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Zusammenfassung (deutsch)

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Polarisierungsverhalten von Makrophagen und wie
sich IGF1 und Insulin auf dieses auswirken.

IGF1 ist ein anaboles Hormon mit einer groRen strukturellen Ahnlichkeit zu Insulin. In
Vorarbeiten wurde gezeigt, dass IGF1 positive Effekte auf die Regeneration nach
Myokardinfarkt hat, indem es Makrophagen zu einem antiinflammatorischen M2-&hnlichen
Phénotyp polarisiert. Um diesen Effekt genauer zu verstehen und zu evaluieren, ob er IGF1-
spezifisch ist, werden in dieser Arbeit die Effekte von IGF1 und Insulin auf die
Markophagen-Polarisierung untersucht und verglichen.

Knochenmarkmakrophagen wurden aus Tibia- und Femurknochen von Mdusen isoliert, mit
10 ng/ml M-CSF (Makrophagenkolonien stimulierendem Faktor) kultiviert und mit oder
ohne IGF1 oder Insulin behandelt. Mittels gPCR, Western Blot, Durchflusszytometrie und
next generation sequencing wurden die entstandenen Phénotypen analysiert und die
Expression typischer Marker des M2-Phanotyps untersucht. Mit 1L4 und IL13 behandelte
Makrophagen wurden als positive M2-Phénotyp Kontrolle verwendet.

In der gPCR-Analyse zeigte sich eine Hochregulation M2-Marker-Gene Mrcl, Argl und
Retnla in den IGF1-behandelten, aber nicht in den Insulin-behandelten Makrophagen.
Passend zu diesen Ergebnissen zeigte sich in den Western Blot-Analysen Phosphorylierung
von STAT6 und in der Durchflusszytometrie eine vermehrte CD206 (MRC)-Expression,
jeweils nach IGF1- aber nicht nach Insulin-Behandlung.

Wihrend IGF1 Makrophagen zu einem M2-dhnlichen Phanotyp polarisiert, zeigen die
vorliegenden Ergebnisse diesen Effekt fur Insulin nicht. Insulin scheint ebenfalls einen anti-
inflammatorischen Makrophagentyp zu induzieren, der sich aber von den IGF1-polarisierten
Makrophagen deutlich unterscheidet. Dies flihrt zu der Schlussfolgerung, dass IGF1 und
Insulin trotz ihrer groBen Ahnlichkeit unterschiedliche Effekte auf die Makrophagen-
Polarisierung haben. Aulierdem deuten die Untersuchungen auf Transkriptionsebene darauf
hin, dass die IGF1-Polarisierung nicht nur einen M2-ahnlichen Phanotyp in Makrophagen
hervorruft, sondern auch tber dhnliche Signaltransduktionswege ablauft wie die typische

M2-Polarisierung und nicht Gber klassische IGF1/Insulin abhdngige Signalwege.



Zusammenfassung (englisch)

This thesis deals with macrophage polarization and how the hormones IGF1 and insulin
effect it.

IGF1 is an anabolic hormone with a highly similar molecular structure to insulin. Previous
studies have shown that IGF1 improves cardiac function after myocardial infarction through
driving macrophage polarization towards an anti-inflammatory M2-like phenotype. To
understand this effect and evaluate if it is IGF1 specific this study investigates and compares
the effects of IGF1 and insulin on macrophage polarization.

Bone marrow derived macrophages were isolated from mice, cultivated with macrophage
colony-stimulating factor (10 ng/ml) and treated with or without IGF1 or insulin. QPCR,
western blot, flow cytometry and next generation sequencing were performed to analyze the
emerged phenotypes and the expression of M2-phenotype markers. Cells treated with I1L4
and 1L13 were used as a positive M2-phenotype control.

In gPCR analysis the M2-marker-genes Mrc1, Argl and Retnla were upregulated in IGF1
treated but not in insulin treated macrophages. In line with these results the western blot
analysis showed upregulation of phosphorylated STAT6 and the flow cytometry
upregulation of CD206 (MRC) both after IGF1 but not after insulin treatment.

While IGF1 is driving macrophage polarization towards an M2-like phenotype the results
are not showing this effect after insulin stimulation leading to the conclusion that IGF1 and
insulin are affecting macrophage polarization differently. The Insulin-induced macrophages
display anti-inflammatory properties which are different from the IGF1-polarized
macrophages. However, the IGF1-dependent induction of the M2-like phenotype seems to
be specific for IGF1 and not shared by insulin. Additionally, the analysis on transcription
level indicates that IGF1-treatment not only induces an M2-like phenotype in macrophages,

but also uses similar pathways as the M2-polarisation rather than canonical IGF1 targets.
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1 Einleitung

1.1 Makrophagen

1.1.1 Bildung und Funktion

Makrophagen zéhlen zu den Leukozyten und sind Zellen der angeborenen Immunabwehr.
Man unterscheidet ortsunabhéngige Makrophagen und organspezifische, ortsansassige
Makrophagen. Ortsunabhangige Makrophagen entwickeln sich aus Monozyten (Volkman
and Gowans, 1965). Nach ihrer Bildung im Knochenmark zirkulieren diese im Blutkreislauf.
Im Rahmen von Entziindungsprozessen kénnen sie in das betroffene Gewebe einwandern
und zu Makrophagen differenzieren (van Furth and Cohn, 1968, Van Furth et al., 1973).
Zu den Funktionen von Makrophagen zdhlen das Erkennen von Mikroorganismen,
entarteten oder gealterten korpereigenen Zellen und anderen Fremdkdrpern, welche durch
Phagozytose eliminiert werden. Uber die Prasentation von Antigenen auf den an ihrer
Oberflache befindlichen MHC-II-Molekilen sind Makrophagen in der Lage mit CD4-
positiven T-Helfer-Zellen in Kontakt zu treten und so die adaptive Immunantwort zu
aktivieren. Durch die Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen sind sie an
Entzindungsprozessen beteiligt. In der Endphase einer Entziindung tragen Makrophagen
auch zu Narbenbildung und Neoangiogenese bei (van Furth et al., 1972, Albrecht and Hong,
1976).

Monoklonale Antikorper wie der F4/80-Antikorper binden an Oberflachenantigene von
Makrophagen und konnen zu ihrer ldentifikation genutzt werden (Austyn and Gordon,
1981).

1.1.2 Subtypen

Makrophagen lassen sich durch verschiedene Stimuli zu unterschiedlichen Ph&notypen
polarisieren. Bei den in vitro differenzierten Makrophagen-Subtypen werden zwei
Hauptgruppen unterschieden. Dabei handelt es sich einerseits um M1-Makrophagen, die
auch als klassisch aktivierte Makrophagen bezeichnet werden, und andererseits M2-

Makrophagen, oder alternativ aktivierte Makrophagen. Diese beiden Gruppen stellen



allerdings nur die extremsten Formen der Makrophagen-Phanotypen dar. Die Makrophagen-
Population ist breit gefachert, und es ist ein weites Spektrum verschiedener Subtypen
bekannt (Ginhoux et al., 2016, Mosser and Edwards, 2008, Martinez and Gordon, 2014).
Das im Folgenden dargestellte sogenannte M1-M2-Paradigma (Abb. 1) wurde von
verschiedenen Autoren als eine vereinfachte Modellvorstellung beschrieben (Ginhoux et al.,
2016, Mosser and Edwards, 2008, Martinez and Gordon, 2014).

Die klassische Aktivierung von Makrophagen zum M1-Phanotyp wird unter anderem durch
Lipopolysaccharide, die auf der Zellmembran gramnegativer Bakterien zu finden sind, und
immunstimulierende Zytokine wie IFN-y vermittelt (Nathan et al., 1983). Der durch IFN-y
induzierte Signalweg beinhaltet die Aktivierung von STAT1 (Martinez and Gordon, 2014).
M1-Makrophagen sind typisch fur die friihe Phase einer Entzindung und haben
proinflammatorische ~ Wirkungen.  Sie  zeichnen sich  durch die  Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL6 und IL12 und die Produktion von NO aus
und haben phagozytdre und bakterizide Aktivitat. Sie sind mit der Abwehr akuter
Infektionen assoziiert (Hesketh et al., 2017, Benoit et al., 2008).

M2- oder auch alternativ aktivierte Makrophagen erscheinen in der Spatphase einer
Entziindung. Sie werden unter anderem durch antiinflammatorische Zytokine wie 1L4 und
IL13 (Doyle et al., 1994, Stein et al., 1992), apoptotische Zellen und Parasiten induziert. Sie
sind allgemein als antiinflammatorisch und proregenerativ bekannt und tragen zu
Wundheilung und Geweberegeneration bei (Roszer, 2015).

Zu den klassischen Markern des M2-Phé&notyps gehdren das Harnstoffzyklus-Enzym
Arginase (Corraliza et al., 1995, Munder et al., 1998), der Mannose-Rezeptor (auch CD206)
(Stein et al., 1992, DeFife et al., 1997), und das Protein Relm-a (auch Fizzl) (Raes et al.,
2002, Loke et al., 2002). STAT®6 ist ein Schlusselprotein in dem 1L4/IL13-abhangigen
Aktivierungsweg des M2-Makrophagen (Rutschman et al., 2001, Takeda et al., 1996).



MO-Makrophage

IFN-y/LPS IL4/1L13
M1-Makrophage M2-Makrophage
(proinflammatorisch) (antiinflammatorisch)

iNOS, TNF-«, IL12 MRC, Arginase, Fizz-1

Abb. 1 Das M1-M2-Paradigma der Makrophagen-Polarisierung In der Modell-Vorstellung des M1-M2-
Paradigmas wird zwischen zwei Phanotypen unterschieden, zu denen der MO-Makrophage polarisiert werden
kann. LPS und IFN-y induzieren den proinflammatorischen M1-Phénotyp. IL4 und IL13 induzieren den

antiinflammatorischen M2-Phénotyp. Es werden klassische Marker der beiden Phanotypen dargestelt.

1.1.3 Makrophagen im Myokardinfarkt

Neben anderen Immunzellen sind Makrophagen mal3geblich an den Reparaturprozessen und
der Regeneration des Herzmuskels nach einem Myokardinfarkt beteiligt. So fihrt die
Depletion von Makrophagen im Tiermodell zu einer héheren Sterblichkeit 30 Tage nach
Myokardinfarkt, sowie negativen Effekten auf InfarktgroRe, linksventrikulére
Gewebeumbauprozesse und Herzfunktion (Ben-Mordechai et al., 2013).

Nach einem Myokardinfarkt kommt es initial zum Untergang von Kardiomyozyten, gefolgt
von einer akuten inflammatorischen Reaktion. Durch Stimuli wie nekrotische
Herzmuskelzellen, Zytokine und Chemokine wird die angeborene Immunabwehr aktiviert
und Immunzellen werden zum Infarktgebiet rekrutiert. Hierbei kommt es zundchst durch
neutrophile Granulozyten vermittelt zu einem Fortschreiten des Zellsterbens und einer

VergroRerung des Infarktgebiets (Chen and Frangogiannis, 2017).



Im weiteren Verlauf wandern vermehrt Makrophagen in das Infarktgebiet ein, wobei diese
eine Heterogenitat ihrer Phanotypen zeigen. Es werden in den ersten 1 - 3 Tagen nach einem
Myokardinfarkt vornehmlich proinflammatorische M1-Makrophagen beobachtet, wahrend
nach 5 Tagen die antiinflammatorischen M2-Makrophagen vorherrschen (Yan et al., 2013).
So lassen sich bei den Geschehnissen nach einem Myokardinfarkt zwei Makrophagenwellen
beschreiben, wobei die erste von M1-Makrophagen dominiert ist, welche an der
Phagozytose von Zelldebris und Matrixfragmenten, sowie dem weiteren Fortschreiten von
Entzindung und Gewebeuntergang beteiligt sind. Spater ist die Einwanderung einer zweiten
Makrophagenwelle und damit ein Wechsel des Phanotyps zu antiinflammatorischen
Makrophagen zu beobachten, die Charakteristika des alternativ aktivierten M2-
Makrophagen aufweisen. Diese fiihren zur Beendigung der Entziindungsprozesse und
induzieren Gewebeumbau und die Bildung einer stabilen, kollagenreichen Narbe, die das
tote Myokard ersetzt und die ventrikulare Wand stabilisiert (Ma et al., 2016, Troidl et al.,
2009).

Neutrophile
Granulozyten Akute Entziindung

M1-Makrophagen

M2-Makrophagen
Regeneration

| |
1 I

2 Tage 5 Tage

>
4 Zeit

Infarkt

Abb. 2 Dynamik von Immunzellen nach Myokardinfarkt Immunzellen spielen eine wichtige Rolle in den
Prozessen nach einem Myokardinfarkt. Unmittelbar nach einem Infarkt bilden neutrophile Granulozyten die
grolite Immunzell-Gruppe. In den nachfolgenden Tagen wandern vermehrt Makrophagen in das Infarktgebiet
ein, wobei zundchst MZ1-Makrophagen dominieren. Im Verlauf kommt es zu einem Wechsel des

vorherrschenden Makrophagen-Phéanotyps zu antiinflammatorischen M2-Makrophagen.



1.2 Insulin-like growth factor 1

IGF1 ist ein anaboles Hormon, welches hauptsachlich in der Leber synthetisiert wird und

eine wichtige Rolle in der Wachstumsphase eines Organismus spielt.

1.2.1 Regulation und Bildung

80 % des IGF1 im menschlichen Korper werden als endokrines Hormon in der Leber
synthetisiert (Yakar et al., 1999). Extrahepatische Syntheseorte sind Zielorgane wie
Skelettmuskel, Knochen, Gehirn und die Reproduktionsorgane. Im Allgemeinen wird davon
ausgegangen, dass das extrahepatisch produzierte IGF1 autokrine und parakrine Wirkungen
hat (Daughaday and Rotwein, 1989). Die Synthese unterliegt der Regulation durch das in
der Hypophyse gebildete Somatotropin, welches wiederum in Abhéangigkeit des
hypothalamischen Somatoliberins gebildet wird (Pollak et al., 2004).

98-99 % des Serum-IGF1 liegen in Komplexen mit spezifischen IGF1-Bindeproteine vor.
Dabei handelt es sich um eine Gruppe von hochaffinen, an IGF1 bindenden
Transportproteinen, die die Bioverfugbarkeit und Aktivitat von IGF1 modulieren. 80 % des
IGF1 liegt an das IGF1-Bindeprotein IGF-BP-3 gebunden vor (Jones and Clemmons, 1995,
Baxter, 2000).

1.2.2 Struktur und Signaltransduktion

IGF1 ist ein 7649 Dalton schweres Polypeptid, welches aus 70 Aminoséauren besteht und
drei Disulfidbriicken enthélt (Rinderknecht and Humbel, 1978).

Die intrazellulére Signaltransduktion von IGF1 wird groftenteils durch den IGF1-Rezeptor
vermittelt. Dabei handelt es sich um einen transmembranéren Tyrosinkinase-Rezeptor
bestehend aus zwei a- und zwei B-Untereinheiten. Durch Bindung von IGF1 an die
extrazelluldr gelegenen a-Untereinheiten erfolgt eine ATP-abhangige
Autophosphorylierung der ins Cytosol reichenden S-Untereinheiten an den Tyrosinen 1131,
1135 und 1136 (Ullrich et al., 1986, Jacobs et al., 1983, Riedemann and Macaulay, 2006).
Im Folgenden kommt es zu weiteren Autophosphorylierungen des Rezeptors an
juxtamembrandren Tyrosinen und carboxyterminalen Serinen und zur Rekrutierung, sowie
Phosphorylierung spezifischer Zielproteine, zu denen IRS-1 und Shc zéhlen. Distal werden
zahlreiche Signalwege aktiviert. So zédhlt zu den downstream-Zielen von IRS-1 unter

anderem das Protein PI3K, woraus die Aktivierung des PISK-AKT-mTOR-Signalwegs



resultiert. Uber die Phosphorylierung von Shc wird unter anderem der RAS-RAF-MEK-
ERK-Weg aktiviert, der in der Beeinflussung nukledrer Transkriptionsfaktoren mindet.
(Pollak et al., 2004, LeRoith et al., 1995).

Neben der Bindung an den IGF1-Rezeptor ist IGF1 féhig mit geringerer Affinitat an
strukturell verwandte Rezeptoren zu binden. Dazu gehort der Insulin-Rezeptor, an den IGF1
mit einer in Relation zu Insulin etwa 100-fach geringeren Affinitat bindet (De Meyts et al.,
1995). In Zellen, die sowohl den IGF1-Rezeptor als auch den Insulin-Rezeptor exprimieren
besteht die Moglichkeit der Bildung eines Hybridrezeptors. Dieser besteht aus je einer a-
und einer B-Untereinheit des IGF1-Rezeptors und des Insulin-Rezeptors (Pandini et al.,
1999, Riedemann and Macaulay, 2006).

1.2.3 Funktion

IGF1 und der IGF1-Rezeptor sind im menschlichen Organismus ubiquitér vorhanden und
haben verschiedene wachstumsfordernde Funktionen (Humbel, 1990).

Zu den wichtigsten Funktionen zahlt die Stimulation des Knochen- und Muskelwachstums.
IGF1 vermittelt den Grof3teil der wachstumsstimulierenden Effekte von Somatotropin. Es
spielt eine grofe Rolle in der Wachstumsphase des Organismus, sowie der
Organentwicklung und hat wachstumsfordernde Effekte auf fast alle Kérperzellen (Baserga
et al., 2003). Unter anderem ist es an der Entwicklung des zentralen Nervensystems und der
Reproduktionsorgane beteiligt (Jones and Clemmons, 1995, Pollak et al., 2004). So zeigen
Méause mit Deletionen des IGF1- oder IGF1-Rezeptor-Gens Storungen wie ein reduziertes
Geburtsgewicht, Hypoplasie der Skelettmuskulatur und Unfruchtbarkeit (Baker et al., 1993,
Baker et al., 1996). Auch als Krankheitsbild im Menschen flihrt IGF1-Mangel zu Stérungen
von Wachstum und Entwicklung (Woods et al., 1996).

Auf zellularer Ebene induziert IGF1 in fast allen Zelltypen Zellwachstum, Proliferation,
Differenzierung und inhibiert Apoptose. Es bestehen Zusammenhénge zwischen IGF1 und
der Entstehung von Neoplasien (Pollak et al., 2004, Khandwala et al., 2000).



Hypothalamus
Hypophyse

Somatoliberin/
growth hormone releasing hormone
(GHRH)

Somatotropin/
growth hormone (GH)

insulin-like growth factor 1
(IGF-1)
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Abb. 3 Bildung und Funktion von IGF1 IGF1 wird in Abhéngigkeit von den Hormonen Somatoliberin und
Somatotropin der Hypothalamus-Hypophysen-Achse in der Leber gebildet. Zu den zahlreichen Funktionen
von IGF1 zéhlen die Stimulation von Knochen- und Muskelwachstum, fetalem Wachstum, die Entwicklung

verschiedener Organe, sowie Zellwachstum, Proliferation und Differenzierung.

1.2.4 Effekte auf Myokard-Regeneration

Es bestehen verschiedene Hinweise darauf, dass IGF1 positive Einflusse auf die kardialen
Regenerationsprozesse nach einem Myokardinfarkt hat.

Im Menschen zeigen epidemiologische Daten eine inverse Korrelation zwischen dem IGF1-
Plasmaspiegel und dem Auftreten von koronarer Herzkrankheit (Juul et al., 2002). Ebenso
zeigt sich eine solche inverse Korrelation zwischen dem IGF1-Plasmalevel nach
stattgefundenem Myokardinfarkt und der Gesamtmortalitdt, sowie dem Risiko eines
Myokardinfarkt-Rezidivs (Bourron et al., 2015).

Im Tiermodell konnten ebenfalls kardioprotektive Effekte von IGF1 gezeigt werden. So
fuhrt im Mausmodell die Gabe von IGF1 vor einem Myokardinfarkt unter anderem zu
geringerer kardialer Nekrose und weniger Kardiomyozyten-Untergang (Buerke et al., 1995).
Eine Einzelgabe von IGF1 nach Myokardinfarkt fihrt in Schweinen zu verringerter
Apoptose von Kardiomyozyten, Kleinerer InfarktgroRe und verbesserter ventrikulédrer

Funktion und Wandbeweglichkeit (O'Sullivan et al., 2011).
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1.3 Insulin

Insulin wird in den S-Zellen des Pankreas produziert und ist ein anaboles Peptidhormon.

1921 wurde es erstmals aus Pankreasgewebe isoliert (Banting et al., 1922).

1.3.1 Regulation und Bildung

Die erste Stufe der Insulinsynthese in den pankreatischen f-Zellen ist das Praproinsulin,
welches aus einem Signalpeptid, der A-Kette, dem C-Peptid und der B-Kette besteht. Durch
die Abspaltung des Signalpeptids entstent Proinsulin, durch die Bildung von
Disulfidbriicken zwischen A- und B-Kette und die Abspaltung des C-Peptids Insulin (Steiner
and Oyer, 1967, Bell et al., 1979). Verschiedene Reize kdnnen zur Ausschittung von Insulin

aus den S-Zellen fuhren, wobei hohe Blutglukosespiegel als Hauptfaktor zu nennen sind.

1.3.2 Struktur und Signaltransduktion — Vergleich mit IGF1

Insulin und IGF1 weisen groRe Ahnlichkeiten in ihrer Struktur und Signaltransduktion auf.
In der Primarstruktur von IGF1 und Proinsulin gibt es Homologien. Die Aminoséauren 1-29
von IGF1 sind homolog zur C-Kette des Insulins, Positionen 42-62 sind homolog zur A-
Kette. Der Zwischenbereich weist keine Homologien zum C-Peptid des Proinsulins auf. In
der Struktur von IGF1 gibt es eine D-Doméne, die dem Insulin fehlt. Die dreidimensionale
Struktur der beiden Proteine ist ebenfalls &hnlich (Rinderknecht and Humbel, 1978, Humbel,
1990, Bell et al., 1980).

Analog zur Ahnlichkeit der beiden Hormone sind auch der IGF1 und der Insulin-Rezeptor
strukturell &hnlich aufgebaut. Auch beim Insulin-Rezeptor handelt es sich um ein
Heterotetramer bestehend aus zwei extrazelluldren a- und zwei transmembranaren -
Untereinheiten mit Tyrosinkinaseaktivitdt (Chernausek et al., 1981, Ullrich et al., 1986,
Ullrich et al., 1985).

IGF1 und Insulin sind in der Lage mit geringerer Affinitat an den Rezeptor des jeweils
anderen Hormons zu binden. Dabei wird von einer etwa 100-fach hoheren Affinitat der
Rezeptoren zu ihrem jeweiligen Hormon als zu dem jeweils anderen ausgegangen (Czech,
1989, Schumacher et al., 1991).

Daruber hinaus sind in fast allen Geweben Hybridrezeptoren aus je einer a-#-Einheit des

IGF1-Rezeptors und einer a-B-Einheit des Insulin-Rezeptors zu finden (Moxham et al.,



1989, Soos et al., 1990, Bailyes et al., 1997). An diese bindet IGF1 mit einer héheren
Affinitat als Insulin (Kasuya et al., 1993, Slaaby et al., 2006).

Die intrazellulére Signaltransduktion ist der des IGF1-Rezeptors ebenfalls ahnlich. Wie auch
beim IGF1-Rezeptor kommt es beim Insulin-Rezeptor nach Ligandenbindung zu
Autophosphorylierung des Rezeptors an Tyrosinen der S-Untereinheiten (White et al., 1988)
und anschlielender Rekrutierung und Phosphorylierung verschiedener Zielproteine. Insulin
fihrt wie IGF1 unter anderem zur Phosphorylierung der beiden Hauptsubstrate IRS-1 (Sun
etal., 1991) und Shc (Pronk et al., 1993) und schaltet neben zahlreichen anderen die in 1.2.2
beschriebenen Signalwege an (Myers et al., 1992, Rozakis-Adcock et al., 1992).

Insgesamt sprechen IGF1 und Insulin zu grof3en Teilen gleiche Signalwege an, jedoch sind
einige Zielmolekile bekannt, die spezifisch fiir eines der beiden Hormone sind. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass sowohl das Protein GRB10 (Growth factor receptor-
bound protein 10), als auch das Glykoprotein pp120 vornehmlich mit dem Insulin-Rezeptor

und nicht mit dem IGF1-Rezeptor interagieren (Laviola et al., 1997, Najjar et al., 1997).

IGF-1-Rezeptor Hybrid-Rezeptor Insulin-Rezeptor

Cshe
CME

Abb. 4 Rezeptoren und Signaltransduktion von IGF1 und Insulin Die intrazellulare Signaltransduktion
von IGF1 und Insulin wird durch ihre strukturell verwandten Rezeptoren vermittelt. Beide Proteine kdnnen
sowohl an ihren eigenen Rezeptor als auch mit niedrigerer Affinitdt an den Rezeptor des jeweils anderen
Hormons und an den Hybrid-Rezeptor binden. Intrazelluldr werden zahlreiche, groBtenteils dhnliche
Signalwege angeschaltet, von denen hier bespielhaft die beiden wichtigsten in groben Ziigen dargestellt

werden.



1.3.3 Funktion — Vergleich mit IGF1

Als Insulin 1921 erstmals aus Pankreasgewebe isoliert wurde, wurden eine
blutzuckersenkende Wirkung und positive Effekte in der Behandlung von Diabetes
beobachtet (Banting et al., 1922).

Heute ist Insulin als eines der stérksten anabolen Hormone des Korpers bekannt. Durch den
Einbau von Glukosetransportern in die Zellmembran beschleunigt Insulin die Aufnahme von
Glukose aus dem Blut in Fett- und Skelettmuskelzellen und wirkt so senkend auf die
Blutglukosekonzentration (Suzuki and Kono, 1980, Cushman and Wardzala, 1980).

Zu den Wirkungen auf den Zucker- und Fettstoffwechsel z&hlen die Synthese wvon
Energiespeichern wie Glykogen und Triglyceriden und analog dazu die Inhibition von
Lipolyse, Glykogenolyse und hepatischer Glukoneogenese (Saltiel and Kahn, 2001, Michael
et al., 2000).

Mause mit einem homozygoten knock-out des Insulin-Rezeptors werden mit normaler Grof3e
geboren, zeigen aber ein reduziertes Wachstum nach der Geburt. Sie entwickeln
Hyperglykamie und Hyperketoanamie und sterben in den ersten Tagen nach der Geburt an
diabetischer Ketoazidose (Accili et al., 1996, Joshi et al., 1996).

Als Medikament wird Insulin in der Therapie des Diabetes mellitus eingesetzt. Ein absoluter
Insulin-Mangel fihrt zu Typ-1-Diabetes mellitus. Eine sogenannte ,,Insulin-Resistenz®, eine
Kombination aus herabgesetzter Insulin-Wirkung und verringerter -Zellfunktion zu Typ-
2-Diabetes mellitus.

Insgesamt weisen Insulin und IGF1 groRe Homologien sowohl in ihrer Struktur als auch in
der Struktur ihrer Rezeptoren auf und sprechen zu grofRen Teilen Uberlappende Signalwege
an. Trotzdem zeigen sie unterschiedliche physiologische Wirkungen, wobei IGF1 eher
wachstumsstimulierend wirkt und Insulin eher metabolische Funktionen hat, wie auch die
knock-out-Modelle der beiden Rezeptoren zeigen. Worin die Ursache fiir diese
unterschiedlichen Wirkungen trotz groRer Ahnlichkeiten in Struktur und Signaltransduktion
liegt, bleibt Gegenstand aktueller Forschung. Diskutiert werden sowohl externe Faktoren
wie Rezeptorverteilung und Sekretion der beiden Hormone, als auch interne Faktoren, wie

Unterschiede in den angesprochenen Signalwegen (Kim and Accili, 2002, De Meyts, 2002).

1.4 Vorarbeiten

Um den kardioprotektiven Effekt von IGF1 naher zu untersuchen, wurde ein Mausmodell

genutzt, in dem Mause in den ersten drei Tagen nach einem Myokardinfarkt mit IGF1
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behandelt wurden. Bei diesen IGF1-behandelten M&usen konnte echokardiographisch eine
bessere Herzfunktion gezeigt werden als in einer Kontrollgruppe ohne IGF1-Behandlung.
So hatten die IGF1-behandelten Mause im Gegensatz zu den unbehandelten eine erhéhte
Ejektionsfraktion und ein erhdhtes Schlagvolumen nach Myokardinfarkt. AuRerdem wurden
eine kleinere Narbengrofle und vermehrte Neoangiogenese in den Tieren mit IGF1-
Behandlung gezeigt.

Diese kardioprotektiven Effekte von IGF1 waren in Mé&usen mit einem knock-out des Igflr-
Gens in myeloiden Zellen nicht reproduzierbar, was die Vermutung nahelegt, dass die
Effekte durch myeloide Zellen vermittelt werden. Es wurde gezeigt, dass IGF1 Effekte auf
die Polarisierung von Makrophagen hat und einen M2-Phanotyp induziert. In
durchflusszytometrischen und ¢gPCR-Untersuchungen wurde bei [IGF1-behandelten
Knochenmarkmakrophagen eine Heraufregulation von typischen Markern fir den M2-

Phénotyp gezeigt (Heinen et al., 2019).

1.5 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Effekte von IGF1 und Insulin auf die
Polarisierung von Makrophagen. Der Phanotyp des IGF1-polarisierten Makrophagen sollte
naher charakterisiert und dabei verschiedene IGF1-Konzentrationen getestet werden.
AuRerdem sollte untersucht werden, tber welche intra-zelluldren Signalwege die IGF1-
Wirkung vermittelt wird.

Um herauszufinden, ob der Effekt spezifisch fiir IGF1 ist, sollte zusatzlich der Effekt von
Insulin auf die Makrophagen-Polarisierung analysiert werden. Aufgrund der beschriebenen
Ahnlichkeiten in der Signaltransduktion von IGF1 und Insulin und der Mdglichkeit der
Bindung an den jeweils anderen Rezeptor war die Hypothese, dass Insulin in vitro &hnliche
Effekte wie IGF1 zeigen und ebenfalls einen M2-Phénotyp in Makrophagen induzieren
wirde.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Knochenmarkmakrophagen aus Ma&usen isoliert
und kultiviert. Diese wurden mit verschiedenen Faktoren zur Polarisierung inkubiert, sowie
mit IGF1 und Insulin behandelt und anschliefend mittels qPCR, Western Blot und
durchflusszytometrischer Analyse auf Marker der verschiedenen Makrophagen-Phénotypen
getestet.

In Abb. 5 werden die Ziele dieser Arbeit zusammengefasst.
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M1

M2

Makrophage /’730/,;.) M2-ahnlich

Abb. 5 Ziele der Arbeit Es ist bekannt, dass LPS und IFN-y Makrophagen zum proinflammatorischen M1-
Phénotyp polarisieren, wahrend 1L4 und IL13 Makrophagen zum antiinflammatorischen M2-Phéanotyp
polarisieren. Beziiglich des Effekts von IGF1 auf die Makrophagen-Polarisierung konnten Ahnlichkeiten zum
antiinflammatorischen M2-Phanotyp gezeigt werden. Ziel dieser Arbeit war, den Phanotyp des IGF1-
polarisierten Makrophagen néher zu charakterisieren und den Effekt von Insulin auf die Makrophagen-

Polarisierung zu untersuchen.
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2 Material und Methode

2.1 Gerate

Gerat

Blotting-System
Durchflusszytometer
Eismaschine
Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank (-80 °C)
Gelkammern und Kamme
Heizblock

Hochgeschwindigkeitssorter

Infrared Imaging System
Inkubator

Kihlschrank (4 °C)
Laufkammern
Lichtmikroskop
Microplate Reader
Pipetten (10 pl — 1000 pl)
Pipetten (5 ml — 25 ml)
Real-Time PCR System
Schuttler
Spektralphotometer
Sterilwerkbank
Stromquelle
Thermocycler
Vortexmischer
Warmlagerschrank
Wasserbad
Wasserreinigung

Zentrifugen

13

Hersteller (Produktname)
Thermo Scientific (PierceG2 Fast Blotter)
BD (BD FACSCanto I1)

Ziegra

Liebherr

Thermo Scientific

Bio-Rad

Eppendorf (Thermomixer comfort)
Beckman-Coulter (MoFlo XDP)
Li-Cor (Odyssey)

Thermo Scientific (HERACell Vios 250i)
Liebherr

Bio-Rad

Zeiss (1D 03)

Bio-Rad (iMark Microplate Reader)
Gilson

Hirschmann (Pipetus)

Applied Biosystems (StepOnePlus)
Bio-Rad

Peqglab (NanoDrop)

Thermo Scientific

Fisher Scientific (Power 608)
Eppendorf (Mastercycler)

Heidolph (Reax top)

Heraeus

GFL

Millipore (Milli-Q)

Hettich (Rotofix 32)



Tabelle 1 Auflistung der verwendeten Geréte

2.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
96-Well-Platte
96-Well-Platte fur PCR

Abdeckfolie fur 96-Well-Platte

Einmal-Injektions-Kaniile
Einmal-Pipetten (5-25 ml)

Facs-Rohrchen

Fast Reaction Tubes

Filter

Nitrozellulosemembran

Pipettenspitzen (10 — 1000 pul)
Reaktionsgefale (15 ml, 50 ml)
ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Spritze (10 ml)

Zellkulturschalen (10 cm, 15 cm)

Zellkulturplatten (6-Well-Platte, 12-Well-
Platte)

Zellschaber

Tabelle 2 Auflistung der Verbrauchsmaterialien

Eppendorf (Centrifuge 5402)
Eppendorf (Centrifuge 5415 R)

Hersteller (Produktname)

Greiner bio-one (Microplate 96 Well)
Applied biosystems (MicroAmp Fast 96-
Well Reaction Plate (0,1 ml))

Thermo Scientific (Adhesive Sealing
Sheets)

Braun (Sterican)

Costar (Stripette)

Falcon (5 ml Polystyrene Round-Bottom
Tube)

Applied Biosystems (MicroAmp Fast
Reaction Tubes)

Greiner Bio-one (EASYstrainer 40 um —
sterile)

GE Healthcare Life science (Nitrocellulose
Blotting Membrane)

Star Lab (TipOne, Graduated, Filter Tip)
Greiner bio-one (Falcon Tubes)
Eppendorf (Safe-Lock Tubes)

Braun (Omnifix)

TPP (Zellkulturschale 150,
Zellkulturschale 100)

Greiner bio-one Cellstar

VWR (25 cm Cell Scraper)
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2.3 Tiere

Fur diese Arbeit wurden Wildtyp-Mause des Stammes C57BL/6J genutzt. Die Tiere hatten
freien Zugang zu Futter und Wasser. Ein Ubungsschein im Téten von Wirbeltieren der
Spezies Maus und Ratte wurde an der ZETT der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

erworben. Die Gewinnung primarer Makrophagen aus Mausknochenmark erfolgte im

Rahmen eines Projektes zur Organentnahme unter der Nummer O16/04.

2.4 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
1-Butanol Roth
7-AAD Viability Staining Solution BioLegend
Acrylamid (40 %) Roth
Albumin Faktion V Roth
Aminocapronsaure Sigma
APS Roth

Blocking Buffer

Bromphenolblau

Li-Cor (Odyssey Blocking Buffer)
Roth

Chloroform Merck
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPQO4) Merck
DPBS Gibco
DTT VWR
EDTA Sigma
Ethanol 98 % VWR
Essigsaure Merck
Fc-Block BioLegend (Purified anti-mouse CD16/32)
Glycerol Sigma
Glycin Roth
Glykogen (5mg/ml) Invitrogen

GroRenmarker

Hydrochlorid (HCI)

15
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Protein Ladder)
Merck



IFN-y
Igepal

IGF1

IL13

IL4

Insulin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kalium-dihydrogenphosphat (KH2PO4)
LPS

M-CSF
Natriumchlorid (NaCl)
PPI

Revert Total Protein Stain
RPMI-Medium

SDS

R-Mecaptoethanol

Temed

Tricin

Tris

Trizol

Tween20

VLE Dulbecco’s MEM

Zelldissoziationspuffer

Tabelle 3 Auflistung der Chemikalien

PeproTech (Murine IFN-y)
Sigma

Miltenyi Biotec (Human IGF1)
PeproTech (Murine IL13)
PeproTech (Murine IL4)

Sanofi (Insuman Rapid)

VWR

Merck

Merck

Sigma (Lipopolysaccharides from
Escherichia coli)

PeproTech (Murine M-CSF)
VWR

Thermo Scientific (Halt Protease &
Phosphatase Inhibitor Single-Use
Cocktail)

Li-Cor

gibco

Sigma

Sigma

Roth

Roth

Roth

Invitrogen

Sigma

Biochrom GmbH

gibco
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2.5 Kulturmedien

2.5.1 Makrophagen-Kultivierungsmedium

Als Kultivierungsmedium fiir die Makrophagen wurde VLE Dulbecco’s MEM (Hersteller:
Biochrom GmbH) mit den im Folgenden aufgefiihrten Zusétzen genutzt:

Chemikalie Hersteller Prozentigkeit
Hepes-Buffer (1M) Biochrom GmbH 0,9 %
Penicillin-Streptomycin Sigma 0,9 %
Hitze-inaktiviertes FBS 1 gibco 8,9 %

Tabelle 4 Zusammensetzung des Makrophagen-Kultivierungsmediums

2.5.2 Makrophagen-Polarisierungsmedium

Als Grundlage fur das Makrophagen-Polarisierungsmediums wurde ebenfalls VLE
Dulbecco’s MEM genutzt. Die folgenden Zusétze wurden noch hinzugegeben:

Chemikalie Hersteller Prozentigkeit
Hepes-Buffer (1M) Biochrom GmbH 0,95 %
Penicillin-Streptomycin Sigma 0,95 %
Hitze-inaktiviertes FBS 1 gibco 2,8 %

Tabelle 5 Zusammensetzung des Makrophagen-Polarisierungsmediums

2.5.3 Makrophagen-Hungermedium

Als Hungermedium fiir die Makrophagen wurde VLE Dulbecco’s MEM mit den folgenden

Zusatzen genutzt:

Chemikalie Hersteller Prozentigkeit
Hepes-Buffer (1M) Biochrom GmbH 0,98 %
Penicillin-Streptomycin Sigma 0,98 %

Tabelle 6 Zusammensetzung des Makrophagen-Hungermediums
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2.6 LOsungen und Puffer

Anodenpuffer:
Blocking-Losung:
Facs-Puffer:
PBS:

Kathodenpuffer:

Lammlipuffer:

Laufpuffer:
Lysispuffer:
Saline EDTA:

TBS:
TBS-T:
Total Protein Stain-Ldsung:

Washing-Solution:

2.7 Acrylamid-Gele

Sammelgel: Fur zwei

300 mM Tris, 100 mM Tricin

50 % Blocking Buffer, 50 % TBS

PBS + 0,5 % BSA + 2 mM EDTA

pro 1 I: 0,29 KCI, 0,29 KH2PO4, 8g NaCl, 1,17 g
NaHPO4

300 mM Aminocapronséaure, 30 mM Tris, pH 8,7

pro 50 ml: 30 ml 20 % SDS, 12,5 ml Tris-HCI pH 6,8
(250 mM), 10 ml Glycerol, 5 mg 0,005 %
Bromphenolblau

pro 11: 3,02 g Tris Base, 14,4 g Glycin, 0,1 % SDS

10 nM Tris pH 7,4, 100 nM NaCl, 1 % Igepal

pro 11: 0,2g EDTA, 8g NaCl, 0,2g KCI, 1,159
NaHPOg4, 0,2 g KH2PO4

pro11l:2,42 g Tris, 8 g NaCl, pH 7,5

pro11l:2,42 g Tris, 8 g NaCl, 0,1 % Tween20
Washing-Solution + 10 % Revert Total Protein Stain
6,7 % Essigsaure, 30 % Ethanol

kleine Gele: 3,7 ml Wasser, 625 ul Acrylamid (40 %),

625 pl 1 M Tris pH 6,8, 50 pl 10 % SDS, 10 ul Temed, 15 ul 10 %

APS

Trenngel (10 %):  Fir zwei kleine Gele: 5 ml Wasser, 2,5 ml Acrylamid (40 %),
2,5ml 1,5M Tris pH 8,8, 100 pul 10 % SDS, 20 ul Temed, 25 pl
10 % APS
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2.8 Antikorper

2.8.1 Antikorper fur die Western Blot-Analyse

Primarantikorper

Antikorper Hersteller Produktnummer  Tier Verdunnung
AKT Cell Signaling 2920 Maus 1:2000
pAKT Cell Signaling 9271 Kaninchen  1:1000
pSTAT1 Cell Signaling 9167 Kaninchen  1:1000
pSTAT6 Invitrogen Kaninchen  1:2000

IGF1 Rezeptor Cell Signaling 3027 Kaninchen  1:500
Insulin-Rezeptor Cell Signaling 3025 Kaninchen  1:500
Phospho IGF1/ Cell Signaling 3024 Kaninchen  1:500

Insulin-Rezeptor

Tabelle 7 Auflistung der Primarantikérper fur die Western Blot-Analyse Alle Priméarantikdrper wurden
in TBS-T mit einem Zusatz von 5% BSA gelost.

Sekundarantikorper
Antikorper Hersteller Produktname
Anti-Maus Li-Cor Odyssey Goat anti-Mouse IRDye 800CW
Anti-Kaninchen = Li-Cor Odyssey = Goat anti-Rabbit IRDye 690

Tabelle 8 Auflistung der Sekundarantikérper Alle Sekundérantikérper wurden in einer 1:1-Mischung von

TBS-T und Blocking-Buffer in einer Verdiinnung von 1:10.000 gelost.

2.9 Kits
Name Hersteller
Reverse Transcription Kit (200) Qiagen
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
RNeasy Kit Qiagen
RNase-Free DNase Set Qiagen

Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix Thermo Scientific

Tabelle 9 Auflistung der verwendeten Kits
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2.10 Software

Name Hersteller

BD FacsDiva Software BD Biosciences

Graph Pad Prism 7 GraphPad
ImageStudioL.ite v5.2.5 Li-Cor Biosciences
Microplate Manager Software Bio-Rad Laboratories, Inc.
Step One Software v2.1 Applied Biosystems

Tabelle 10 Auflistung der verwendeten Software-Programme

2.11 Makrophagen

2.11.1 Isolation und Kultivierung von Makrophagen

Fur diese Arbeit wurden Knochenmarkmakrophagen aus Mausen genutzt. Zur Isolation der
Zellen erfolgte zunédchst die Tétung der Maus durch zervikale Dislokation und die
Organentnahme der Tibia und Femur-Knochen (Abb. 6 A). Die Knochen wurden daraufhin
flir 40 Sekunden in 70-prozentiges Ethanol gelegt und anschlieBend in RPMI-Medium bis
zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Unter sterilen Bedingungen wurde mit einer mit RPMI-Medium gefullten Spritze und einer
Einmal-Injektions-Kanule das Knochenmark aus den Knochen herausgespult und in einem
50 ml-Réhrchen aufgefangen (Abb. 6 B). Die gewonnene Flissigkeit wurde dann fir 10
Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und das Pellet fir eine Minute in 1 ml 0,2-prozentiger
NaCl-Losung resuspendiert, um eine hypotone Lyse der im Knochenmark enthaltenen
Erythrozyten herbeizufuhren. Anschlielend wurde durch die Zugabe von 1ml 1,6-
prozentiger NaCl-Losung wieder eine physiologische Umgebung hergestellt, die
entstandene Suspension durch einen Filter (Easy Strainer 40 ul) gegeben und erneut fur 10
Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. In einem Waschschritt wurde das entstandene Pellet in
1 ml Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) resuspendiert und zusatzlich 40 ml
DPBS hinzugegeben. Nach erneutem Zentrifugieren unter den genannten Bedingungen
wurden die Zellen im Makrophagen-Kultivierungsmedium unter Zugabe von 10 ng/ml M-
CSF bei 37 °C und 5 % CO; flr insgesamt sieben Tage inkubiert.

Nach zwei und vier Tagen erfolgte ein Wechsel des Kultivierungsmediums mit frischer

Zugabe von M-CSF.
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Die Inkubation erfolgte entweder auf 15 cm? Zellkulturschalen (ca. 5 Zellkulturschalen/ 2
Méause), wobei ein spateres Umsetzen der Zellen auf eine 6- oder 12-Well-Platte erfolgte (s.
2.11.2), oder auf 6-Well-Platten (ca. 3 6-Well-Platten/ 2 Mause).

A

e

Abb. 6 Isolation von Knochenmarkmakrophagen A zeigt die entnommenen Tibia- und Femur-Knochen

einer Maus. In B wird das Herausspritzen des Knochenmarks mit einer Einmal-Injektions-Kanille gezeigt.

2.11.2 Weitere Behandlung der Makrophagen

Sieben Tage nach der Isolation erfolgte die weitere Behandlung der Makrophagen.

Zum Losen der Makrophagen von den 15cm? Zellkulturschalen wurde zunichst das
Kultivierungsmedium abgenommen und die auf der Platte liegenden Zellen mit DPBS
gewaschen. Dazu wurden 3 ml DPBS auf die Platte gegeben und wieder abgenommen. Dann
wurden die Zellen fur 15 Minuten bei 37 °C mit Zelldissoziationspuffer (3 ml auf jeder
15 cm? Zellkulturschale) inkubiert und dieser dann mitsamt der in ihm gelésten Zellen in
einem Falcon gesammelt. Um die restlichen Zellen von der Platte zu l6sen, wurde Saline-
EDTA und ein Zellschaber genutzt. Die erhaltenen Zellen wurden anschliefend mit DPBS
gewaschen und auf eine 6- oder 12-Well-Platte ausgesat.

Zur Polarisierung der Makrophagen wurden diese fir 48 Stunden in Makrophagen-
Polarisierungsmedium unter Zugabe verschiedener Stoffe bei 37 °C und 5 % CO> inkubiert.
Hierbei wurden zum einen klassische Makrophagen-Polarisierer hinzugegeben. Fir die
Polarisierung der Makrophagen zum M1-Phénotyp wurden LPS (10 ng/ml) und IFN-y

(2 ng/ml), fur die Polarisierung zum M2-Phanotyp IL4 (30 ng/ml) und IL13 (30 ng/ml)
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genutzt. Zusatzlich wurden Zellen entweder mit IGF1 (10 ng/ml) oder Insulin (verschiedene
Konzentrationen zwischen 3 und 100 ng/ml) behandelt.

Zur Untersuchung von Kurzzeiteffekten wurden die Makrophagen auf 6- oder 12-Well-
Platten Uber Nacht mit dem Makrophagen-Hungermedium inkubiert und anschlielend
stimuliert.

Die Phanotypen der polarisierten Makrophagen wurden anschlieend mit den im folgenden

beschriebenen Methoden untersucht. Eine Zusammenfassung des Protokolls gibt Abb. 7

wieder.
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Abb. 7 Zusammenfassung des Protokolls Knochenmarkzellen wurden aus den Tibia- und Femurknochen
von Madusen isoliert und zu Makrophagen kultiviert. Diese wurden fiir 48 Stunden mit verschiedenen Stoffen

polarisiert und anschlieRend mittels gqPCR, Facs-Analyse und Western Blot untersucht.

2.12 gPCR

2.12.1 Isolation von RNA

Mittels gPCR wurden Genexpressions-Analysen der polarisierten Makrophagen
durchgefuhrt. Dazu wurde zunéchst RNA aus den Zellen isoliert.
Alle in diesem Abschnitt erwédhnten Zentrifugationsschritte wurden in der ,,Centrifuge 5402
von Eppendorf bei 14000 rpm und 4 °C durchgefiihrt.
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Zur Isolation von RNA aus den Zellen wurde Trizol, ein lipophiles Agenz auf Phenolbasis,
auf die Zellen gegeben, die sich noch auf einer 12-Well-Platte befanden, und das entstandene
Gemisch aus Trizol und Zellbestandteilen in ein 1,5 ml-Eppendorfgefall tberfuhrt. Durch
Zugabe von Chloroform, Durchmischen und 10 Minuten langer Zentrifugation wurde eine
Phasentrennung erreicht. Die obere wéssrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal
uberfuhrt und mit 600 pl Isopropanol und 3 pul Glykogen (5 pg/ul) fir 20 Minuten bei -20 °C
inkubiert, um die Nukleinsduren auszufdllen. Nach einem weiteren 30-min(tigen
Zentrifugationsschritt setzte sich die isolierte  RNA als Pellet am Boden des
Reaktionsgefales ab. Dieses RNA-Pellet wurde noch zweimal mit 70-prozentigem Ethanol
gewaschen, fur 10 Minuten an der Luft getrocknet und in 15 — 30 pul RNAase-freiem Wasser
gelost.

Der Begriff ,,Waschen® steht hier fiir eine Behandlung des RNA-Pellets mit 500 pl 70-%
Ethanol, 10 Minuten lange Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes.

2.12.2 Reverse Transkription

Mittels Spektralphotometer wurde die Konzentration der gewonnen RNA bestimmt und die
fir gPCR vorgesehene RNA durch Nutzung des Reverse Transcription Kit von Qiagen zu
intronfreier cONA umgeschrieben. Hierbei wurde eine Zielkonzentration von 50 ng/pl in
20 pl Gesamtvolumen angestrebt.

In einem ersten Schritt wurden dazu das Volumen der umzuschreibenden RNA-L&sung,
welches 1 pg RNA enthielt, und 2 pl des im Kit enthaltenen ,,gDNA Wipeout Buffers*,
welcher dazu dient DNA-Kontaminationen aus dem Reaktionsansatz zu eliminieren, in
einem ,,MicroAmp Fast Reaction Tube“ von Applied Biosystems zusammengegeben. Mit
nukleasefreiem Wasser wurde die Mischung auf ein Gesamtvolumen von 14 pl gebracht und
im Mastercycler von Eppendorf fiir 2 Minuten bei 42 °C inkubiert. Ein Mastermix aus den
restlichen Komponenten des Kits (1 pul ,,RT Primer Mix®, 1 ul ,,RT Master Mix* und 4 pl
»RT Buffer) wurde erstellt und zum Reaktionsansatz hinzugegeben. Dieser wurde im
Mastercycler fir 20 Minuten erneut bei 42 °C inkubiert, wobei die cDNA-Synthese
stattfand. Dann wurde der Mastercycler fur 3 Minuten auf 95 °C erhitzt, um die Reaktion zu
stoppen, und anschlielfend wurde der Inkubationsblock bis zur weiteren Verwendung der
cDNA auf 4 °C gekihlt.

Der ,,RT Master Mix* enthilt das Enzym Reverse Transkriptase, welches das Umschreiben

von RNA zu DNA Kkatalysiert, sowie RNase-Inhibitor. Der ,,RT Buffer” ist ein fur die
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durchgefuhrte Reaktion optimierter Puffer, welcher zusétzlich dNTPs enthalt, die als DNA-

Bausteine benotigt werden. Der ,,RT Primer Mix* enthilt eine optimierte Primer-Mischung.

2.12.3 Quantitative Realtime PCR

AnschlieBend wurde zur Quantifizierung von Genomabschnitten eine quantitative Realtime
PCR durchgefiihrt. Bei dieser werden wie bei einer konventionellen PCR DNA-Fragmente
amplifiziert und dartiber hinaus durch einen Fluoreszenzfarbstoff erkannt und nach jedem
Zyklus quantifiziert.

In dieser Arbeit wurde die SYBR Green Realtime PCR Methode verwendet, bei der der
fluoreszierende Farbstoff SYBR Green in die neu synthetisierten DNA-Abschnitte eingebaut
wird. Die Reaktionsansatze wurden in speziellen 96-Well-Platten (,,MicroAmp Fast96-Well
Reaction Plate von Applied Biosystems) angefertigt, die anschlieBend mit Haftfolie
luftdicht verschlossen und einige Sekunden zentrifugiert wurden. Jeder Reaktionsansatz
hatte ein Gesamtvolumen von 20 pl und bestand aus der jeweiligen cDNA (1 ul), dem
Primerpaar (0,9 pl pro Primer), dem SYBR Green Farbstoff (10 pl) und nukleasefreiem
Wasser (7,2 ul). Im Realtime PCR System ,,Step One Plus® von Applied Biosystems wurden
40 Temperaturzyklen mit je 15 Sekunden auf 95 °C und 60 Sekunden auf 60 °C durchlaufen
und mit der Step One Software v2.1 die Amplifikation der untersuchten Gene aufgezeichnet.
Die Ergebnisse wurden auf das Referenzgen NUDC normalisiert und mit der X0-Methode
ausgewertet.

Als Marker fur einen M1-Phanotyp wurden TNF-a, 1L12 und iNOS und als Marker fiir einen
M2-Phéanotyp MRC, Arginase und Relm-a analysiert. Die verwendeten Primer werden in
Tabelle 11 aufgefihrt.

Primer Sequenz
NUDC F  AGAACTCCAAGCTATCAGAC
R CTTCAGGATTTCCTGTTTCTTC
TNF-a F  GCCTCTTCTCATTCCTGCTTG
R CTGATGAGAGGGAGGCCATT
IL 12 F  TACTAGAGAGACTTCTTCCACAACAAGAG
R TCTGGTACATCTTCAAGTCCTCATAGA
INOS F CATCACCAGTATTATGGCTC
R TTTCCTTTGTTACAGCTTCC
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MRC F  CTCTGTTCAGCTATTGGACGC

R CGGAATTTCTGGGATTCAGCTTC
Arginase F CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG

R AGGAGCTGTCATTAGGGACATC
Relm-a F TCACAGGTCTGGCAATTCTTCTG

R TTTGTCCTTAGGAGGGCTTCCTCG
IGF1-Rezeptor F GTCATGGACAGATCTGTGTTCTT

R GGTGATCTTCTCTCGAGCTACCTC
Insulin-Rezeptor F CAAACAGATGCCACTAATCC

R CTTTGAGACAATAATCCAGCTC
IGF1 F CTGGACCAGAGACCCTTTGC

R GGACGGGGACTTCTGAGTCTT

Tabelle 11 Auflistung der Primer fur die gPCR Alle Primer waren von Sigma und wurden in nucleasefreiem
Wasser geldst.

2.13 Durchflusszytometrie

Zunéchst wurde das Polarisierungsmedium von den auf einer 12-Well-Platte liegenden
Makrophagen abgenommen und verworfen und die Zellen dann mit 300 ul DPBS pro Well
gewaschen. Zum anschliefenden Ablésen der Zellen von der Platte wurde wie bei der
Makrophagen-Polarisierung vorgegangen. So wurden die Zellen fur 15 Minuten bei 37 °C
in 300 ul Zelldissoziationspuffer inkubiert, durch wiederholtes Pipettieren von der Platte
abgel6st und in 1,5 ml Eppendorf-GefélRen gesammelt. Durch Saline EDTA und Zellschaber
wurden die verbleibenden Zellen von der Platte geldst und ebenfalls in das Reaktionsgefald
gegeben. Die Zellmischungen wurden fir 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Um Verunreinigungen zu eliminieren, wurden die Zellpellets in
500 ul DPBS resuspendiert und erneut fiir 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Die Zellpellets
wurden in 200 pl einer 100:1-Mischung aus Facs-Puffer und Fc-Block fiir 10 Minuten bei
4 °C inkubiert, um unspezifische Antikorper-Bindungen zu verhindern.

AnschlieBend wurden aus einem zuvor vorbereiteten Master-Mix Antikorper zu den Zellen
hinzugegeben und fur 10 Minuten bei Dunkelheit inkubiert. Nach 3 Minuten wurde in einer
1:100-Verdiinnung der Avitalfarbstoff 7-AAD (7-Aminoactinomycin) hinzugefigt, welcher
tote Zellen markiert und nur 7 Minuten Inkubationszeit bendtigt. Nach der Inkubationszeit

der Antikorper wurden 200 pl Facs-Puffer zu den Ansétzen hinzugegeben und diese in einer
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auf 4 °C gekdhlten Zentrifuge fur 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Die Zellpellets wurden
dann in 100 pl Facs-Puffer gelost, in Facs-Rohrchen tberfiihrt und bis zur Messung im
Dunkeln und auf Eis gelagert.

Die Messung erfolgte an dem Durchflusszytometer ,,Facs Canto 11 von BD und wurde mit
der ,,.BD FacsDiva Software* ausgewertet. Die verwendeten Antikorper werden in Tabelle

12 aufgefihrt.

Antikdrper Farbe Verdinnung Hersteller = Produktnummer
CD11b BV510 1:500 BioLegend 101245
CD206 Pe-Cy7 1:500 BioLegend 141720
CD38 FITC 1:100 BioLegend 102714
F4/80 BV421 1:200 BioLegend 123132
MHC-II APC 1:1000 BioLegend 107613

Tabelle 12 Liste der Antikorper fir die Facs-Analyse Bei MHCII, Ly6C, F4/80 und CD11b handelt es sich
um Makrophagen-Marker. CD38 bindet an Makrophagen vom M1-Phé&notyp, CD206 an den M2-Phénotyp.

2.14 Analyse auf Proteinebene

2.14.1 Erstellen von Proteinlysaten

Zur Analyse auf Proteinebene wurden zum einen Makrophagen genutzt, die wie in Abschnitt
2.11.2 beschrieben fir 48 Stunden polarisiert wurden. Zudem wurden Versuche mit MO-
Makrophagen durchgefihrt, die lediglich kurzzeitig mit Polarisierern behandelt wurden.
Daftr wurden die Makrophagen nach der 7-tadgigen Kultivierung fir 48 Stunden in
Makrophagen-Polarisierungssmedium ohne Zugabe von Polarisierern inkubiert. An Tag 9
wurden die Zellen fir 5 Stunden in Makrophagen-Hungermedium gehungert und
anschlielend kurzzeitig stimuliert. Das Makrophagen-Hungermedium bestand aus VLE-
Dulbecco’s DMEM mit einem Zusatz von 1% Hepes-Puffer und 1% Penicillin/
Streptomycin.

Nach erfolgter Kultivierung und Behandlung wurde das Medium von den Zellen
abgenommen und 300 pl (bei einer 12-Well-Platte) oder 500 pl (bei einer 6-Well-Platte)
DPBS auf die Wells gegeben und wieder abgenommen, um die Zellen zu waschen. Dann

wurden je nach Konfluenz der Zellen 70 — 100 pl Lysispuffer mit zugesetztem Protease-
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/Phosphatase-Inhibitor (PPI) im Verhéltnis 100:1 auf die Wells gegeben und mit Hilfe von
Zellschaber und wiederholtem Pipettieren die Zellbestandteile darin gelost. Der Lysispuffer
wurde dann in 1,5 ml-Eppendorfgefale berfuhrt. Diese wurden fir 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR Gberfiinrt und das Pellet
verworfen.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den Proben wurde ein BCA-Assay
durchgefiihrt. Das ,,Pierce BCA Protein Assay Kit*“ von Thermo Scientific wurde verwendet
und es wurde nach Anleitung des Kits vorgegangen. In einer 96-Well-Platte wurden je 2 pl
der Proben in 25pl autoklaviertem Wasser und eine BSA-Standardreihe mit
Konzentrationen von 0,0625 ug/ul — 2 pg/pl angesetzt. Zu allen Wells wurde eine Mischung
der Reagenzien A und B des Kits hinzugegeben. Die Platte wurde fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert und im ,,iMark Microplate Reader von Bio-Rad wurde eine photometrische
Messung bei einer Wellenldnge von 570 durchgefiihrt. Anhand der Standardreihe wurden
die Proteinkonzentrationen errechnet.

Zu den Proben wurde im Verhéltnis 1:4 L&mmlipuffer mit 100 mM DTT (1:10)
hinzugegeben und durch Zugabe von entsprechenden Volumina Lysispuffer mit
zugesetztem PPI eine Konzentrationsangleichung durchgefiihrt. Die Proben wurden fir 10
Minuten bei 99 °C aufgekocht, um eine Denaturierung der Proteine zu erreichen und
entweder sofort fur eine Western-Blot-Analyse genutzt oder bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert.

2.14.2 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt.
Die Polyacrylamid-Gele setzten sich wie in 2.7 (Acrylamid-Gele) beschrieben zusammen.
Nach dem GielRen und Auspolymerisieren des Gels wurde dieses in eine mit Laufpuffer
geflllte Laufkammer eingespannt und in die Geltaschen der GrdRenmarker und die
Proteinlysate gegeben. Bei 150 — 200 Volt wurde Uber 45 — 60 Minuten die
gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrer Grof3e durchgefihrt.

Anschlielend erfolgte der Transfer der Proteine von dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran. Dazu wurden ein in Kathodenpuffer getranktes Filterpapier, das
Gel, ein in Anodenpuffer getranktes Filterpapier und die ebenfalls in Anodenpuffer getréankte
Membran in ein Fast-Blotting-Gerét eingespannt und ein elektrisches Feld angelegt,
wodurch die Proteine von dem kathodenseitig liegenden Gel in die anodenseitig liegende

Membran wanderten.
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Die Membran wurde fur eine Stunde mit Blocking-Losung wippend inkubiert, um
unspezifische Antikorper-Bindungen zu verhindern und anschlieBend mit 2 ml
Erstantikorpermischung tber Nacht inkubiert. Die verwendeten Erstantikdrper werden in
Tabelle 7 aufgefiihrt. Nach drei 10-mindtigen Waschschritten in TBS-T und einer Stunde
Inkubation mit der Zweitantikdrpermischung (Tabelle 8) erfolgte ein weiterer Waschschritt
mit TBS-T. Dann wurde die Membran im Odyssey Licor-System eingescannt. Anschliel}end
wurde zur spateren Quantifizierung der Ergebnisse ein Total Protein Stain durchgefihrt.
Dafur wurde die Membran fur 4 Minuten mit Total Protein Stain-Ldsung inkubiert und
erneut eingescannt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ImageStudioL.ite (Version
5.2.5) von Li-Cor Biosciences

2.15 Zellsortierung und Sequenzierung

2.15.1 Durchflusszytometrische Zellsortierung

Zur Vorbereitung der Zellen wurden diese nach der Polarisierung zunéchst von den 6-Well-
Platten abgelost. Dazu wurden wie in 2.13 (Durchflusszytometrie) beschrieben
Zelldissoziationspuffer, Saline EDTA und ein Zellschaber genutzt. Zunachst erfolgte eine
15-minutige Inkubation mit Zelldissoziationspuffer. Die Zellen wurden darin durch
wiederholtes Pipettieren geldst und in einem Falcon gesammelt. Die Platten wurden mit
Saline EDTA gewaschen und dieses ebenfalls in den Falcon gegeben. Zuletzt wurden
zurlickgebliebene Zellen mit einem Zellschaber von der Platte geldst und dazugegeben.

Die gewonnenen Zellen wurden durch 10-minitige Zentrifugation bei 1500 rpm pelletiert.
Um das Zellpellet zu waschen wurde dieses in 1 ml Facs-Puffer resuspendiert, 10 ml Facs-
Puffer hinzugegeben und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann fir 10 Minuten bei
4 °C in einer 100:1-Mischung aus Facs-Puffer und Fc-Block inkubiert, um unspezifische
Antikorper-Bindungen zu verhindern. In einem 1:100-Verhéltnis wurde der F4/80-
Antikorper hinzugegeben.

Die durchflusszytometrische Zellsortierung wurde in der Core Flow Cytometry Facility des
Universitatsklinikums Dusseldorf an dem Hochgeschwindigkeitssorter ,,MoFlo XDP* der

Firma Beckman-Coulter durchgefihrt.
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2.15.2 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus den gesorteten Zellen wurde nach einem Trizol/RNeasy-Hybrid-
Protokoll durchgefiihrt. Die gesorteten Zellen wurden zundchst in 1 ml Trizol resuspendiert.
200 ul Chloroform wurden hinzugegeben, die Probe wurde durchmischt und fir 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann erfolgte eine 15-mindtige Zentrifugation bei 4 °C und
10.000 rpm, wodurch eine Phasentrennung erreicht wurde. Die obere, wassrige Phase wurde
in ein neues Reaktionsgefal uberfuhrt und 500 ul Isopropanol hinzugegeben. Die Mischung
wurde in ein spin column des RNeasy Kits von Qiagen uberfiihrt. Das spin column wurde
fur 15 Sekunden bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.
Dann wurden 350 ul Buffer RW1 aus dem RNeasy Kit zugegeben, bei voller
Geschwindigkeit fur 15 Sekunden zentrifugiert und erneut der Durchfluss verworfen.

Es wurde nach Anleitung des RNase-Free DNase Sets von Qiagen eine DNase-Behandlung
durchgefuhrt. Dazu wurden 70 ul Buffer RDD zu 10 ul DNase I stock solution gegeben. Die
erhaltene DNase-Mischung wurde in das spin column gegeben und so fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend wurden nach Anleitung des RNeasy Kits die Waschschritte und die finale
RNA-Isolation durchgefuhrt. Es wurde einmal mit 350 ul Buffer RW1 und zweimal mit
500 ul Buffer RPE gewaschen. Es erfolgte ein 1-minitiger Zentrifugationsschritt bei voller
Geschwindigkeit, um die Membran des spin column zu trocknen. Die RNA wurde in 30 ul

RNase-freiem Wasser gelost.

2.15.3 Sequenzierung

Die Sequenz-Analysen wurden als next generation sequencing im BMFZ (Biologisch-
Medizinisches  Forschungszentrum)  der  Heinrich-Heine-Universitat  Dusseldorf

durchgefhrt.

2.16 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gPCR- und Durchflusszytometrie-Experimente erfolgte mit
dem Programm Graph Pad Prism. Die statistische Signifikanz wurde mittels one way
ANOVA gefolgt von Tukey ‘s post hoc test ermittelt (p < 0,05).

Die statistische Analyse der Sequenzierungs-Ergebnisse wurde mittels Qlucore Omics

explorer software durchgefuhrt. Es wurden log2-transformierte RPKM-Werte zu einem
29



threshold von 0,1 vorgefiltert. Entsprechend des Versuchsaufbaus wurden die Proben
gruppiert und jeweils mittels zwei-Gruppen-Vergleichsfunktionen mit der Kontrollgruppe
verglichen. Proben mit einem absoluten fold change <1.5 und p<0.05 wurden als
unterschiedlich exprimierter Gene angesehen. Diese unterschiedlich expremierten Gene
wurden dann in die Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen Inc. 2016) - Plattform eingespeist,
um mogliche Upstream-Regulatoren zu identifizieren.

30



3 Ergebnisse

3.1 Morphologie der Makrophagen

In dieser Arbeit wurden Makrophagen verwendet, die wie in 2.11.1 beschrieben aus
murinem Knochenmark gewonnen wurden, welches zuvor aus Tibia- und Femur-Knochen
von Wildtyp-Mé&usen des Stammes C57BL6/J isoliert wurde. Nach der Isolation erfolgte
unter der Zugabe von M-CSF eine 7-tdgige Kultivierung der Zellen zu Makrophagen.
AnschlieBend wurden die Makrophagen je nach Zielsetzung mit verschiedenen Agonisten
behandelt.

Abb. 8 zeigt représentative mikroskopische Aufnahmen der kultivierten Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten des Kaultivierungsprozesses und unter verschiedenen
Bedingungen. An Tag 0, unmittelbar nach der Isolation und dem Aussden der
Knochenmarkzellen, hatten diese ein rundes, kugeliges Erscheinungsbild und schwammen
frei im Nahrmedium (Abb. 8 B). Im Laufe der 7-tadgigen Kultivierung und Behandlung mit
M-CSF setzten die Zellen sich auf dem Boden der Zellkulturschale ab und entwickelten sich
zu adhdrenten Makrophagen. Diese zeigten sich eher vereinzelt vorliegend mit
spindelférmigen bis stark gestreckten Zellkdrpern und langen Zellauslaufern. (Abb. 8 C).
Nach der 7-tdgigen Kultivierung wurden die Makrophagen fir 48 Stunden beispielsweise
mit den verschiedenen Makrophagen-Polarisierern behandelt und so zu unterschiedlichen
Phénotypen polarisiert. Bei der mikroskopischen Betrachtung fiel auf, dass die
Makrophagen nach der Polarisierung Unterschiede in ihrem Aussehen aufwiesen.

So hatten die Makrophagen, die mit den LPS und IFN-y zu pro-inflammatorischen M1-
Makrophagen polarisiert wurden, runde Zellkdrper und zeigten eine Bildung von Zellhaufen
(Abb. 8 D).

Die mit IL4 und IL13 zum MZ2-Phénotyp polarisierten Makrophagen hatten wie die
unbehandelten M0-Makrophagen ein eher spindelférmiges Aussehen. Ihre Zellkérper waren
allerdings weniger langgestreckt als die der M0O-Makrophagen. Im Vergleich mit den MO-
Makrophagen war auRerdem eine deutliche Zunahme der Zellzahl zu beobachten. Sie lagen
gleichméRig verteilt in der Zellkulturschale (Abb. 8 E).

Auffallig war aulRerdem, dass die Makrophagen, die mit IGF1 und Insulin behandelt wurden,
sich in ihrem Aussehen unterschieden. Hierbei dhnelten die mit IGF1 behandelten

Makrophagen morphologisch stark den IL4/1L13 polarisierten M2-Makrophagen (Abb. 8 F).
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Die Zellen, die mit Insulin behandelt wurden, &hnelten am ehesten den unbehandelten
Makrophagen (Abb. 8 G).

Grundsatzlich war bei Polarisierung zum M1- bzw. M2-Phanotyp und bei Behandlung mit
IGF1 im Vergleich mit den unbehandelten Makrophagen eine Zunahme der Zelldichte zu
erkennen.

Die Ergebnisse zeigen die unterschiedlichen Phanotypen der M1- und M2-Makrophagen und
deuten bereits darauf hin, dass IGF1 und Insulin unterschiedliche Effekte auf die

Morphologie von Makrophagen haben.

A
—— | Mo (unbehandelt) |
—— [M1(PS+IFNy) |
:::gg::nmaﬂ(szellen m‘ Makrophagen - |M2(IL4+IL13) |
—— [iGF-1 |
——  [Insuiin |

Tag 7

'IGF-1 ' Insulin

Abb. 8 Morphologie der Makrophagen In A wird der Versuchsablauf dargestellt. B -G zeigen
reprasentative Aufnahmen der isolierten Zellen unmittelbar nach dem Aussdhen (B), nach 7-tagiger
Kultivierung (C) und nach der 48-stiindigen Polarisierung. Gezeigt werden Bilder nach der Polarisierung mit
LPS und IFN-y zum M1-Phénotyp (D), mit IL4 und IL13 zum M2-Phénotyp (E), mit 10 ng/ml IGF1 (F) und
mit 10 ng/ml Insulin (G).
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3.2 Einfluss  verschiedener  Polarisierungsprotokolle  auf  die

Genexpression

Nachdem bereits bei der mikroskopischen Betrachtung der behandelten Makrophagen
Unterschiede in der Morphologie der verschiedenen Gruppen aufgefallen waren, wurden die
verschiedenen Phanotypen naher auf Unterschiede in der Genexpression untersucht.

Zu diesem Zweck wurden dem Protokoll gemal? kultivierte und polarisierte Makrophagen
mittels qPCR-Analyse auf die Expression verschiedener bekannter Marker-Gene fir den
M1- und den M2-Phanotyp von Makrophagen untersucht.

Neben einer unbehandelten MO-Gruppe erfolgte die Polarisierung fir 48 Stunden mit
LPS (10 ng/ml)/ IFN-y (2 ng/ml) zum M1-Phéanotyp, mit IL4 (30 ng/ml)/ IL13 (30 ng/ml)
zum M2-Phénotyp, oder mit IGF1 oder Insulin in unterschiedlichen Konzentrationen (je 3,
10 und 30 ng/ml).

3.2.1 Die Expression von M1-Marker-Genen in Makrophagen andert sich nach

Behandlung mit IGF1 und Insulin nicht

Als Beispiele fir bekannte Marker-Gene des klassischen M1-Makrophagen wurden Tnf,
I[112a und Nos2 herangezogen und ihre Expression unter den verschiedenen
Polarisierungsbedingungen analysiert.

Abb. 9 zeigt das Ergebnis der Expressionsanalyse. Fir die M1-Marker-Gene Tnf (Abb. 9 A),
I112a (Abb. 9 B) und Nos2 (Abb. 9 C) zeigte sich wie zu erwarten ein Anstieg der
Genexpression nach Behandlung mit LPS/ IFN-y. Im Vergleich zu den unbehandelten
Makrophagen zeigte sich ein ca. 20-facher Anstieg der TNF-a-Expression (Tnf), ein ca. 80-
facher Anstieg der IL12-Expression (1112a) und ein ca. 55.000-facher Anstieg der iNOS-
Expression (Nos2). Diese M1-Marker-Gene wurden erwartungsgema nach M2-
Polarisierung (I1L4/ IL13) nicht induziert (Abb. 9). Die Behandlung mit Insulin oder IGF1
zeigte ebenfalls keine Induktion der M1-Markergene.

Um zu Uberprifen, ob die verwendeten IGF1- bzw. Insulinkonzentrationen limitierend
waren, wurden verschiedene Konzentrationen der Faktoren (3, 10, 30 ng/ml) eingesetzt.
Dennoch war keine Induktion der M1-Markergene nachweisbar. Einmalig wurden bei der
Polarisierung zusatzlich hthere Konzentrationen von IGF1 und Insulin (je 100 ng/ml)
eingesetzt und die Auswirkungen auf die oben genannten M1-Marker-Gene untersucht. Wie

auch fur die geringeren Konzentrationen, zeigte sich unter der Behandlung mit 100 ng/ml
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IGF1 und 100 ng/ml Insulin keine Steigerung der Expression der M1-Marker-Gene im
Vergleich zur MO-Gruppe.

Insgesamt zeigte sich eine vermehrte Expression der drei M1-Marker TNF-a, 1L12 und
INOS nur in den mit LPS und IFN-y polarisierten Makrophagen, jedoch in keiner der anderen
Gruppen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Polarisierung mit LPS und IFN-y wie
erwartet einen M1-Phénotyp in den Makrophagen induziert, wahrend IL4 und IL13, IGF1

und Insulin diesen Effekt nicht zeigen.
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Abb. 9 gPCR-Analyse von M1-Marker-Genen in polarisierten Knochenmarkmakrophagen Neben einer
unbehandelten MO-Gruppe erfolgte die Polarisierung der Makrophagen entweder mit LPS und IFN-y zum M1-
Phanotyp, mit IL4 und IL13 zum M2-Phénotyp oder mit IGF1 oder Insulin in unterschiedlichen
Konzentrationen zwischen 3 und 30 ng/ml (Konzentrationsangaben von IGF1 und Insulin in ng/ml). Es wurden
Genexpressions-Analysen flr die M1-Marker-Gene Tnf (TNF-a) (A), 1112a (1L12) (B) und Nos2 (iNOS) (C)
durchgefihrt. Die Berechnung erfolgte in Referenz zu einem housekeeping-Gen (Nudc) und wurde zur
Expression in der MO-Gruppe normalisiert. Die Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt und die statistische Signifikanz wurde mittels one way ANOVA gefolgt von Tukey‘s post hoc test
ermittelt (p < 0,05), n=3. D zeigt eine beispielhafte Amplifikationskurve der TNF-a -Expression in den
Gruppen M1, M2 und MO in logarithmischer Darstellung. Aufgetragen ist A Rn (die auf einen passiven
Referenzfarbstoff normalisierte Fluoreszenz des Rezeptor-Farbstoffs minus die baseline) gegen die Anzahl der

PCR-Zyklen.
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Abb. 9 D zeigt eine exemplarische Amplifikationskurve der TNF-a-Expression in der
unbehandelten MO-Gruppe, der M1-polarisierten und der M2-polarisierten Gruppe in
logarithmischer Darstellung. Im Laufe der gPCR-Zyklen wird ein fluoreszierender Farbstoff
in die neu synthetisierten DNA-Fragmente des untersuchten Genabschnitts eingebaut. So
erlaubt die Fluoreszenzintensitat Ruckschlisse auf die Anzahl der vorhandenen Genkopien.
Es zeigt sich Ublicherweise zu einem Zeitpunkt der Amplifikationskurve ein steiler Anstieg
der Fluoreszenz, der umso friiher stattfindet, je mehr Genkopien zu Beginn der qPCR

vorhanden waren.

3.2.2 IGF1, aber nicht Insulin induziert die Expression von M2-Marker-Genen in

Makrophagen

In weiteren Analysen wurde die Expression typischer Marker-Gene fur den M2-Phanotyp
von Makrophagen untersucht. Abb. 10 zeigt das Ergebnis der Expressionsanalyse der M2-
Marker-Gene Mrcl (Mannose-Rezeptor) (Abb. 10 A), Argl (Arginase) (Abb. 10 B) und
Retnla (Relm a) (Abb. 10 C).

Fur alle drei Gene zeigte sich ein dhnliches Expressionsmuster in den unterschiedlich
polarisierten Makrophagen-Gruppen. In den mit 1L4/ IL13 polarisierten Zellen war, wie zu
erwarten, eine Heraufregulation aller drei untersuchten Gene Mrcl, Argl und Retnla im
Vergleich zur unbehandelten Gruppe zu beobachten.

Interessanterweise zeigte sich eine Expressionssteigerung der drei untersuchten Gene auch
in allen mit IGF1 behandelten Gruppen. Dabei war hinsichtlich der Expressionsstérke kein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen IGF1-Konzentrationen feststellbar.
Der Expressions-Anstieg der M2-Marker-Gene war in dem untersuchten Bereich
(3 ng/ml — 30 ng/ml) durchweg vorhanden. Auch hier wurde einmalig zusétzlich eine hohere
IGF1-Konzentration von 100 ng/ml eingesetzt. Der Anstieg der Expression der M2-Marker-
Gene zeigte sich unter der Behandlung mit 100 ng/ml IGF1 ebenso, wie auch unter der
Behandlung mit den geringeren IGF1-Konzentrationen.

Die HOhe des Anstiegs war dabei fur die 3 untersuchten Gene durchaus verschieden. So
zeigte sich in den verschiedenen Gruppen fir das Mrc1-Gen durchschnittlich lediglich ein
ca. 2 — 2,5-facher, allerdings signifikanter und gut reproduzierbarer Anstieg im Vergleich
zur MO-Gruppe. Fur Argl und Retnla war der Genexpressions-Anstieg in den M2- und

IGF1-behandelten Gruppen im Gegensatz zur unbehandelten Gruppe deutlich ausgepragter,
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allerdings auch variabler. Die Arginase-Expression war im Mittel ca. 1.200 — 2.300-fach,
die Relm-a-Expression ca. 1.200 — 2.600-fach erhoht.

Uberraschenderweise zeigten die Makrophagen, die mit Insulin behandelt wurden, ein
anderes Verhalten als die mit IGF1 behandelten Makrophagen. So zeigte sich in den Insulin-
behandelten Gruppen fir keines der untersuchten M2-Marker-Gene eine Stimulation der
Genexpression. Dabei war kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen mit
den verschiedenen Insulin-Konzentrationen 3, 10 und 30 ng/ml zu erkennen. Auch unter der
einmalig getesteten Insulin-Konzentration von 100 ng/ml zeigte sich fiir keines der drei
untersuchten Gene ein Anstieg der Genexpression im Vergleich zur unbehandelten Gruppe.
Erwartungsgeméal zeigte sich nach MZ1-Polarisierung mit LPS/ IFN-y ebenfalls keine
Hochregulation der Genexpression von MRCL1, Arginasel oder Relm-a im Vergleich zur
unbehandelten Gruppe. Fur die basale MRC1-Genexpression zeigte sich allerdings im
Vergleich mit der MO-Gruppe eine signifikante Reduktion der Genexpression in den M1-
polarisierten Zellen.

Insgesamt wurden die drei M2-Marker-Gene Mrcl, Argl und Retnla nach Polarisierung mit
IL4/ 1L13 und IGF1, jedoch nicht nach Polarisierung mit Insulin oder den M1-Polarisierern
LPS und IFN-y heraufreguliert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Wachstumsfaktor IGF1 wie die klassischen M2-Cytokine 1L4/ IL13 einen M2-Phéanotyp in
Makrophagen induziert. Trotz der &hnlichen Funktion zu IGF1 scheint Insulin diesen Effekt
nicht zu vermitteln.

Abb. 10 D zeigt beispielhaft eine Amplifikationskurve der Arginase-Expression in der
unbehandelten M0-Gruppe, der M2-polarisierten (IL4/1L13) und den mit 10 ng/ml IGF1 und
10 ng/ml Insulin polarisierten Gruppen in linearer Darstellung. Es zeigt sich bei der
Betrachtung der Kurven, dass der steile Fluoreszenz-Anstieg der M2-polarisierten und der
IGF1-polarisierten Gruppen etwa 10 Zyklen vor dem der unbehandelten und Insulin-
behandelten Gruppe auftritt. Dies deutet auf eine ca. 500-1000-fach hohere Arginase-
Expression in M2-polarisierten bzw. IGF1-behandelten Makrophagen als in Kontrollzellen
bzw. Insulin-behandelten Zellen hin.
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Abb. 10 gPCR-Analyse von M2-Marker-Genen in polarisierten Knochenmarkmakrophagen Neben
einer unbehandelten MO-Gruppe erfolgte die Polarisierung entweder mit LPS und IFN-y (M1), mit IL4 und
IL13 (M2) oder IGF1 oder Insulin in unterschiedlichen Konzentrationen. Die Konzentrationsangaben von
IGF1 und Insulin sind in ng/ml. Es wurden Genexpressions-Analysen fur die M2-Marker-Gene Mrcl (MRC)
(A), Argl (Arginase) (B) und Retnla (Relm-a) (C) durchgefuihrt. Die Berechnung erfolgte in Referenz zu einem
housekeeping-Gen (Nudc) und wurde zur Expression in der MO-Gruppe normalisiert. Die Daten werden als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt und die statistische Signifikanz wurde mittels one way ANOVA
gefolgt von Tukey ‘s post hoc test ermittelt (p < 0,05), n = 3. D zeigt eine beispielhafte Amplifikationskurve
der Arginase-Expression in den Gruppen M2, IGF1 (10 ng/ml), MO und Insulin (10 ng/ml). Aufgetragen ist A
Rn (die auf einen passiven Referenzfarbstoff normalisierte Fluoreszenz des Rezeptor-Farbstoffs minus die

baseline) gegen die Anzahl der PCR-Zyklen.

3.3 Durchflusszytometrische Untersuchungen: Die Expression des M2
Markers CD206 ist auf Makrophagen nach IGF1 Behandlung
nachweisbar

Nachdem in der gPCR-Analyse auf Genexpressions-Ebene erste Hinweise auf eine

unterschiedliche Polarisierung von Makrophagen durch IGF1 und Insulin gesammelt werden

konnten, erfolgten durchflusszytometrische Messungen, um das bisher entstandene Bild der
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verschiedenen Makrophagen-Phénotypen durch die Untersuchung von
Oberflachenantigenen zu ergénzen.

Dazu wurden erneut isolierte und kultivierte Knochenmarkmakrophagen 48 Stunden lang
mit verschiedenen Agonisten polarisiert. AnschlieBend wurden durchflusszytometrische
Messungen an dem Durchflusszytometer Facs Canto Il von BD (Becton, Dickinson
Company) durchgefthrt.

Abb. 11 zeigt am Beispiel unbehandelter MO-Makrophagen die Messungen, welche fur jede
Probe durchgefihrt wurden. Die Daten werden hier als Dotplots dargestellt, wobei jedes
Ereignis (jede Zelle) durch einen einzelnen Punkt reprasentiert wird.

Zunachst wurde in drei Schritten die Population der vereinzelten, lebenden Zellen bestimmt.
Abb. 11 A zeigt sidewards scatter-area, einen Parameter fiir die Granularitéat der Partikel,
uber forward scatter-area, einem Parameter flr die GroRe der Partikel. So wurde anhand
von Grolke und Granularitat der Partikel die Population aller Zellen bestimmt und
Zelltrimmer ausgeschlossen. In Abb. 11 B wird forward scatter-height gegen forward
scatter-area aufgetragen, um durch den Vergleich von Flache und Hohe der Partikel die
Population der Einzelzellen zu identifizieren und aneinanderhaftende Zellen auszuschlielRen.
In Abb. 11 C ist der Nachweis toter Zellen mit dem Auvitalfarbstoff 7-AAD (7-
Aminoactinomycin) dargestellt, die genutzt wurde, um tote Zellen auszuschlie3en, sodass
als zu untersuchende Zellpopulation die lebenden, einzeln liegenden Zellen tbrigblieben.
Mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen F4/80, MHCII und CD11b (Abb. 11 D - F)
wurden innerhalb dieser Population lebender Einzelzellen die Makrophagen markiert. Zur
naheren Charakterisierung des Makrophagen-Phé&notyps wurde ein CD38-Antikdrper als
Marker fur den M1-Phanotyp (Abb. 11 G) und ein CD206-Antikdrper als Marker fir den
M2-Phénotyp (Abb. 11 H) genutzt.

In den Dotplots Abb. 11 D — H wird jeweils der Parameter sidewards scatter-area gegen die
Fluoreszenzintensitdt im entsprechenden Kanal aufgetragen. Die Fluoreszenzintensitat wird
vom Durchflusszytometer fiir jedes einzelne Partikel gemessen und bezieht sich auf die
eingesetzten fluoreszenzmarkierten Antikorper. So konnen anhand der gemessenen
Fluoreszenzintensitat quantitative Rlckschllsse auf die Menge der an eine Zelle gebundenen

Antikdrper und die Expression des untersuchten Oberflachenantigens gezogen werden.
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Abb. 11 Aufbau der durchflusszytmetrischen Messreihen Dargestellt werden die Messungen, welche fir
jede einzelne Probe durchgefiihrt wurden. A: Bestimmung der Population aller Zellen mithilfe der Parameter
sidewards scatter-area und forward scatter-area. B: Bestimmung der Population der Einzelzellen mithilfe der
Parameter forward scatter-height und forward scatter-area. C: Ausschluss der toten Zellen mittels des
fluoreszierenden Interkalators 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) und Bestimmung der Population der lebenden
Einzelzellen. D — F: Die Antikdrper F4/80 (D), MHC-I1I (E) und CD11b (F) wurden genutzt, um Makrophagen
zu markieren. G, H: CD38 wurde als Marker fir den M1-Phénotyp (G), CD206 als Marker fur den M2-
Phénotyp (H) genutzt. I: Farblegende

Um in der Durchflusszytometrie innerhalb der Population der lebenden Einzelzellen die
Makrophagen-Population zu bestimmen, wurde ein Antikdrper gegen das
Oberfl&dchenantigen F4/80 genutzt. Abb. 12 zeigt die F4/80-Expression in den verschiedenen
Gruppen. Eingesetzt wurden eine unbehandelte MO-Gruppe, eine zum MZ1-Phénotyp
polarisierte und eine zum M2-Phénotyp polarisierte Gruppe, sowie eine mit 10 ng/ml IGF1

und eine mit 10 ng/ml Insulin polarisierte Gruppe.
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Abb. 12A zeigt beispielhaft einen Dotplot der unbehandelten MO-Gruppe, wobei die F4/80-
positiven Zellen in lila dargestellt werden. Bei der Betrachtung aller Gruppen exprimierten
durchschnittlich zwischen 95,3 % und 99,7 % der lebenden Einzelzellen F4/80. Dies
entspricht dem Anteil der Makrophagen an der Population der lebenden Einzelzellen.
Zwischen den verschiedenen Gruppen gab es dabei keinen signifikanten Unterschied in der
F4/80-Expression. Diese Ergebnisse zeigen, dass die verwendeten Zellpopulationen sehr
hoch angereicherte Makrophagenpopulationen darstellten und sich als Grundlage fur

Messungen von M1- und M2-Markern eignen.
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Abb. 12 F4/80-Expression der Knochenmarkmakrophagen in der Durchflusszytometrie
Knochenmarkmakrophagen wurden fiir 48 Stunden mit LPS und IFN-y zu M1-Makrophagen, mit 1L4 und
IL13 zu M2-Makrophagen, mit 10 ng/ml IGF1 oder 10 ng/ml Insulin polarisiert. Zusatzlich gab es eine
unbehandelte Gruppe (MO). A: Darstellung der F4/80-Expression anhand eines beispielhaften Dotplots der
MO-Gruppe. Die F4/80-positiven Zellen werden in lila dargestellt. B: Anteil der F4/80-positiven Zellen an der
Population aller lebenden Einzelzellen in den verschiedenen Gruppen. Die Daten werden als Mittlerwert +

Standardabweichung dargestellt (n = 3).

3.3.1 Expression von CD38

Als Marker fur den M1-Phénotyp wurde ein CD38-Antikorper eingesetzt. Abb. 13 zeigt die
CD38 Expression in den verschiedenen Gruppen.

In Abb. 13 A — E werden Dotplots der unterschiedlich polarisierten Makrophagen gezeigt.
Dabei sind die CD38-positiven Zellen in lila dargestellt. Bereits bei der Betrachtung der
Dotplots fallt auf, dass in der M1-polarisierten Gruppe deutlich mehr CD38-positive Zellen

vorhanden waren als in den anderen Gruppen.
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Bei der rechnerischen Auswertung der Fluoreszenzintensitat war die Fluoreszenz in den M1-
polarisierten Makrophagen im Vergleich zur unbehandelten Gruppe etwa 6-fach hoher (Abb.
13 F). Weder fiur die M2-polarisierten noch fur die mit IGF1 oder Insulin behandelten

Makrophagen war ein solcher Effekt zu beobachten.
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Abb. 13 Facs-Analyse der CD38-Expression Knochenmarkmakrophagen wurden fiir 48 Stunden mit LPS
und IFN-y zu M1-Makrophagen (B), mit IL4 und IL13 zu M2-Makrophagen (C) oder mit 10 ng/ml IGF1 (D)
oder Insulin (E) polarisiert. Zusatzlich gab es eine unbehandelte Gruppe (A). Die Zellen wurden mit einem
CD38-Antikorper gefarbt und im Durchflusszytometer Facs-Canto 11 von BD gemessen. In lila sind die CD38-
positiven Zellen markiert. F zeigt die mittlere CD38-Fluoreszenz in den verschiedenen Gruppen. Die Daten
werden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt und die statistische Signifikanz wurde mittels one

way ANOVA gefolgt von Tukey ‘s post hoc test ermittelt (p < 0,05), n=3.

3.3.2 Expression von CD206

Ein Antikorper gegen CD206 (Mannose-Rezeptor) wurde als Marker fiir den M2-Phanotyp
verwendet (Abb. 14).

Die Dotplots der unterschiedlich polarisierten Makrophagen (Abb. 14 A —E) zeigen die
CD206-positiven Zellen in hellblau. Die Dotplots weisen darauf hin, dass in der M2-
polarisierten Gruppe und der IGF1-polarisierten Gruppe mehr CD206-positive Zellen
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vorhanden waren als in der MO-Gruppe. In Ubereinstimmung mit den gPCR-Daten verhalten
sich die beiden Gruppen hier also gleich und zeigen ein Merkmal des M2-Phéanotyps.

In der M1-polarisierten Gruppe hingegen erscheinen eher weniger CD206-positive Zellen
und in der Insulin-behandelten Gruppe ahnlich viele wie in der MO-Gruppe. Diese Effekte
sind anhand der Dotplots nicht ganz eindeutig auszumachen, werden aber durch die
rechnerische Auswertung der Fluoreszenzintensitat unterstitzt (Abb. 14 F).

Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zeigte sich in der IL4/IL13- und IGF1-
behandelten Gruppe eine signifikant erhohte CD206-abhéngige Fluoreszenz. Die
Fluoreszenz war in beiden Gruppen etwa doppelt so hoch wie in der MO-Gruppe. In der
LPS/IFN-y-behandelten Gruppe war die CD206-abhéngige Fluoreszenz auf ca. 50 % im
Vergleich zu der unbehandelten Gruppe reduziert. Die Insulin-behandelten Zellen verhielten
sich anders als die IGF1-behandelten Zellen und zeigten in der CD206-Fluoreszenz keinen

signifikanten Unterschied zur MO-Gruppe.
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Abb. 14 Facs-Analyse der CD206-Expression Knochenmarkmakrophagen wurden fur 48 Stunden mit IL4
und IL13 zu M2-Makrophagen (B), mit LPS und IFN-y zu M1-Makrophagen (C) oder mit 10 ng/ml Insulin
(D) oder IGF1 (E) polarisiert. Es gab eine unbehandelte Gruppe (A). Die Zellen wurden mit einem CD206-
Antikdrper gefarbt und im Durchflusszytometer Facs-Canto 11 von BD gemessen. In hellblau sind die CD206-
positiven Zellen dargestellt. F zeigt die mittlere CD206-Fluoreszenz in den verschiedenen Gruppen. Die Daten
werden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt und die statistische Signifikanz wurde mittels one

way ANOVA gefolgt von Tukey ‘s post hoc test ermittelt (p < 0,05), n=3.
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In Abb. 15 werden zur Veranschaulichung dieser Ergebnisse représentative Histogramme
der CD206-Messungen gezeigt. Zu sehen ist, dass in der unbehandelten, sowie der Insulin-
behandelten Gruppe die hichste Zellzahl bei einer Fluoreszenz-Intensitat von ca. 10* lag. In
der M1-polarisierten Gruppe lag die Fluoreszenzintensitit der meisten Zellen bei einem

geringeren, in der M2-polarisierten und der IGF1-behandelten Gruppe bei einem héheren
Wert.
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Abb. 15 Facs-Analyse der CD206-Expression Représentative Histogramme der Facs-Analyse aus Abb. 14.
Aufgetragen wird die Zellzahl gegen die Fluoreszenz-Intensitét. Die Zellen waren entweder unbehandelt (A),
zum M1-Phénotyp polarisiert (B), zum M2-Phénotyp polarisiert (C) oder mit 10 ng/ml IGF1 (D) oder 10 ng/ml
Insulin (E) polarisiert. Zur besseren Veranschaulichung ist bei einer Fluoreszenz-Intensitat von 10* durch alle
Graphen eine Referenz-Linie gezogen.

Um die Auswirkung der Konzentrationen von IGF1- und Insulin genauer zu untersuchen,
wurde einmalig eine Messung mit verschiedenen Konzentrationen der beiden Hormone
zwischen 3 und 100 ng/ml durchgefiihrt. In allen IGF1-behandelten Gruppen zeigte sich im
Gegensatz zur MO-Gruppe eine dhnlich stark erhéhte CD206-Expression. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die CD206-Expression nach IGF1-Behandlung in dem untersuchten
Bereich konzentrationsunabhangig erhoht ist.

In den Gruppen, die mit Insulin behandelt wurden, war im Vergleich zur MO-Gruppe kein
Unterschied in der CD206-Expression zu erkennen. Es war also auch bei einer Polarisierung
mit 100 ng/ml Insulin keine Erh6hung der CD206-Expression zu sehen.
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3.4 Western Blots: Die Behandlung mit IGF1 induziert phosphoSTAT6

Nachdem die bisher gesammelten Ergebnisse eine Induktion des M2-Phanotyps durch IGF1
zeigten, sollten die Mechanismen der IGF1-abhéngigen M2-Polarisierung naher untersucht
werden. Wie in 1.1.2 beschrieben, ist in der Literatur bekannt, dass STAT6 ein
Schlisselprotein in dem Aktivierungsweg von M2-Makrophagen durch IL4 ist. Um den
Fragen nachzugehen, ob IGF1 in Makrophagen wie IL4 STAT6 aktiviert, ob klassische
Downstream-Ziele der IGF1-Signaltransduktion wie die Proteinkinase B (AKT) aktiviert
werden und wie sich Insulin in dieser Hinsicht verhélt, wurden Western-Blot-Experimente
durchgefihrt.

Abb. 16 zeigt exemplarisch eine Western Blot Analyse, in der die Phosphorylierung von
STAT6, AKT und STAT1 untersucht wurde. STATL1 ist dabei ein bekanntes
Schlusselprotein in dem Aktivierungsweg zu M1-Makrophagen. Es zeigt sich, dass STAT1
nur in LPS/IFNy stimulierten (M 1-) Makrophagen vermehrt phosphoryliert wird. Weder 1L4
noch IGF1 oder Insulin fihrten zu einer Phosphorylierung von STATL.

Die Phosphorylierung von STAT6 wurde, wie in der Literatur beschrieben in den IL4-
abhéngig zum M2-Phénotyp polarisierten Makrophagen nachgewiesen. Interessanterweise
fuhrte die Behandlung mit IGF1 ebenfalls zu einer STAT6-Phosphorylierung. In den Insulin-
behandelten Zellen zeigte sich hingegen keine Phosphorylierung von STAT6. Ebenso wurde
in den MO- und M1-behandelten Gruppen kein phosphoryliertes STAT6 detektiert.
Gesamt-AKT und phosphoryliertes AKT wurde unter allen Kultivierungsbedingungen
nachgewiesen. Dabei zeigte sich in den IGF1- und Insulin-behandelten Gruppen kein

quantitativer Anstieg an phosphoryliertem AKT in Gegensatz zu den anderen Gruppen.
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Abb. 16 Western Blot-Analyse der Phosphorylierung von STAT1, STAT6 und AKT
Knochenmarkmakrophagen wurden fiir 48 Stunden mit LPS/IFN-y (,,M 1), mit IL4/IL13 (,,M2) oder mit IGF1
oder Insulin behandelt. Es gab eine unbehandelte Gruppe. Die Konzentrationen von IGF1 und Insulin werden
in ng/ml angegeben. Proteinlysate wurden erstellt und Western Blots mit den angegebenen Antikérpern
durchgefihrt. Hier wird ein reprasentativer Western Blot von n = 3 durchgefiihrten Experimenten gezeigt. C -

E: Quantitative Auswertung, die Daten werden als Mittelwert +- Standardabweichung dargestellt.
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In weiteren Untersuchungen wurde die Kinetik der IGF1-stimulierten STAT6-
Phosphorylierung untersucht. Zu diesem Zweck wurden Knochenmarkmakrophagen tber
Nacht unter  Serum-Entzug  (Hungermedium, s. 2.5.3) inkubiert, um
Signaltransduktionsprozesse in den Zellen und vor allem Proteinphosphorylierungen zu
reduzieren. AnschlieBend wurden die Zellen mit 10 ng/ml IGF1 fur Zeitrdume zwischen
2 min und 30 min stimuliert (Abb. 17). Die Analyse der STATG6-Phosphorylierung im
Western Blot zeigte phosphoryliertes STAT6 in allen mit IGF1 behandelten Gruppen.
STAT6 lag also bereits nach einer zweiminutigen IGF1-Stimulation in phosphorylierter

Form vor.

IGF-1 (10 ng/ml)  ---- 2min  5min  10min 15min 30 min

Phospho STAT6

Abb. 17 STAT6-Phosphorylierung nach kurzzeitiger IGF1-Stimulation Knochenmarkmakrophagen
wurden Uber Nacht im Makrophagen-Hungermedium gehungert und anschlieBend unterschiedlich lange mit
10 ng/ml IGF1 stimuliert. Proteinlysate wurden erstellt und in der Western Blot-Analyse die Phosphorylierung
von STATG6 untersucht.

Bis hierher zeigen die Untersuchungen insgesamt einen Einfluss von IGF1, aber nicht von
Insulin auf die Polarisierung von Makrophagen, da nach Behandlung mit IGF1 (1) die
Genexpression von M2-Markern induziert wird, (2) die Expression des M2-Markers CD206
auf der Oberflache von Makrophagen nachweisbar ist und (3) die Phosphorylierung von
STATG6 induziert wird.

3.5 Zellsortierung und Sequenzierung: IL4- und IGF1 zeigen auf
Transkriptions-Ebene identische Effekte

Nachdem die Western Blot-Experimente eine Aktivierung von STAT6 durch IGF1, sowie

durch IL4, aber nicht durch Insulin zeigten, wurden mittels next generation sequencing

Sequenzanalysen polarisierter Makrophagen durchgefiihrt, um die entstandenen Phanotypen

genauer zu analysieren und die mit der Polarisierung verbundenen Signaltransduktionswege
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zu verstehen, sowie aus dem Genexpressionsmuster Schliisse auf die Funktion der
Makrophagen-Typen zu ziehen.

Wie in Abschnitt 2.15 beschrieben, wurden nach der Stimulation mit verschiedenen
Agonisten mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung die Makrophagen aus der
gesamten Zellpopulation isoliert. AnschlieRend wurde aus den gereinigten Zellen die RNA
isoliert und Sequenzanalysen durchgefuhrt. Untersucht wurden Makrophagen, die entweder
mit IL4 (10 ng/ml) zum M2-Phénotyp, bzw. mit 10 ng/ml IGF1, 10 ng/ml Insulin oder
100 ng/ml Insulin polarisiert wurden. AuRerdem wurden M-CSF-behandelte Makrophagen

als Kontrollgruppe analysiert.

Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse der Sequenzierungs-Experimente. Die Auswertung der
Transcriptomdaten erfolgte mittels Principal Component Analyse (Abb. 18 A) und
hierarchischer Clusteranalyse (Abb. 18 B). Dabei ergab sich, dass die unterschiedlichen
Insulin-Konzentrationen  keinen unterschiedlichen Einfluss auf die verdnderte
Genexpression hatten, so dass in der Darstellung nicht zwischen den 10 und 100 ng/ml
Insulin-Proben unterschieden wurde. Es zeigt sich, dass die einzelnen Behandlungen
prinzipiell zu 4 Subgruppen mit &hnlichem Expressionsprofil fihren, die sich deutlich
voneinander abgrenzen lassen (Abb. 18 A). Die erste Gruppe beinhaltet die M-CSF
Kontrollgruppe und spiegelt das Genexpressionsprofil der Makrophagen am Ende der
Kultivierung wider. IL4-, Insulin- und IGF1-Behandlung fiihren zu einem stark veranderten
Expressionsprofil. Mittels hierarchischem Clustering (Abb.18 B) ldsst sich das
Genexpressionsprofil der IL4-behandelten, zu M2-Makrophagen polarisierten Zellen
deutlich von den M-CSF-behandelten Makrophagen abgrenzen. Hierbei fallt auf, dass es
uber viele Gene zu einer gegenlaufigen Expression beim direkten Vergleich von M-CSF und
IL4-behandelten Zellen kommt. Betrachtet man nun die Daten von mit Insulin und IGF1-
polarisierten Zellen, findet man Gengruppen, die im Vergleich zu M-CSF durch Insulin oder
IGF1 gleichsinnig herauf- oder herunterreguliert werden (grine Boxen, Abb. 18 B).
Zusétzlich lassen sich Gene nachweisen, die durch IGF1 und IL4 in dhnlicher Weise
reguliert werden und die sich in ihrer Expression von M-CSF- und Insulin-behandelten
Zellen unterscheiden (rote Boxen, Abb. 18 B).

Diese Daten legen nahe, dass IGF1 und Insulin trotz ihrer normalerweise sehr ahnlichen
Signaltransduktion Uber den PI3-Kinase/Akt-Weg bzw. den Erk-Signalweg zum Teil
unterschiedliche Expressionsmuster induzieren. Insbesondere zeigte sich, dass IGF1 zu
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einem groflen Teil Gene reguliert, die auch von dem klassischen M2-Polarisierer 1L4

reguliert werden.
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Abb. 18 Ergebnisse der Sequnzierungs-Experimente. Die Auswertung der Sequenzierungs-Ergebnisse
mittels principal component analysis (A) und hierarchischer Clusteranalyse (B) ergab vier Subgruppen mit
jeweils &hnlichem Expressionsprofil. Rote Boxen: Gleichsinnig veranderte Geneexpression in IL4- und IGF1-
polarisierten Makrophagen. Griine Boxen: Gleichsinnig veranderte Geneexpression in Insulin- und IGF1-
polarisierten Makrophagen.

In weiteren Analysen wurde mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen) untersucht,
welche bekannten Signalwege die beobachteten Veranderungen im Genexpressionsprofil
verursacht haben konnten. Zu diesem Zweck wurden die signifikant unterschiedlich
exprimierten Gene (Expressionsunterschied + 1.5 —fach, p<0.05 vs. M-CSF) mit dem
,upstream-Regulator Werkzeug in IPA untersucht. Abb. 19 zeigt das Ergebnis dieser
Analysen fiir IL4, IGF1, und Insulin, jeweils vs. M-CSF. Als Balken sind die jeweiligen P-
Werte dargestellt, die die Wahrscheinlichkeit kennzeichnen, dass der jeweils genannte
Signalweg an der Regulation des Genexpressionsprofils beteiligt ist. Zusétzlich sind als
Punkte die Aktivierungs-Z-Scores dargestellt, mit denen Uberprift wird, ob sich in den
beobachteten Genexpressionsverdnderungen eine konsistente Richtung der von einem
Regulator kontrollierten Gene findet. Bei einem Z-score > 2 geht man von einer Aktivierung
des Regulators, bei einem Z-score < -2 von einer Hemmung des Regulators aus.

Diese Analyse zeigt, dass fiir IL4-behandelte Makrophagen (Abb. 19 A) mit P < 10 und
einem Z-Score > 5 IL4 selbst der am starksten heraufregulierte Regulator ist, der die
Genexpressionsveranderungen nach IL4 verursacht haben konnte, gefolgt von STAT6 (P <
10", Z > 5). Wie zu erwarten, findet die IPA-Analyse also fiir die 1L4-Behandlung I1L4- und
STAT6-Aktivierung als Ursache fir die beobachteten Genexpressionsverdnderungen.
Ebenso ist CITED2 ein bekannter Regulator, der die Polarisierung von Makrophagen zum
M2-Phénotyp vermittelt. Interessanterweise sind IL4 und STAT6 bei den IGF1-polarisierten
Makrophagen ebenfalls die Signalwege, die mit den niedrigsten P-Werten und Z-scores > 4
als mogliche Aktivatoren der beobachteten Genexpressionsveranderungen identifiziert
wurden. Diese Signalwege wurden nach Insulin-Behandlung nicht identifiziert. Sowohl bei
IGF1 als auch bei Insulin-behandelten Zellen erschien Mek unter den aktivierten
Regulatoren, welches Teil der kanonischen Signaltransduktion tiber den InsR/IGFR-Ras-
Mek-Erk Signalweg ist.

Im Gegensatz zu den IL4/IGF1-polarisierten Zellen zeigte sich nach Insulin-Behandlung
auch Tgf-p unter den aktivierten Faktoren. Insulin induzierte dabei einige Markergene, die

auch in aktivierten Fibroblasten zu finden sind, wie z.B. Acta2, Postn, Tgin und Col1A2. Die
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ubrigen gelisteten Aktivatoren fanden sich in allen drei Gruppen, zum Teil mit niedrigeren
Z-scores, so dass sie hier in der Darstellung nicht berticksichtigt wurden.

NONO
Eldr
PTGER2
IRF7
TICAM1
IRF3
IFNA2
IFNB1
ZBTB10
Interferon alpha
IRGM -
RNASEH2B
ACKR2
mir-21
Ttc3%a0s1
TREX1 4

Z-score

[J-log P value|
—— Z-score

CITED2

Irgm1 4

TN T N T N T T N T T

STATS

IL4

10°

10‘30 1640 165D 10%°

-log P value

T T
10'@ 1020

Z-score

-0 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10

IFNL1

IFNA2

Firre

SENP3

IRF3

IRF7

IFNB1

Ifnar

ZBTB10
Interferon alpha

Mek
PTPRR
Irgm1
RNASEH2B
MYC

ESR1
TRIM24 +
TREX1 -

-log P value
Z-score

STATS

IL4 4

10'

T T T T
0107 10 107 10%

-log P value

T T
10° 10"

Z-score

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10

IFNL1
IFNB1
IRF3
IFNA2
Ifnar
Eldr
STAT1
IRF7
Interferon alpha
ZBTB10
USPS
STAG2
PNPT1 4
Taf beta
Mek 4

[ 1-log P value|
~— Z-score

RNASEH2B -

TRIM24

Irgm1

ESR1

I |
I
]
]
]
]
[ |

TREX1

10°

T T
10° 10" 10'®

-log P value

IL4 vs. mCSF

Igf1 vs. mCSF

Ins vs. mCSF

Abb. 19: Ergebnis der Upstream Regulator Analyse mit Hilfe der IPA software. Die Balken geben den P-
Wert fiir die Aktivierung (gelb) bzw. Hemmung (blau) des jeweiligen Aktivators wieder. Die roten Punkte
kennzeichnen den Z-score fir die Aktivierung. Gezeigt werden jewels die Aktivatoren mit dem hdchsten bzw.

niedrigsten Z-score fir die jeweilige Polarisierungsbedingung.
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Bei den herunterregulierten Aktivatoren ergab sich ein relativ einheitliches Bild. Alle drei
Behandlungen deuteten hinsichtlich einer Hemmung von Aktivatoren auf eine anti-
inflammatorische  Wirkung hin, da die beobachteten Veranderungen in den
Genexpressionsprofilen zu einem grofRen Teil durch eine verminderte Interferon-Wirkung,
bzw. gehemmte Aktivitat von IRF Genen (Interferon-regulatory factor) erklart werden kann.
Insgesamt induzieren IL4, IGF1 und Insulin eher anti-inflammatorische Makrophagen,
wobei IL4 und IGF1 M2- bzw. M2-ahnliche Makrophagen induzieren, wéhrend die Insulin-
behandelten Makrophagen durch die Heraufregulation mesenchymaler Gene

gekennzeichnet sind.
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1 Diskussion

1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden Knochenmarkzellen aus Tibia- und Femur-Knochen isoliert, zu
Makrophagen kultiviert und mit verschiedenen Cytokinen, Hormonen und LPS polarisiert.
Die entstandenen Phanotypen wurden anschlielend mittels qPCR, Western Blot,
Durchflusszytometrie und next generation sequencing analysiert.

Zunachst sollte der Effekt von IGF1 auf die Makrophagen-Polarisierung néher untersucht
werden. Dazu wurden Makrophagen mit verschiedenen Konzentrationen IGF1 behandelt
und anschlielend die entstandenen Phanotypen untersucht. Die IGF1-vermittelte
Heraufregulation klassischer Markergene wie Argl, Retnla und Mrcl flhrte zu der
Annahme, dass IGF1 in Makrophagen einen M2-ahnlichen Phanotyp hervorruft.

Zusétzlich wurde der Effekt von Insulin auf die Makrophagen-Polarisierung untersucht.
Dazu wurden die Phénotypen von Insulin-polarisierten Knochenmarkmakrophagen
analysiert. Es sollte der Frage nachgegangen werden, ob der beobachtete Effekt von IGF1
auf die Makrophagen-Polarisierung spezifisch fir IGF1 ist, oder es sich um einen
gemeinsamen Effekt von IGF1 und Insulin handelt. Wie in der Einleitung beschrieben, gibt
es groRe Ahnlichkeiten von Insulin und IGF1 hinsichtlich der Struktur der Hormone und
ihrer Rezeptoren, sowie der nachgeschalteten Signaltransduktion. Die Tatsache, dass beide
Peptide in der Lage sind mit niedrigerer Affinitdt an den Rezeptor des jeweils anderen
Hormons zu binden, fiihrte zu der Ausgangshypothese, dass Insulin und IGF1 zumindest
ahnliche oder Uberlappende, wenn nicht sogar gleiche Effekte auf die Makrophagen haben
wirden.

Diese Hypothese wird durch die vorliegenden Ergebnisse nur teilweise bestétigt und die
Frage, ob Insulin wie IGF1 Makrophagen zu einen M2-adhnlichen Ph&notyp veréndert, kann
insofern verneint werden, als dass nur IGF1, nicht aber Insulin klassische M2-Markergene
induziert. Dennoch zeigt sich auch eine teilweise Ubereinstimmung in den differentiell
exprimierten Genen, die im Vergleich zu mit mCSF kultivierten Makrophagen durch beide

Hormone in dhnlicher Weise reguliert werden.
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Abb. 20 Zusammenfassung der Ergebnisse IGF1 polarisiert Makrophagen zu einem M2-Phéanotyp. Insulin

induziert weder einen M1- noch einen M2-Phénotyp.

1.2 Der Effekt von IGF1 auf die Makrophagen-Polarisierung

1.2.1 IGF1 induziert in Makrophagen einen M2-Phanotyp

Auf verschiedene Weise zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass IGF1 in Makrophagen
einen M2-&hnlichen Phanotyp induziert.

So zeigte nach der 48-stiindigen Polarisierung mit IGF1 bereits das mikroskopische Bild der
Makrophagen eine Veranderung des Ph&notyps im Gegensatz zur unbehandelten Gruppe.
Die Zellmorphologie ahnelte am ehesten der von Makrophagen, die mit IL4 und IL13
behandelt wurden, die typischerweise den alternativen Weg der Polarisierung zum M2-Typ
aktivieren. Mittels gPCR-Analyse konnte nach IGF1-Behandlung eine erhdhte Expression
der M2-Marker Mannose-Rezeptor (Mrcl, CD206), Arginase (Argl) und Resistin-like o
(Retnla) gezeigt werden. Dieses Expressionsmuster wurde auch bei den mit 1L4 und IL13
behandelten Makrophagen nachgewiesen. Die RNA-Expressionsdaten wurden mithilfe
durchflusszytometrischer Untersuchungen bestatigt. Als M2-Marker wurde der Mannose-
Rezeptor (CD 206) untersucht. Auch hier zeigte sich eine erhdhte Mannose-Rezeptor-

Expression nach IGF1 sowie nach IL4/ IL13-Behandlung. Sowohl auf Genexpressionsebene
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als auch in der Untersuchung der Oberflachenantigene und der Zellmorphologie induzierte
IGF1 Makrophagen vom M2-Phéanotyp.

Dieser Effekt wurde unter der Behandlung mit verschiedenen IGF1-Konzentrationen (3, 10,
30 und 100 ng/ml) beobachtet. Alle getesteten Konzentrationen riefen den beschriebenen
M2-Phénotyp hervor. Hierbei konnten keine quantitativen Unterschiede hinsichtlich der
Expressionsstérke festgestellt werden, so dass in vitro bereits die geringe Konzentration von
3 ng/ml IGF1 die Polarisierung der Makrophagen zu einem M2-ahnlichen Phanotyp auslést.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Vorarbeiten (s. 1.4), in denen unter der
Polarisierung mit 10 und 20 ng/ml IGF1 eine Induktion von M2-Markern gesehen wurde
(Heinen et al., 2019). Auch durch andere Autoren wurde bereits die Hypothese aufgestellt,
dass IGF1 eine Induktion des alternativ aktivierten M2-Makrophagen bewirkt. Hinweise
darauf, dass IGF1 an der Polarisierung von Makrophagen zum M2-Phéanotyp beteiligt ist,
lieferten bereits Experimente mit M&ausen mit einem IGF1-Rezeptor-Knockout in der
myeloiden Zellreihe. So zeigen Fettegewebsmakrophagen mit einem solchen IGF1-
Rezeptor-Knockout eine reduzierte Expression von M2-Marker-Genen im Vergleich mit
wildtypischen Fettgewebsmakrophagen (Spadaro et al., 2017).  Auch
Knochenmarkmakrophagen mit einem IGF1-Rezeptor-Knockout zeigen eine reduzierte
Expression von M2-Marker-Genen im Vergleich Zu wildtypischen
Knochenmarkmakrophagen (Tonkin et al., 2015). Nach 12-stiindiger Stimulation von
Knochenmarkmakrophagen mit 50 ng/ml IGF1 sahen Tonkin et al. eine Induktion der M2-
Marker-Gene 114, VEGFa und TGFS1.

1.2.2 Mechanismen der IGFl-abhangigen Makrophagen-Polarisierung: Die Rolle
von STAT6

Die Expression einiger M2-typischer Gene nach IGF1- bzw. IL4-Behandlung fihrte zu der
Frage, ob IGF1 in Makrophagen tber eine STAT6-Aktivierung die Polarisierung zum M2-
Typ auslost. Dass die Phosphorylierung von STAT6 ein Schlusselschritt in dem IL4-
abhéngigen Aktivierungsweg des M2-Makrophagen ist, ist hinreichend bekannt (Murray,
2017) und deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, denn es erfolgte eine
Phosphorylierung von STAT6 in Knochenmarkmakrophagen nach 48-stlindiger Stimulation
mit IL4 und 1L13.

Allerdings zeigte sich auch nach der Stimulation mit 10 ng/ml IGF1 eine Phosphorylierung
von STAT6. Auch andere Autoren beschreiben eine Aktivierung von STAT6 in

Makrophagen nach IGF1-Stimulation. So sahen Osoria et al. eine gesteigerte
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Phosphorylierung von STAT6 in Knochenmarkmakrophagen nach einer Stimulation mit
100 ng/ml IGF1 fir 20 Minuten, sowie einen additiven Effekt von IL4 und IGF1 auf die
STAT6-Phopshorylierung und postulierten ein Zusammenlaufen der
Signaltransduktionswege von IL4 und IGF1 bei STAT6 (Osorio et al., 2014).

Insgesamt zeigte sich eine Phosphorylierung von STAT6 nach IGF1-Stimulation, &hnlich
wie nach der Stimulation mit IL4 und IL13. Dies deutet darauf hin, dass die Polarisierung
von Makrophagen durch IGF1 nicht nur im Ergebnis einen dhnlichen Phanotyp hervorbringt
wie die Polarisierung mit IL4 und IL13, sondern auch &hnliche Mechanismen und

Signaltransduktionswege nutzt.

1.2.3 Die IGFl-abhangige Makrophagen-Polarisierung als sich selbst verstarkender
Effekt

Die Untersuchung des Zeitverlaufs der IGF1-induzierten STAT6-Aktivierung ergab, dass
bereits nach 2-mindtiger IGF1-Stimulation eine Phosphorylierung von STAT6 nachweisbar
war, ebenso wie nach einer IGF1-Stimulation von 48 Stunden.

Nachdem lange davon ausgegangen wurde, dass IGF1-Synthese ausschlieRlich in der Leber
stattfindet, weils man inzwischen, dass es auch in Geweben eine lokale IGF1-Synthese geben
kann. Auch M2-Makrophagen sind dazu in der Lage IGF1 zu produzieren (Roszer, 2015).
So sahen Wynes und Riches eine Induktion der Igfl-Expression in
Knochenmarkmakrophagen nach Behandlung mit 1L4 oder IL13 und ein Fehlen dieses
Effektes in Makrophagen mit einem Stat6-knock out (Wynes and Riches, 2003). In den
Vorarbeiten dieser Arbeit wurde auch nach IGF1-Polarisierung eine erhohte IGF1-
Expression in Makrophagen gesehen (Heinen et al., 2019). Tonkin et al. zeigten ebenfalls
eine erhohte Expression von IGF1 in CD206-positiven Makrophagen, sowie Phanotyp-
Veranderungen von Makrophagen zu einem reparativen Phénotyp durch diese erhohte IGF1-
Expression. Sie postulierten eine autokrine Funktion von IGF1 in Makrophagen im Sinne
eines autokrinen Loops, der Makrophagen zu einem reparativen Phénotyp veréndert (Tonkin
et al., 2015).

Die Tatsache, dass die Phosphorylierung von STAT6 durch IGF1 bereits nach 2 Minuten
stattfindet und nach 48 Stunden immer noch nachweisbar ist, passt zu der Vorstellung, dass
M2-Makrophagen selbst IGF1 produzieren und so in einem sich selbst verstarkenden
Prozess weiter den Makrophagen-Phénotyp im Sinne eines autokrinen Loops in Richtung

eines proregenarativen, antiinflammatorischen Phanotyps hin verandern.
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Ebenfalls zu dieser Vorstellung passend ist, dass die eingesetzten IGF1-Konzentrationen
zwischen 3 — 100 ng/ml alle im selben Ausmal} den M2-Phénotyp induzierten. Man kann
sich vorstellen, dass zum Beobachtungszeitpunkt nach 48 Stunden bereits die eigene
Produktion von IGF1 durch die Makrophagen eingesetzt hat und so die initial eingesetzte
Konzentration im Zeitverlauf zunehmend an Bedeutung verliert. In diesem Zusammenhang
ist die Frage interessant, wie viel IGF1 initial notwendig ist, um diesen Prozess in Gang zu

bringen und ob sich im Zeitverlauf eine Zunahme der IGF1-Konzentration darstellen l&sst.

1.2.4 Mechanismen der IGF1-abhangigen Makrophagen-Polarisierung:

Transkriptionsanalysen

Die Expression M2-typischer Gene, sowie die STAT6-Aktivierung nach IGF1- bzw. IL4-
Behandlung flihrte zu der Frage, inwieweit das gesamte Expressionsprofil der Makrophagen
nach IL4- und IGF1-Stimulation tberlappte, bzw. ob es grofiere Unterschiede gab. Ebenso
stellte sich die Frage, ob Insulin keine Wirkung an Makrophagen hat oder einen anderen
Makrophagentyp induziert, der die wenigen durch gPCR untersuchten M1- bzw. M2-Marker
nicht exprimiert. So haben Xue et al. nachgewiesen, dass sich die Polarisierung von
Makrophagen nicht auf ein bipolares Modell von pro-inflammatorischen M1- und anti-
inflammatorischen M2-Makrophagen beschrankt. Vielmehr untersuchten sie die
Expressionsprofile humaner Makrophagen, die mit 28 verschiedenen Stimuli behandelt
wurden. Dabei stellte sich heraus, dass pro- bzw. anti-inflammatorische Cytokine (z.B.
TNFa, IL13) das bipolare M1/M2-Muster zwar modulierten, den Gegensatz der beiden
Zelltypen insgesamt aber nicht verédnderten. Im Gegensatz dazu wurden durch Fettsauren
Makrophagen mit einem von M1- und M2-Makrophagen deutlich unterschiedlichen
Genexpressionsmuster induziert. Dies flhrte die Autoren zu der Aussage, dass Makrophagen
eine viel hohere Plastizitat besitzen, die Uber die klassische, bipolare M1-M2-Achse
hinausgeht. Basierend auf ihren Ergebnissen postulierten sie daher das ,,Spektrum-Modell*
der Makrophagenpolarisierung (Xue et al., 2014).

Angesichts der ahnlichen bzw. unterschiedlichen Effekte von IL4, Insulin und IGF1 wurden
die Transkriptome entsprechend polarisierter Makrophagen analysiert. Dabei stellte sich
heraus, dass sich die groRe Ahnlichkeit der 1L4- und IGF1-polarisierten Zellen nicht nur auf
die Expression der in der gqPCR verwendeten M2-Markergene beschrankte. Vielmehr ergab
die hierarchische Clusteranalyse, dass die Genexpressionsmuster von IGF1- und IL4-

stimulierten Makrophagen groRere Blocke von &hnlich differentiell exprimierten Genen
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aufwiesen. Die groBe Ahnlichkeit der Expressionsmuster spiegelte sich auch bei der
bioinformatischen ldentifizierung der moglichen Regulatoren wider, die die beobachteten
Veranderungen im Genexpressionsprofil bei der Polarisierung ausgeldst haben kdnnten.
Sowohl fir IGF1 als auch fur IL4 fuhrte die Verwendung des ,,Upstream Regulator®
Werkzeugs des Programmpakets ,,Ingenuity Pathway Analyse* zur Identifizierung von 1L4
und STATS6, als Regulatoren, die mit hochster Wahrscheinlichkeit fur die beobachteten
Veranderungen verantwortlich waren. Wahrend dies fur die 1L4-behandelten Zellen nicht
unerwartet war und nur zeigt, dass das Programm die durchgefiihrte Polarisierung korrekt
erkannte, war dieses Ergebnis fir IGF1 vollig unerwartet, da die Daten implizieren, dass
IGF1 hier ebenfalls tber STAT6 die M2-Polarisierung in ahnlicher Weise wie L4 auslost.
Die kanonischen P13-Kinase/AKT- bzw. Ras/Ras/Erk-Signalwege, die normalerweise durch
den aktivierten IGF1-Rezeptor aktiviert werden, fanden sich in Form von Mek (Ras-Raf-
Mek-Erk Signalweg) erst an untergeordneter Position unter den identifizierten Regulatoren.
Der zweite unerwartete Befund betraf die Insulin-behandelten Makrophagen. Wéhrend in
der qPCR eine verdnderte Expression der ausgewéhlten M1/M2-Markergene nicht
nachgewiesen wurde, zeigt die Transkriptomanalyse, dass Insulin offensichtlich einen
Makrophagentyp induziert, der sich sowohl von der basalen M-CSF- behandelten
Kontrollgruppe, als auch von den 1L4/IGF1-behandelten M2- Makrophagen unterscheidet.
Dies wurde sowohl in der Clusteranalyse, als auch bei der Identifizierung der Regulatoren
deutlich. Auffallig war, dass bei der Ermittlung mdglicher herunter regulierter Aktivatoren
eine groRe Ubereinstimmung bei Insulin, IGF1 und IL4 feststellbar war. Da hier
insbesondere Interferone und Interferon-regulierende Faktoren ermittelt wurden, kann man
davon ausgehen, dass auch Insulin einen eher anti-inflammatorischen Makrophagen Typ

induziert, der aber nicht die Expression der klassischen M2-Markergene beinhaltet.

1.3 Der Effekt von Insulin auf die Makrophagen-Polarisierung

Entgegen der Ausgangshypothese zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit keine Induktion eines
typischen M2-Phénotyps in Makrophagen durch Insulin.

So zeigte nach 48-stlindiger Polarisierung mit Insulin bereits das mikroskopische Bild der
Makrophagen keine groRe Veranderung des Phanotyps im Gegensatz zur unbehandelten
Gruppe. Ganz im Gegensatz zu den Ergebnissen nach IGF1-Polarisierung, zeigte sich in der
gPCR-Analyse nach Insulin-Behandlung keine erhohte Expression der M2-Marker-Gene
Mrcl, Argl und Retnla. In der durchflusszytometrischen Untersuchung zeigte sich auch
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keine erhohte Mannose-Rezeptor-Expression. Wie oben bereits ausgefihrt, ergab auch die
Sequenzanalyse Insulin-polarisierter Makrophagen ein weitgehend anderes Ergebnis als die
Analysen der mit IGF1 oder IL4 polarisierten Makrophagen.

Um Konzentrationseffekte auszuschlielen, wurden verschiedene Insulin-Konzentrationen
zwischen 3 und 100 ng/ml getestet. Unter keiner der getesteten Bedingungen zeigte sich eine
Induktion der typischen M2-Markergene, sodass es sich bei der IGF1-Wirkung um einen
sehr sensitiven Prozess handelt.

Der Effekt von Insulin auf Makrophagen wurde auch von anderen Autoren untersucht. Dabei
kann man feststellen, dass die Ergebnisse bisher ein heterogenes Bild mit teils
unterschiedlichen Effekten auf die Makrophagen-Polarisierung wiedergeben.

Yu et al. untersuchten unter anderem die Effekte von Insulin auf Verénderungen des
Makrophagen-Phanotyps und sahen nach Insulin-Behandlung von THP-1-Zellen, einer
humanen monozytischen Zelllinie, eine Induktion der M2-Marker Arginase und CD206,
sowie des M1-Markers iNOS. In THP-1-Zellen, die mit Glucose vorbehandelt wurden,
hingegen sahen sie eine verringerte iNOS-Produktion nach Insulin-Behandlung und
folgerten, dass Makrophagen in einem Glucose-reichen Umfeld einen M1-Phanotyp
annehmen, wahrend Insulin diesen Effekt unterdriickt und unter Glucose-reichen
Bedingungen Makrophagen in Richtung eines M2-Phanotyps verandert. SchlieRlich
untersuchten sie die Wundheilung in einem diabetischen Rattenmodell und den Effekt von
Insulin auf die Immunzellen im Bereich der Wunde. Sie sahen nach Insulin-Behandlung in
frihen Phasen der Wundheilung ein vermehrtes Vorkommen von M1-Makrophagen und
nach Insulin-Behandlung in spéaten Phasen ein vermehrtes Vorkommen von M2-
Makrophagen im Bereich der Wunde und schrieben Insulin unterschiedliche Effekte auf die
Makrophagen-Polarisierung zu den verschiedenen Zeitpunkten der Wundheilung zu. Die
Insulin-Stimulation in den durchgefiinrten Experimenten erfolgte immer mit 10 M Insulin,
entsprechend etwa 5808 ng/ml (Yu et al., 2019), sodass die eingesetzten Konzentrationen
weit Uber physiologischen Insulinspiegeln und weit tber den in dieser Arbeit verwendeten
Konzentrationen lagen.

leronymaki et al. beschéftigten sich mit chronischen Einflussen von Insulin auf die
Makrophagen-Polarisierung und Makrophagen-Phanotypen unter Insulin-Resistenz. In
diesem Zuge zeigten sie eine Phosphorylierung des typischen Insulin-Ziels AKT nach
Insulin-Stimulation von TEPMs (thioglycolate-elicited peritoneal macrophages), einem
priméren Makrophagentyp, der nach Thioglycolat-Behandlung als peritoneale Makrophagen

aus Mausen isoliert wird. Die Stimulation mit Insulin erfolgte hier fir 30 Minuten mit
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100nM Insulin, entsprechend etwa 580 ng/ml. In verschiedenen Insulin-Resistenz-Modellen
zeigte sich auBerdem grundsétzlich ein vermehrtes Vorkommen des M2-Phanotyps
(leronymaki et al., 2019).

Tessaro et al. untersuchten den Effekt von Insulin auf Knochenmarkmakrophagen aus
diabetischen Mé&usen und sahen unter anderem eine vermehrte Phosphorylierung der
klassischen Insulin-Ziele ERK, PI3K und AKT nach Insulin-Stimulation mit 1 mU/ml
Insulin, entsprechend etwa 42 ng/ml. In LPS-stimulierten Knochenmarkmakrophagen sahen
sie eine vermehrte Sekretion von TNF-a und IL-6 nach Insulin-Stimulation, wahrend
alveoldare und peritoneale Makrophagen bei demselben Experiment eine verminderte
Sekretion von TNF-a und IL-6 zeigten. LPS-stimulierte Knochenmarkmakrophagen nicht-
diabetischer Mause zeigten nach Insulin-Behandlung keine Veranderung der Zytokin-
Ausschittung.  Insgesamt  folgerten die  Autoren, dass Insulin je nach
Umgebungsbedingungen und  Makrophagentyp unterschiedliche  Wirkungen auf
Makrophagen haben kann, was die Plastizitat von Makrophagen unterstreicht (Tessaro et al.,
2017).

Insgesamt zeigt sich ein inhomogenes Bild beziiglich der Frage, welche Auswirkung Insulin
auf die Makrophagen-Polarisierung hat. Unterschiedliche Konzentrationen, Zelltypen und
Stimulations-Zeitrdume machen es schwer eine einheitliche Aussage zu treffen.
Insbesondere bei hohen Insulin-Konzentrationen, unter denen eine Stimulation klassischer
Insulin-Ziele gesehen wird, gilt es zu bedenken, dass eine Aktivierung des IGF1-Rezeptors
oder eines Hybrid-Rezeptors mit steigender Insulin-Konzentration wahrscheinlicher wird
und &hnliche Signalwege ansprechen wirde. Insgesamt wird vermutet, dass Insulin auf die
Makrophagen-Polarisierung in Abhangigkeit der jeweiligen Umgebungsbedingungen und
Makrophagen-Typen unterschiedliche Wirkungen auf Makrophagen ausiiben kann. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit lieR sich eine eindeutige Induktion des

M2-Phénotyps durch Insulin im Gegensatz zu IGF1 nicht erreichen.

1.4 Bedeutung

Insgesamt zeigt diese Arbeit einen Unterschied in der Wirkung von Insulin und IGF1 auf die

Polarisierung von Makrophagen. Dies widerlegt die urspringliche Hypothese, dass die

beiden Proteine zumindest &hnliche, wenn nicht sogar gleiche Wirkung zeigen wiirden. IGF1

und Insulin Ubernehmen im menschlichen Organismus durchaus unterschiedliche

Funktionen, wobei Insulin eher metabolische und IGF1 eher wachstumsstimulierende
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Wirkung hat. In in vitro-Experimenten zeigen die beiden Hormone jedoch in der Regel
uberlappende Wirkungen, was unter anderem durch die F&higkeit an den Rezeptor des
jeweils anderen Proteins zu binden bedingt sein mag. Es wurden bislang lediglich einige
wenige unterschiedliche Wirkungen gezeigt, bei denen es sich um die Aktivierung oder
nicht-Aktivierung einzelner Proteine handelt (s. 1.3.2). Diese Diskrepanz zwischen sehr
ahnlichem in vitro-Verhalten und durchaus verschiedenen physiologischen Funktionen
konnte bislang nicht hinreichend erklart werden. Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen
klar, dass die Polarisierung von Makrophagen durch IGF1 zur Induktion M2-spezifischer
Markergene fihrt, die ein tatsachlich durch IGF1 hervorgerufener Effekt ist und keine
maskierte Insulin-Wirkung. Dabei scheint IGF1 auch den JAK-STAT Signalweg zu
aktivieren und somit einen anti-inflammatorischen Makrophagentyp zu induzieren, der sich

deutlich von Insulin-behandelten Makrophagen unterschiedet.

1.5 Ausblick

Diese Arbeit zeigte, dass IGF1 Makrophagen zu einem alternativ aktivierten M2-Phanotyp
polarisiert und liefert erste Ergebnisse zu den zugrundeliegenden Mechanismen. Da bereits
die geringste in dieser Arbeit verwendete IGF1-Menge (3 ng/ml) den M2-Phanotyp in
Makrophagen hervorruft, ware es interessant noch geringere Konzentrationen zu testen, um
zu sehen wie viel IGF1 nétig ist, um den M2-Phénotyp zu induzieren.

Tonkin et al. stellten bereits die Vermutung auf, dass es sich bei der IGF1 abhangigen
Makrophagen-Polarisierung um einen sich selbst verstarkenden Effekt im Sinne eines
autokrinen Loops handeln koénnte (Tonkin et al., 2015). Diese Vorstellung passt zu den
Ergebnissen dieser Arbeit. Um diese These zu untermauern ware es interessant, kiirzere
Stimulationszeitradume zu testen und zu beobachten, ob eine eigene IGF1-Produktion durch
die Makrophagen einsetzt. Unsere Arbeitsgruppe hat ebenfalls eine Induktion der IGF1
Expression in M2 Makrophagen nach Behandlung mit IGF1 oder IL4 nachgewiesen (Heinen
et al. 2019). Daher wurde es sich anbieten herauszufinden, ab wann die autokrine 1GF1-
Freisetzung die Polarisierung von Makrophagen zum M2-Typ nach einem initialen ,,IGF1-
Puls‘ unterhilt.

SchlieRlich sollte man sich die Vorarbeiten dieser Arbeit in Erinnerung rufen. Initial wurden
im Mausmodell positive Effekte durch IGF1 nach Myokardinfarkt gesehen und diese durch
die IGF1 Wirkung auf die Makrophagen-Polarisierung erklart (Heinen et al., 2019). Um die
in dieser Arbeit gesehenen Unterschiede in dem Verhalten von IGF1 und Insulin zu
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vervollstandigen, kénnte man die Insulin-Wirkung nach Myokardinfarkt im Mausmodell
testen.

Letztlich stellt sich auch die Frage, ob IGF1 als Medikament nach Myokardinfarkt in
Betracht gezogen werden sollte. Die Ergebnisse des Mausmodells sind in dieser Hinsicht
vielversprechend und da rekombinantes humanes IGF1 (Mecasermin) zur Therapie von
Wachstumsstérungen von der EMA (European Medicines Agency) zugelassen ist, ware es

spannend dieser Frage weiter nachzugehen.
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