen Zellpopulationen differenziert werden
konnen.

Weiterhin wird der Advia mit einer sogenannten ,,Pseudobasophilie” in Zusammenhang
gebracht. Pseudobasophilie ist ein technisches Problem, bei dem abnormale Zellen im
peripheren Blut als Basophile gezihlt werden. Dieses Phinomen wird héufig bei unerfahrenen
Bedienern des Advia beobachtet, welches durch ein Verstindnis der Basophilen-Methode und
des Zytogramms verbessert werden kann (Gibbs et al., 2009). Dieses Phdnomen ist auch bei
der Untersuchung von Knochenmark denkbar.

Zukiinftig sollten auch andere automatische Hdmatologie-Analysegerite in Betracht gezogen
werden. Beispielsweise haben Criswell et al., (2014) mit dem Sysmex XT-2000iV in
Knochenmark von Ratten eine differentielle Knochenmarkszdhlung mit Behandlungs-
bedingten Effekten vergleichbar zur mikroskopischen Analyse erreicht.

Die FACS-Analyse von Knochenmark ist eine etablierte und géingige Methode im Gegensatz
zum Advia. AuBlerdem bietet sie sehr viel mehr individuelle Mdoglichkeiten der Analyse,
wenn bestimmte Zellpopulationen gesucht werden. Fiir Screening-Methoden in vivo ist sie

zukiinftig die Methode der Wahl.
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Eine weitere Vorhersage von hdmatotoxischen Eigenschaften von Substanzen lieferte der
CFU (Colony-Forming Unit)-Assay, der in vitro an humanen CD34"-Zellen und ex vivo an
Knochenmarkszellen der Ratte durchgefiihrt wurde. Die Behandlung der humanen
Knochenmarkzellen mit den Substanzen AZA, CSA, BAP und HCB zeigten grundsitzliche
Unterschiede in den Effekten zwischen den Immunsuppressiva und den Umweltchemikalien.
Eine Konzentration von 30.000 ng/ml AZA oder CSA lieB keine Kolonien (CFU und BFU) auf
den Medium wachsen. Ein dosisabhingiger Effekt war bei AZA ab 1000 ng/ml mit einer
stetigen Reduktion der Kolonien zu finden. Bei CSA trat eine Reduktion von Kolonien erst ab
10.000 ng/ml auf. Dieser friiher eintretende schidigende Einfluss auf das Knochenmark bei
AZA war gegeniiber CSA zu erwarten. Die Umweltchemikalien hingegen I8sten bis
10.000 ng/ml keine komplette Hemmung der Kolonien aus.

Die Kurven zeichneten sich in ihren Verlauf durch Auf - und Abstiege der Kolonienanzahl aus.
Aus diesem in vitro Versuch ist zu schlieen, dass BAP und HCB keine unmittelbare
Knochenmarkstoxizitit bewirken. Der Wirkmechanismus der beiden Substanzen,
soweit bekannt, 14sst zudem keinen Einfluss auf das Knochenmark vermuten. Bei BAP konnen
jedoch die Metaboliten eine schidigende Wirkung besitzen. Vielversprechende Ergebnisse
konnte die mikroskopische Betrachtung der Zellen in den Kolonien in einem Vorversuch
zeigen. Anhand von morphologischen Charakteristika konnten bei den mit AZA behandelten
Zellen erste Verdanderungen wie beschéddigte Zellmemembranen bereits ab 100 ng/ml gesehen
werden.

Der ex vivo CFU-Assay, der mit den Knochenmarkszellen aus den Rattenversuch durchgefiihrt
wurde, zeigte in keiner der Dosisgruppen eine Wachstumshemmung. Ein Grund dafiir ist,
dass diese Zellen nicht aktiv in der in vitro-Schale mit der Substanz behandelt wurden.
Die genaue physiologische Gewebekonzentration im Tier, die nach Aufnahme und
Metabolisierung der Substanz die Knochenmarkszellen erreicht haben konnte, ist schwer
nachzuvollziehen.

Hierzu miissten Studien zur physiologisch-basierten toxikokinetischen (PB-TK) Modellierung
durchgefiihrt werden, um die Aufnahme und Verteilung von Chemikalien basierend auf
biochemischen Reaktionsraten, physiologischen und anatomischen Eigenschaften

vorherzusagen
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Der in vitro CFU-Assay eignet sich gut fiir eine Vorhersage von Knochenmarkstoxizitét in
praklinischen Studien. Seine Vorteile liegen in der Abbildung von dosisabhingigen Effekten,
dem Vergleich verschiedener Substanzen in womoglich verschiedenen Spezies und dem
Verzicht von Tierversuchen. In dieser in vitro Methode sind allerdings nicht indirekte
hidmatopoetische Effekte wie durch Spezies-spezifische Metabolite oder sekundéire
Hamatoxizitdt durch andere Organschaden oder —dysfunktion testbar (Criswell et al., 2014).
Es scheint, dass eine Kombination aus der Auszdhlung von Kolonien und der mikroskopischen
Betrachtung hinsichtlich morphologischer Zellverdnderungen als Reaktion auf die Substanz
sensitivere Ergebnisse liefern konnte.

Dieser in vitro Hématotoxizitdts-Assay kann eine Schliisselrolle in der Liicke zwischen
préklinischer und klinischer Untersuchung spielen. Dieser Test konnte in der Vorhersage der
maximum tolerated dose (MTD) entscheidend beitragen, die fiir die Wahl der Startdosis in der
klinischen Phase I als Basis herangezogen wird. Des Weiteren wird die Myelosuppression mit
Reduktion der Granulozyten (Granulozytopenie, Agranulozytose) als groBeres klinisches
Risiko im Vergleich zur Lymphozytopenie angesehen und viele Chemotherapeutika 16sen als
Nebenwirkung eine Myelosuppression aus (Gribaldo, 2002).

Der Begriff Myelosuppression versteht sich in diesem Zusammenhang als Stérung der
myeloischen Reihe und nicht allgemein als Knochenmarksuppression. Der colony-forming unit
Test befindet sich derzeit in der Validierung der ECVAM
(European Centre for the Validation of Alternative Methods).
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4.11 Ausblick

Die histologischen Immunbiomarker in Milz und Thymus der Ratte konnten in den meisten
Studien zelluldre Verdnderungen empfindlicher anzeigen als die H&E-Féarbungen.
Damit kénnen sie bereits in der ersten Teststufe als Ergdnzung zur H&E-Farbung sinnvoll sein,
um frithzeitig in der Entwicklung von Medikamenten bzw. chemischen Produkten
immunmodulatorische bzw. immuntoxische Befunde zu erkennen. Insbesondere ergeben sich
folgende Vorteile: Die Biomarker konnen bei der Bestimmung von Schwellenwerten
(wie NOEL, LOEL) helfen, historische Kontrolldaten zu den Biomarkern kommen auch
weiteren Untersuchungen zugute ebenso wie ein Vergleich von Ergebnissen iiber mehrere
Untersuchungen zusétzliche Einblicke in die mechanistischen Hintergriinde der Verdnderungen
ermoglicht. SchlieBlich fiihrt die wiederholte Anwendung einer Methode zu erhéhter Routine
und Reproduzierbarkeit, indem die Laboranten ihre methodische Kompetenz erweitern.

Die Auswahl der sechs Biomarker deckte die wichtigsten Immunzellen bzw. interagierende
Zellen ab und ist im Aufwand praxistauglich. Abhingig vom Wirkmechanismus und von den
histopathologischen Ergebnissen konnen auch weitere Biomarker getestet werden oder das
Spektrum eingeengt werden. Es entspricht dem Wesen dieser Untersuchung das kein
vollstindig festgelegtes Standardpanel verwendet wird, sondern die Art der Untersuchung den
Effekten angepasst werden muss.

Wenn diese Biomarker sich weiterhin gut etablieren erscheint es zukiinftig sinnvoll sie in einer
Best Practice Guidance als Basistestung zur Immuntoxizitit aufzunehmen, um immuntoxische
Effekte genauer zu identifizieren. Werden Effekte mit diesen Immunmarkern ersichtlich,
konnen danach in einer weiteren Teststufe spezifische Untersuchungen wie Funktionstest zu

betroffenen Immunzellen durchgefiihrt werden (,.tired approach).

Das anfingliche Ziel, die beschwerliche manuelle Knochenmarksdifferenzierung durch eine
einfachere und schnellere Methode zu ersetzen ist bis dato nicht moglich. Diese Aussage wird
durch die Untersuchung von Tan et al. (2014) unterstiitzt, der Knochenmarksproben von
Hunden automatisiert mit dem Advia 2120 analysierte und mit der manuellen Differenzierung
verglich. Sie schlussfolgerten, dass automatische Analysen die mikroskopische Betrachtung
nicht ersetzen sollten, sie konnten jedoch eine niitzliche Ergidnzung sein. Die Untersuchungen
mit dem Advia 21201 miissten weiter validiert werden, um die Ergebnisse richtig interpretieren

zu konnen.
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Ein Vorteil dieser Methode ist, dass nur geringe Mengen an Knochenmark erforderlich sind
und die Ergebnisse binnen Sekunden pro Probe verfligbar wéren. Nachteilig ist, dass nicht alle
Zelltypen erfasst werden konnen.

In den Untersuchungsmethoden zum Nachweis von hidmatotoxischen Effekten im
Knochenmark der Ratte ist die FACS-Analyse eine gute und etablierte Methode fiir die
Messung von spezifische Zellpopulationen (,,phédnotypisieren®), die sich leicht in
toxikologischen Standarduntersuchungen einbauen ldsst. Die Charakterisierung von gro3en
Zellzahlen kann innerhalb eines Tages erfolgen.

Eine ebenfalls vielversprechende Methode zur Knochenmarksuntersuchung als Alternative
zum Tierversuch ist der in vitro CFU-Assay. Seine Vorteile liegen in dem Vergleich von
Substanz-Effekten von verschiedenen Spezies, der Abbildung dosisabhéngiger Effekte und
Hinweise zu unterschiedlichen Wirkmechanismen bei Umweltchemikalien und Medikamenten
auf das Knochenmark. Hier erscheint insbesondere der Vergleich zwischen den in vitro CFU-
Assays von humanen und aus der Ratte stammenden Knochenmarkszellen interessant, der als
erster Screening-Test zur Untersuchung einer Hdmatotoxizitdt angewandt werden kann.
Eine Kombination mit der Histologie konnte die Sensitivitit der Methode erhdhen.

Der nidchste Schritt wére die Untersuchung der Hédmatotoxizitdt im in vivo Rattenversuch
(beispielsweise durch FACS-Messung und Advia), sodass iiber Expositionsberechnungen auf
die Wirkung im Menschen geschlossen werden kann. Diese Methoden bediirfen einer weiteren
Etablierung mit weiteren hidmatotoxischen Substanzen, da hier nur AZA als primér

hamatotoxisch getestet wurde.

Die Durchfiihrung der oralen 28-Tage Toxizitdtsstudie in Ratten in dieser Arbeit wurde gemaf3
der OECD 407 durchgefiihrt und enthielt neben immuntoxischen Untersuchungsmethoden
zusdtzliche Untersuchungen zur Analyse von Knochenmarkszellen. Die Generierung von
vielen Untersuchungsproben, insbesondere vom Knochenmark, war ein Sonderfall und fiihrte
zu erheblichem Laboraufwand. Fiir eine weitere Tierstudie wére es empfehlenswert, auf einige
erfolgreiche Methoden zu fokussieren. Hierdurch werden Sektionstage und damit die
methodische Variabilitit zwischen den Sektionsintervallen verringert. Diese methodische
Variabilitdt hatte sich im Vergleich unterschiedlicher Sektionstage erwiesen und kann das
Ergebnis der Studie beeinflussen. Hier miisste weiter gekldrt werden, welche Faktoren

insbesondere fiir diese Beobachtung verantwortlich sind.
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Die Laser-Scanning Methode ermdéglichte die Darstellung von zelluldren Details, die fiir
zukiinftige mechanistische Untersuchungen von Interesse sein konnen. An Gefrierschnitten,
die gegentiber Paraffinschnitten aufgrund der fehlenden prozessierungsbedingten Schrumpfung
exakter die subzellulire Position eines Markers darstellen, lassen sich parallel mehrere
Nachweise durchfiihren und ihre Lokalisation in den Zellen simultan bewerten. Hier wire eine
quantitative, morphometrische Bildanalyse z.B. zur Zdhlung von positiven Zellen in
bestimmten Kompartimenten aussichtsreicher als mit der H&E-Féarbung am Lichtmikroskop.
Besonders spannend konnte diese Mikroskopier-Technik fiir das sogennante /ive cell imaging
oder real time imaging sein, die das dynamische Wandern von Immunzellen im lebenden Tier

oder in Zellkulturen nachverfolgen kann (wie in Germain et al., 2006).

Insgesamt ist fiir die Identifizierung von immuntoxischen oder immunmodulierenden Effekten
von Chemikalien oder Medikamenten in priklinischen Studien die Durchfiihrung mehrerer
Tests notig, wie vielfach in der Literatur beschrieben. Die Abdeckung mehrerer Endpunkte in
Untersuchungen von verschiedenen beteiligten Zellen und Organsystemen des Immunsystems
und eine weight-of-evidence Bewertung von Toxikologen sind entscheidend. Die Aufstellung
von Schwellenwerten (wie dem NOAEL) ist fiir immuntoxische Effekte nicht einfach, kann
allerdings durch die Verwendung der obigen Biomarker erleichtert werden. Bei der Bewertung
eines immuntoxischen Potentials ist es nicht einfach, Schwellenwerte zu definieren, da viele
Reaktionen keiner typischen Dosis-Wirkungs-Kurve folgen und die Bewertung der Adversitit
eines Immuneffekts am klinisch gesunden Tier oft schwierig ist. Zudem ist die Bewertung
immuntoxischer Wirkungen in Zusammenhang mit der Gesamttoxizitit einer Substanz
komplex und ihre Bewertung muss die Gesamtheit der Studienparameter einbeziehen und
bedarf hoher Fachkenntnis. Aufgrund unterschiedlicher Expertise und dem Wunsch mit relativ
iiberschaubarem Aufwand zu Ergebnissen zu kommen, sind Screening-Methoden und
Ubersichtsdarstellungen der Resultate (wie mithilfe PCA-Analyse, Heatmap-Darstellung) fiir

die zukiinftige Immuntoxikologie erforderlich.

146



5 Zusammenfassung

In der préklinischen Entwicklung von Medikamenten und bei der toxikologischen Testung von
Chemikalien ist eine friihzeitige Abschédtzung der Immuntoxizitit, das heifit die Untersuchung
von unerwiinschten Nebenwirkungen auf die Immunfunktion von Versuchstieren, ein wichtiger
Bestandteil ~der Risikoabschdtzung fiir den  Menschen. Immuntoxikologische
Untersuchungsmethoden beinhalten unter anderem die Histopathologie von lymphatischen
Organen und Knochenmark, Subpopulationsanalysen, Himatologie und Zytologie. Aus allen
Untersuchungen miissen die empfindlichsten Methoden bestimmt werden, die einen
Schwellenwert ableiten lassen, bei dem in der hochsten Dosis kein (adverser) toxischer Effekt
auftritt [NO(A)EL].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Immunbiomarker im Rahmen von oralen 28-Tage
Toxizitatsstudien gemifl der OECD Test-Richtlinie Nr. 407 an Ratten mit Hilfe neuer
Methoden zu etablieren, um die Bewertung von Substanzen bzgl. der Immuntoxizitit zu
optimieren.

Im ersten Schritt wurden immunhistochemische Biomarker (Farbung der wichtigsten
Immunzellen und interagierenden Zellen) in lymphatischen Organen an archivierten Material
von 14 - 28-Tage Toxizititsstudien in der Ratte etabliert. Die verabreichten Testsubstanzen in
diesen Studien waren bekannte immunmodulatorische Substanzen: Die Immunsupressiva
Azathioprin und Cyclosporin A, Entwicklungssubstanzen aus der Antibiotikagruppe der
Oxazolidinone und zwei Umweltchemikalien, Benzo[a]pyren und Hexachlorbenzol.

Im zweiten Schritt wurden die gewonnen Erfahrungen in einer neu geplanten oralen 28-Tage
Toxizitétsstudie an Ratten mit Cyclosporin A und Azathioprin angewandt. Neben den
Routinepriifungen zur Immuntoxizitdt und den immunhistochemischen Biomarker, wurden in
dieser Tierstudie neue state-of-the-art Methoden zur Untersuchung von Knochenmarkstoxizitat
(automatisch, manuell zytologisch und in vitro) verglichen. Der Nachweis hdmatotoxischer
Effekte mittels Biomarkern ist von groBem Interesse, da die mikroskopische Auswertung von
Knochenmark zeitintensiv ist und ein enormes Expertenwissen erfordert.

Die immunhistochemischen Biomarker in Kombination mit der Terminologie der
Enhanced Histopathology (= semiquantitative deskriptive Befundung separater Kompartimente
in lymphatischen Organen) in Milz und Thymus konnten in den meisten Studien
(sowohl archiviertes als auch frisches Gewebe) zelluldre Verdnderungen empfindlicher

bestimmen als die routinemafBig angewandte H&E-Farbung.
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Die immunhistochemische Untersuchung eignet sich gut in der ersten Teststufe zur
Immuntoxizidt in Routinestudien zusammen mit der H&E-Firbung sowie weiteren
studienspezifischen Parametern wie Organgewichten und hé&matologischen Parametern.
Sie kann die Ableitung von Schwellenwerten unterstiitzen und mechanistische Informationen
liefern. Fiir mechanistische Untersuchungen erwies sich zusétzlich die konfokale Laser-
Scanning-Mikroskopie fiir zelluldre Details besonders vielversprechend.

Des Weiteren konnten neue Darstellungsarten die groen Datenmengen aus den
toxikologischen Standarduntersuchungen und den immunhistochemischen Ergebnissen
iibersichtlich zusammenfassen und vereinfachten die Interpretation von Effekten.
Die Heatmap-Darstellung visualisiert in farblicher Weise zusammenhingende Effekte und
Einzeleffekte. Die Hauptkomponentenanalyse stellt dagegen in einem dreidimensionalen
Koordinatensystem Ausreiller dar und kann Unterschiede im Wirkmechanismus verschiedener
Substanzen aufzeigen.

Hinsichtlich der verschiedenen Knochenmarksuntersuchungen ist festzustellen, dass das
anfiangliche Ziel, die beschwerliche manuelle Knochenmarksdifferenzierung durch eine
einfachere und schnellere Methode zu ersetzen nicht erreicht werden konnte. Als Ergidnzung ist
eine automatische Knochenmarkszelldifferenzierung wiinschenswert, die aber mit dem
Hiamatologie-System Advia 21201 weiter validiert werden miisste, da nicht alle Zelltypen sicher
klassifiziert wurden. Die FACS-Analyse ist eine gute und etablierte Methode fiir die Messung
von spezifische Zellpopulationen und kénnte zukiinftig als ex vivo Screening-Methode und
Ersatz von manueller Knochenmarksdifferenzierung fungieren. Eine vielversprechende
Alternative zum Tierversuch ist der in vitro CFU (colony-forming unit)-Assay, der einen
Vergleich zwischen humanen und aus der Ratte stammenden Knochenmarkszellen ermdglicht
und dosisabhédngige Effekte aufzeigt. Dieser Test konnte als erstes Screening ohne die
Verwendung von Tieren zur Untersuchung einer Hamatotoxizitit angewandt werden.
Insgesamt ist fiir die Identifizierung von immuntoxischen oder immunmodulierenden Effekten
von Chemikalien oder Medikamenten in priklinischen Studien die Durchfiihrung mehrerer
Tests erforderlich, die anschlieBend mit einer weight-of-evidence Betrachtung interpretiert
werden. Hierbei konnen zuverldssige Immunbiomarker zu einer schnellen und sensitiven

Bewertung beitragen.
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6 Summary

An Early assessment of immunotoxicity (the investigation of adverse health effects as a result
of the interaction of xenobiotics with the immune system) is an important part in the preclinical
development of drugs and in the toxicological testing of chemicals. Immunotoxicity testing
includes, among others, histopathology of lymphoid organs, subpopulation analysis,
hematology and cytology. From all investigations the most sensitive methods have to be found,
which indicate a threshold value at which no-observed-(adverse)-effect level NO (A) EL is
found at the highest dose tested.

The aim of this thesis was to establish immunobiomarkers in oral 28-day toxicity studies
according to OECD Test Guideline No. 407 in rats in order to optimize the assessment of
immunotoxic substances according to international guidelines by the application of newly
established methods.

In the first step, immunohistochemical biomarkers were established in lymphoid organs in
archived material of 14 - 28-day toxicity studies in the rat. The test samples were well-known
immunomodulators: the immunosuppressants azathioprine and cyclosporine A,
development candidates from the antibiotic group of the oxazolidinones, and the two
environmental chemicals benzo [a] pyrene and hexachlorobenzene.

In a second step, the applied methods was extended to a newly planned oral 28-day
toxicity study with cyclosporine A and azathioprine. In addition to the routine testing for
immunotoxicity and use of immunohistochemical biomarkers, new state-of-the-art methods for
evaluating bone marrow toxicity were included. Today, the detection of hematotoxic effects via
biomarkers is of great interest since the microscopic evaluation of bone marrow is time-
consuming and requires enormous expert knowledge. To enable comparison different bone
marrow techniques (automatic, manual visual and in vitro) were carried out in addition.

The immunohistochemical biomarkers in spleen and thymus, in combination with the
terminology of Enhanced Histopathology (= semiquantitative descriptive terminology to
characterize separate compartments of lymphoid organs), were found to be more sensitive in
most of the studies in detecting cellular changes when compared with routine H&E staining.
This examination is well-suited for the first step of immunotoxicity testing in routine,
supports the derivation of thresholds for risk assessment and provides mechanistic information.
In addition, for mechanistic investigations confocal laser scanning microscopy turned out to be

particularly promising for cellular details.
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Furthermore, new ways in which standard toxicological studies and the immunohistochemical
results can be presented were useful to manage large amounts of data and thus to simplify the
interpretation of effects. The heatmap representation clearly visualizes synergistic and
individual effects. The principal component analysis (displayed as a three-dimensional
coordinate system) helps to identify outliers and could show differences in the mechanism of
action of various substances.

With regard to the different bone marrow examinations, it should be noted that the initial goal
of replacing the cumbersome manual bone marrow differentiation by a simpler and faster
method is not possible so far. An automatic bone marrow cell differentiation is also desirable,
but the hematology system Advia 2120i has to be more extensively validated due to its
weaknesses in identification of some cell populations. The FACS analysis is a reliable and
established method for the measurement of specific cell populations and could function in
future as an ex vivo screening method and replacement of manual bone marrow differentiation.
A promising alternative to the animal experiment is the in vitro CFU (colony-forming unit)
assay, which allows a comparison between human and rat bone marrow cells and shows dose-
dependent effects. This test could be used as a first screening step avoiding the use of animals
for the investigation of hematotoxicity.

Overall, the identification of immunotoxic or immunomodulatory effects of chemicals or drugs
in preclinical studies requires the implementation of several tests and the subsequent
interpretation ~ with a  weight-of-evidence approach. For  this  purpose,

reliable immunobiomarkers can contribute to a rapid and sensitive immunotoxicity assessment.
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Abbildungsverzeichnis

Abb.1 Differenzierung der Inmunzellen (vereinfachte Darstellung).
Aus den Stammzellen im Knochenmark differenzieren die Zellen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems sowie die roten Blutzellen. (Verdndert nach OpenStax, 2013).

Abb.2 Zelluldrer Autbau des Thymus (verdndert nach Junqueira & Carneiro, 2004).

Abb.3 Aufbau der Milz.
Schematische Darstellung der Milz oben mit roter Pulpa (rosa) und VergréBerung eines
Querschnitts der weillen Pulpa (verdndert nach Janeway, 2002).

Abb.4 Ablauf der histologischen Arbeitsschritte

Abb.5 Ablauf des CFU (colony-forming unit)-Assay
(Abbildung verdndert aus www.stemcell.com)

Abb.6 Hédmatopoese im Knochenmark und die gezéhlten CFU-Kolonien fiir den humanen
CFU-Assay.

Bas (basophil); BFU (burst-forming unit) CFU (colony-forming unit); E (erythoid); Eo
(eosinophil); GEMM (granulocyte-erythroid-macrophage-megakaryocyte); GM (granulocyte-
macrophage); Meg (megacaryocyte). (Abbildung verdandert nach Socolovsky et al., 1998).

Abb.6 Hédmatopoese im Knochenmark und die gezéhlten CFU-Kolonien fiir den humanen
CFU-Assay.

Bas (basophil); BFU (burst-forming unit) CFU (colony-forming unit); E (erythoid); Eo
(eosinophil); GEMM (granulocyte-erythroid-macrophage-megakaryocyte); GM (granulocyte-
macrophage); Meg (megacaryocyte). (Abbildung verdandert nach Socolovsky et al., 1998).

Abb.7 Darstellung der Zytozentrifuge Cytospin.

AuBere und innere Geritedarstellung und als Resultat Cytoslides mit konzentrierten
Knochenmarkszellen (Cytospots), die sich mikroskopisch untersuchen lassen.

Darstellung auflen und innen iibernommen von Thermo Fisher Scientific.

Abb.8 Vergleich der manuellen und automatischen Knochenmarksanalyse mit dem Advia
Héamatologie-System.

Abb.9 Zelluldre Lokalisation der aktivierten Caspase-3.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x15), (2) Milz periarteriolére lymphatische Scheiden
(PALS) (x20)

Abb.10 Zellulare Lokalisation von CD3.

(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x7), (2) Milz mit periarterioldre lymphatische Scheiden
(PALS), B-Zell-Follikeln (BF), Marginalzone (MZ) und rote Pulpa (RP) (x8)
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Abb.11 Zelluldre Lokalisation von CDS.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x8), (2) Milz mit periarterioldre lymphatische Scheiden
(PALS) und Marginalzone (MZ) (x8)

Abb.12 Zelluldre Lokalisation von CD68S.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x5), (2) Milz mit weile Pulpa (WP), Marginalzone
(MZ) und rote Pulpa (RP) (x5)

Abb.13 Zelluldre Lokalisation von CD79a.
(1) Thymus Rinde (R) und Mark (MK) (x6), (2) Milz mit periarteriolére lymphatische Scheiden
(PALS), B-Zell-Follikeln (BF), Marginalzone (MZ) und rote Pulpa (RP) (x5)

Abb.14 Zelluldre Lokalisation von Zytokeratin.
Thymus mit epithelfreien Bereichen (Pfeile) und dicke Epithelzellfortsitze im Mark (MK)
(x10)

Abb.15 A-E Ausgeprigte histopathologische Effekte in Milz und Thymus erhoben an H&E-
Féarbungen.

A) Erythropoetische Foci in der roten Milzpulpa (RP) an OXA 1 Kontrolltier (Pfeil) (x20)

B) Vermehrte Megakaryozyten (Pfeil) in der roten Milzpulpa an OXA II Kontrolltier (x15)

C) Unterschiede in der Blutfiille der roten Milzpulpa. C1 Blutgehalt bei einem Kontrolltier, C2
vermehrte Blutfiille nach BAP in der oberen Dosisgruppe (x7)

D) Unterschiede in der Thymozytendichte der Thymusrinde. D1 Kontrolltier D2 obere
Dosisgruppe BAP, Tingible body-Makrophagen (x5)

E) Unterschiede im Verhiltnis von Rinde (R) und Mark (MK) des Thymus. E1 Relation bei
einem Kontrolltier (Pfeil), E2 OXA IV mittlere Dosis, Abnahme Verhiltnis Rinde/Mark (Pfeil)
(x2). E3 OXA IV obere Dosis, hochgradige Depletion von corticalen Thymozyten (x10)

Abb.16 F-M Ausgeprigte histologische Effekten in Milz und Thymus erhoben an THC-
Féarbungen.

F) Epithelfreie Areale der dufleren Thymusrinde mit IHC-Nachweis Zytokeratin. F1
Kontrolltier mit epithelfreien Regionen (Pfeil), die nach AZA obere Dosis (F2) vollstindig
verschwunden sind (x12)

G) Unterschiede in der Ausprigung von Apoptosen in Thymus im IHC-Nachweis von Caspase-
3. G1 Kontrolle mit geringen Mengen positiver Zellen, G2 AZA obere Dosis mit erhohter
Anzahl apoptotischer Zellen in Rinde (R) und Mark (MK) (x12)

H) Unterschiede in der Menge CD79" B-Lymphozyten im Thymusmark.. H1 Kontrolltier, H2
AZA obere Dosis (x7)

I) Unterschiedliche Haufung von Makrophagen im Thymus mit CD68. I1 Kontrolltier, 12
Verdichtung der Makrophagen an der Mark-Rindengrenze nach BAP obere Dosis (x4)

J) Unterschiede in der Menge von CD3" T-Lymphozyten in der Milz. J1 Kontrolltier, J2
verstdrkte Prisenz von T-Lymphozyten in den B-Zellfollikeln (BF) nach HCB obere Dosis
(x12)

K) Darstellung der Mengen von zytotoxischen T-Lymphozyten mit CD8 in der Milz. K1
Kontrolltier, K2 Abnahme der T-Lymphozyten in der PALS nach HCB obere Dosis (x7)

L) Fokal vermehrte T-Lymphozyten im Thymusmark mit CD8 nach BAP mittlere Dosis (x7)
M) CD79" Megakaryozyten in der Milz eines mit OXA III behandelten Tieres (x10)
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Abb.17 N-Q Konfokale Fluoreszenzmikroskopie von ausgewihlten Biomarkern in Milz und
Thymus.

N) Zytokeratin (rot, AF594) im Thymus, DAPI (blau) (40x)

0) Caspase-3 (griin, AF488) im Thymus, DAPI (blau), (20x)

P) CD79 (griin, AF488) in der Milz DAPI (blau) (40x)

Q) CD68 (griin, AF488) in der Milz, DAPI (blau) (40x)

Abb.18 Tile Scan-Ausschnitt am LSM 700 in der Milz.
CD68 (griin, AF488), DAPI (blau) (40x).

RP: rote Milzpulpa, MZ: Marginalzone,

PALS: periarterioldre lymphatische Scheiden

Abb. 19 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie an einem
Gefrierschnitt der Milz: CD4-Férbung der T-Helferzellen

Abb.20 Hauptkomponentenanalyse verschiedener toxikologischer Parameter gruppiert nach

Dosisgruppen.
Generierung mit der Genedata Expressionist Software.

Abb.21 Heatmap-Darstellung ausgewéhlter toxikologischer Standard-Untersuchungen.
A) Histopathologische Befunde

B) Hématologie und Klinische Chemie

C) Korper- und Organgewichte

Generierung mit der Genedata Expressionist Software

Abb.22 Konzentrationen der Immunglobuline im Serum.
A) IgA, B) 1gG, C) IgM
n= 10 Tiere pro Dosisgruppe (Dreifachbestimmung); Signifikanzen: * P <0.05 ** P <0.01

Abb.23 A-F Durchflusszytometrische Analysen in der Milz an Sektionstag 1 und 2.
A) CD45RC low,

B) CD45RC high (Leukozyten),

C) CD4 total (T-Helferzellen),

D) CD3 total (T-Zellen),

E) CDS total (zytotoxische T-Zellen),

F) NK total (Natiirliche Killerzellen)

Signifikanzen: * P <0.05 ** P <0.01 ***P <0.001

Abb.24 A-F Durchflusszytoemtrische Analysen im mestenterialen Lymphknoten.
A) CD45RC low,

B) CD45RC total (Leukozyten),

C) CD4 total (T-Helferzellen),

D) CD3 total (T-Zellen),

E) CDS8 total (Zytotoxische T-Zellen),

F) NK total (Natiirliche Killerzellen)

# 4/5 Tiere wurden in der Dosisgruppe fiir die Berechnung mit einbezogen.
Signifikanzen: ** P <0.01 *** P <(.001

Abb.25 Dot-plot-Darstellung und Gating-Strategie der Subpopulationsanalyse von
Knochenmarkszellen (Femur) der Ratte.

Féarbung mit CD45:FITC, CD71:PE und LDS-751. SSC = side scatter (Seitwértsstreulicht),
FSC = forward scatter (Vorwértsstreulicht).
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Abb.26 A-C Subpopulationsanalyse von Vorlduferzellen im Knochenmark der Ratte
hinsichtlich hdmatotoxischer Eigenschaften nach Gabe von CSA und AZA.

A) Lymphoide Zellen, B) Retikulozyten, C) Erythrozyten.

Signifikanz: * P < 0.05; # 4 Tiere wurden in der Dosisgruppe fiir die Berechnung mit
einbezogen.

Abb.27 Immunfluoreszenz-gelabelte Knochenmarkszellen aus der Subpopulationsanalyse.
Rot: LDS 751 (Zellkern-Farbung),

Blau: CD71:PE (erythoide Zellen),

Griin: CD45:FITC (myeloide und lymphoide Zellen).

Abb.28 A-E Ergebnisse zur automatischen himatologischen Analyse von Knochenmarkszellen
mithilfe des Advia Hdmatologie-System.

A) Weile Blutzellen, B) Lymphozyten, C) Neutrophile Granulozyten, D) Eosinophile
Granulozyten, E) Monozyten.

# 4/5 Tiere wurden in der Dosisgruppe fiir die Berechnung mit einbezogen.

Abb. 29 A-B Verschiedene Reifestadien der Knochenmarkszellen eines Kontrolltieres.
A): Ausstrich, B): Zytospot

Abb.30 Vakuolen-Bildung in einer Knochenmarkszelle (vermutlich Monoblast) bei
mikroskopischer Betrachtung eines Zytospots.

Abb.31 A-F Mikroskopische Aufnahmen zu verschiedenen Kolonien des CFU-Assays mit
humanen CD34"-Zellen.

A, B: BFU-E (burst-forming unit-erythroid);

C: CFU-G (colony-forming unit -granulocyte);

D: CFU-M (colony-forming unit -macrophage);

E: CFU-GM (colony-forming unit -granulocyte-macrophage),

F: CFU-GEMM (colony-forming unit -granulocyte-erythroid-macrophage-megakaryocyte)

Abb.32 A-D Ergebnisse aus dem CFU-Assay mit humanen CD34"-Knochenmarkszellen.
Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentration von A) Azathioprin B) Cyclosporin A C)
Benzo(a)pyren und D) Hexachlorbenzol behandelt (Auszdhlung von Triplikaten).

Abb.33 A-D Morphologische Charakteristika gefdrbter Cytopots aus dem CFU-Assay mit
humanen CD34"-Knochenmarkszellen nach Gabe von Azathioprin.
Féarbung mit May-Griinwald-Giemsa. A) 1, B) 100, C) 1.000, D) 100.000 ng/ml Azathioprin.

Abb.34 Ergebnisse aus dem CFU-Assay mit Knochenmarkszellen aus der Ratte (ex vivo).

Die Zellen wurden mit Mediumkontrolle (IMDM), Positivkontrolle (Topotecan) und
verschiedenen Konzentration von Azathioprin (AZA) und Cyclosporin (CSA) behandelt.

(n =50 Tiere)
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