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I. Einleitung 1

|I. EINLEITUNG

In der modernen Gesellschaft sind kardiovaskuldre Erkrankungen eine der
haufigsten Ursachen fur Todesfalle und Erkrankungen weltweit [1-4]. Die
Gesamtzahl der Todesfélle aufgrund von kardiovaskularen Erkrankungen ist im
letzten Jahrzehnt um 12,5 % gestiegen und représentiert so ein Drittel aller
Todesfédlle. [1, 4]. Uber 95% aller durch kardiovaskulare Erkrankungen
verursachten Todesfalle kénnen auf folgende sechs urspringliche Krankheitsbilder
zuruckgefuhrt werden: koronare Herzkrankheit, Herzinfarkt, Herzerkrankungen
aufgrund von Bluthochdruck, Kardiomyopathie, rheumatische Herzkrankheiten

und zuletzt das Vorhofflimmern.
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Abbildung 1: Darstellung der Todesursachen weltweit

Darstellung der Anzahl der globalen Todesfélle in zeitlicher Relation seit 2005. Die ischdmischen
Herzerkrankungen (zweite Linie von oben in hellrot) stellen die zweith&ufigste Todesursache nach
den Krebserkrankungen dar und werden voraussichtlich bis 2030 ursachlich fiir zwélf Millionen
Todesfalle pro Jahr weltweit sein.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center, Inc., Springer Nature [5],
Copyright © 2013.

Die sterile Entziindung wird durch die Abwesenheit von Pathogenen definiert und
bildet die pathophysiologische Grundlage der Mehrzahl kardiovaskularer
Erkrankungen [6]. Um das Ausmal? der Entziindung zu minimieren, wird im Korper
sofort eine lokale Immunantwort ausgeldst. Diese ist fir die Eliminierung von
Pathogenen, akkumulierten neutrophilen Granulozyten und ZelltrGmmern
zustandig. Die Hauptaufgabe der Immunreaktion ist die Wiederherstellung der

Zellintegritat und Funktionalitat des Gewebes [7].
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Bedingt durch eine unkontrollierte Immunreaktionen und fehlerhafte
Pathomechanismen des eigenen Korpers entstehen Gewebeschaden, die durch die
Entwicklung von Immunsuppressiva und antiinflammatorischen Therapien
bekdmpft werden konnen [7]. Eine solche unzureichende Entziindungsauflésung
fuhrt zu chronischen inflammatorischen Prozessen, exzessiver Vernarbung und
Organschaden, wie sie eben auch in kardiovaskularen Krankheitsprozessen,
Krebserkrankungen und Autoimmunkrankheiten zu finden sind [8, 9]. Im
immunkompetenten Organismus sind die meisten Entzlindungsprozesse selbst
limitierend und regulieren die Immunantwort durch spezifische endogene
Mechanismen [8-11].

In sterilen Entzindungsprozessen nimmt das Zusammenspiel von neutrophilen
Granulozyten und gewebsstdndigen Makrophagen eine Schlusselrolle in der
Entziindungskaskade ein. Uber den genauen Ablauf dieser interstitiellen
Zellinteraktionen ist bislang jedoch nur wenig bekannt.

In dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Interaktion von gewebsstandigen
CX3CR1*-Zellen mit neutrophilen Granulozyten in der sterilen Inflammation
gesetzt, um das Zusammenspiel dieser Immunzellen aufzuklaren und den in vivo-
Pathomechanismen auf den Grund zu gehen. Im murinen Ohrmodell wurde unter
Zuhilfenahme der Zwei-Photonen-Mikroskopie eine sterile Inflammation im
Gewebe simuliert, um die Kommunikation der oben genannten Immunzellen (ber
die Zeit zu analysieren. Durch weitere Untersuchungen wurde die Herkunft der
gewebsstandigen CXsCR1'-Zellen ermittelt und eine Charakterisierung durch

immunhistochemische Fluoreszenzfarbungen vorgenommen.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Sterile Entziindung in kardiovaskuldren Erkrankungen

Die Inflammation ist ein Schlisselmechanismus fir die Immunabwehr von
invasiven Pathogenen. Das Immunsystem besteht aus zwei Komponenten: dem
angeborenen Immunsystem und dem erworbenen Immunsystem. Wenn eine
Infektion des Organismus stattgefunden hat, wird eine Immunkaskade angestof3en,
die zur Rekrutierung von inflammatorischen Zellen, besonders der Zellen des
angeborenen Immunsystems, wie neutrophilen Granulozyten und Makrophagen,
fuhrt. Diese Immunzellen wiederum phagozytieren Pathogene und sezernieren
proinflammatorische Zytokine und Chemokine, die zur Aktivierung der
Lymphozyten und der Immunantwort des erworbenen Immunsystems beitragen.
Daruber hinaus ist die Entziindungsreaktion essentiell fur die Wiederherstellung des

intakten Gewebes und der Wundheilung [6].

Als sterile Inflammation werden Entziindungsreaktionen beschrieben, die ohne die
Beteiligung von Mikroorganismen entstehen [6]. Ein Beispiel einer sterilen
Entzindung im kardiovaskularen Bereich ist der Reperfusionsschaden, wie er bei
Myokardinfarkt und Schlaganfall in Erscheinung tritt. Das Wiedereinsetzen des
Blutflusses in das GefaR sorgt fur eine Zerstorung des Gewebes durch infiltrierende
rekrutierte neutrophile Granulozyten. Die durch nekrotische Zellen, vermehrte
Produktion von Reactive-Oxygen-Species (ROS) verstarkt die Entziindung
zusétzlich [6, 12].

Auch bei Atherosklerose tritt die sterile Entziindung als Ausldser in Erscheinung:
Hier flhrt die Aufnahme von Cholesterinkristallen durch Makrophagen zur
Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Die Immunzellrekrutierung ist ein
essenzieller Bestandteil der Plaquebildung [5, 6, 13, 14]. Neben chronischer
Inhalation von sterilen Agenzien (wie Asbest und Silikon), die zur persistierenden
Aktivierung von Alveolarmakrophagen und interstitieller Fibrose [6, 15] flhren, ist
die sterile Inflammation auch bei Gicht [16, 17], der Alzheimer Erkrankung [18]
und Tumoren [19] beschrieben. Zuletzt kann auch ein Trauma der Ausldser einer

sterilen Inflammation sein [20].
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2. Molekulare Mechanismen der sterilen Inflammation

Chen und Nunez definieren die sterile Inflammation als eine Entzindung, welche
in Abwesenheit von Mikroorganismen, aufgrund einer Verletzung des Gewebes
auftritt [6].

Das menschliche Immunsystem besitzt die Moglichkeit, nicht nur korpereigenes
von korperfremdem Gewebe zu unterscheiden, sondern auch gesundes von
verletztem Gewebe abzugrenzen [20, 21]. Sobald eindringende Pathogene oder
Molekiile vom angeborenen Immunsystem durch Pattern Recognition Rezeptoren
(PRRs) erkannt werden, reagiert der Korper mit einer Entziindung [22-24]. Neben
protektiven Eigenschaften der Entzindung, die eingedrungenen Keime zu
eliminieren, Gewebsschaden zu reparieren und die Gesundheit wiederherzustellen,
fuhrt eine uberschieRende Reaktion des Immunsystems auch zur Entwicklung von
kardiovaskuldaren  Krankheiten,  Autoimmun-  und  neurodegenerativen
Erkrankungen [22, 25, 26].

Das Immunsystem unterscheidet zwischen verschiedenen Arten des Zelltods: Im
physiologischen Zustand gehen Zellen durch den Vorgang der Apoptose ohne
Aktivierung des Immunsystems zu Grunde (programmierter Zelltod). Kommt es
dagegen aufgrund von Gewebsverletzung, Infektion oder toxischen Einfllissen zur
Nekrose der Zellen, so wird das angeborene Immunsystem aktiviert. Die daraufhin
mobilisierten Zellen und Mediatoren sind im Stande, den Gewebeschaden
abzurdumen und den physiologischen Zustand des Gewebes wiederherzustellen.
Der Zelltod aufgrund von Nekrose spielt eine tragende Rolle in vielen vaskuléren
Erkrankungen und nimmt eine Schlisselrolle in der Aktivierung des angeborenen
und erworbenen Immunsystems ein. Dabei ist der Beginn und die Aufldsung der
Entzindung von der Interaktion zwischen Immunzellen und weiteren

Zellpopulationen abhangig [27].

Durch die bei sterilen Entzlindungsprozessen entstehende Zellnekrose werden
Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPSs) freigegeben. Diese binden an die
Zelloberflache von Immunzellen und sind fir die Ausschuttung von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen zustandig [7, 28-30].
Proinflammatorische Makrophagen sind die erste Zellpopulation im Gewebe, die
DAMPs detektieren [7].



I1. Literaturlibersicht 5

Durch die proteolytische Verdauung der Proteine durch die Makrophagen wird die
Viskositat des Gewebes reduziert und die Permeabilitat der GefaRe nimmt zu. Es
kommt zur Schwellung des Gewebes, zur Stimulation der Migration von
Leukozyten in den interstitiellen Raum und zur Férderung der Zugénglichkeit von
Oberflachenrezeptoren ~ der  DAMP-Agonisten.  Somit  beginnt  die
Entzindungskaskade [7].

2.1. Damage-associated Molecular Patterns (DAMPS)

Im Jahr 1989 postuliert Janeway ein Prinzip, das dem Immunsystem die
Madglichkeit zuschreibt, korpereigene Zellen und Gewebe von eindringenden
Fremdkeimen basierend auf der Struktur von pathogenen Molekdlen differenzieren
zu konnen [31]. Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) werden von
antigenpréasentierenden Zellen (APCs) durch Toll-like Rezeptoren (TLRs) erkannt,
die wiederum passende Peptide prasentieren. Somit werden naive T-Helferzellen
aktiviert und zur Proliferation und Differenzierung angeregt. In dieser ,,Stranger
Theory* verstarken T-Helferzellen weiterhin die Produktion von stimulierenden
Molekdilen und die Sekretion von proinflammatorischen Molekdlen [31, 32]. Leider
konnte diese Theorie auf bestimmte inflammatorische Reaktionen, wie zum
Beispiel der Immunreaktionen bei steriler Inflammation, keine Antworten geben.
Die Hypothese der ,,Danger Theory* stellte Polly Matzinger im Jahr 1994 auf: In
ihrer Gefahrenhypothese beschreibt sie, wie das Immunsystem Eigenschaden durch
Gefahrensignale (Danger Signals) erkennt und die Aktivierung von T-Helferzellen
durch dendritische Zellen (DCs) bewirkt. [33]. Diese Theorie wurde durch weitere
Forschungsarbeiten mit nekrotischen Zellen untermauert, welche eine
Immunantwort von CD4*- und CD8"-T-Zellen auslésten [32, 34, 35]. In weiteren
Forschungsarbeiten wurde die ,,Danger Theorie“ auf die akute Entziindung
ubertragen: TLR und Nod-like Rezeptoren (NLRs) werden den PRRs zugeteilt, die
PAMPs detektieren und eine Entziindungsreaktion einleiten [32, 36]. In vivo konnte
beobachtet werden, dass neutrophile Granulozyten und Monozyten als Reaktion auf
nekrotisches Gewebe zum Entziindungsherd wandern [32, 37]. Das gleiche
Phanomen wurde in der Abwesenheit von Pathogenen unter sterilen Bedingungen
beobachtet [32, 38].

Seither wurde kontinuierlich an der Aufdeckung der molekularen ldentitaten der
Gefahrensignale sowie ihrer Rezeptoren und Verstérker gearbeitet [32]. Eine stetig
steigende Anzahl von DAMPs wurde bereits identifiziert [22, 33, 39].
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Durch eine Verletzung des Gewebes oder durch Nekrose werden DAMPs vom
intrazelluldaren Raum — wo sie vom Immunsystem nicht erkannt werden — in den
extrazellularen abgegeben und initiieren eine Entzundungsreaktion [22, 33]. Durch
die Interaktion mit PRRs wird die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen
stimuliert [22]. DAMPs werden durch Makrophagen identifiziert und eine durch
TLRs und Inflammasome begiinstigte Immunantwort wird ausgeltst [22, 33].
Dieser Vorgang liegt auch chronischen Entzindungskrankheiten zugrunde:
Chronische Entziindungen konnen zur Entwicklung von inflammatorischen
Erkrankungen fiihren, die wiederum eine Steigerung der sezernierten DAMPS zur
Folge haben. In Abb. 2 ist zu sehen, wie ein Circulus vitiosus durch die Produktion

von DAMPs und der endlosen Entziindungsreaktion entsteht [22].

Stress and tissue injury

m Stimulation of DAMPs secretion (vicious cycle)
@ J @ |y ﬁ o | ¢

DAMPs t ‘ .

- Biomarkers
« Therapeutic targets ‘ .jrp\? /\/
L

X
e e |
o === =1

Abbildung 2: Die Entstehung eines Circulus vitiosus in chronischen
Erkrankungen

Durch einen Reiz oder eine Gewebsverletzung werden DAMPs ausgeschiittet, die Zellen zur
Sekretion proinflammatorischer Zytokine anregen. Chronische Entziindungen beeinflussen die
Produktion von DAMPs und beglnstigen weitere Entziindungsreaktionen.

Mit freundlicher Genehmigung von Immune Network, Damage-associated Molecular Patterns in
Inflammatory Diseases, Roh und Sohn, Copyright © 2018.

DAMPs lassen sich auf verschiedene Proteine zurlckfihren: extrazellulare
Proteinquellen sind zum Beispiel Biglykan und Tenascin C. Das High Mobility
Group Box 1 (HMGBL1), Histone, S100 Proteine, Heat-shock Proteine (HSPs)
werden der Gruppe der intrazelluldaren Proteine zugeordnet. Als
Plasmaproteinquellen fir DAMPs werden Fibrinogen, Gc-Globulin  und
Serumamyloid A (SAA) beschrieben [22, 33, 40-43].
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2.1.1.  DAMPs in kardiovaskuléren Erkrankungen

DAMPs spielen in kardiovaskularen Erkrankungen eine wichtige Rolle: Die
Atherosklerose beschreibt eine Entziindung der arteriellen GefaBwand, bei der sich
das Lumen des Gefalies durch eine Ansammlung von inflammatorischen Zellen und
Lipiden und der daraus resultierenden Plaquebildung verengt [22, 44]. Obwohl das
angeborene Immunsystem fur die Aufrechterhaltung der gesunden Arterienwand
zustandig ist, spielt es daruber hinaus eine tragende Rolle in der Entwicklung der
Atherosklerose [22, 45]. Arterielle Verletzungen der Gefallwand enthalten eine
hohe Konzentration an DAMPs, die zur Rekrutierung von Makrophagen fuhren.
Die sich ansammelnden Makrophagen formieren sich zu lipidhaltigen
Schaumzellen und triggern die Entzundung durch die Aktivierung von PRRs [22,
44, 45].

2.1.2.  High Mobility Group Box 1 (HMGB1)

Sowohl PAMPs als auch DAMPs rekrutieren und aktivieren APCs des
Immunsystems. Dabei unterscheiden die Immunzellen des Kérpers nicht, ob eine
Autoimmunreaktion vorliegt oder ein fremdes Antigen in den Organismus
eingedrungen ist, sondern ob die Anwesenheit von PAMPs oder DAMPSs gegeben
ist [46]. Das nukleare Protein High Mobility Group Box 1 (HMGBL1), war das erste
DAMP-Protein, das in der Literatur beschrieben wurde [47]. In den Jahren 1973
und 1977 wurde es von Goodwin et al. und Goodwin und Johns zum ersten Mal
isoliert und als ,,non-histone chromatin-associated protein with high electrophoretic
mobility beschrieben [48, 49]. Im Laufe der Jahre wurde es um weitere
Eigenschaften und Funktionen ergénzt [50]. HMGBL1 ist im Zellkern nahezu aller
eukaryotischer Zellen zu finden und bernimmt wichtige Aufgaben im Aufbau von
Nukleosomen und der Regulation der Gentranskription [50-52]. In Abb. 3 ist die
Lokalisation von HMGB1 im Nukleosom (dem Komplex aus DNA und Histonen)

im Zellkern schematisiert zu sehen.
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Abbildung 3: Veranschaulichung der Lokalisation von HMGBL1 in der DNA
und im Zellkern eukaryotischer Zellen

HMGBL1 bildet einen Komplex mit Nukleosomen in eukaryotischen Zellen und ist somit in der DNA
verankert.

Mit freundlicher Genehmigung von Oncotarget, The dual role and therapeutic potential of high-
mobility group box 1 in cancer [53], Copyright © 2017.

Das menschliche HMGBL1 besteht aus 215 Aminosauren und ist in drei Doménen
gegliedert, die in Abb. 4 dargestellt sind: BoxA und BoxB sind zweli
Tandemdomaénen mit einer Grol3e von ca. 80 Aminosauren, die sich zu 80 Prozent
ahneln und durch kurze Aminosaureketten miteinander verbunden sind. Ein 30
Aminosduren langer, saurer C-Teil ist am Ende angehédngt, der die Spezifitat der
Bindung von HMGB1 an die DNA reguliert [50, 54].

NLS2

2743 178.186
2 €23 €45 79 89 C106 163 "186 215
NEE- |;[-_:J el c

RAGE-binding site TLR4-binding site RAGE-binding site

23-50 89-108 150-183

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Struktur von HMGB1

Die Struktur von HMGBL1 lasst sich in BoxA, BoxB und C-Teil aufteilen. BoxA bildet hierbei eine
Plattform fur die Bindung von HMGB1 an RAGE wahrend BoxB eine Bindungsstelle fir TLR4 und
RAGE aufweist. Am Ende ist ein séurehaltiger C-Schwanz angehangt.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center, Expert Opinion on Therapeutic
Targets [55], Copyright © 2018.

Die Aufgaben und Funktionen des HMGBL, hier in Abb. 5 zu sehen, sind vielfaltig:
Es nimmt beispielsweise in der Rekrutierung von Immunzellen zum Ort der
Entzlindung eine Schliusselrolle ein. Des Weiteren ist es an der Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen beteiligt und koordiniert so die
Immunantwort auf zelluldrer Ebene. Dariiber hinaus werden HMGB1 wichtige
Aufgaben in der Reparatur und Regeneration von Gewebe und Heilungsprozessen
zugeschrieben [56, 57].
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Abbildung 5: Wirkungsspektrum des HMGB1 nach Kang et al 2014

HMGB1 beeinflusst die DAMP-, Zytokin- und Chemokinaktivitat. Dadurch wirkt es auf die
Zelldifferenzierung ein und hat einen Effekt auf Rekrutierung und Immunantwort [58].

HMGBL1 tragt malgeblich zur Pathogenese von verschiedenen chronischen
Entzindungskrankheiten und Autoimmunkrankheiten bei [47, 50, 59-62]; hohe
Serumkonzentrationen wurden beispielsweise auch bei der Atherosklerose

gemessen [50, 63].

2.1.2.1. Freigabemechanismen des HMGB1

Im Jahre 1999 wurde HMGB1 von Wang et al. als ein wichtiger Mediator in
Entzindungsprozessen des extrazellularen Raumes beschrieben [50, 64]. In Abb. 6
ist zu sehen, dass HMGBL1 zwei verschiedene Mdglichkeiten besitzt, um aus der
Zelle zu gelangen: Es ist bekannt, dass nekrotische Zellen die Besténdigkeit ihrer
Zellmembran verlieren und somit I6sliche Proteine passiv aus der Zelle in den
extrazelluldren Raum diffundieren konnen. Somit kann HMGB1 von allen toten
Zellen freigegeben werden — mit Ausnahme apoptotischer Zellen, welche die
HMGB1-Freigabe und ihr nukleares Chromatin durch Modifizierung nicht

exponieren [47].
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Abbildung 6: Darstellung der verschiedenen HMGB1-Freigabemechanismen

A: Schematische Veranschaulichung der passiven HMGB1-Freigabe in den extrazellularen Raum.
Bei diesem Vorgang verlieren nekrotische Zellen die Bestandigkeit ihrer Zellmembran. Somit
diffundieren I6sliche Proteine passiv aus der Zelle in den extrazellularen Raum. B: Darstellung des
aktiven Sekretionsmechanismus von HMGBL1 durch Lysozyme und Acetylierung des HMGB1s.

Mit freundlicher Genehmigung von Oncotarget, The dual role and therapeutic potential of high-
mobility group box 1 in cancer [53], Copyright © 2017.

Neben der schnellen passiven Freigabe, kann HMGB1 auch aktiv von
inflammatorischen Zellen (wie zum Beispiel Monozyten und Makrophagen) unter
Stressbedingungen oder aufgrund der angeborenen Immunantwort auf PAMPs oder
proinflammatorische Zytokine sezerniert werden [64-66]. Extrazellulares HMGB1
reguliert die Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen, sowie metabolische oder
neuronale Aktivitdten. Die jeweilige Funktion ist hierbei abhangig vom

Bindungspartner, der Lokalisation und dem Redoxstatus [46, 67-70].

Nach der Freisetzung kommt es zur Akkumulation von HMGBL1 im extrazelluléren
Raum. Dies bewirkt eine Stimulierung von PRRs im umliegenden Gewebe und
resultiert in der Aktivierung des nuklearen Faktors (NF)-xB [53]. Als Rezeptoren
fur HMGBL1 sind Toll-like Rezeptoren (TLR2, TLR4, und TLR9) und der Rezeptor
fiir ,,advanced glycation end-products* (RAGE) bekannt [71, 72]. Nur zwei
Rezeptoren, TLR4 und RAGE, werden zweifelsfrei als Liganden fir HMGB1
anerkannt [67, 70, 73]. Zustandig fur die Zytokinproduktion ist der TL4 Rezeptor
[67, 70, 74]. Erst kurzlich wurde entdeckt, dass der von vielen verschiedenen Zellen
exprimierte proinflammatorische Rezeptor RAGE auch eine Bindungsstelle in der
BoxA-Domane aufweist [67, 75].
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Makrophagen nehmen eine wichtige Position in der Immunantwort, Wundheilung
und Regulation des Immunsystems ein: Durch proinflammatorische Einflisse
werden sie zur Produktion und Abgabe von HMGBL in den extrazellularen Raum
angeregt [58]. Durch die Aktivierung von Makrophagen verzdgert das HMGBL1 so
die Immunantwort und initiiert die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen durch
die Rezeptoren TLR2, TLR4 oder RAGE [58, 76]. Doch auch negative
Eigenschaften von HMGBL1 sind bekannt: Durch Bindung von Phosphatidylserin
oder oyPslntegrin an apoptotische neutrophile Granulozyten oder Makrophagen,
verhindert HMGBL1 den Prozess der Efferozytose [58, 77, 78]. Diese Inhibition

kann die Immunantwort wahrend des Apoptosevorgangs verstarken [58].

2.1.2.2. Rolle von HMGB1 in steriler Entzindung, Herzinfarkt und
Atherosklerose

Bereits in der friihen Phase der Invasion bindet das extrazellulare HMGB1 an
Endotoxine, bakterielle und virale RNA und andere pathogene Molekiile. Durch
diese Komplexbildung wird die Kapazitat der Aktivierung des angeborenen
Immunsystems ausgeweitet [64, 79]. Die bei sterilen Entziindungen durch
Immunzellen freigesetzten proinflammatorischen Chemokine wie bspw.
Interleukin-1f (IL-1B) bilden mit HMGBL1 einen Komplex. Diese Komplexbildung
verstarkt wiederum die Aktivierung des angeborenen Immunsystems [79, 80].

Der Zusammenhang zwischen HMGB1 und sterilen Entziindungen wurde bereits
von Goldstein et al. aufgezeigt: In Patienten mit akutem Herzinfarkt stellte man
einen  signifikanten  Anstieg des HMGB1-Serumspiegels fest. Die
Serumkonzentrationen konnten in Zusammenhang mit Versagen der Pumpleistung,
Herzmuskelruptur und dem Versterben der Patienten in Krankenhauseinrichtungen
gebracht werden [81, 82].

Ebenfalls konnte nach Gabe des HMGB1-Inhibitors BoxA im Mausmodell eines
vorubergehenden Koronararterienverschlusses festgestellt werden, dass die
Auswirkungen des Gewebeschadens erheblich vermindert waren. Im Gegensatz
dazu wurde durch den Einsatz von systemischen rekombinanten HMGBL1
(rHMGB1) die Schadigung des Gewebes signifikant erhoht. [82, 83].

Im Krankheitsmodell der Atherosklerose wurden glatte Muskelzellen aus
atherosklerotischen Plaques isoliert und mit Cholesterin versetzt. Die Zellen der

glatten Muskulatur gaben HMGBL in den extrazelluldren Raum ab.
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Wurden die gleichen Zellen dagegen mit HMGB1 stimuliert, so sezernierten diese
nach ihrer Aktivierung umso mehr HMGBL1 an ihre Umgebung [82, 84]. In weiteren
Experimenten wurde bewiesen, dass viele Zellbestandteile des atherosklerotischen
Plaques, einschliellich Makrophagen, Endothelzellen, glatter Muskelzellen sowie
aktivierter Thrombozyten, ebenfalls an der Freigabe von HMGBL1 beteiligt sind [82,
84-87].

2.1.2.3. HMGB1-Redoxformen

Dass der Effekt von HMGBL1 einen Einfluss auf die Rekrutierung von Immunzellen
und deren Freigabe von proinflammatorischen Zytokinen hat, wurde in den zuvor
angefuhrten Publikationen eingehend beschrieben. Daruiber hinaus haben VVenereau
et al. 2012 gezeigt, dass die biologische Aktivierung von HMGB1 auf den
Redoxstatus der drei Cysteine C23, C45 und C106 zuruckzufiihren ist. Diese
wiederum koénnen sich im verletzten Gewebe in andere Formen transformieren [88,
89].

In Abb. 7 wurde in einem Modell, bei dem ein Muskel mit Cardiotoxin verletzt
wurde, gezeigt, dass reduziertes all-thiol-HMGB1 (atHMGB1) von nekrotischen
Muskelzellen sezerniert wird und bereits direkt nach der Verletzung zu finden ist.
Es leitet die Rekrutierung der Leukozyten durch die Komplexbildung mit dem
Rezeptor CXCL12 ein. Das disulfid HMGB1 (dsHMGB1) tritt erst ein paar
Stunden spater auf und stimuliert rekrutierte Leukozyten wiederum zur
Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. Im
Gegensatz zu atHMGBL1 bindet es nicht an CXCL12 und tragt nicht zur Chemotaxis
bei. Zudem wurde gezeigt, dass die ROS-Produktion die finale Oxidation von
HMGB1 zur Sulfonyl-Form (oxHMGB1) bewirkt, welches dann im Laufe der
Entziindung inaktiviert wird. Um die verschiedenen Aktivitdten von HMGB1
separiert zu analysieren, wurde ein mutiertes 3S-HMGB1 generiert, bei welchem
alle Cysteine durch Serin ersetzt wurden (mutHMGB1). MutHMGBL1 induziert die
Migration der Leukozyten in das umliegende Gewebe; die Stimulation der
Makrophagen zur Expression von Zytokinen und Chemokinen bleibt aber aus. Es
l&sst sich daraus schlieRen, dass mutHMGBL1 sich wie atHMGBL1 verhalt, es sich

aber nicht in andere Formen transferieren l&sst. [88, 89].
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Abbildung 7: Die Aktivitat von HMGB1 wahrend einer Muskelverletzung mit
Cardiotoxin

AtHMGBL1 wird von nekrotischen Muskelzellen freigelassen und stimuliert die Migration der
Leukozyten, indem es einen Komplex mit CXCL12 eingeht. DSHMGBL1 aktiviert sie zur Sekretion
von Zytokinen/Chemokinen. Die von Leukozyten produzierten ROS induzieren die terminale
Oxidation von HMGB1-Cysteinen zu Sulfonaten und somit wird HMGBL1 inaktiviert.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center and Elsevier Ltd, Molecular
Immunology [89], Copyright © 2012.

Aus Abb. 8 geht hervor, dass alle HMGB1-Redoxformen an RAGE binden; nur
atHMGB1 geht zusatzlich eine Komplexbildung mit CXCL12 ein das wiederum
das Signal an den Chemokinrezeptor CXCR4 weiterleitet. DSHMGB1 bindet
daruber hinaus an TLR4 [90, 91].

atHMGB1 dsHMGB1 oxHMGB1

Abbildung 8: HMGB1-Redoxformen und ihre Rezeptoren
Schematisierte Darstellung der verschiedenen HMGB1-Redoxformen atHMGB1, dsHMGB1 und
0XHMGB1 und deren Beziehungen zu den Rezeptoren CXCR4, RAGE und TLRA4.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center und Elsevier, Seminars in
Immunology [90], Copyright © 2018.
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2.1.2.4. Der HMGB1-Inhibitor BoxA

In der Vergangenheit wurden viele Inhibitoren erforscht, die HMGBL1 inaktivieren.
Sobald es zu einer Hemmung der HMGB1-CXCL12-Achse kommt, kdnnen
Entzindungsprozesse zum Erliegen kommen, die aufgrund von rekrutierten
Leukozyten induziert wurden. Sowohl das Voranschreiten der Entzindung von
Ischd&mie und Trauma als auch chronische Entziindungsprozesse wie die

rheumatoide Arthritis konnten somit behandelt werden [62, 89].

Die géngigsten dabei genutzten Inhibitoren stellen monoklonale Antikdrper oder
BoxA dar. BoxA neutralisiert die chemotaktische Wirkung von HMGBL1 ohne die
Aktivierung der Zytokinausschuttung [89]. In Entziindungsmodellen wie Hepatitis
[92], Peritonitis [93] und Ischdmie/Reperfusionsschaden von Herz und Gehirn [83,
94] konnte bewiesen werden, dass die Reduzierung der rekrutierten Leukozyten auf

die Anwesenheit von BoxA zuriickzufiihren war [89].

2.2. Pattern Recognition Receptors (PRRs)

Die PRRs sind ein weiterer sehr wichtiger Teil des Immunsystems. Viele
verschiedene PRR-Familien wurden in verschiedenen Zellkompartimenten
entdeckt. Durch bestimmte spezifische molekulare Strukturen, wie zum Beispiel
den PAMPs oder DAMPs konnen sie Pathogene oder Gewebeschéden detektieren
[22, 33, 95]. Eine Hauptfunktion der PRRs ist die Stimulierung der Phagozytose
und die Unterstutzung der Entzindung durch das Erkennen zahlreicher Pathogene
und Molekile aus nekrotischen Zellen [22, 23, 96]. Dies hat zur Folge, dass das
angeborene Immunsystem durch inflammatorische Signalwege aktiviert wird [22,
96].

2.3. Toll-like Receptors (TLRs)

Toll-like Rezeptoren (TLR) sind sowohl an der Zelloberflache lokalisierte
transmembrane Glykoproteine (TLRL1, 2, 4, 5, 6 und 10) als auch an intrazelluldren
Membranen zu finden (TLR3, 7, 8 und 9). Sie haben die Aufgabe, die
verschiedenen PAMPs und DAMPs aufzuspiiren [22, 97]. TLRs bewirken die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Typ-1-Interferonen (IFN)
einerseits Uber den myeloide differentiation factor 88 (MyD88) Signalweg und
andererseits Uber den toll/interferon response factor (TRIF)-abhdngigen Signalweg
[22, 97]. Ein weiteres Beispiel fir die PRR-Familie ist RAGE, ein Rezeptor der

Scavenger-Rezeptorenfamilie.
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RAGE-Rezeptoren kdnnen verschiedenartige Muster erkennen, interagieren mit
PAMPs und DAMPs, und fiihren so zu Inflammation, oxidativem Stress und
Apoptose [22, 98].

2.4. Die Rolle von CX3CL1 bei steriler Inflammation

Chemokine (auch genannt chemotaktische Zytokine) stellen eine Gruppe von
kleinen, sekretierten Proteinen dar, die durch ihre G-Protein gekoppelten,
heptahelikalen ~ Chemokinoberflachenrezeptoren ~ Signale  senden. Ihr
Aufgabenspektrum reicht von der Anregung der Leukozyten zur Migration,
Proliferation, Differenzierung, Produktion von Zytokinen, Degranulation und der
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies uber viele weitere Funktionen hinaus;
wie in Abb. 9 veranschaulicht [99, 100]. Des Weiteren leisten sie einen Beitrag zur
Entwicklung und Homdostase des Immunsystems und tragen zu sédmtlichen
protektiven und destruktiven Immunprozessen in der Entziindungsreaktion bei.
Dartiber hinaus kdnnen die auf Leukozyten befindlichen Chemokinrezeptoren auch

von anderen Zellen ausgebildet werden und diese beeinflussen [99].
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Abbildung 9: Veranschaulichung der Rolle von Chemokinen und deren
Rezeptoren

Darstellung der Aufgabe von Chemokinen und ihren Rezeptoren in den verschiedenen Prozessen
auf zellularer Ebene - wie die Entwicklung von Immunzellen, Degranulation und Phagozytose.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center und John Wiley and Sons, FEBS
Journal, A guide to chemokines and their receptors [99], Copyright © 2018.
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Abbildung 10 ist zu entnehmen, dass Chemokine aufgrund ihrer Variation der
Cysteinreste in der N&he des N-Terminus systematisch in vier Untergruppen
eingeteilt werden: CC, CXC, CXz und XC. Das isoliert stehende CX3C-Chemokin
hat bspw. drei Aminosauren, die zwischen zwei Cysteinresten lokalisiert sind. Nach
der Unterguppe folgt der Buchstabe ,,L* (als Bezeichnung fiir den Liganden) und
eine Nummer, die beschreibt, wann das Gen zuerst entdeckt wurde [99, 101, 102].
Chemokine mit der gleichen Bezeichnung haben meist eine dhnliche Funktion in
den verschiedenen Spezies; dabei sind sie mit einem N-terminierten Signalpeptid
ausgestattet, welches nach dem Einbringen des Chemokins in das
Endoplasmatische Retikulum (ER) entfernt wird. CX3CL1 und CXCL16 besitzen
einen verldngerten C-Terminus und eine Transmembrandoméne. Durch diese
werden die Chemokine an der Zelloberflache gehalten und konnen durch
proteolytische Spaltung die Chemokinfragmente in den extrazellularen Raum
abgeben [99, 103-107].

Es sind zwei Familien von Rezeptoren bekannt, die an Chemokine binden kénnen:
konventionelle Chemokinrezeptoren (cCKRs) und atypische Chemokinrezeptoren
(aCKRs). Zurzeit sind 18 cCKRs bekannt, die nach ihrem bindenden dominanten
Chemokin benannt werden, gefolgt von dem Buchstaben ,,R* (als Bezeichnung fur
Rezeptor) und dann einer Nummer, die die Reihenfolge der Entdeckung
wiederspiegelt. Neben dem einzeln vorkommenden CX3CR und XCR sind zehn
CCRs und sechs CXCRs bekannt [99].
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Abbildung 10: Darstellung der bisher beschriebenen Chemokine

Systemisch werden Chemokine in vier Untergruppen eingeteilt: CC, CXC, CX3 und XC. Danach
folgt der Buchstabe ,,L* fiir Ligand und eine Nummer, die beschreibt, in welcher Reihenfolge das
Gen entdeckt wurde. Ein Beispiel ist das Chemokin CX3CL1 mit dem Rezeptor CX3CRL1.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center und John Wiley and Sons, FEBS
Journal, A guide to chemokines and their receptors [99], Copyright © 2018.

CX3CR1 gehort, wie bereits erwéhnt, zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, die aus sieben Transmembranhelices bestehen (GPCR). Der einzige
Ligand stellt das CX3CL1 dar, das auch als Fraktalkine oder Neurotaktin bezeichnet
wird [108, 109]. Sowohl das Fraktalkine als auch der Rezeptor CX3CRL1 sind im
gesamten Organismus zu finden. Die vielféltigen Aufgaben und Funktionen von
CX3CR1 in verschiedenen Immunzellen wurden in den letzten zwanzig Jahren
bereits intensiv studiert [105, 108].

CX3CR1 wird von vielen Immunzellen, einschlie3lich Monozyten, Makrophagen,
Mikroglia, T-Helferzellen, CD8*-T-Effektor/Gedachtniszellen, natirlichen
Killerzellen (NKs), y6T-Zellen und DCs exprimiert. Das Fraktalkine ist dabei
hdchst zell- und organspezifisch. Im Gehirn wird beispielsweise CX3CR1 nur von
Mikroglia exprimiert. Im Darm und im Blut dagegen beschrankt sich die
Fraktalkine-Expression auf Monozyten und Makrophagen [108, 110, 111].
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Abbildung 11: Darstellung der Lokalisation des Chemokinrezeptors CX3CR1
und seines Liganden CX3CL1 bei der Rekrutierung von Immunzellen

CX3CL1 wird auf der Oberflache von Endothelzellen in der Nahe des entziundeten Gewebes
exprimiert. CXsCL1 aktiviert die Chemotaxis und damit die Rekrutierung von CXs;CR1*
Immunzellen. Monozyten erkennen das endotheliale CX3CL1. Nach der CXsCL1-CX3;CR1-
Komplexbildung sind Monozyten im Stande durch Diapedese ins Gewebe zu gelangen. Dort
entwickeln sie sich zu Makrophagen, die die Entzlindung abschwéchen.

Mit freundlicher Genehmigung von The Korean Association of Immunologists und Immune
Network [108], Copyright © 2018.

In Abb. 11 ist zu sehen, dass das Chemokin CX3CL1 in der N&he eines entziindeten
Gewebes auch an der Oberflache von Endothelzellen exprimiert wird. Durch die
chemokininduzierte Chemotaxis wird die Rekrutierung von
CX3CR1*- Immunzellen stimuliert. Monozyten im Blutstrom bilden mit dem
endothelialen CX3CL1 einen Komplex und migrieren ins entzindete Gewebe, wo
sie sich schliel}lich zu Makrophagen differenzieren [108].

Jung et al. generierten im Jahr 2000 den CX3CR1GFP-Mausstamm, bei dem das
CX3CR1-Gen durch das Green Fluorescent Protein (GFP) ersetzt wurde und das
Fraktalkine dadurch von Monozyten, Untergruppen von NK-Zellen, DCs und
Mikroglia exprimiert wird. Durch knockout-Experimente mit
CX3CR1CFPCFP- Miusen konnte ausgeschlossen werden, dass noch weitere
Fraktalkinerezeptoren im murinen Organismus existieren [112]. Durch diese
Fraktalkinereportermause wurde es der Wissenschaft erméglicht, sowohl in vivo als
auch ex vivo-Untersuchungen im Zusammenhang mit dem

CX3CR1- Chemokinrezeptor durchzufthren.
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3. Ablauf der Immunzellrekrutierung

Eine Aufgabe der Leukozyten im Organismus ist es, im Blutkreislauf zu
patrouillieren und auf eindringende Pathogene zu reagieren. Ein grundsatzlicher
Prozess der Zellmigration ist die Fahigkeit, mit der Korperzellen von einem Ort
zum anderen gelangen. Er ermdoglicht Leukozyten eine schnelle und koordinierte
Antwort im Rahmen der akuten Immunreaktion [113]. Neutrophile Granulozyten
sind die ersten Immunzellen, die sich auf den Weg zum Ort der Verletzung begeben.
Sie werden zun&chst aus dem Knochenmark mobilisiert und wandern durch den
Blutstrom ins Gewebe ein. Fast genauso schnell folgen Monozyten und
Makrophagen, welche eine ahnliche Immunreaktion ausldsen wie eine Infektion
durch Pathogene [20, 28]. Nach dem Eintritt von Pathogenen in den Organismus
infiltrieren neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen das infizierte
Gewebe und beginnen mit der Elimination. Ebenfalls werden gewebsstédndige DCs
durch die Entzindung aktiviert. Diese detektieren die infektiosen Agenzien,
wandern in Lymphknoten ein und stimulieren so die systemische Immunantwort
[113]. Monozyten und neutrophile Granulozyten migrieren aus der Zirkulation zum
Entzindungsherd, wéhrend DCs von der Verletzung in das Lymphsystem
wandern [113].

3.1. Rolle der neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten gehoren, neben eosinophilen und basophilen
Granulozyten, zur Gruppe der Granulozyten. Sie zeichnen sich durch einen
segmentierten Zellkern aus, nehmen im menschlichen Organismus ca. 50 bis 60 %
der Gesamtleukozytenzahl ein und gehen aus der myeolischen Stammzellreihe
hervor [114].

Unter Ruhebedingungen gehen die nach einer Verweildauer von etwa 24 Stunden
in der Blutbahn durch Apoptose zugrunde und werden durch Phagozytose von
Makrophagen der Milz beseitigt. Neutrophile Granulozyten sind mit Chemokin-
Rezeptoren ausgestattet, die es ihnen ermdglichen, Bindungen zu
Immunabwehrstoffen herzustellen, um somit ihre Aktivierung einzuleiten. Im Falle
einer Entztindung mit einhergehendem chemotaktischem Reiz werden Neutrophile
uber ihren Chemokin-Rezeptor aktiviert und bewegen sich entlang des
chemotaktischen  Gradienten zum  Entstehungsort des chemotaktischen
Reizes [114].
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Neben dem Ausschitten von toxischen, antibakteriellen und fungiziden
Substanzen, vernichten sie Pathogene durch Phagozytose und Freigabe lysosomaler
Enzyme. Dadurch wird der Abbau des Bindegewebes zusatzlich verstérkt, das

Komplementsystem aktiviert und die Gerinnungskaskade eingeleitet [114].

Neutrophile Granulozyten zirkulieren im stationdren Zustand standig im Blutstrom
und wandern nur zuféllig in angrenzendes Gewebe ein [115, 116]. Kommt es zu
einer Verletzung des Gewebes, migriert eine groBe Anzahl neutrophiler
Granulozyten in einem mehrstufigen Ablauf auf schnellstem Wege aus dem Gefal
in das umliegende Interstitium (Leukozyten-Adhdsionskaskade) [115, 117, 118].
Durch intravitale Mikroskopie konnte in den letzten Jahren das Migrationsverhalten
dieser Zellen in murinen Lymphknoten [119], der Haut [116, 120, 121], der Lunge
[122], der Leber [123, 124] und dem Gehirn [125, 126] studiert werden [115].

Perizyten, perivaskulare Makrophagen und neutrophile Granulozyten selbst
ermoglichen es den neutrophilen Granulozyten zusétzlich die verschiedenen
Endothelschichten und die darunter gelegene Basalmembran in Bereichen mit
wenig Matrixproteinen zu durchqueren [115, 120, 127-129]. Schon nach wenigen
Minuten kann ein Einstrom von Neutrophilen ins Gewebe beobachtet werden [116].
Sind sie erst einmal im Interstitium angekommen, konnen neutrophile
Granulozyten sich Integrin-unabhéngig im Gewebe bewegen. Dabei folgen sie dem
Prinzip des kleinsten Widerstandes [115, 130, 131]. In Abb. 12 ist die vierphasige
interstitielle Migration der neutrophilen Granulozyten illustriert:

(1) Die Scouting-Phase deckt die ersten 15 min nach der Verletzung des
Gewebes ab und beschreibt, wie einzelne Neutrophile, angelockt durch
DAMPs oder PAMPs, das Gewebe mit zufélligen Migrationsmustern
abtasten. Sobald diese die Verletzung aufgespurt haben, wird ihre
Bewegung zielgerichteter und sie sammeln sich dort in immer groRer
werdenden Clustern. Die Clusterbildung wiederum setzt das
Neutrophilenschwarmen (neutrophil swarming) in Gang.[115].
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(2) Nach der Initiierung dieses Neutrophileneinstroms, folgt die Phase der
Amplifikation, in der eine grofRere Anzahl von neutrophilen Granulozyten
auf schnellstem Wege ins Gewebe Gbertritt und dort eine hohe
Geschwindigkeit und Zielgerichtetheit aufweist [115, 132]. Lammermann
beschreibt in der gleichen Publikation von 2013 zudem, dass im Zentrum
der Verletzung zugrunde gehende Neutrophile ebenfalls fir die Verstarkung
des Neutrophilenschwérmens verantwortlich sein kdnnen [132].

(3) Eine konstante Neutrophilenanzahl und eine langsamere Clusterbildung
wird in der Stabilisierungsphase sichtbar: Neutrophilen Granulozyten
sezernieren LL-37, Azurozidin und Cathepsin G und dadurch werden
langsam migrierenden Monozyten stimuliert. Diese sammeln sich in der
Peripherie um die Neutrophilencluster herum an [115, 133]. Zusétzlich wird
die Monozytenrekrutierung durch die Umwandlung von Chemokinen durch
Serin-Proteasen der neutrophilen Granulozyten stimuliert [115, 134].

(4) Auf die Phase der Stabilisierung folgt die durch die Apoptose der
Neutrophilen bestimmte Resolutionsphase: Makrophagen phagozytieren
apoptotische neutrophile Granulozyten durch Efferozytose. Durch diesen
Vorgang werden antiinflammatorische Prozesse in Makrophagen ausgelost
und der Metabolismus dadurch umgestellt. Aus proinflammatorischen
Mediatoren von Arachidonsdaurevorldufern werden proresolutionale
Mediatoren, wie zum Beispiel Resolvine, Maresine und Protektine. Durch
andere Mediatoren wie Lipoxin A4 und Maresinl wird die
Neutrophilenmigration gehemmt und so die Zielfindung der Monozyten und
Beseitigung der zugrunde gegangenen Neutrophilen geférdert [11, 115,
135]. Der Chemokinrezeptor CCR5 wird durch apoptotische Neutrophile
vermehrt sezerniert und verringert so die Anzahl der vorhandenen
Chemokine [115, 136]. Auch die Bildung der Neutrophil Extrazellular
Traps (NETSs) durch zugrunde gehende Neutrophile spielt eine wichtige
Rolle in der Auflésung der Entzlindung: Vermehrt vorkommende Serin-
Proteasen ubernehmen den Abbau von Zytokinen und Chemokinen. Dieser
Prozess verhindert ebenfalls den Einstrom von inflammatorischen Zellen in
den interstitiellen Raum [115, 137].
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der mehrphasigen interstitiellen
Migration der neutrophilen Granulozyten

In der Scoutingphase sammeln sich die migrierten neutrophilen Granulozyten in Clustern um die
Verletzung. Durch die Amplifikation werden schwarmartig weitere Zellen rekrutiert. Die Phase der
Stabilisation ist durch eine konstante Neutrophilenanzahl, Monozyten und eine langsamere
Clusterbildung gekennzeichnet. Die anschlieBende Resolutionsphase fihrt zu einem
antiinflammatorischen Milieu und der Auflésung der Entziindung.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center und Current Opinion in
Immunology [115], Copyright © 2017.

Im Zebrafischmodell konnte eine weitere Besonderheit der Neutrophilenmigration
in der Auflosungsphase beobachtet werden, die spéter auch in S&ugetieren
nachzuweisen war: Die sogenannte ,,Reverse Migration* beschreibt das Verhalten
der Neutrophilen, wenn sie nach der Extravasation aus dem Gewebe wieder ins
Gefal einwandern [115, 138-144]. Auch der Eintritt der neutrophilen Granulozyten
in LymphgeféalRe konnte in einem Versuch mit Mykobakterien bestétigt werden.
Abadie et al. und Sumaria et al. beschreiben, wie Neutrophile nachdem sie
Mykobakterien in der Haut phagozytiert haben bis in die Lymphknoten einwandern
konnten [115, 145, 146].

3.2. Rolle der Monozyten und Makrophagen

Sowohl Monozyten als auch Makrophagen werden seit dem Jahr 1972 von van
Furth et al. als Teil des Mononuklearen Phagozyten-Systems (MPS) beschrieben
[147, 148].
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Entzindungsprozesse  vieler  bekannter  kardiovaskularer  Erkrankungen,
insbesondere der Atherosklerose, sind durch die Infiltration von Monozyten und
Makrophagen gekennzeichnet, die wiederum durch spezifische Differenzierungen

die inflammatorischen Prozesse unterstiitzen [147].

3.2.1.  Monozyten in der sterilen Inflammation

Die im Blutstrom zirkulierenden Monozyten sind Zellen mit rundem Kern, die
ebenfalls der myeloischen Stammzellreihe entstammen, wie in Abb. 13
dargestellt [114]. Monozyten gelten schon seit Langem als Vorlauferzellen von
Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs), die sich nach der Migration ins
Gewebe in Antigen-prasentierende Zellen (APCs) differenzieren. Sie tragen dort
zur Auflésung der Entzindung und Wundheilung bei [110, 149-153]. Durch
Zytokine (wie zum Beispiel CCL2) wird die Extravasation und Chemotaxis
eingeleitet und durch Phagozytose Infektionserreger eliminiert. Nach der
Verdauung prasentieren sie pathogene Antigene auf der Zelloberflache (durch
MHC-I1) und aktivieren somit T-Helferzellen [114].
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Abbildung 13: Ursprung und Differenzierung von Monozyten, Makrophagen
und dendritischen Zellen
Die Vorlauferzellen von Monozyten stammen aus dem Knochenmark und kénnen sich nach ihrer

Differenzierung im Blut zu rekrutierten Makrophagen, Riesenfresszellen und DCs im Gewebe
weiterentwickeln.

Mit freundlicher Genehmigung von BMC Biology, Tissue macrophages: heterogeneity and
functions [154], Copyright © 2017.
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Murine Monozyten werden durch die unterschiedliche Expression von
Lymphozyten Antigen 6C (Ly6C) in zwei Populationen unterteilt: Ly6C"-
Monozyten zeigen proinflammatorische und antimikrobielle Funktionen und
verfiigen Uber eine grof’e Menge an CC-Chemokinrezeptor 2 (CCR2) und niedrige
Mengen an CXsC-Chemokinrezeptor 1 (CXsCR1; CCR2"CXs;CR1'%). Diese
Monozyten sammeln sich am Ort der Entzlindung und transportieren Antigene zu
den Lymphknoten. Dort kénnen sie sich Zytokin-abhangig in Makrophagen oder
DCs differenzieren [149, 150, 155].

Ly6C'"-Monozyten patrouillieren in den GefaRen und suchen die GefaBwénde
durch Crawling nach Hinweisen auf Entziindungen und Heilungsprozesse ab. Diese
Monozyten wiederum exprimieren viel CX3CR1, aber wenig CCR2
(CX3CR1MCCR2'%). Im Menschen dagegen werden drei Monozytenpopulationen
aufgrund ihrer Expression von CD14 (ein Bestandteil des Lipopolysaccharid-
Komplexes) und CD16 (FCyRIII Immunglobulin Rezeptor) beschrieben: klassische
Monozyten (CD14**CD16’), intermediare Monozyten (CD14*CD16%) und
nichtklassische Monozyten (CD14*CD16%") [149, 156-159]. Dabei entsprechen die
humanen klassischen Monozyten den murinen Ly6C" Monozyten und humane
nichtklassische Monozyten der murinen Ly6C'™" Population [149].
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Inflammation

Waihrend der sterilen Inflammation differenzieren sich proinflamamtorische Monozyten in Ly6C'*"
patrouillierende/reparierende Monozyten oder in Ly6G'*¥ alternative Makrophagen.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center und Wolters Kluwer Health, Inc
[149], Copyright © 2016.

Kommt es zu einer sterilen Entziindung im umliegenden Gewebe, treten Monozyten
direkt nach den neutrophilen Granulozyten aus dem GefaR in das entziindete
Gewebe Uber und nehmen eine Schlisselrolle in der Abwehr von
Krankheitserregern und Entziindungsprozessen ein [117, 149]. Unter dem Einfluss
des Transkriptionsfaktor Nrdal entwickeln sich Ly6C'" patrouillierende
Monozyten entweder aus dem Blut oder aus dem Knochenmark [149, 160]. Die
Monozyten im Blutstrom uberwachen durch stdndigen Kontakt mit dem Endothel
den Immunstatus des Organismus und treten CCR2-abhéngig ins entziindete
Gewebe Uber. [149, 161]. In Abb. 14 ist zu sehen, dass sie sich dort interleukin-
oder Nrdal-abhangig in Ly6C"" patrouillierende Monozyten oder Ly6C'™"
alternative Makrophagen differenzieren konnen [149, 162].
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3.2.2.  Aufgabe und Heterogenitat der Makrophagen
Zuerst entdeckt durch den Nobelpreistrager Elie Metchnikoff im Jahr 1882, stellen
Makrophagen ein andauerndes Forschungsgebiet dar.

Makrophagen kommen in fast allen Gewebsarten vor. Dort sind sie fur die
Uberwachung und die Detektion von Signalen des Mikroumfeldes zusténdig. Durch
spezielle Differenzierungs- und Polarisierungsprogramme passen sie sich an die
wechselnden Bedingungen des Gewebeumfeldes an. Adaptiert an die anatomischen
Gegebenheiten, sind sie in ihrer Funktion auerordentlich hoch spezialisiert und
spielen eine tragende Rolle in physiologischen Prozessen des gesunden Gewebes
[163].

Im Laufe einer Entziindung werden immer mehr DAMPs oder PAMPs durch
nekrotische Zellen ins Gewebe abgegeben und durch eine steigende Anzahl
apoptotischer migrierter neutrophiler Granulozyten erganzt. Die Phagozytose
apoptotischer Zellen ist bereits in der Homdostase des gesunden Gewebes ein
wichtiger Bestandteil. In der Auflésung der Entziindung nehmen Makrophagen eine
elementare Rolle ein: Die Phagozytose von neutrophilen Granulozyten initiiert die
Deaktivierung und die Expression von antiinflammatorischen Mediatoren und
Wachstumsfaktoren und aktiviert so die Heilungsprozesse [7, 164-167].
Makrophagen koénnen ihren Status von einem proinflammatorischen in einen

antiinflammatorischen Status &ndern (Polarisierung) [168].

Obwohl viel Forschungsarbeit zur Herkunftsbestimmung der Makrophagen
betrieben wurde, konnte die Gesamtheit der Komplexitat dieser heterogenen
Zellpopulation noch nicht einheitlich bestimmt werden. Neuere Publikation aus den
Jahren 2010 (Ginhoux et al.) und 2017 (Rodriguez und Gurtner) postulieren, dass
sich nicht alle Makrophagen konstant aus dem, durch Hamatopoese entstandenen
Monozytenpool, ableiten [169-172]. Stattdessen fand man heraus, dass eine
dynamische Balance zwischen zwei urspriinglichen Makrophagenpools herrscht
[169]. Die gewebsstandigen Makrophagen (resident macrophages) stammen von
myeloischen Progenitorzellen (erythromyeloid progenitors, EMPsS) aus dem
Dottersack ab und persistieren in reifen Geweben [171-173]. Gleichzeitig existiert
ein Vorkommen an Makrophagen, die sich aus dem Knochenmark stammenden
Monozyten entwickelt haben sollen [155, 169, 170, 172-174] — veranschaulicht ist
dieser Vorgang in Abb. 15.
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Malissen, Tamoutounour und Henri [174] fassen in ihrer Publikation zusammen,
dass Makrophagen sich pranatal aus dem Dottersack entwickeln [171, 172] und sich
nach der Geburt von Vorlauferzellen aus dem Knochenmark erneuern [155, 175].
Die Unterschiede in der Herkunft der Makrophagen weist moglicherweise einen

Zusammenhang mit ihren spezifischen Funktionen auf [169].
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Abbildung 15: Herkunft gewebsstandiger Makrophagen der Haut

Gewebssténdige dermale Makrophagen finden ihren Ursprung schon bereits vor der Geburt im
Dottersack, wahrend sie im Laufe der Zeit eine kontinuierliche Erneuerung durch, aus dem
Knochenmark abstammende, Ly6C" Monozyten aus dem Blut erfahren.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center und Springer nature [174],
Copyright © 2014.

In Abb. 16 ist zu sehen, dass Makrophagen historisch (basierend auf in vitro
Versuchen) in zwei Gruppen eingeteilt werden kdnnen: M1-Makrophagen werden
durch eindringende Pathogene, Lipopolysaccharide (LPS) oder Interferon y (IFNy)
aktiviert und sezernieren proinflammatorische Zytokine. Dagegen werden
M2- Makrophagen durch Interleukine (IL-4 und IL-13) und TGFp stimuliert,
schiitten antiinflammatorische Zytokine aus und tragen zur Wundheilung bei [114,
169, 176, 177].

Historische
M1/M2-Klassifikation

M1-Typ: klassisch M2-Typ: alternativ
aktivierte aktivierte

Makrophagen Makrophagen
(Entziindung) (Heilung)

Abbildung 16:Historische Einteilung der Makrophagen

Historisch wurden die Makrophagen in M1-Typ und M2-Typ-Makrophagen eingeteilt. Klassisch
aktivierte Makrophagen sind demnach an Entzindungsprozessen beteiligt, wahrend alternativ
aktivierte Makrophagen in der Heilung eine Rolle spielen.
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Daruber hinaus gilt die allgemeine Auffassung, dass noch weitere Untergruppen
existieren. Einige dieser Zellen tragen zur Gewebshom@ostase und der
Wiederherstellung der Integritat des Gewebes bei, andere wiederum verschlimmern

die Entziindungssymptome [169].

Die historische Einteilung wurde daher neu vorgenommen: In Abb. 17 ist die
aktuelle Auffassung der Einteilung der Makrophagen beziglich ihrer Herkunft,
aktivierende Stimuli, der Expression verschiedener Antigene und Rezeptoren zu
sehen. Dariiber hinaus ist auch der experimentelle Kontext im Zusammenhang mit

den Eigenschaften wichtig.
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Abbildung 17: Darstellung der aktuellen Einteilung der heterogenen
Makrophagenpopulation

Die aktuelle Einteilung der heterogenen Makrophagenpopulationen wird aufgrund ihrer Herkunft,
den aktivierenden Stimulanzien, der Expression von Oberflachenrezeptoren und dem
experimentellen Kontext vorgenommen. Darstellung nach Murray et al. 2014 [178].

Die Expression von Antigenen gewebsstandiger Makrophagen beschreiben Gordon
und Pluddemann in einem aktuellen Review aus dem Jahr 2017: Die
Membranrezeptoren F4/80 und CD68 stellen nitzliche Bindungsdomanen fir
markierende Antigene in der immunhistochemischen Fluoreszenzfarbung dar
[154]. F4/80 ist ein etablierter monoklonaler Antikorper aus dem Jahr 1981, der bis
heute noch regelmaRig in Untersuchungen des MPS herangezogen wird [179-184].
Murines CD68 (oder auch Makrosialin) stellt ein Glykoprotein dar, das in groRem
Vorkommen auf Zelloberflache von Makrophagen und anderen Vertretern des MPS
zu finden ist [185]. Es wird geschatzt, dass 5000 CD68-Molekiile auf der
Zelloberflache von Makrophagen exprimiert werden kdnnen [185, 186]. Weitere
Studien konnten zeigen, dass auch Zellen, die nicht aus dem Knochenmark

stammen, CD68 in geringerem Ausmald exprimieren [185, 187].
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3.2.3.  Gewebsstandige Makrophagen in kardiovaskulédren Erkrankungen

Gewebsstandige Makrophagen sind im kardialen Interstitium, gro3en Arterien und
Venen und im peripheren vaskuldren System als perivaskulére Zellen zu finden.
Wihrend einer Entziindung, Heilungsprozessen, Infektion, Atherosklerose und
malignen Erkrankungen stehen sie in enger Zusammenarbeit mit dem Endothel
[154, 188]. Kardiale Makrophagen, die embryonalen Ursprungs sind, werden mit
der Zeit durch Monozyten aus dem Knochenmark, ausgetauscht [154, 189, 190]. In
einer weiteren aktuellen Studie aus dem Jahr 2017 zeigten Hulsmans et al., dass
Makrophagen die elektrische Leitfahigkeit im Herzen bereitstellen [191]:
Gewebsstandige Makrophagen sind in groRer Anzahl sowohl im murinen als auch
im humanen AV-Knoten zu finden; Connexin 43 veréndert hierbei die elektrische
Aktivitdt der Kardiomyozyten. Wurden die Makrophagen aus dem Gewebe
entfernt, so kam es zur Induktion von atrioventrikularen Blockaden (AV-Blocks)
[154, 191]. Nach einem Myokardinfarkt spielen rekrutierte Monozyten eine
Schlisselrolle in der Durchlassigkeit des Gewebes, der Angiogenese und
Narbenbildung [154]. Libby, Nahrendorf und Swirski erschufen durch eine weitere
Studie den Zusammenhang des Entzlindungsnetzwerkes von Gehirn, autonomen
Nervensystem, Knochenmark und Milz mit atherosklerotischer Plaquebildung und
Infarzierung [154, 192]. Anhand eines murinen Modells (chronisches Herzversagen
nach Ligatur der Koronararterie) konnten Nahrendorf et al. beobachten, dass einige,
von Monozyten abstammende, M2-Makrophagenpopulationen (die zuvor unter
Ruhebedingungen in kardialem Gewebe nachgewiesen wurden) zur Besiedelung
nicht-ischdmischer Regionen durch myokardiale Makrophagen beitrugen [176].
Dies ist durch lokale Proliferation, CCR2-abhdngige Rekrutierung und
Héamatopoese aullerhalb des Knochenmarks mdglich [176]. Dariber hinaus ist
dieser Vorgang von der Aktivierung des sympathischen Nervensystems abhangig
[154, 193].

3.2.4.  Gewebsstandige Makrophagen der Haut
Die Haut stellt das groRte Organ des Korpers dar und fungiert als Schnittstelle
zwischen Organismus und der Umwelt, sowie als biologische Barriere gegen

chemische, physische und pathogene Reize [194, 195].
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Sie l&sst sich in zwei Bereiche einteilen: die Epidermis, eine nicht vaskularisierte
Schicht, die vorranging von Keratinozyten besiedelt ist, und die fibroblastenreiche
Dermis, die ihre Widerstandsfahigkeit und Elastizitdt durch Kollagen- und
Elastinfasern aufrechterhalt [194, 195].

Die Epidermis, welche die dufRerste hydrophobe Hautschicht darstellt, besteht aus
einem mehrschichtigen Plattenepithel, Haarfollikeln und Hautanhangsgebilden
(siehe Abb. 18). Langerhans-Zellen (LCs) residieren dort als gewebsstandige
Makrophagen. Sie sind fur den intrazelluldren Umbau der eingedrungenen
Antigene zustdndig und préasentieren im Anschluss die Antigene an ihrer
Oberflache [169]. T-Helferzellen nehmen mit den Langerhans-Zellen Kontakt auf,
migrieren aus der Epidermis in die vaskularisierte Dermis und aktiveren so das

Immunsystem [196].
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Abbildung 18: Schematisierte Illustration des Immunnetzwerkes der Haut

Die oberste Schicht der Haut stellt die Epidermis mit Langerhans-Zellen (LCs) und dendritischen
epidermalen T-Zellen (DETCs) dar. In der Dermis sind dermale DCs, Makrophagen, T-Zellen und
Blut- und LymphgeféRe zu finden.

Mit freundlicher Genehmigung von Creative Commons Attribution License [194], Copyright © The
author(s) 2013.

Die Dermis schlieBt sich in der Tiefe an die Epidermis an und ist reich an
extrazellularer Matrix. Das Stratum papillare grenzt sich von der Epidermis durch
die Basalmembran ab. Die eine Schicht darunter liegende Struktur des Stratum
reticulare ist stark vaskularisiert und beherbergt sowohl Makrophagen als auch
Antigen-Prasentierende Dendritische Zellen, die schwer voneinander abzugrenzen
sind [169, 197]. Die Aufgabe dermaler Makrophagen unter Ruhebedingungen ist
es, sowohl zelluldren Zerfall und Zersetzung von Makromolekilen, als auch
Mikroorganismen in der Haut zu detektieren. Im Gegensatz zu dendritischen Zellen
haben Makrophagen nur ein geringes Vermdgen zur Prasentation von Antigenen
und sind somit nicht in der Lage, T-Helferzellen zu aktivieren, damit diese in

Lymphknoten einwandern kénnen [169, 175].
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Die Hypodermis (oder auch Subkutis) stellt die unterste Schicht der Dermis dar und
ist durch Adipozyten und lockeres, vaskularisiertes Bindegewebe gekennzeichnet.
Unter Ruhebedingungen betragt der Anteil der Makrophagen im subkutanen

Fettgewebe flinf Prozent der gesamten Zellzahl [169, 198].

Durch den grol¥flachigen Kontakt der Haut mit der Umwelt ist das spezifische und
unspezifische Immunsystem besonders gut entwickelt: Das Immunnetzwerk der
Haut besteht hauptsédchlich aus gewebsstandigen Phagozyten, Antigen-
Présentierenden Zellen, Mastzellen, T-Lymphozyten und Lymphzellen des

angeborenen Immunsystems [194].

Makrophagen bilden eine besonders vielfaltige und heterogene Zellpopulation, die
in fast allen Geweben, inklusive der Haut, zu finden ist [194, 199]. Sie stellen unter
Ruhedingungen die grofite Population der hdmatopoetischen Stammzellen in der
Haut dar und sind fur deren Intaktheit und Funktionalitat zustandig [194, 200, 201].
In der Haut konnen sie aufgrund ihrer Position im Gewebe in epidermale, dermale

und hypodermale Makrophagen differenziert werden [169].

Auf welche Art und Weise sich kutane, gewebsstdndige Makrophagen unter
Einfluss von Entziindungen verandern, stellt ein weites aktives Gebiet in der
Forschung dar [169]. Mowat, Scott und Bain vertreten in einer Publikation aus dem
Jahr 2017 die Meinung, dass Makrophagen in ihrer Aufgabe als Wachposten,
eingedrungene Pathogene detektieren und daraufhin eine Vielzahl an Genen
exprimieren, die zur Tdétung von Mikroorganismen und Stimulierung der
Phagozytose flihren [175, 202].

3.2.5. Interaktion von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten

Die Apoptose von Leukozyten ist charakteristisch fiir die sich selbst limitierende,
akute und durch Verletzung oder Infektion entstandene Entziindung. Es besteht die
Annahme, dass apoptotische Zellen zur Selbstauflésung der Entziindung beitragen,
indem sie gewebsstdndige Makrophagen vom proinflammatorischen in den
antiinflammatorischen Zustand umprogrammieren [8, 203]. Gewebsstéandige
Makrophagen spielen im Organismus durch ihre Funktion als Wachposten des
Immunsystems eine wichtige Rolle und stellen die ersten Immunzellen dar, die

durch Produktion von Zytokinen die Neutrophilenmigration einleiten [8, 136].
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Innerhalb von Minuten infiltrieren neutrophile Granulozyten das verletze
Gewebe.Nach der Phagozytose gehen sie durch Apoptose zugrunde und verbleiben
dort als Zelltrummerhaufen. Der Zeitpunkt, an dem die meisten Neutrophilen aus
dem Gefdll ausgetreten sind, ist gleichzeitig auch der Beginn des
selbstlimitierenden Abschnitts der Entziindung [8, 203]. Zu diesem Zeitpunkt ist
auch die groRte Anzahl an akkumulierten apoptotischen Neutrophilen zu
beobachten, die wéhrend der Resolutionsphase von Makrophagen durch
Efferozytose beseitigt werden [8, 204]. Diese Beobachtungen stiitzen die Theorie,
dass die Efferozytose von apoptotischen Neutrophilen durch gewebsstandige
Makrophagen eine wichtige Komponente im Zusammenhang mit dem Beginn der
Auflésung der Entziindung darstellt [8, 165, 205].

Daruber hinaus ist bekannt, dass Makrophagen durch neutrophile Granulozyten in
der Lage sind, das intrazellular vorkommende Pathogen Leishmania braziliensis zu
eliminieren [115, 206]. In einer durch LPS stimulierten Peritonitis konnte gezeigt
werden, dass gewebsstdndige Makrophagen und Mastzellen gemeinsam die

Migration der neutrophilen Granulozyten im Peritoneum kontrollieren.

Im gleichen Zug konnte auch bewiesen werden, dass durch die Depletion von
Makrophagen die interstitielle Migration von neutrophilen Granulozyten, aber nicht
der Prozess der Extravasation, erschwert wird [115, 207]. Perivaskulére Mastzellen
und Makrophagen des Peritoneums geben somit rdumlich getrennte
chemoattraktive Hinweise auf eine Kooperation in der Rolle des Wegweisers fur

neutrophile Granulozyten zum Ort der Entziindung [115].

Schiwon et al. beschrieben im Jahr 2014 in einer Harnwegsinfektion mit
Escherichia coli (UPEC), dass die Migration von neutrophilen Granulozyten auch
durch gewebsstandige Makrophagen und eingewanderte rekrutierte Makrophagen
orchestriert wird [208]. Sie postulieren in der gleichen Publikation, dass eine Art
Arbeitsteilung zwischen gewebsstandigen Ly6C~ Makrophagen, eingewanderten
Ly6C*-Makrophagen und migrierenden neutrophilen Granulozyten besteht: Ly6C
-Makrophagen sind auf die Produktion von Chemokinen spezialisiert, Ly6C*-
Makrophagen unterstlitzen den Prozess durch die Sekretion von TNF. Neutrophile

Granulozyten ubernehmen die Aufgabe der Eliminierung der Erreger [115, 208].
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Diese These wird durch eine weitere Publikation aus dem gleichen Jahr Uber
perivaskuldre Makrophagen von Abtin et al. gestiitzt: Die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in einer Infektion mit Staphylococcus aureus wird
mafRgeblich durch die Chemokinproduktion der perivaskuldren Makrophagen
gesteuert. Der Virulenzfaktor a-Hamolysin stimuliert diese Zellen zur Lyse und
hemmt somit die Auswanderung der neutrophilen Granulozyten und die
Elimination des Pathogens [115, 120]. Daruber hinaus wurde in der gleichen
Publikation eine Untergruppe perivaskularer Makrophagen beschrieben, die durch
verlangerte Zellfortsdtze und ihre dendritische Form auffielen. Durch ihre
perivaskulare Position (rund um postkapillare Venolen) interagieren sie mit
Neutrophilen wéhrend der Extravasation. Es wurden Hotspots an den Teilen der
Gefélie beobachtet, an denen auch perivaskuldre Makrophagen positioniert waren.
An diesen Hotspots traten Neutrophile bevorzugt in das Gewebe Uber [115, 120].

3.3. Rolle dendritischer Zellen in der sterilen Inflammation

Dendritische Zellen gehdren genauso wie Makrophagen zum MPS und spielen
ebenfalls eine wichtige Rolle in Gewebshomoostase und Krankheitsverlauf. Sie
gehoéren zur Gruppe der APCs, stammen von h&dmatopoietischen Vorlauferzellen
aus dem Knochenmark ab und sind im ganzen Korper anzutreffen. Durch ihre
einzigartige Fahigkeit der T-Zell-Aktivierung durch Bindung, Prozessierung und
Présentation von Antigenen, nehmen sie eine zentrale Position im erworbenen
Immunsystem ein [209, 210]. Die Population der DCs in der Haut wird eingeteilt
in plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs), konventionelle dendritische Zellen
(cDCs) und von Monozyten abstammende DCs [174].

In der untenstehenden Tabelle haben Lech et al. eine Gegeniberstellung von
gewebsstandigen DCs und Makrophagen erstellt, die eine enge Verzahnung der

Funktionen unter Ruhebedingungen und Krankheitsprozessen aufzeigt [7].
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Tabelle 1: Aufgaben gewebsstandiger dendritischer Zellen und Makrophagen
in Homoostase und Krankheitsprozessen. Tabelle nach Lech et al 2012.

Gewebssténdige Gewebsstéandige und
dendritische Zellen infiltrierende Makrophagen
Homdostase e Aufnahme von e Phagozytose von
Antigenen (AG) und Zelldebris und
Prozessierung Pathogenen
e Migration in regionale e  Eliminierung von
Lymphknoten nekrotischen Zellen
e AG-Présentation fur T- e Umorganisation der
Zellen extrazelluldren Matrix
Krankheit e  AG-Prasentation in der e  Immunabwehr des
Niere Gewebes
e Lokale Sekretion von e Auflésung der
Zytokinen Entzlindung
e Formierung der lokalen o  Waundheilung durch
Immunantwort fir parenchymale
periphere Toleranz Reparatur/Narbenbildung

Christ et al. geben in ihrer Publikation einen Uberblick uber die
Einflussmoglichkeiten von DCs in kardiovaskularen Krankheitsprozessen:
Risikofaktoren wie Diabetes, Bluthochdruck oder Atherosklerose rufen
Organschaden (Schlaganfall, Herzversagen oder verschlossene Arterien) hervor
und beeinflussen die Aktivierung und Differenzierung von DCs [209].

TLRs und CLRs gehéren zu den zwei am meisten vertretenen PRR Familien, die
unter anderem von Makrophagen und DCs exprimiert werden. DNGR-1 (dendritic
cell NK lectin group receptor-1), auch unter dem Namen Clec9a bekannt, ist ein
Typll-Transmembran CLR, der vor allem bei CD8a*-DCs als ein Rezeptor fir
nekrotische Zellen agiert [211]. Obwohl dieser Rezeptor fiir die Phagozytose nicht
essentiell ist [212], ist das DNGR-1 daftur verantwortlich, dass Antigene via
Endozytose binden kénnen und direkt zu den Endosomen fiir die Prasentation von
Antigenen nekrotischer Zellen durch CD8a*-CDs geleitet werden [211, 213, 214].

Schraml et al. konnten 2013 in einem transgenen Mausmodell Clec9a-Cre;Rosa26-
tomato;CX3CR1GFP den Rezeptor DNGR-1 sichtbarmachen. So konnten
Vorlaufer von cDCs durch die Expression des DNGR-1 Rezeptors markiert werden

und sich von anderen Leukozytenpopulationen abgrenzen [215].
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Das Integrin alphaX (ITGAX) ist auf der Zelloberflaiche von DCs zu finden.
ITGAX, oder auch CD11c, wurde als dendritischer Zellmarker in der
Vergangenheit etabliert und markiert klassische DCs in atherosklerotischen
Plaques. Neben DCs ist er auch auf gewebsstandigen Makrophagen, NKs, NK T-
Zellen und Untergruppen von T- und B-Zellen zu finden [209, 216]

4, Visualisierung der Prozesse der sterilen Inflammation

Die Untersuchung der Prozesse der sterilen Inflammation in Bezug auf das
Gefalisystem l&sst sich ex vivo durch immunhistochemische Fluoreszenzfarbungen
und in vivo durch Intravitalmikroskopie in verschiedenen Organmodellen

durchfihren.

4.1. Die sterile Inflammation im Ohrmodell

Vor ca. zehn Jahren wurde das murine Ohrmodell zuerst von Roediger et al. und
Ng et al. im Zusammenhang der Visualisierung von Migrationsverhalten dermaler
DCs beschrieben [217, 218]. Durch die leichte Zuganglichkeit, fehlendes Haarkleid
und die minimalinvasive, einfache Préparation sind intravitalmikroskopische
Aufnahmen von vielen Stunden maéglich. Darlber hinaus wird das Bild wenig von

respiratorischen Bewegungen gestort [217].

Durch eine Fokussierung des Lasers im 2-Photonen-Mikroskop wird eine
autofluoreszierende nekrotische Verletzung im Gewebe erzielt [128, 219, 220]. Die
Laserverletzung simuliert auf diese Weise ein Areal untergegangenen Gewebes.
Immunzellen des angeborenen Immunsystems erkennen diese als sterile

Inflammation und starten die Immunkaskade.

4.2. Weitere Modelle der sterilen Inflammation
Neben dem oben beschriebenen Ohrmodell gibt es weitere Modelle, um die sterile

Inflammation in der Mikrozirkulation zu studieren und zu visualisieren:

In den letzten 25 Jahren war die sterile Entziindung der Leber ein haufig genutztes
experimentelles Modell fiir die Forschung auf dem Gebiet der Immunologie [221-
225]. In einer Vielzahl von Erkrankungen konnte festgestellt werden, dass akutes
oder chronisches Leberversagen die Anfalligkeit fur Infektionen drastisch erhoht
[221]. Auch der Reperfusionsschaden nach einer Ischamie der Leber nach

Teilresektionen oder Transplantationen kann mit diesem Modell analysiert werden.
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McDonald und Kubers und Menezes et al. zeigten in einer fokalen Nekrose
(induziert durch eine thermische Verletzung der Leberoberflache), dass die
Rekrutierungsbewegung der Neutrophilen sich stark von der, in einer septischen

Inflammation erzeugten, unterschied [123, 226, 227].

Ein weiteres Modell zur Investigation der Prozesse der sterilen Inflammation im
vaskuldren Kontext bietet das Cremaster-Model: Durch die Préparation des
Musculus cremaster als ein diinnes H&autchen konnen in vivo-Aufnahmen der

muskularen Mikrozirkulation erstellt werden [228, 229].

Auch die akute Pankreatitis ist als ein potenzielles Modell aufzufuhren: Durch die
Nekrose von Azinuszellen und Adipozyten entsteht eine initiale sterile
Inflammation. Die frihe Reaktion auf die Pankreasnekrose ist wegweisend fiir den
nachfolgenden Krankheitsverlauf und die Ausschittung von inflammatorischen
Zytokinen, die Stimulierung einer lokalen und systemischen Entziindung und die
Morbiditat [230-232]
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1. ZIELSETZUNG

1. Untersuchung der Rolle gewebsstandiger
CX3CR1"- Zellen und ihr  Zusammenspiel  mit
neutrophilen Granulozyten unter Bedingung einer sterilen

Inflammation in vivo

Hier soll die Rolle der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen bis zu funf Stunden nach
Induktion einer sterilen Entzindung analysiert werden. Es gibt wenig
Informationen (ber das Verhalten von CX3CR1*-Zellen im Gewebe; sie sind
grofRtenteils immobil und weisen keine Veranderung in der Anzahl oder
Morphologie auf. Die Madoglichkeiten zur Beobachtung und Analyse ihrer
Aktivierungsstadien in vivo sind stark begrenzt.

Des Weiteren soll die Interaktion der neutrophilen Granulozyten mit
gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen analysiert werden.

2. Untersuchung der Auswirkungen der
Neutrophilendepletion auf  die  gewebsstandigen

CX3CR1* - Zellen in der sterilen Inflammation in vivo

In diesem Teil der Arbeit soll die Interaktion der neutrophilen Granulozyten in
Zusammenhang mit gewebsstédndigen CX3CR1"-Zellen beleuchtet werden. Hierbei
sollen mittels eines Antikorpers die neutrophilen Granulozyten im Blut depletiert
und deren Einfluss auf das Verhalten der gewebsstdndigen CX3CR1'-Zellen

beobachtet werden.

3. Mechanismen der Dendritenbildung in gewebsstandigen
CX3CR1"- Zellen in vivo
HMGBLI stellt einen wichtigen Entziindungsmediator im Gewebe dar, der nicht nur

passiv durch nekrotische Zellen sezerniert, sondern auch aktiv durch

Entzlindungszellen freigelassen wird.
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Hier sollen durch Gabe von HMGBL1 die Mediatoren der sterilen Entziindung
verstarkt und das Verhalten gewebsstandiger CX3CR1%-Zellen analysiert werden.
Im Gegensatz dazu wirkt BoxA inhibierend auf HMGB1.

Daher soll in weiteren Versuchen der Neutrophileneinstrom ins Gewebe und das

Verhalten der gewebsstdndigen CX3CR1*-Zellen untersucht werden.

4. Bestimmung der Herkunft gewebsstandiger
CX3CR1" - Zellen durch Knochenmark-Transplantation in
Vivo

Da gewebsstandige, sich nur langsam erneuernde Makrophagen entweder dem
Knochenmark entstammen oder ihren Ursprung im Dottersack haben, soll durch
eine Transplantation des Knochenmarks ergriindet werden, welcher Herkunft die

gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen zuzuordnen sind.

5. Charakterisierung gewebsstandiger CX3CR1*- Zellen in

der sterilen Inflammation ex vivo

Da der Fraktalkin-Rezeptor allein zu wenig Informationen Uber die
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen bietet, sollen diese durch immunhistochemische
Féarbungen mit verschiedenen Antikorpern gezielt charakterisiert werden. Hierbei
sollen Antikorper gegen Oberflachenmolekiile der gewebsstandigen Makrophagen

sowie dendritischen Zellen verwendet werden.

Um die Charakterisierung der gewebsstandigen CX3CR1'-Zellen weiter
voranzubringen, wurde das Clec9a-Cre;Rosa26-tomato; CX3CR1GFP-Mausmodell
herangezogen. Unter Bedingungen einer sterilen Entzindung sollen die
Interaktionen von Clec9a*-dendritischen Zellen mit gewebsstandigen CX3CR1*-

Zellen untersucht werden.
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V. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden am Versuchstier Maus vorgenommen.
Da die Maus immunbiologisch gut charakterisiert ist, eignet sie sich hervorragend
als Modelltier sowohl fir intravitalmikroskopische Untersuchungen als auch flr
immunhistologische Analysen. Die Auswahl an transgenen Linien und die kurzen

Generationswechsel untermauern die Wahl dieser Tierart zusatzlich.

Um die Rolle von gewebsstandigen CXsCR1"-Zellen in der sterilen Entziindung im
Zusammenspiel mit neutrophilen Granulozyten zu untersuchen, wurden drei
Mauslinien und Modelle verwendet, deren Eigenschaften im Folgenden n&her

beschrieben werden.

Das Versuchsvorhaben wurde von der Regierung von Oberbayern gemaR 88 des
Deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG. in der Fassung vom 18.Mai 2006, letzte
Anderung am 29.03.2017 durch Artikel 141) durchgefilhrt und genehmigt
(Aktenzeichen 55.2-2532-13-197).

1.1. Tierhaltung, Zucht und Hygienemanagement

Die Tiere, die fur diese Arbeit verwendet wurden, wurden eigens fur dieses
Versuchsvorhaben in der Tierhaltung der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1,
Zentrum fur Neuropathologie und Prionenforschung (ZNP), Klinikum Grof3hadern,
LMU, MarchioninistraBe 27, 81377 Munchen bzw. in der Tierhaltung des Walter-
Brendel-Zentrums fir Experimentielle Medizin, MarchioninistraBe 27, 81377

Minchen geziichtet.

In der Tierhaltung des ZNPs erfolgte die Haltung und Zucht der Mause unter SPF-
Bedingungen (Specific-Pathogen-Free), mit geschlossenem Barrieresystem
(Personalschleuse, Materialschleuse, Durchreichautoklav,
Wasserstoffperoxidschleuse, Uberdruckbeliiftung). Die Kéfige wurden einmal pro
Woche gewechselt, mit 80 °C heilem Wasser gewaschen und anschlieRend bei
121 °C autoklaviert. Die Mé&use wurden in einem IVC-System (Individually
Ventilated Cabinet, THKB-M2V-M Polysulfonkafige, Typ M I, verlangert)

gehalten, mit einer Besetzung von maximal drei Tieren in einem Kafig.
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Beim Umsetzen durften die Kafige ausschlieBlich unter einer Umsetzstation
get6ffnet werden. Die Tiere wurden mit Standardfutter fur Labornager
(Haltungsfutter V 1536) ad libitum gefttert; Wasser stand aus Trinkflaschen
ebenfalls unbegrenzt zur Verfiigung. Das Einbringen von Einstreu und Wasser in
die Tierhaltung erfolgte nur nach vorheriger Autoklavierung. Die Raumtemperatur
betrug ca. 21 °C und die Luftfeuchte ca. 55%. Fiir die Beleuchtung im Tag-Nacht-
Rhythmus wurde ein Lichtprogramm uber einen Zeitschalter im zw0If StundenTakt
eingesetzt. Mit Hilfe von Sentinel-M&dusen wurde der SPF-Status der Tiere nach
FELASA-Empfehlungen (Federation of European Laboratory Animal Association)

kontrolliert.

1.2. Tierstamme

Folgende Mauslinien wurden fur die Anfertigung dieser Arbeit genutzt:

e C57BL/6J
e CX3CR1GFP
e Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP

1.2.1.  C57BL/6J

C57BL/6J (The Jackson Laboratory, Bar Habor) ist der am weitesten verbreitete
Inzuchtstamm. Er ist der erste Mausstamm, bei dem das Genom vollstandig
sequenziert wurde. Daher eignet er sich hervorragend als genetischer Hintergrund

anderer transgener Linien

Fur die vorliegende Arbeit wurde dieser Wildtyp-Stamm in der Erstellung von

Knochenmarkchimaren sowohl als Donor als auch Empfanger verwendet.

1.2.2. CX3CR1GFP

Bei diesem transgenen Mausestamm wird das Fluoreszenzprotein GFP (Green
Fluoreszent Protein) unter Kontrolle des endogenen CX3CR1 Lokus exprimiert
[112]. Dadurch konnen CXsCR1*-Zellen in der Intravitalmikroskopie und

Immunhistochemie identifiziert werden.

Die Tiere sind auf einen C57BL/6J-Hintergrund gezlichtet und kamen sowohl in

in vivo-Versuchen als auch in ex vivo-Untersuchungen zum Einsatz.
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1.2.3.  Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3sCR1GFP

Im Mausmodell Clec9a-Cre;Rosa26-tomato; CX3CR1GFP steht  die
Cre- Rekombinase unter Kontrolle des Promotors Clec9a. Verbunden mit dem
Reporterprotein  Rosa-26-tomato werden Clec9a-Zellpopulationen durch die
Expression des roten Fluoreszenzfarbstoffes nach  Aktivierung  der
Cre- Rekombinase sichtbar gemacht. In Kombination mit CX3CR1GFP-Tieren
entstand ein Mausmodell, das sich hervorragend zur in vivo-Analyse der
Interaktionen von Makrophagen und DCs unter Bedingungen der sterilen

Inflammation in der Mikrozirkulation des murinen Ohrgewebes eignet.

Genetische Verfolgungen des DNGR-1-Gens (Clec9a) haben gezeigt, dass es
spezifisch die Zellen markiert, die traditionell der DC-Linie zugeschrieben werden.
In einigen Geweben werden somit auch Monozyten und Makrophagen als

Abkoémmlinge von DC-Vorlduferzellen detektierbar [215].

Tiere dieser Linie fanden Anwendung in in vivo-Untersuchungen mit dem 2-

Photonen-Mikrokop.
2. In vivo-Untersuchungen

2.1. Anésthesie

Da die in vivo-Untersuchungen in dieser Arbeit zwar minimal-invasiv, aber durch
die  Fixationstechnik  trotzdem  schmerzhaft sind und das  Tier
intravitalmikroskopisch bis zu sieben Stunden untersucht werden soll, wurde eine
Allgemeinnarkose angewandt. Die Narkose ist ein, durch Anéasthetika
hervorgerufener, reversibler Zustand und zeichnet sich durch Hypnose, Relaxation,

Analgesie und Dampfung der Reflexe aus.

Fur die Allgemeinnarkose wurden mindestens zwei Préparate aus den Gruppen
Sedativa, Hypnotika und Analgetika in einer Kombinationsnarkose verwendet.
Durch ein solches Vorgehen konnen Nebenwirkungen wie Atem- und
Kreislaufdepression erheblich gemindert werden. AuBerdem kann durch
gegenseitiges Ergénzen und Potenzieren der Wirkeigenschaften die Dosierung der
einzelnen Andsthetika deutlich reduziert werden. Die hier verwendete
Kombinationsnarkose bestand aus einer Narkoseeinleitung mit Isofluran und einer

anschlieBenden Injektionsnarkose, die intraperitoneal verabreicht wurde.
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Isofluran liegt bei Raumtemperatur als Flissigkeit vor und muss durch spezielle
Verdampfer (Vaporen) in den dampfférmigen Zustand Uberfuhrt werden. Das
Einatmen bewirkt, durch raschen Wirkungseintritt eine gute Hypnose und

Muskelrelaxation, aber keine Analgesie.

Zunachst wurde die Maus in eine Rohre aus Plexiglas verbracht und diese mit einem
Gemisch aus 5.0 Vol % Isofluran (Isofluran CP, cp-pharma, Burgdorf) und bei
einer inspiratorischen Sauerstofffraktion von 0.351/1 Uber einen Verdampfer
(Ohmeda Isotec 3, Fa. Eickmeyer, Tuttlingen) geflutet. So konnte gewéhrleistet
werden, dass das Tier keinen unnotigen Stress leidet. Sobald die Stellreflexe
erloschen waren, wurde dem Tier nach Entnahme der Rohre sofort die vollstandig
antagonisierbare Kombinationsnarkose intraperitoneal (i.p.) mit einer Kanle (30G,
BD Mikrolance, Becton Dickson and Company, Franklin Lakes, USA) injiziert. Die
Narkose wurde durch die i.p.-Injektion von Fentanyl (Fentadon, Albrecht GmbH
Aulendorf), Midazolam (Midazolam-hameln, Hameln Phamaceuticals GmbH,

Hameln) und Medetomidin (Dorbene, Pfizer GmbH, Berlin) erreicht.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Narkose

Wirkstoff Stoffgruppe Wirkungsort Konzentration  Antagonist
Fentanyl Opioide p-Opioidrezeptor 0,05 mg/kg KG  Naloxon
Medetomidin ~ o2-Agonist a2-Adrenorezeptoren 5,0 mg/kg KG Atipamezol
Midazolam Benzodiazepine  GABAa-Rezeptoren 0,5 mg/kg KG Flumazenil

Bis zum Eintritt der Wirkung wurde das Tier in einer lichtgeschiitzten Box an einen
ruhigen Ort verbracht und nach etwa zehn Minuten wurde die Narkosetiefe durch
den fehlenden Zwischenzehenreflex sowie das Fehlen von Schmerzreflexen, bei
Stimulation am  duBeren  Gehorgang  geprift. Zum  Schutz  vor
Hornhautaustrocknung wurde eine Augensalbe (Bepanthen Augen- und

Nasensalbe, Bayer, Leverkusen) auf die Cornea aufgebracht.

Wahrend der bis zu sieben Stunden andauernden intravitalmikroskopischen
Untersuchungen wurde die Narkose alle 35 bis 40 min durch den

Zwischenzehenreflex Gberprift und gegebenenfalls angepasst.
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2.2. Applikationstechniken
Die Injektionsmdglichkeiten der verschiedenen Modelle dieser Arbeit, wie zum
Beispiel die Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen, Antikdrpern und weiteren

Substanzen, sollen im Folgenden néher erléutert werden.

2.2.1.  Injektion durch Schwanzvenenkatheter

Die Injektion durch den Schwanzvenenkatheter stellt eine Mdoglichkeit dar,
Substanzen intravends zu verabreichen. Der Katheter eignet sich sowohl als Venen-
Verweil-Katheter in intravitalmikroskopischen Modellen am narkotisierten Tier,
als auch fur einmalige Injektionen bei der Knochenmark-Transplantation am
wachen Tier. Die beiden lateral verlaufenden Schwanzvenen (Venae coccygeae

laterales) eignen sich hervorragend fur die Platzierung des Katheters.

Der dazu benotigte Katheter wurde aus zwei Kanilen (30G, BD Mikrolance,
Becton Dickson and Company, Franklin Lakes, USA) und einem
Polyethylenschlauch (Fine Bore Polythene Tubing, 0,28 mm ID 0,61 mm OD
Smiths Medical International, Hythe, USA) hergestellt. Zuerst wurde der
Polyethylenschlauch auf etwa 8 cm zugeschnitten und eine der beiden Kandlen in
ein Ende des Schlauches eingefuhrt. Von der anderen Kanule wurde der Konus
entfernt und in das andere Schlauchende eingefadelt. Im nachsten Schritt wurde
eine 1 ml-Spritze (1 ml Injekt-F, B.Braun, Melsungen )mit 0,9 %-NaCl-Ldsung
(NaCl 0,9 %, B.Braun, Melsungen) befullt, auf den Konus aufgesteckt und der
Katheter durch die Spilung auf Durchgangigkeit gepruft. Luftblasen in Schlauch

und Konus sollten dabei vermieden werden.

Das narkotisierte Tier, das bis dahin auf der Warmematte platziert war, wurde in
Seitenlage positioniert und die laterale Schwanzvene durch Druck mit Zeige- und
Mittelfinger an der Schwanzbasis gestaut. Die Stelle wurde desinfiziert (Octenisept,
Schiilke GmbH, Norderstedt), mithilfe eines Nadelhalters wurde vorsichtig die
Katheternadel in die Vene eingefthrt und mit Gewebekleber (Histoacryl, B. Braun
Surgical, S.A., Rubi, Spanien) am Schwanzgewebe fixiert.

2.2.2. Intraperitoneale Injektion

Fur die i.p.-Injektion wurde das Tier bis zum Verlust der Reflexe mit einem
Isofluran-Sauerstoffgemisch (5.0 Vol. % Isofluran, FiO2von 0.35 I/l, Isofluran CP,
cp-pharma, Burgdorf) narkotisiert und kopfiiber an Schwanz und einem Hinterbein

mit einer Hand fixiert.
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Mit der anderen Hand wurde mit einer auf eine 1 ml Spritze (1 ml Injekt-F,
B.Braun, Melsungen) aufgesetzten Kantle (30 G, BD Mikrolance, Becton Dickson
and Company, Franklin Lakes, USA) im unteren linken Quadranten eingestochen
und durch Aspiration ausgeschlossen, dass ein Gefal oder die Hohle eines Organs
verletzt wurde. Dann wurde die Substanz appliziert und das Tier im Anschluss, bis
zum vollstandigen Wiedererlangen des Bewusstseins, auf einer Warmematte

platziert und beobachtet.

2.2.3.  Subkutane Injektion

Die subkutane (s.c.) Injektion der Substanzen HMGB1 und BoxA wurde am Ohr
des narkotisierten, auf dem Riicken liegenden Tieres vorgenommen: Dazu wurde
eine Insulinspritze (BD Micro-Fine, 100U, Beckton Dickinson und Company,
Franklin Lakes, USA) befullt und deren Nadel durch leichten Druck auf eine feste
Oberflache gebogen, um den Einstechwinkel so gering wie mdglich zu halten.
Vorsichtig wurde nun die Nadel durch die Epidermis in die Dermis vorgeschoben

und die Substanz unter Kontrolle einer Stereolupe an mehreren Stellen appliziert.

2.3. Erstellung von Knochenmarkchimaren

Fur die intravitalmikroskopische Analyse der Herkunft gewebsstandiger
CX3CR1*- Zellen mussten Knochenmarkchiméren erstellt werden. Dafiir wurden
im ersten Versuch C57BL/6J-Tiere bestrahlt und Knochenmark von
CX3CR1GFP- Spendertieren isoliert. Das aufbereitete Knochenmark wurde in die
Empféangertiere tber die Schwanzvene injiziert. Im zweiten Versuch wurde
Knochenmark von CX3CR1GFP-Tieren in bestrahlte Tiere der C57BL/6J-Linie

injiziert.

2.3.1. Definition Chimare

Eine Chimére bezeichnet einen einzelnen Organismus, der aus genetisch
unterschiedlichen Zellpopulationen besteht. Durch Bestrahlung werden schnell
proliferierende Zellen, wie hdmatopoetischen Stammzellen, abget6tet und die Tiere
immunsupprimiert. Dies fuhrt nach einer Injektion mit lebenden isolierten
Knochenmarkszellen eines genetisch unterschiedlichen Spendertieres, zum
Bestehen beider Immunzellkomponenten in einem Organismus. Das Empféngertier
hat nun neben seiner eigenen Charakteristik des Immunsystems auch genetische

Eigenschaften des Spenderorganismus.
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2.3.2.  Zellaufbereitung fur die Transplantation

Zunachst wurden die narkotisierten Knochenmark-Spendertiere (5.0 Vol. %
Isofluran, FiO2 von 0.35 I/l, Isofluran CP, cp-pharma, Burgdorf) durch zervikale
Dislokation getétet. Danach wurde am toten Tier beidseitig Humerus, Femur sowie
die Tibia abgesetzt und von Haut, Muskeln und Sehnen befreit. Die Knochen
wurden bei 4 °C in Petrischalen (Falcon, Corning Science, Mexiko) in sterilem PBS
(Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
auf Eis aufbewahrt und unter einer sterilen Sicherheitswerkbank weiterverarbeitet.
Im néchsten Schritt wurden beide Seiten des Knochens abgetrennt, um die
Knochenmarkhohle zu eréffnen. Ein Zellsieb mit einer Porengrofie von 70 um
(Falcon, Corning Incorporated, Durham, USA) wurde mit PBS (Dulbecco‘s
Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) benetzt und
das Knochenmark aus den gedffneten Knochen mit 4 °C kaltem PBS und 2 % FBS
(FBS Superior, Biochrom GmbH, Berlin) mit einer 26 G-Kanule (BD Mikrolance,
Becton Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) und einer 10 ml-Spritze (BD
Discardit 11 Becton Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) durch den Filter in einen
50 ml-Falcon (Falcon, Corning Science, Tamaulipas, Mexiko) gespilt. Zu dem
Gemisch im Falcon wurden weitere 25 ml PBS und 2 % FBS mit Hilfe des Filters
hinzugeflgt. Im weiteren Ablauf wurde das gewonnene Knochenmark bei 4 °C
300 G fir 7 min abzentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5810R), der Uberstand
abgegossen und nach Hinzufligen von 5 ml Ammoniumchloridlysepuffer (155 mM
NH4CI, 10 mM KHCO3, 1 mM EDTA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) fir 10 min
das Zellgemisch bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend erfolgte, um die
Reaktion der Erythrozyten-Lyse zu stoppen, die Zugabe von 30 ml PBS und 2 mM
EDTA und das Gemisch wurde erneut mit einem Zellsieb mit einer Porengréf3e von
70 um abfiltriert. Nach weiterem Zentrifugieren bei 4 °C und 300 G fir 5 min
wurde der Uberstand verworfen und die Knochenmarkszellen mit PBS
resuspendiert. Die Zellanzahl wurde in der Neubauer-Zahlkammer unter dem
Mikroskop bestimmt. Dazu wurde 1pul des Zellgemisches zu 99 ul
phosphatgepufferter Salzlésung mit 0,5% BSA (Albumin Fraktion V, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) hinzugegeben. Mithilfe der Neubauer-Zahlkammer und der
Formel (Gesamtzahl der 64 kleinen Quadrate/4*100*2*104 = Zellzahl/ml) wurden
10 pul der Suspension nach Hinzugabe von 10 pl Trypanblau (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) ausgezahlt.
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Eine Zellzahl von mindestens 10 x 10° Zellen pro Empfinger wurde in 1 ml-
Spritzen (1 ml Injekt-F, B. Braun, Melsungen) auf die Anzahl der Empféangertiere
aufgeteilt und die Spritzen bis zum Zeitpunkt der Transplantation bei 4 °C

aufbewahrt.

2.3.3.  Bestrahlung der Empfangertiere

Fur die Bestrahlung wurden die Tiere in ein speziell dafiir angefertigtes
Bestrahlungsrondell aus Plexiglas verbracht. Jedes Tier hatte dort ein eigenes
abgetrenntes Abteil; bis zu sechs Tiere kénnen damit gleichzeitig bestrahlt werden.
Nach zweimaliger Ganzkorperbestrahlung bei 6 Gy und 10 mA fir 3 min und
44sec im Abstand von vier Stunden waren die Tiere ausreichend

immunsupprimiert [233].

2.3.4.  Applikation der Knochenmarkzellen
Direkt nach der letzten Bestrahlung wurde den Tieren mit Hilfe eines

Schwanzvenenkatheters eine Dosis von ca. 10 Mio. Zellen injiziert.

Fur dieses Vorhaben wurde das Tier nach der letzten Bestrahlung in einen
Restrainer (Tailveiner Restrainer for Mice, TV-150 STD, Braintree Scientific,
USA) verbracht und fixiert. Der freiliegende Schwanz wurde nun wieder mit dem
Zeige- und Mittelfinger der einen Hand an der Schwanzbasis gestaut und nach
Desinfektion der Injektionsstelle (Octenisept, Schilke GmbH, Norderstedt) mit der
anderen Hand der Katheter unter Zuhilfenahme eines Nadelhalters in die Vene
eingebracht. Nach Applikation der Zellen wurde der Katheter entfernt und auf die
Injektionsstelle fiir einige Zeit mit einem Tuch (Wypall, Kimberly-Clark, Koblenz)

Druck ausgetibt, um Nachblutungen zu vermeiden.

Nach der Transplantation wurden den Tieren flr vier Wochen saures, autoklaviertes
Leitungswasser (pH 3.1) mit Cotrimoxazol (Cotrim-ratiopharm, Ampullen SF
480 mg/5 ml, Ratiopharm, Ulm, 480 mg Cotrimoxazol pro ein Liter angesauertes
Wasser) verabreicht, um Infektionen vorzubeugen. Nach einer Wartezeit von
insgesamt acht Wochen wurden sie anschliefend intravitalmikroskopisch

untersucht.
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2.4, Intravitale 2-Photonen-Mikroskopie

Durch die natirliche Beschaffenheit des Gewebes und die daraus resultierende
Streustrahlung ist es schwierig, in tieferen Geweben mit herkdmmlichen
Fluoreszenzmikroskopen oder der konfokalen Mikroskopie hochauflésende Bilder
und intravitalmikroskopische Videos mit mehr als 100 um Tiefe zu erstellen [234].
In der Vergangenheit wurden immunhistochemische Féarbungen und FACS-
Analysen genutzt, um Strukturen und Rezeptoren von tiefer liegenden Geweben
sichtbar zu machen - der Einblick in das in vivo-Verhalten in Aufnahmen der dritten
Dimension von Zellen unter Ruhebedingung oder in verschiedenen
Krankheitsmodellen blieb den Forschern so verwehrt [235]. Das Konzept der 2-
Photonen-Absorption wurde erstmals 1931 in der Dissertation von Maria Goppert-
Mayer beschrieben und durch den Munchner Physiker Winfried Denk im Jahre
1990 zum 2-Photonen-Mikroskop entwickelt und ausgereift [236, 237]. So gelang

die in vivo-Bildgebung uber langere Zeit auch in tiefen Geweben.

Die Grundvoraussetzung der in vivo-Bildgebung ist die Markierung der zu
untersuchenden Strukturen mit Fluorochromen. Eine einfache Applikationstechnik,
um die Mikrovaskulatur im Ohrgewebe sichtbar zu machen, ist die intraventse
Gabe von Evans Blue, Dextranen, Lektinen oder den Quantum Dots [235]. Es haben
sich zahlreiche monoklonale Antikorper etabliert, um Immunzellpopulationen

spezifisch zu markieren und deren Verhalten in vivo zu studieren.

2.4.1.  Grundlagen der 2-Photonen-Mikroskopie

Bei  herkdmmlichen  Fluoreszenzmikroskopie-Techniken  absorbiert  ein
Fluorochrom ein Photon, das zuvor durch eine bestimmte Wellenlange und Menge
an Energie stimuliert wurde und danach wieder unter Abgabe von fluoreszierendem
Licht das Energielevel verlasst. Dabei ist die Fluoreszenzintensitat linear zur
Energie, mit dem das Photon angeregt wurde. Eine Verdopplung der Lichtintensitat
bewirkt eine Vervierfachung der Fluoreszenz [238, 239]. Zwei oder mehr
langwellige Photonen konnen gleichzeitig das Fluorochrom zum Aussenden von
Fluoreszenzlicht anregen. VVoraussetzung ist, dass die beiden Photonen ausreichend
Energie speichern, um ein Elektron in den Anregungszustand zu versetzen. In
beiden Fallen wird durch die Absorption der Photonen ein Anregungszustand
generiert, bei dem das Molekul im Relaxationszustand ein fluoreszierendes Photon
abgibt. Unter Absorption von einem oder zwei (bzw. mehreren) Photonen fiihrt dies

zu verschiedenen Absorptionsspektren [239].
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Abbildung 19: Das Jablonski-Diagramm zeigt die Fluoreszenzanregung durch
Photonen

In beiden Fallen wird durch die Absorption der Photonen ein Anregungszustand generiert, bei dem
das Molekil im Relaxationszustand ein fluoreszierendes Photon abgibt. Unter Absorption von
einem (links) oder zwei Photonen (rechts) flhrt dies zu verschiedenen Absorptionsspektren.

Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons, Inc. [240], Copyright © 2013 John Wiley
& Sons, Inc.

Um die Menge an Energie zu generieren, wird ein gepulster Infrarotlaser eingesetzt,
der kurze Lichtpulse im Femtosekunden-Bereich erzeugt und diese Phasen
miteinander koppelt (Modenkopplung). Daraus resultiert, dass sich die Exzitation
des Lasers nur auf ein kleines Volumen konzentriert und die Photonendichte dort
am hdchsten ist. Die Photonendichte reicht ober- und unterhalb dieses ellipsoiden
Volumens nicht aus, um die Fluoreszenz anderen Gewebes anzuregen [241]. In
Abb. 20 ist der Aufbau und Strahlengang eines 2-Photonen-Mikroskops
schematisch dargestellt. Durch die fehlende Lochblende wird das Fluoreszenzlicht
an der Bildebene gesammelt und detektiert; Giber und unter der Bildebene entsteht

keine Fluoreszenz [240].
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der Unterschiede in der Streuung
von konfokalem Mikroskop und 2-Photonen-Mikroskop

A Aufbau und Strahlengang des konfokalen Mikroskops: Fluoreszenzlicht wird auf das Objektiv
fokussiert (a) und wird durch die zwischengeschaltete Lochblende fokussiert (b). Streulicht wird bei
der Reflektion durch das Pinhole nicht detektiert (c). Ein Teil der Streustrahlung erreicht nie den
Fokus (d). Hintergrundrauschen wird durch einen Kkleinen Teil der Streustrahlung verursacht, die
durch die Blende féllt (¢) B: Aufbau und Strahlengang im 2-Photonen-Mikroskop: Ohne Lochblende
wird das Fluoreszenzlicht an der Bildebene gesammelt und detektiert (a). Uber und unter der
Bildebene entsteht keine Fluoreszenz (b). Licht, das auf die Bildebene fallt, wird so gestreut, aber
aufgrund fehlender konfokaler Lochblende, gesammelt; die angeregte Streustrahlung generiert auch
keine unfokussierte Fluoreszenz (d). Nimmt die Streustrahlung zu, so verringert sich das Signal und
das Hintergrundrauschen wird nicht verstarkt.

Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons, Inc. [240], Copyright © 2013 John Wiley
& Sons, Inc.

Um dreidimensionale (3D) Bilder zu erzeugen, wird nun die Fokusebene durch das
Gewebe in z-Stacks von oben nach unten gescannt und damit generelles
Fotobleichen in Langzeit-Videoaufnahmen vermieden. [241] Weitere Vorteile
ergeben sich durch die Verwendung von Infrarotlasern, die eine hohe Eindringtiefe
von bis zu 1000 um zulassen. Auch wird die Detektionseffizienz gesteigert, sodass
die Detektoren nahe an der Optik angebracht werden kénnen. Zuletzt gewahrleistet
das 2-Photonen-Mikroskop eine gute Trennung von Anregungs- und
Emissionswellenlangen. Nachteile ergeben sich durch die spezielle gepulsten
Lasersysteme, die notig sind, um ad&quate Exzitationsraten zu generieren. Dariber
hinaus sind diese Laser der Klasse IV gefahrlich fur Auge und Haut durch diffuse
Reflektion der Strahlung.
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Voraussetzungen, die ein 2-Photonen-Mikroskop fir das murine Ohrmodell
mitbringen sollte, sind eine aufrechte Objektposition; invertierte 2-Photonen-
Mikroskope (wie die von konventionellen konfokalen Mikroskopen) sind flr das
Ohrmodell ungeeignet. Des Weiteren sollte die Plattform, auf der die Stage mit der
praparierten Maus zum Liegen kommt, hohenverstellbar und automatisch zu
bedienen sein. Um dem Gewebedrift (Absinken des Gewebes) entgegenzusteuern,
empfiehlt sich eine Drift Correction-Software [242], die auch in der Anfertigung
dieser Arbeit genutzt wurde. AuBBerdem mdussen die Filterhalter leicht zugénglich
sein, damit die Filter unkompliziert ausgetauscht und an neue Settings angepasst

werden kdnnen.

2.4.2.  Aufbau des 2-Photonen-Mikroskops

Das 2-Photonen-Mikroskop (LaVision Biotech, Bielefeld, Deutschland), welches
zur Anfertigung dieser Arbeit herangezogen wurde, stellt ein zusammengesetztes
System aus verschiedenen Bestandteilen dar, die in der Abb. 21 zu sehen sind: Die
Laserquelle ist ein Titanium:Sapphire Oszillator (Ti:Sa, MaiTai, Spectra Physics,
Darmstadt, Deutschland), dessen Anregungsspektrum die Wellenlédngen 680 bis
1040 nm umfasst. Dadurch ist die 2-Photonen-Mikroskopie auf blaue, griine und
gelbe fluoreszierende Proteine limitiert [243]. Kombiniert mit einem optisch-
parametrischen Oszillator (OPO), kann das Spektrum im Infrarotbereich um den
Wellenlangenbereich 1100 bis 1600 nm vergroRert werden und schafft so die
Madglichkeit einer synchronen Anregung und Detektion von Fluorophoren mit
grolRem Unterschied im Spektrum wie zum Beispiel Farben im Infrarot-Bereich.
Der OPO konvertiert kurze Ti:Sa Laserstrahlen in regelbare Strahlen im langeren

Wellenbereich.
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Abbildung 21: Strahlengang und Komponenten des 2-Photonen-Mikroskops

Der Strahlengang des Lasers fuihrt zundchst durch die Beam-Splitter Box, die die Strahlung fiir den
OPO zugéanglich macht. Am Computer kann manuell die Aufteilung der Strahlung zu OPO (rote
Linie) und Ti:Sa (gelbe Linie) geregelt werden. Das Licht wird weiter Uber die Pulskompression
zum Scanhead (Ebenen-Scan) geleitet und trifft schlieBlich auf das praparierte Gewebe. Der PMT
(Photomultiplier tube, Photonenvervielfacher) detektiert das reflektierende Licht. Ein Computer
Ubernimmt die Verarbeitung dieses Signals.

Modifiziert nach LaVisionBioTec GmbH (mit freundlicher Genehmigung von Dr.med.vet Meike Miller)

Durch das sich anschlieRende Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland),
das aus einem Wasserimmersions-Objektiv (16-fache VergroRerung) mit einer
Numerischen Apertur (NA = 0,95) zusammengesetzt ist, ergeben sich Aufnahmen

mit hohem Kontrast und hoher Auflésung.

2.4.3.  Bildauswertung

Die Aufnahmen, die flr diese Arbeit herangezogen wurden, wurden mit einer
Wellenldnge zwischen 800 bis 900 nm und mit einem Bildausschnitt von
588 um x 588 pm angefertigt. Die Auflosung betrug 512 x 512 Pixel pro Bild. Mit
der ImSpector-Software (LaVision, Bielefeld) wurde weiterhin eine Frequenz von
400 Hz und eine Tiefenscanebene (z-Stacks) von 10 bis 50 um festgelegt. Die
Bilder in einem z-Stack betrugen den Abstand von 3 pum; wenn die Drift-
Correction-Software zum Einsatz kam, betrugen sie 0,6 bis 1,2 um. Mit dem
Auswerteprogramm Imaris (Bitplane AG, Zirich, Schweiz) wurden diese
Bilderstapel zu einem 3D-Bild verrechnet. Zusatzlich, um das Gewebe vor zu
starker Laserstrahlung und die Fluorochrome vor Verblassung zu bewahren, wurde

eine Wartezeit von 30 sec zwischen den einzelnen z-Stacks eingefiihrt.
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Ebenfalls wurde mit der Software Imaris die Analyse der migrierenden Zellen durch
das Tracking-Verfahren vorgenommen: Der Weg jeder einzelnen Zelle wurde
durch mindestens 25 Einzelzeitpunkten tber die Zeit verfolgt und die Parameter
Geschwindigkeit, Versetzungsrate im Gewebe und Geradlinigkeit untersucht.
Ebenfalls konnte die Bildung von Dendriten, die Zellzahl und Interaktionen von

verschiedenen Zellen mit Imaris bestimmt werden.

2.5. Die sterile Entziindung im Ohrmodell
In dieser Arbeit wurden Aufnahmen der Mikrozirkulation des Ohrs mittels

2- Photonen-Mikroskopie in vivo angefertigt.

Die Orientierung im Ohrmodell wird durch anatomische Strukturen erleichtert: im
Multiphotonenmikroskop geben dermale Bindegewebsfasern ein SHG (Second
Harmonic Generation) — Fluoreszenzsignal ab, das bei einer Wellenldange 840 nm
im blauen Kanal sichtbar wird. Die zwischen dorsaler und ventraler Ohrfl&che
liegende Knorpelschicht fluoresziert ebenfalls, wie in Abb. 22 sichtbar. Im
Gegensatz zur Dermis ist die Epidermis kollagen- und knorpelfrei und beide

Gewebsanteile konnen so voneinander unterschieden werden [217].
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Abbildung 22: Durch das 2-Photonen-Mikroskop visualisierter Querschnitt
durch das murine Ohrgewebe

Querschnitt durch das Ohrgewebe mit dem 2-Photonen-Mikroskop. Neben Kollagenfasern
(sichtbar durch das SHG) sind auch Knorpelstrukturen und quergestreifte Muskulatur gut zu
erkennen und voneinander abzugrenzen. Modifiziert nach Roediger et al. 2008.

Mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature [217], Copyright © Springer-Verlag 2008
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Da Haare und Haarfollikel ebenfalls Autofluoreszenzsignale abgeben, muss eine
moglichst haarlose Stelle im Ohrmodell fir die in vivo-Mikroskopie verwendet

werden.

Um weitere Strukturen in der Dermis darzustellen, eignet sich die Applikation von
Gefalifarbstoffen und Antikdrpern durch intravendse Injektionen Uber einen
Schwanzvenenkatheter. Durch die mit endogenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte
Zellen der verschiedenen Mauslinien lassen sich die Interaktionen von zahlreichen

Zellpopulationen intravitalmikroskopisch erfassen.

2.5.1.  Préaparation des Ohrmodells

Zunéchst wurde die Maus in Narkose versetzt, Augensalbe (Bepanthen Augen- und
Nasensalbe, Bayer, Leverkusen) aufgetragen und bei Erléschen des
Zwischenzehenreflexes ein Schwanzvenenkatheter gelegt. Auf dem Ruicken
liegend wurde die Maus nun mit dem Ohr auf der Stage positioniert und die
Hinterlaufe sowie die gegenuberliegende VordergliedmaRe des Ohres, das
mikroskopiert werden soll, auf der Stage mit Klebeband (Transpore 3 M, Health
Care, Neuss) fixiert. Das Ohr wurde im n&chsten Schritt mit gebogenen
Nadelspitzen einer 30 G Kanile auf den Gummiring der Stage gepinnt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass das Ohr gleichmaRig gespannt war und es zu keiner
Faltenbildung kam. In einem weiteren Schritt wurde der Spalt zwischen Nadeln,
Stage und Ohr mit Silikon abgedichtet und die préparierte Maus in den
Waérmeinkubator des 2-Photonen-Mikroskops gelegt. Zuletzt wurde ein
ausreichend groRer Tropfen destilliertes, 37 °C warmes Wasser auf das Ohr

aufgetragen und dies unter dem Objektiv positioniert.

2.5.2.  Laserverletzung im 2-Photonen-Mikroskop

Zuerst wurde im Ohrgewebe eine plane, geeignete Stelle ausfindig gemacht, die
sich in der Nahe von postkapillaren Venolen mit gutem Blutfluss befand. Um die
Bedingungen einer sterilen Entziindung nachzustellen, wurde der Laser des 2-
Photonen-Mikroskops auf ein kleines Areal (ROI, region of interest) im Gewebe
von 42 um x 42 um fur eine Minute bei 20 bis 22 % der Laserpower und einer
Wellenldnge von 800 nm fokussiert. Eine erfolgreiche Verletzung des Gewebes
zeigte eine starke Autofluoreszenz und grenzte sich somit vom gesunden Gewebe
ab.
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War dies nicht erfolgreich und es konnte keine ausreichend groRe
autofluoreszierende Stelle entstehen, wurde entweder die Laserpower erhéht und
der Vorgang wiederholt oder eine andere, ebenere Stelle eingestellt und dort eine

neue Verletzung gesetzt.

2.5.3.  Darstellung der Strukturen in vivo

Neben dem SHG-Signal, das im blauen Kanal zu sehen war, und den
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen bzw. Monozyten (beide im griinen Kanal
sichtbar), kamen fur die Darstellung der Gefélie folgende Fluoreszenzfarbstoffe

zum Einsatz (siehe Tabelle 3):

Tabelle 3: Fluoreszenzfarbstoffe zur Darstellung der GefaRle

TRITC FITC AngioSense®750  Qtracker®705
Konzentration 2 MDa 2 MDa 2 UM 2 UM
Anregung 555 (580)* nm 495 750 (779)* nm 405-665
(519)* nm (705)* nm
Name des Life Sigma- PerkinElmer Invitrogen,
Herstellers Technologie,  Aldrich Thermofisher

Thermofisher
* in Klammer Emission

Die Sichtbarkeit der neutrophilen Granulozyten wurde durch eine Injektion von
anti-Ly6GPE (PE Rat Anti-mouse, Ly-6G, Klon 1A8, BD Pharmingen, Heidelberg)
in einer Konzentration von 15 pg/mL erreicht. Wurde das Gewebe mit Licht der
Wellenldnge 496 nm angeregt, so waren die Neutrophilen im roten Kanal sichtbar

(maximale Emission von 578 nm).

Da die oben genannten verabreichten Fluoreszenzfarbstoffe nach einiger Zeit
verblassten, musste alle zwei bis drei Stunden die entsprechende Dosis (siehe

Tabelle 3) ber den zuvor gelegten Schwanzvenenkatheter verabreicht werden.

2.54. Depletion der neutrophilen Granulozyten
Die Depletion von Zellen beschreibt die Entfernung einer spezifischen Zellart aus
einem Zellgemisch. Durch die Injektion zellspezifischer Antikorper werden die

Zielzellen aus dem Organismus entfernt.

Um die Auswirkungen der neutrophilen Granulozyten auf die gewebsstandigen
CX3CR1*-Zellen zu eruieren, wurde der spezifische Antikdrper gegen das Protein
Ly6G (purified rat anti-mouse Ly6-G, Klon 1A8, BD Pharmingen, Heidelberg)

injiziert.
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Das Ly6G-Protein wird explizit nur auf reifen Granulozyten exprimiert und schlief3t
somit Subpopulationen von Monozyten, Lymphozyten und dendritischen Zellen
aus [244].

Im Verlauf des Versuches wurde der Antikorper zwolf Stunden vor der
intravitalmikroskopischen Untersuchung am 2-Photonen-Mikroskop in einer
Konzentration von 50 pg/ml intravends durch einen Schwanzvenenkatheter
injiziert. Die Kontrollgruppe wurde im gleichen Zeitabstand mit der identischen
Konzentration des korrespondierenden Isotypantikérpers (rat IgG2b kappa Isotyp,
1 mg/mL, eBioscience, Frankfurt) behandelt. Durch eine intrakardiale Entnahme
des Blutes nach der Beendigung des Versuches wurden die Blutproben durch das
Blutanalysegerat (ABX Micros Axonlab, Reichenbach/Stuttgart) auf die Indikation

einer Neutropenie untersucht.

2.5.5. Injektion von BoxA und HMGB1

Das in den extrazellularen Raum bei einer Entziindung freigesetzte HMGB1
beeinflusst die Zellrekrutierung und das Verhalten von Immunzellen im Gewebe.
Durch die Blockierung dieses DAMPs durch den inhibitorischen Faktor BoxA
(BoxA from HMGB1 human & mouse, HMGBiotech, Mailand, Italien) wurden die
Effekte auf das Muster der Zellrekrutierung untersucht. 30 min vor der
intravitalmikroskopischen Untersuchung wurde das BoxA in einer Konzentration
von 83 ug s.c. an verschiedenen Stellen in das Ohrgewebe injiziert. Danach wurde,
wie zuvor beschrieben, eine Laserverletzung gesetzt und Videomaterial Giber einen
Zeitraum von 270 min angefertigt. Ebenso wurde mit der Isotyp-Kontrolle (BoxA

2D, negative control of BoxA wt, HMGBiotech, Mailand, Italien) verfahren.

Nach der gleichen Methode wurden auch mutHMGB1 (Non-oxidizable chemokine-
HMGBL1, LBS free, HMGBIotech, Mailand, Italien) und dsHMGB1 (Disulfide
HMGB1, HMGBIotech, Mailand, Italien) in das Ohrgewebe in einer Konzentration
von 10pg/mL s.c. eingegeben und eine Kontrollgruppe mit PBS (Phosphate
Buffered Saline, Phosphat-gepufferte Salzlésung) in der gleichen Weise behandelt.
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3. Ex vivo-Untersuchungen

Da es im Zuge dieser Arbeit in den in vivo-Versuchen bisher nicht gelungen ist, die
zu charakterisierenden Zellen, nach intravendser und subkutaner Gabe von
monoklonalen Antikérpern, zu markieren und auszuwerten, wurde eine Methode
entwickelt, wie ex vivo die entsprechenden Strukturen histologisch angefarbt

werden kdnnen.

3.1. Dermal Sheet-Praparation

Die  Anfertigung von histologischen  Gewebsschnitten  stellt  nach
immunhistologischer Farbung nur eine hauchdlnne Schicht zur Analyse von
Strukturzusammenhangen dar, die auf wenige um beschrénkt ist. Dagegen erlauben
Epidermal und Dermal Sheets einen Einblick in die Komplexitat des bis zu
mehreren cm? dicken Gewebsstiicks und erméglichen z.B. die Darstellung von
Zellen im Kontext zu anderen Komponenten des sie umgebenden Gewebes. [245]
Epidermal und Dermal Sheets werden in der Forschung genutzt, um beispielsweise
das Immunnetzwerk der Haut zu studieren. [246] Sie finden aulerdem Anwendung
in der Dermatologie und liefern neue Erkenntnisse in regenerativer Therapie [247]
und Wundheilung [248].

Da in der vorliegenden Arbeit dermale Prozesse der Haut beschrieben werden,
musste zuvor die Epidermis entfernt werden, da diese bei Sdugern durch das
Stratum corneum und die Tight Junctions tber zwei physische Schutzbarrieren
verfiigt. Diese verhindern, dass interne Komponenten des Kdrpers nach aufen
gelangen und halten externe Antigene davon ab, in die Haut einzudringen [249]. So
ist es den immunhistochemischen Antikorpern ohne vorheriges Entfernen der
Epidermis nicht maéglich, Strukturen in der Dermis anzufarben.

3.1.1.  Vorbereitung der Gewebeprobe

Nach der Induktion von mindestens sechs Laserverletzungen in jedes Ohr der Maus
wurde das Tier weiterhin unter Narkose gehalten und so die sterile Entziindung tiber
vier Stunden inkubiert. Im ndchsten Schritt wurde das Tier mit zervikaler
Dislokation unter tiefer Narkose getotet, der Brustkorb er6ffnet und durch einen
Leberschnitt der Blutkreislauf eroffnet. Als néchstes wurde eine 10 ml-Spritze (B.
Braun, Melsungen) gefillt mit PBS und einer aufgesetzten Kanile (30G, BD
Mikrolance, Becton Dickson and Company, Franklin Lakes, USA) in die linke

Kammer des Herzens eingefuhrt und langsam appliziert.
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An der Farbe der Leber (je heller, desto besser wurden die GeféaRRe gespllt) konnte
man nun den Grad der Perfusion abschatzen und wenn nétig noch einmal 10 ml
PBS nachinjizieren. Solange das Herz noch schlug war es mdglich, das
Kreislaufsystem zu perfundieren. Im Anschluss wurden beide Ohren mit einem
Skalpellschnitt abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung in PBS bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

3.1.2.  Durchfihrung der Dermal Sheet-Praparation

Zunédchst wurde eine kleine Petrischale (TC-Schale 35, Standard, Sarstedt,
Nimbrecht) mit ca. 2 ml Ammoniumthiocyanat (Carl Roth GmbH&Co. KG,
Karlsruhe) befullt und vor Licht geschiitzt auf Eis gestellt. Fir die 2 entnommenen
Ohren  wurden  ausreichend groBe  Tropfen  Haarentfernungscreme
(Enthaarungscreme asid-med, Asid Bonz, Herrenberg) auf eine Petrischale (Falcon,
Corning Science, Mexiko) aufgetragen; fur jedes Ohr musste ein separater Tropfen
vorbereitet werden. Nach vier Minuten Inkubationszeit wurden die Haare vorsichtig
mit einem Tuch (Wypall, Kimberly-Clark, Koblenz) auf der dorsalen und ventralen
Seite der Ohren entfernt. Im Anschluss wurden die Proben nacheinander in zwei
mit PBS gefullte 15 mil-Falcons (Polypropylene Conical Tube, Falcon, Corning
Science, Mexiko) gegeben und leicht geschuttelt, um die verbleibende Creme zu
entfernen. Im ndchsten Schritt wurde mit zwei feinen Pinzetten die ventrale Seite
von der dorsalen getrennt und mit der epidermalen Seite nach oben schwimmend
auf das Ammoniumthiocyanat in der Petrischale aufgebracht und bei 37 °C fr
35 min inkubiert. Nach abgelaufener Zeit wurde die Petrischale aus dem Inkubator
entnommen und vor Licht geschutzt auf Eis gestellt, damit die chemische Reaktion
unterbrochen wird. Nach 10 min wurden die schwimmenden Proben enthommen
und in eine mit PBS geflllte Petrischale (Falcon, Corning Science, Mexiko) gelegt
und vorsichtig mit zwei Pinzetten die diunne und durchscheinende Epidermis
moglichst an einem Stlick abgezogen. Die Epidermis wurde verworfen und die
Dermal Sheets in ein 1,5ml Eppendorf-Gefall (Eppendorf Tubes, Eppendorf
Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling) verbracht und fur 5min in PBS
gewaschen. Zuletzt wurden die Dermal Sheets in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal mit
1ml 4% PFA (16 % Formaldehyde Solution, Methanol-free, Thermofisher
Scientific, Rockford, USA, 1:4 in PBS verdinnt) verbracht, lichtgeschiitzt auf Eis

fr 20 min fixiert und danach weitere zwei Male fiir 5 min in PBS gewaschen.
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Um die Dermal Sheets flr spatere Weiterverarbeitung zu konservieren, wurden sie
in PBS mit 0,05 % Natriumazid (Sodium Azide, ReagentPlus, >99.5 %, Sigma-
Aldrich/Merck, Merck KGaA, Darmstadt) in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefal bei

4 °C fur hochstens eine Woche aufbewahrt.

3.2. Whole Mount Staining

Das Whole Mount Staining (WMS) bezeichnet eine immunhistochemische
Fluoreszenzfarbung, bei der Organe oder Gewebsstiicke mit Antikdrpern behandelt
werden. Im Gegensatz zu Kryo- oder Paraffinschnitten, die nur wenige um dick
sind, liefern WMS-Farbungen einen multidimensionalen Blick auf Zellen und deren
Zusammenhang im Gewebe. Mit modernen Mikroskopen, wie dem konfokalen
Mikroskop oder der 2-Photonen-Mikroskopie, konnen 3D-Aufnahmen bis zu einer

Tiefe von mehreren Millimetern von intakten Geweben angefertigt werden.

3.2.1.  Das Prinzip der immunhistochemischen Farbung

Der Nachweis von Gewebsstrukturen beruht auf der Antigen-Antikorper-Reaktion,
bei der Epitope von Geweben durch spezifische Antikorper (Immunglobuline)
erkannt werden und eine spezifische Bindung eingehen kdnnen (Schliissel-Schloss-
Prinzip). Durch das an den Antikorper gekoppelte Fluorochrom wird am Ort der
Bindung durch Anregung mit Fluoreszenzlicht oder Lasern ein sichtbares Signal

erzeugt.

3.2.2.  Durchfihrung des Dermal Sheet Whole Mount Stainings

Zuerst wurde die fixierte Probe in 200 pl Blocklésung mit 2 % FBS (FBS Superior,
Biochrom GmbH, Berlin) und 10 % Goat Serum (Goat Serum, Sigma-Aldrich) in
PBS fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im né&chsten Schritt erfolgte die
Zugabe von 4 pl anti-F4/80 und 4 pl anti-CD11c (bzw. anti-CD68) zur Blockldsung
(siehe Tabelle 3) und die Probe wurde fur 75 min bei 37 °C auf einem Thermomixer
(Thermomixer comfort, eppendorf, Hamburg) inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in 1% Tween (0,1% Tween20, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) in PBS wurden die Dermal Sheets in der Stockldsung (2 % FBS in PBS)
mit 1 ul AF555 und 1 pl AF647 fir weitere 40 min auf dem Thermomixer
behandelt. Im letzten Schritt wurden die Ohren fir 30 min bei Raumtemperatur in
HOECHST (Hoechst 33342, Thermo Fisher Scientific, Rockford, Illinois, USA) in
einer Konzentration von 1:1000 inkubiert.
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Nach zweimaligem Waschen mit 1 % Tween und einmal mit PBS wurde die Probe
mit Mounting Medium (Dako Fluorescent mounting medium, Dako North America
Incorporation, CA, USA) mit der epidermalen Seite nach oben auf einem
Objekttrager (Menzel Glaser Superfrost Plus, Gerhard Menzel, Braunschweig) mit
einem Deckglas (Menzel Glaser, Thermofisher Scientific) fixiert. Mit gangigem
Nagellack wurde der Rand des Deckglases versiegelt, die Probe anschliefend zum
Trocknen flr eine halbe Stunde bis Stunde bei Raumtemperatur lichtgeschutzt in
eine Mappe gelegt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C im Kihlschrank
aufbewahrt. Die gefarbten Dermal Sheets wurden innerhalb der néchsten drei Tage

mit dem konfokalen Mikroskop analysiert.

Der Tabelle 4 sind die fur das Whole Mount Staining herangezogene primare
Antikorper, sekundare Antikorper und die jeweilige Verdlinnung zu entnehmen.
Die Farbung wurde ebenfalls mit korrespondierenden Isotypkontrollen

durchgefuhrt, um die Spezifitat der Farbung zu verifizieren.

Tabelle 4: Fir das Whole Mount Staining herangezogene Antikorper

Antigen Primérer Sekundarer Isotyp-Kontrolle  Anzuféarbende
Antikorper Antikdrper Struktur/Zellen
F4/80 Rat anti mouse Goat anti rat Rat 19G2a kappa Makrophagen
F4/80 monoclonal AlexaFluor 555, isotype control,
Clone BMS, Invitrogen, Clone eBR2a,
eBioscience Thermofisher eBioscience
Scientific
Konz.: 0,2 mg/mL  Konz.: 2 mg/mL Konz.: 0.5 mg/mL
1:50* 1:200*
CD11lc  Armenian hamster Goat anti-armenian ~ Armenian hamster ~ Dendritische
anti mouse anti hamster AlexaFluor  1gG isotype Zellen
CD11c, N418, 647, abcam control, Clone
Thermofisher eBi0o299Arm,
Scientific eBioscience
Konz.: 0,5 mg/mL Konz.: 2 mg/mL Konz.: 0.5 mg/mL
1:100* 1:200*
CD68 Rabbit anti mouse Goat anti rabbit Makrophagen
CD68, polyclonal, AlexaFluor 647,
abcam Life Technologies,
Thermofisher
Scientific

Konz.: 0,5 mg/ml Konz.: 1 mg/mL

1:50* 1:200*

*  Verdunnung des Antikorpers



V. Material und Methoden 60

Vor dem Gebrauch der priméren Antikérper empfahl es sich, diese flr eine Minute
bei 300G =zu zentrifugieren, um Antikorperaggregate und damit die
Beeinflussungen des Whole Mount Stainings zu verringern.

3.3. Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie: Grundlagen und Prinzip

Da es mit der gdngigen Methode der Epifluoreszenzmikroskopie nicht moglich war,
die ca. 1 mm dicken Dermal Sheets zu mikroskopieren, fiel die Wahl auf das
konfokale Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM). Die konfokale Mikroskopie nutzt
einen auf einen bestimmten Punkt (bis zu 0.5 um) im Gewebe fokussierten
Laserstrahl, um Fluorchrome dort anzuregen und das reflektierende Signal mit dem
Objektiv einzufangen und abzubilden. Durch die in Abb. 21 sichtbare, eingebaute
konfokale Blende (Pinhole) werden nur die Objektpunkte, die innerhalb der
Fokusebene liegen, abgebildet. Zusatzlich unterdriickt sie Streulicht und es entsteht
dadurch ein klares, kontrastreiches Bild. Die Lochblendentechnik erlaubt, dass der
Detektor auf der anderen Seite der Blende das konfokale Licht einfangt und somit
Punkt flr Punkt abbilden kann. Es entsteht ein sogenannter optischer Schnitt in
einer bestimmten Ebene der Probe. Durch das schnelle Scannen dieses Punktes in
beide Richtungen auf der x-y-z-Achse werden diese Informationen an einen
Computer gesendet, der die einzelnen Pixel zu einem scharfen und kontrastreichen
dreidimensionalen Bild rekonstruiert. Durch eingebaute Emissionsfilter kdnnen bis

zu vier Fluorochrome verschiedener Wellenlangen detektiert werden [250-252].

Der Laserstrahl gelangt tber das Objektiv des Mikroskops in die Probe und regt
dort Fluorochrome zur Emission von fluoreszierendem Licht an. Das
Emissionslicht gelangt mittels desselben Objektivs Uber einen Farbteiler zum
Detektor. Im Farbteiler wird die fluoreszierende Strahlung der Wellenldnge nach
aufgeteilt. Das Pinhole verhindert, dass Lichtstrahlen, die von unten oder von oben

auf die Blende treffen, an der Entstehung des Bildes beteiligt sind.

Die Vorteile des konfokalen Systems liegen in der Anfertigung kontrastreicher,
hochauflésender Aufnahmen. Leider ist die geringe Eindringtiefe (in der Haut bis
zu einer Tiefe von 200 um) durch das Signal-Rausch-Verhéltnis limitiert. Es
kommt dariiber hinaus schnell zu Photobleaching (Ausbleichen der Fluorchrome)
und Phototoxizitat [240].
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3.3.1.  Airyscan-Prinzip

Wie bereits erwéhnt wird in der konventionellen konfokalen Mikroskopie die
Auflosung durch die GroRe des Pinhole bestimmt. Je hoher die Auflésung des
Bildes, desto niedriger ist die Lichtintensitat, da nur wenige Photonen mit dem
Detektor eingefangen werden kénnen. Um dieses Problem zu I6sen, wurde eine
lichtempfindliche, mit kleinen Pinholes versehene Detektorflache der Lochblende
nachgeschaltet. Bei gedffneter Blende trifft nun das gesamte Licht auf den Airy-
Disk-Flachendetektor und die einzelnen Signale werden durch die Software zu
einem hochaufgelosten Bild mit  optimiertem  Signal-Rausch-Abstand

zusammengesetzt [253].

Das flr diese Arbeit verwendete CLSM (LSM 800 mit Airyscan, Carls Zeiss
Microscopy, Jena) wurde fur die Analyse der Whole Mount Staining-Praparate
herangezogen, da durch die Entfernung der Epidermis die Eindringtiefe verringert
werden konnte. Die hochauflosenden Aufnahmen wurden mit einem
Wasserimmersions-Objektiv (20-fache VergrofRerung) und einem Bildausschnitt
von 607,3 um x 607,3 um bei einer Pixelzahl von 2084 x 2084 erstellt. Es wurden
damit die Einzelbilder zur Auszdhlung der CX3CR1*-Zellen und z-
Stack- Aufnahmen erstellt.

3.3.2.  Auswertung des Whole Mount Stainings mit dem CLSM

Die Aufnahmen am CLSM wurden mit dem Softwareprogramm ZEN (ZEN
Mikroskopsoftware, Carls Zeiss Microscopy, Jena) angefertigt und ausgewertet.
Hierzu wurden die Zellen in den einzelnen Kanélen gezahlt und anschlieRend der

Mittelwert von n = 3 gebildet.

4, Versuchsplanung und Durchflihrung
In vivo-Versuche

Tabelle 5: CX3CR1GFP-Tiere mit und ohne Laserverletzung, Analyse der
Bewegungsrichtung der neutrophilen Granulozyten

Versuch Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n
Mit CX3CR1GFP Ki/wt m 8-16 4
Verletzung Wochen

Ohne CX3CR1GFP ki/wt m 8-16 4

Verletzung Wochen
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Tabelle 6: CX3CR1GFP-Tiere zur Depletion der neutrophilen Granulozyten

Versuch Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n

Ly6GPE CX3CR1GFP Ki/wt w 8-16 4
Wochen

Isotyp CX3CR1GFP ki/wt w 8-16 4

Kontrolle Wochen

Tabelle 7: CX3sCR1GFP-Tiere zur Durchfihrung der Versuche mit HMGB1-
Redoxformen und Kontrollen

Versuch Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n

dsHMGB1 CX3CR1GFP ki/wt m 8-16 4
Wochen

mutHMGB1  CX3;CR1GFP Ki/wt m 8-16 4
Wochen

PBS- CX3CR1GFP Ki/wt m 8-16 6

Kontrolle Wochen

Tabelle 8: CX3sCR1GFP-Tiere zur Durchfuhrung der Versuche mit BoxA und
Kontrollen

Versuch Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n

BoxA CX3CR1GFP ki/wt w 8-16 3
Wochen

PBS- CX3CR1GFP ki/wt w 8-16 4

Kontrolle Wochen

Tabelle 9: C57BL/6J-Donortiere in CXsCR1GFP-Empféngertiere

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n

C57BL/6J wit/wt m 8-16 3
Wochen

CX3CR1GFP ki/wt m 8-16 5
Wochen

Tabelle 10: CX3sCR1GFP-Donortiere in C57B6/J-Empféangertiere

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n

CX3CR1GFP ki/wt m 8-16 3
Wochen

C57BL/6J wit/wt m 8-16 6
Wochen

Tabelle 11: Clec9a-Cre;Rosa26-tomato; CX3sCR1GFP-Tiere zur Untersuchung
der Dendritenbildung von CX3CR1"- und Clec9a*-Zellen nach
Laserverletzung

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n

Clec9a-Cre;Ro0sa26- T/wt Ki/wt w 8-16 3
tomato;CX3CR1GFP Wochen
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Ex vivo-Versuche

Whole Mount Staining:

Tabelle 12: CX3CR1GFP-Tiere zur Durchfuhrung der histologischen Farbung
nach Laserverletzung

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n
CX3CR1GFP Ki/wt m 10-16 3
Wochen
5. Statistische Auswertung

Nachdem alle Versuche durchgefuhrt worden sind, wurde die statistische
Auswertung anhand der gewonnenen Daten unter Zuhilfenahme des
Softwareprogrammes SigmaPlot 13.0 (Systat Software Inc. (SSI), San Jose,
California, USA) vorgenommen. Bei den CX3CR1GFP-Tieren mit und ohne
Laserverletzung, der Depletion der neutrophilen Granulozyten/lsotyp-Kontrolle
und BoxA/Kontrolle wurden jeweils die Gruppen mit ihren Kontrollgruppen
verglichen und eine statistische Signifikanz bei einem p-Wert von p <0,05
festgelegt. Zur Ermittlung des p-Wertes kam der t-test zum Einsatz. Im Falle der
HMGB1-Gruppe wurde ein ANOVA-Test durchgefuhrt: Mit SigmaPlot wurde
zuerst auf eine positive Normalverteilung getestet und die Varianzhomogenitat
uberprift. Danach wurde der ANOVA-Test angewandt und durch eine Bonferroni-
Adjustierung die p-Werte der einzelnen Gruppen ermittelt.

Die Zuwachsrate der Dendritenbildung der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen
wurde durch die AUC (area under the curve) mit der Bland-Methode ermittelt
[254]. In den Graphen sind sowohl die eingeféarbten Flachen fiir die AUC als auch
die Mittelwerte der Standardfehler (SEM) zum jeweiligen Zeitpunkt angegeben.
Die Berechnung des dimensionslosen EffektmalRes Cohen‘s d wurde durch eine
Kalkulation nach Nakagawa und Cuthill et al. durchgefuhrt: Ein geringer Effekt
liegt bei allen Werten fiir d < 0,5 vor. Ein Effekt der mittleren Stérke ergibt sich bei
d>0,5; alle Werte, die groRer sind als d > 0,8 sind als starke Effekte zu benennen
[255].

Die ex vivo-Charakterisierung der CX3CR1*-Zellen wurde in einem Kreisdiagramm

prozentual dargestellt.
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Die Auswertung der Knochenmark-Transplantationen und die in vivo-Versuche der
Clec9a;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP-Tiere stellen ebenfalls beschreibende
Statistiken dar: Hierfir wurde das Videomaterial auf Zellfortsatz bildende

CX3CR1*-" und Clec9a*-Zellen untersucht und diese ausgezahlt.
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V. ERGEBNISSE

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Visualisierung und Analyse des
Verhaltens gewebsstandiger CX3CR1*-Zellen und ihrem Zusammenspiel mit
neutrophilen Granulozyten im Krankheitsmodell der sterilen Inflammation. Zudem
soll die Herkunft und der Phanotyp der CXsCR1"-Zellen im Gewebe bestimmt

werden.

Uber das interstitielle Migrationsverhalten und die Aufgaben und Funktionen der
neutrophilen Granulozyten wurden in der Vergangenheit bereits Publikationen
veroffentlicht. Eine mogliche Beeinflussung von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten im Zusammenhang mit der Migration wurde nur unzureichend
beschrieben [120, 136, 205-208]. Darlber hinaus gibt es noch keine Antworten auf
die genauen Mechanismen der Interaktionen von gewebsstandigen Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten in der sterilen Inflammation. AufRerdem ist nicht
gekléart, wie sich gewebsstandige Makrophagen in vivo unter Einfluss einer sterilen
Inflammation verhalten und ob es eine Anderung der phénotypischen Merkmale
gibt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellinteraktionen, Verhalten und Mechanismen
der sterilen Entziindung in vivo mittels intravitaler 2-Photonen-Mikroskopie tber
die Zeit untersucht. Dabei lag der Fokus auf der Interaktion von gewebsstéandigen
CX3CR1*-Zellen mit neutrophilen Granulozyten. Dariiber hinaus wurde deren
Verhalten in Abwesenheit von neutrophilen Granulozyten, unter Einfluss von
HMGB1 und dessen Inhibitor BoxA analysiert. Anhand der Verwendung von
Knochenmarkchimaren wurde die Herkunft der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen
aufgeklart. Fur die weitere Charakterisierung dieser Zellen wurden ex vivo

immunhistochemische Farbungen mit spezifischen Antikdrpern durchgefuhrt.

Mit Hilfe des Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP-Mausmodells wurden

CX3CR1"-Zellen in vivo weiter analysiert.
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1. Das Verhalten gewebsstandiger CX3CR1"- Zellen in der

sterilen Inflammation

Zunachst erfolgte die Untersuchung des Verhaltens gewebsstandiger
CX3CR1"- Zellen unter Bedingungen einer sterilen Entziindung Uber einen
Zeitraum von sechs Stunden intravitalmikroskopisch in CX3CR1GFP-Tieren.
Dabei lag der Fokus explizit auf die morphologische Verénderung der stationdren
interstitiellen CX3CR1"-Zellen. Auch wurde untersucht, wie sich diese Zellen unter

Ruhebedingungen ohne Laserverletzung im Gewebe verhalten.

In Abb. 23 ist das Sichtfeld des zu untersuchenden dermalen Gewebes durch ein
2- Photonen-Mikroskop zu verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Gewebsstandige
CX3CR1"-Zellen befanden sich bereits vor der Entziindung im Gewebe. In den
GefaBen waren neutrophile Granulozyten zu sehen, die jedoch im Blutstrom
zirkulierten und nicht an den GefaBwénden adhérierten. Ein anderes Bild ergab
sich, nachdem ein Gewebeschaden vorlag: Durch die Setzung des Laserschadens
fand die Adhasion und Diapedese der neutrophilen Granulozyten statt und diese
gelangten durch interstitielle Migration schon nach kurzer Zeit zum Ort der
Entzindung. Schwarmartig traten Neutrophile in das Gewebe Uber und sammelten

sich im umliegenden Gewebe an.

Im Laufe der Entziindung wurden auch CX3CR1*-Monozyten rekrutiert und fanden
sich durch Extravasation und interstitielle Migration zusatzlich neben den

gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen im Gewebe ein.
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180min

Abbildung 23: Sichtfeld des zu untersuchenden Gewebes zu Zeitpunkten vor
und nach der Laserverletzung

Sicht durch das 2-Photonen-Mikroskop auf das zu untersuchende Ohrgewebe: In Blau stellt sich das
SHG Signal dar, die CX3CR1*-Zellen fluoreszieren durch das exprimierte GFP in Grin. Neutrophile
Granulozyten erscheinen in Rot. Postkapillare Venolen sind mit weil3en, gestrichelten Linien
umrandet. Die Laserverletzung ist im jeweiligen Bild mit einem Sternchen markiert.
Gewebsstdndige CX3CR1*-Zellen sind mit kleinen weiRen Pfeilspitzen kenntlich gemacht. Das
Sichtfeld betrégt eine GroRe von 588 um x 588 um. Der Malstabsbalken gibt eine L&ange von 50 um
an.

A: Aufnahme des Gewebes vor dem Setzen des Laserschadens im Ruhezustand. Im Interstitium sind
gewebsstandige CX3CR1*-Zellen zu erkennen; in den Gefden sind keine neutrophilen
Granulozyten zu finden. B: Aufnahme 5 min nach Setzen des Laserschadens; die Gewebsverletzung
stellt sich als runde, autofluoreszierende Struktur dar, einige Neutrophile sammeln sich bereits in
der Néhe der Laserverletzung in den Gefalen an. Der weiRe Pfeil mit Schaft markiert einen
Haarfollikel. C: Aufnahme 30 min nach der Laserverletzung: Neutrophile treten jetzt aus den
GefaRen aus (in diesem Bild durch einen wei3en Pfeil mit Schaft markiert) und migrieren zum Ort
der Entzindung D: Aufnahme 3 h nach Laserverletzung: Neben zahlreichen Neutrophilen migrieren
auch Monozyten (ebenfalls in Griin) ins entziindete Gewebe.

In der ersten Untersuchung lag das Augenmerk auf der Morphologie und dem
Verhalten der gewebsstdndigen CX3CR1'-Zellen unter Einfluss einer

Laserverletzung.
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Uber den gesamten Zeitraum der intravitalmikroskopischen Untersuchung wurde
das gleiche Sichtfeld beibehalten; die Videos wurden ber einen Zeitraum von ca.
40 bis 45min erstellt und anschlieBend ausgewertet. So konnten
Verhaltensdnderungen und morphologische Alterationen gewebsstandiger

CX3CR1*-Zellen fast ununterbrochen erfasst werden.

Mit dem Fokus auf die gewebsstdandigen CX3CR1*-Zellen war Folgendes zu
beobachten: In Abb. 24 ist exemplarisch die morphologische Veranderung einer
gewebsstandigen CX3CR1*-Zelle drei Stunden nach Laserverletzung tber einen
Zeitraum von 20 min zu sehen. Auf diesen Aufnahmen von verschiedenen
Zeitpunkten ist zu sehen, dass sich im Laufe der Zeit eine markante Bildung von

Zellauslaufern (Dendritenbildung) abzeichnete. Im Durchschnitt konnte die

Dendritenbildung ca. 180 min nach Setzen der Laserverletzung beobachtet werden.

Abbildung 24: Morphologische Veranderung einer gewebsstandigen
CX3CR1*-Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten unter Bedingung einer sterilen
Inflammation

Darstellung einer gewebsstdndigen CXsCR1*-Zelle nach Induktion einer Laserverletzung: Zum
Zeitpunkt 0 min (hier ca. 180 min nach dem Setzen der Laserverletzung) stellt sich die GFP*-Zelle
noch in einer elliptischen Form dar. In den ndchsten Minuten zeigt diese Zelle eine Bildung und
Verlangerung von Zellfortsatzen, auf welche die zwei weien Pfeilspitzen hinweisen. Die
Verzweigung der Fortsétze erfahrt zum Zeitpunkt 17 min ihr Maximum und zum Zeitpunkt 20 min
erscheinen die Enden wieder in rundlicher Gestalt (siehe kleine weiRe Pfeilspitzen). Der kleinere
weilRe Pfeil mit Schaft markiert einen neutrophilen Granulozyten (rot durch Anfarbung mit Ly6GPE)
zum Zeitpunkt 17 min. Dieser tritt zum Zeitpunkt 20 min mit einem dendritischen Teil dieser Zelle
in Kontakt (siehe ebenfalls weiRer Pfeil mit Schaft). Der MaRstabsbalken gibt eine Lange von 20 pum
an.

Die zunachst eher elliptische Form der Zelle nahm durch die Bildung von
dendritischen Fortsatzen in kirzester Zeit eine komplexere Gestalt an. Jedoch war
sichtbar, dass der Zellkdrper am selben Ort blieb. Die Zelle vergroRerte ihren

Aktionsradius allein durch die gebildeten Fortsétze.
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Dass die Ausbildung von Zellauslaufern auch Uber einen langeren Zeitraum
erfolgen kann, wird durch ein weiteres Beispiel in Abb. 25 (ber die Dauer von ca.
45 min belegt: Die zunéchst wie ein umgedrehtes ,,L* anmutende gewebsstandige
CX3CR1*-Zelle veranderte ihre Gestalt ca. 200 min nach Induktion der
Laserverletzung. Sie verlangerte ihre Zellauslaufer, deren Enden sich nochmals

aufteilten.

Abbildung 25: Dendritenbildung einer gewebsstandigen CX3CR1*-Zelle

In dieser Zeitabfolge eines 45 min langen Videos ist ebenfalls eine Verlangerung der Zellauslaufer
einer gewebsstandigen CX3CR1*-Zelle (grin) visualisiert. Das SHG Signal stellt sich in Blau dar.
Ly6GPE*-neutrophile Granulozyten erscheinen in Rot. A: Zu Beginn der Aufnahme (ca. 200 min
nach Induktion der Laserverletzung) ist eine GFP*-Zelle in Gestalt eines umgedrehten ,,L*s zusehen.
B: 15 min spéter bildet diese Zelle einen ersten kleinen Zellausladufer aus (siehe kleine weille
Pfeilspitze). C: Zum Zeitpunkt von 30 min hat sich der kleine Dendrit wieder zuriickgebildet und
ein anderer Teil der Zelle verl&ngert sich (sie kleine weille Pfeilspitze). D: Nach 45 min ist deutlich
zu sehen, dass die Zelle durch die Ausbildung von Zellauslaufern an beiden Enden verléngert ist.
Kleine weiRe Pfeilspitzen weisen auf die Position dieser Dendriten hin.

Im nédchsten Schritt erfolgte die Quantifizierung der dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen (iber einen Zeitraum von fiinf Stunden. Hiermit
sollten die morphologischen Verdnderungen dieser Zellen Uber die Zeit nach
Laserverletzung quantifiziert werden. Zur Uberprifung des Zellverhaltens im
Ruhezustand wurde eine Kontrollgruppe ohne Laserverletzung auf die gleiche
Weise untersucht. Es wurden durch kontinuierliche in vivo-Aufnahmen die
Zeitpunkte der Bildung von Dendriten der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen

ermittelt.

In Abb. 26 st die Anzahl der dendritenbildenden gewebsstandigen
CX3CR1*- Zellen pro Sichtfeld unter Ruhebedingungen und unter Einfluss einer
sterilen Entzlindung dargestellt.
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Abbildung 26: Anzahl der dendritenbildenden gewebsstandigen
CX3CR1*- Zellen mit und ohne lokalem Laserschaden

Die Gruppe mit Laserverletzung ist mit dem Symbol e dargestellt, wihrend die Kontrollgruppe o
ohne Laserschaden mikroskopiert wurde. Die SEM-Werte sind ebenfalls dieser Darstellung zu
entnehmen, die grau eingefarbten Flachen stellen die AUC dar. Die Anzahl der dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen ist (ber einen Zeitraum von 300 min erfasst worden. Die
Ausbildung von Zellauslaufern in der Gruppe mit Induktion eines Gewebeschadens zum Zeitpunkt
0 min beginnt im Durchschnitt zum Zeitpunkt 180 min und nimmt bis zum Zeitpunkt 300 min um
ca. 85% zu. Daneben ist eine Kontrollgruppe ohne Laserschaden aufgetragen, in der keine
Zellfortsatzbildung der gewebsstdndigen CXsCR1*-Zellen von Zeitpunkt O min bis Zeitpunkt
300 min zu verzeichnen ist. Das Sichtfeld der ausgezahlten Zellen betrégt 588 um x 588 um. Die
jeweilige GroRe der Gruppe betragt n = 4.

In der Gruppe mit Laserverletzung konnte durch den Entziindungsreiz ein
signifikanter Anstieg der dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen
um 85 % gegenliber der Gruppe unter Ruhebedingungen festgestellt werden
(p <0,05). Es konnte ein starker Effekt durch die EffektgréRe von d =2,29
gegenuber der Kontrollgruppe erfasst werden (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Statistische Werte der dendritenbildenden gewebsstandigen
CX3CR1* Zellen/Sichtfeld mit und ohne Laserverletzung

dendritenbildende Zellzahl tber die Zeit/Sichtfeld
gf(vs\/gl;{slsfagg; ?een ohne Laserverletzung mit Laserverletzung
AUC 0 +/- (0) 345 +/- (167,03)
Effektgroiie 2,92
p- Wert 0,006*

Signifikante Werte (p<0,05 sind fettgedruckt und mit * kenntlich gemacht. Bei den AUC Werten
sind (eingeklammert) die SEM Werte zu lesen.
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In der Kontrollgruppe ohne Entzindungsreiz war von Beginn bis Ende der
intravitalmikroskopischen Untersuchung keine Bildung von Zellauslaufern durch
gewebsstandige CX3CR1*-Zellen zu beobachten.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass der Ausléser der Ausbildung von
Zellfortsatzen der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen die sterile Entziindung des
umliegenden Gewebes ist. Unter Ruhebedingung ist keine Bildung von
Zellauslaufern zu verzeichnen. Die Bildung von dendritenartigen Zellauslaufern
stellt also keine physiologische Erscheinung im Gewebe dar und wird durch den

Laserschaden ausgelost.

2. Interaktion von neutrophilen Granulozyten und
gewebsstandigen CX3CR1" - Zellen im interstitiellen Raum

unter Einfluss der Laserverletzung

Neben der Anderung des Phéanotyps wurde der Fokus nun auf die Kontakte und
mdoglichen Interaktionen von dendritenbildenden gewebsstandigen

CX3CR1*- Zellen mit weiteren Immunzellen gelegt.

Intravitalmikroskopische Aufnahmen von CX3CR1GFP-Tieren zeigten, dass durch
die Laserverletzung angelockte neutrophile Granulozyten durch ihr interstitielles
Bewegungsmuster auf stationdre CX3CR1"-Zellen trafen. Durch diese Begegnung
ergaben sich interstitielle Kontakte von Neutrophilen mit stationdren
CX3CR1*- Zellen. Diese Interaktionen der beiden Zellgruppen wurden in vivo in
CX3CR1GFP-Tieren weiterflihrend untersucht.

Eine deutliche Interaktion von einem neutrophilen Granulozyten mit einer
stationdren CX3CR1"-Zelle unter Einfluss der Laserverletzung ist exemplarisch in
Abb. 27 dargestellt. Die hier zu sehende gewebsstandige CX3CR1*-Zelle, mit der
der Neutrophile kommunizierte, hatte bereits zu einem Zeitpunkt > 180 min nach
dem Setzen der Laserverletzung, Zellfortsatze ausgebildet.
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CX3CR1

Abbildung 27: Kontakt eines neutrophilen Granulozyten mit einer
dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*-Zelle

Ein interstitiell migrierender neutrophiler Granulozyt (rot, kleine weil3e Pfeilspitze) bei der
Kontaktaufnahme mit einer gewebsstandigen CX3CR1*-Zelle mit ausgepragter Dendritenbildung
(griin) zu einem Zeitpunkt > 180min nach Setzen der Laserverletzung. Uber einen Zeitraum von ca.
3 min kommuniziert der Neutrophile mit einem dendritenartigen Teil dieser Zelle. Auf die Stelle der
Interaktion weist ein weiBer Pfeil mit Schaft hin. Der Malistabsbalken gibt eine Lange von 20 pum
an.

Zur weiteren Charakterisierung der Interaktionen der beiden Zellpopulationen
wurden neutrophile Granulozyten vor, wahrend und nach der Interaktion mit
dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen verfolgt und deren Wege
ausgewertet. Vergleichend wurde ihnen eine Gruppe ohne Interaktion zum gleichen
Zeitpunkt nach einer Laserverletzung gegeniibergestellt. Untersuchungen ergaben
unterschiedliche Richtungsanderungen der Neutrophilen mit und ohne vorherigen
Kontakt zu gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen mit Zellfortsatzbildung.

In Abb. 28 ist die Richtungsédnderung der neutrophilen Granulozyten mit und ohne
Interaktion mit gewebsstandigen dendritenbildenden CX3CR1'-Zellen unter
Einfluss der Laserverletzung aufgetragen: Aus dieser Darstellung geht deutlich
hervor, dass ca. 90 Prozent der Neutrophilen, die in Kontakt mit gewebsstandigen
CX3CR1*-Zellen traten, von der Laserverletzung weg migrierten. Nur ca. 10
Prozent der Neutrophilen setzten nach der Interaktion unbeeinflusst ihren Weg zur
Laserverletzung fort. Neutrophile, die keinen Kontakt mit dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen aufwiesen, migrierten zu ca. 80 Prozent
weiterhin geradewegs zur Gewebsverletzung. Nur ca. 20 Prozent der neutrophilen
Granulozyten &nderten ihre Richtung auch ohne vorherige Interaktion mit einer
stationaren CX3CR1*-Zelle.
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Abbildung 28: Bewegungsmuster der neutrophilen Granulozyten mit und
ohne Interaktion mit dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen

Auf der y-Achse ist die Richtung der verfolgten migrierenden neutrophilen Granulozyten in Prozent
aufgetragen. Die x-Achse gibt wieder, ob eine Interaktion mit dendritenbildenden gewebsstdndigen
CX3CR1*-Zelle erfolgt ist. Die linke Sdule beschreibt die Bewegungsrichtung der Neutrophilen nach
Kontakt zu gewebsstandigen CX3;CR1*-Zellen, die rechte S&ule zeigt die Bewegungsrichtung der
Neutrophilen ohne vorherigen Kontakt mit diesen Zellen. Das + steht fur eine Interaktion; das — steht
flr keine Interaktion von Neutrophilen mit gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen . Dieser Darstellung
ist zu entnehmen, dass, nach Interaktion mit einer dendritenbildenden gewebsstéandigen
CX3CR1*- Zelle, ca 90 % der Neutrophilen in die entgegengesetzte Richtung des Entziindungsortes
migrieren. Ca. 10 % der Neutrophilen setzen nach der Interaktion unbeeinflusst ihren Weg zur
Laserverletzung fort. Umgekehrt ist dem Graphen zu entnehmen, dass Neutrophile ohne Kontakt zu
dendritenbildenden gewebsstdndigen CX3;CR1*-Zelle zu 80 % weiterhin geradewegs zur
Laserverletzung wandern. Nur ca. 20 % der Neutrophilen &ndern ihre Richtung auch ohne Kontakt
zu einer gewebsstdndigen CXs;CR1*-Zelle. Das Sichtfeld der ausgezéhlten Zellen betragt
588 um x 588 pm und die Anzahl der ausgezahlten Zellen/Tier (n=4) betragt ca.20 Zellen/Gruppe.

Neben der Richtungsédnderung wurden in einer weiteren Untersuchung auch andere
Parameter bezlglich der Neutrophilenmigration erhoben. Durch die Analyse des
Bewegungsmusters der neutrophilen Granulozyten konnte eine Anderung der
Geschwindigkeit, der WVerlagerung der Position der Zellen im Gewebe
(Versetzungsrate) und der Zielgerichtetheit der Bewegung festgestellt werden,
wenn sie zuvor in Kontakt mit stationdren CX3CR1"-Zellen getreten waren. Auch
hierfur wurden Neutrophile mit und ohne Interaktion mit dendritenbildenden

gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen ebenfalls einer Analyse unterzogen.
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Abbildung 29: Analyse des Bewegungsmusters der neutrophilen Granulozyten
mit und ohne Interaktion mit dendritenbildenden gewebsstandigen
CX3CR1*- Zellen

Die Abbildung zeigt drei Graphen, die das Ergebnis der Analyse der Neutrophilenbewegung in
Situationen mit und ohne Kontakt mit dendritenbildenden gewebsstandigen CX3;CR1*-Zelle
veranschaulichen. Jeder schwarze Punkt steht fiir einen interstitiell migrierenden Neutrophilen,
dessen Weg uiber den Zeitraum der Begegnung mit einer gewebsstdndigen CX3CR1*-Zelle verfolgt
und analysiert wurde. A: Durch den Kontakt mit einer dendritenbildenden gewebsstandigen
CX3CR1*-Zelle verringert sich die Geschwindigkeit der Neutrophilen signifikant gegenuber der
Gruppe ohne Kontakt zu Zellauslaufern. B: Treten Neutrophile in Kontakt mit dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1*-Zelle, so verschiebt sich ihre Position im Gewebe signifikant geringer
als die der Zellen der Kontrollgruppe ohne Kontakt. C: Bei der Erhebung der Zielgerichtetheit (einer
dimensionslosen GroRie) der Neutrophilen kann kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Die jeweilige GrolRe der Gruppe betragt n = 4, die Anzahl der analysierten Zellen sind den jeweiligen
Graphen zu entnehmen.

Abb. 29 zeigt, dass Neutrophile, die zuvor Kontakt zu Zellen mit dendritenartigen
Zellauslaufern hatten, sich langsamer im Gewebe bewegten als Neutrophile, die
kontaktlos ihre Migration fortsetzten. Hier konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe mit Kontakt zu dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen im Unterschied zur Zellgruppe ohne Kontakt
festgestellt werden (p < 0,05). Neutrophile, die in Kontakt mit dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen in einer sterilen Entziindung traten, verringerten
folglich ihre Migrationsgeschwindigkeit. Dieses Verhalten untermauert die
Interaktion der beiden Zelltypen. Des Weiteren war in den Untersuchungen zu
sehen, dass Neutrophile mit Interaktion mit einer dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1™-Zelle eine signifikant geringere Verlagerung der
Position aufwiesen als Zellen ohne Kontakt (p < 0,05). Dies bestérkt die Annahme

einer Neutrophilen-Makrophagen-Interaktion.
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Zuletzt wurden die Neutrophilenbewegungen auf Zielgerichtetheit untersucht: hier
zeigte sich, dass es keinen signifikanten Unterschied in der Gruppe mit Kontakt
gegentiber der Gruppe ohne Kontakt gegeben hat. Neutrophile Granulozyten
migrierten mit und ohne Interaktion mit dendritenbildenden gewebsstandigen

CX3CR1*-Zellen mit einer dhnlichen zielgerichteten Bewegung.

In diesem Kapitel wurde die Interaktion von dendritenbildenden gewebsstéandigen
CX3CR1*-Zellen mit neutrophilen Granulozyten und deren Einfluss auf die
Richtungsanderung dieser Zellen aufgezeigt. Treten Neutrophile in Kontakt mit
gewebsstdndigen CX3CR1"-Zellen, so werden sie vom Ort der Entziindung
abgelenkt und steuern in die entgegengesetzte Richtung. Dieser starke
Zusammenhang wurde auch durch die Analyse des Bewegungsprofils der
neutrophilen Granulozyten untermauert: treten Neutrophile in Kontakt mit
dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1'-Zellen so verlangsamten sie
signifikant ihre Geschwindigkeit und wiesen eine ebenfalls signifikant geringere
Versetzungsrate im Gewebe auf. Umgekehrt migrierten Neutrophile ohne Kontakt
mit diesen Zellen schneller durch das Gewebe und konnten gréRere Distanzen
zuriicklegen. Somit fihrt der Kontakt von Neutrophilen mit dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen zu einer Aktivitdtsdampfung der Neutrophilen.

3. Auswirkungen der Depletion neutrophiler Granulozyten
auf die Ausbildung von  Zellauslaufern  der
gewebsstandigen CX3CR1" - Zellen

Da die vorherigen Untersuchungen eine direkte Interaktion von dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen mit neutrophilen Granulozyten aufzeigte, wurde
dieses Verhalten im weiteren Verlauf ndher analysiert. Um die Mechanismen der
Zellausléauferbildung weiter zu untersuchen, kam eine Methode zum Einsatz, mit

der neutrophile Granulozyten aus dem Organismus entfernt werden kénnen.

Mittels eines Ly6G-Antikorpers wurden die neutrophilen Granulozyten in
CX3CR1GFP-Tieren depletiert. Aullerdem wurde eine Kontrollgruppe auf die
gleiche Weise mit dem korrespondierenden Isotyp behandelt. Zum Zeitpunkt 0
wurde ein Laserschaden im Gewebe gesetzt und die gewebsstandigen
CX3CR1*- Zellen auf Dendritenbildung tber einen Zeitraum von fiinf Stunden

intravitalmikroskopisch untersucht.
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Gewebsstandige CX3CR1%-Zellen mit Bildung von Zellfortsatzen eines Sichtfeldes
wurden ausgezahlt und der Zellanzahl einer Isotyp-Kontrollgruppe
gegenubergestellt. Durch intrakardiale Blutabnahme und anschliel}ender Analyse
wurde die Depletion der neutrophilen Granulozyten bei allen Tieren dieser

Versuchsgruppe bestétigt.

Die Ergebnisse der Untersuchung auf Dendritenbildung mit und ohne Depletion der
neutrophilen  Granulozyten wurden im folgenden Graphen (Abb. 30)

Zusam mengefasst.
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Abbildung 30: Anzahl der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen tiber die Zeit mit
und ohne Einfluss der Neutrophilendepletion

In dieser Abb. ist die Anzahl der dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen (ber einen
Zeitraum von 300 min aufgetragen. Die grau eingefarbten Flachen repréasentieren die jeweilige
AUC. Die mit e markierten Punkte stellen die Anzahl der dendritenbildenden gewebsstéandigen
CX3CR1*-Zellen pro Sichtfeld unter Einfluss der Neutrophilendepletion dar, wihrend o markierte
Punkte die Anzahl der gewebsstdndigen CX3;CR1*-Zellen nach Injektion der Isotyp Kontrolle
aufzeigen. Diesem Graphen ist zu entnehmen, dass keine signifikante Erhohung der Anzahl
dendritenbildender gewebsstandiger CXsCR1*-Zellen durch die Depletion von neutrophilen
Granulozyten zu sehen ist. Doch ist durchaus eine frilhere Dendritenbildung der mit
Ly6GPE- behandelten Gruppe zu erkennen: bereits 30 min nach Setzen der Laserverletzung sind
erste  dendritenbildende Zellen zu zdhlen. In der Isotyp-Kontrollgruppe erscheinen
dendritenbildende Zellen erst nach einer Dauer von 60 min nach Induktion der Entzindung. Gegen
Ende der Untersuchung zeigen beide Gruppe eine fast identische Anzahl an dendritenbildenden
Zellen. Das Sichtfeld der ausgezéhlten Zellen betragt 588 um x 588 um. Die jeweilige Grof3e der
Gruppe betrégt n = 4.

Aus Abb. 30 ist zu entnehmen, dass gewebsstandige CX3CR1"-Zellen Ly6G-
behandelter Tiere bis zu einem Zeitpunkt von 120 min eine hohere Ausbildung von

Zellauslaufern als die Isotyp-Kontrollgruppe aufwiesen.
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Durch die Berechnung des p-Wertes ergab sich aber kein signifikanter Unterschied
(siehe Tabelle 14). Die EffektgroRe unterstiitzt diesen Befund durch einen geringen
Effekt (d <0,5). Die Ergebnisse dieser Untersuchung geben Hinweis darauf, dass
die Neutrophilendepletion und das Auftreten der Dendritenbilung ineinem geringen
Umfang voneinander abhangig sind und Neutrophile gewebsstandige
CX3CR1*- Zellen beeinflussen.

Der Zeitpunkt des Auftretens der Dendritenbildung differenzierte sich ebenfalls in
den verschiedenen Gruppen: Nach 30 min waren in der mit Ly6G behandelten
Gruppe bereits erste gewebsstandige CX3CR1"-Zellen mit Ausbildungen von
Zellfortsatzen zu erkennen. Zum gleichen Zeitpunkt waren aber noch keine Zellen
mit Zellfortsatze in der Isotyp-Kontrollgruppe im Gewebe sichtbar. Ab einem
Zeitpunkt von 270 min zeigten beide Gruppe fast identische Anzahlen an
dendritenbildenden Zellen.

Tabelle 14: Statistische Auswertung der Depletionsgruppe und Isotyp-
Kontrollgruppe

gewebsstandige CX3CR1*- .
Zellen Depletion Isotyp-Kontrolle
AUC 1091,25 +/- (134,93) 948,75 +/- (659,70)
Effektgrolie 0,3
relativer Unterschied (%) 86,94
Zuwachs in % 15,02
p- Wert 0,687

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es durch die Depletion neutrophiler
Granulozyten zu einer friheren Dendritenbildung gewebsstandiger CXsCR1*-
Zellen kam, die eine hohere Anzahl dendritenbildender Zellen im Zeitraum von
zwei  Stunden nach  Setzen der Laserverletzung gegenuber  der

Isotyp- Kontrollgruppe aufwies.

4. Zusammenhang von Neutrophileneinstrom und der
Bildung von Zellfortsatzen unter Einwirkung von BoxA
Der néchste Schritt diente der Suche nach dem Stimulus fur die Ausbildung von

Zellfortsatzen der CX3CR1*-Zellen. Hier wurde zunachst die Rolle des

prototypischen DAMPs HMGB1 untersucht.
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Dafur erfolgte vor der Laserverletzung die s.c.-Injektion des HMGBZ1-Inhibitors
BoxA in CX3CR1GFP-Tiere. Eine weitere Gruppe wurde als Kontrolle in derselben
Weise mit dem Solvent PBS behandelt (BoxA-Kontrolle) und beide Gruppen uber

einen Zeitraum von finf Stunden intravitalmikroskopisch untersucht.
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Abbildung 31: Gegenuberstellung der Untersuchung der Ausbildung von
Zellauslaufern unter Einfluss von BoxA und einer Isotyp-Kontrollgruppe mit
PBS nach Setzen einer Laserverletzung

In diesem Graphen stellen die mit @ markierten Punkte die Anzahl der zu den Zeitpunkten gezéhlten
gewebsstandigen dendritenbildenden CX3;CR1*-Zellen unter Einfluss von BoxA dar. Die mit
o markierten Punkte dagegen reprasentieren die Anzahl der Zellen der Kontrollgruppe mit PBS. Die
jeweilige AUC wird durch die in grau und dunkelgrau eingefarbten Flachen dargestellt. Der
Zeitraum der Untersuchung betragt fiinf Stunden. Es ist zu sehen, dass in der mit BoxA-behandelten
Gruppe die Ausbildung von Zellausldufern erst ab dem Zeitpunkt von 240 min beginnt. Dagegen
sind erste Zellfortsatze in der mit dem Isotyp-behandelten Gruppe schon nach wenigen Minuten zu
erkennen -bis zum einem Zeitpunkt von 240 min nimmt die Anzahl der Zellen mit dendritenartigen
Auslaufern zu. Das Sichtfeld der ausgezahlten Zellen betrdgt 588 um x 588 pum. Die BoxA-
Gruppengrol3e ist n = 3 und die der Kontrollgruppe n = 4.

In der Abb. 31 ist zu sehen, dass die gewebsstandigen CXsCR1*-Zellen in der, mit
BoxA behandelten Gruppe, von Zeitpunkt O bis 240 min keine Zellauslaufer
zeigten. Erst ab Zeitpunkt 240 min bis 300 min wiesen ca. 30 Prozent der Zellen
eine Bildung von dendritenartigen Fortsdtzen auf. Dagegen zeigt die
Kontrollgruppe mit dem Isotyp schon zu Beginn bis Ende des VVersuches gegenuber
der BoxA-Gruppe eine signifikante Bildung von Zellauslaufern. Diese
Beobachtung wurde durch einen p-Wert von p =0,004 belegt und durch den
relativen Unterschied und den Zuwachs untermauert (siehe Tabelle 15). Ebenfalls

war ein starker Effekt von d = 3,75 zwischen beiden Gruppen auszumachen.
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Tabelle 15: Statistische Auswertung der Gruppe mit BoxA und der mit dem
Isotypen behandelten Kontrollgruppe

dendritenbildende Zellzahl Uber die Zeit/Sichtfeld
. .
gewebsstandige CX3CR1 BoxA BoxA Kontrolle
Zellen
AUC 130 +/- (67,64) 1233,75 +/- (375,57)
Effektgrofe -3,75
relativer Unterschied (%) 10,54
Zuwachs in % 849,04
p- Wert 0,004*

Hervorzuheben ist auch, dass ab dem Zeitpunkt von 240 min, in der mit BoxA
behandelten Gruppe, erste Zellen mit dendritenartigen Zellauslaufern in

Erscheinung traten.

Im gleichen Experiment wurde auch die Anzahl migrierender neutrophiler
Granulozyten zur Laserverletzung erhoben. In der Abb. 32 ist in einem Graphen die
prozentuale Anzahl gewebsstdndiger CX3CR1™-Zellen in der BoxA-

Kontrollgruppe tiber den Zeitraum von vier Stunden aufgetragen.
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Abbildung 32: Korrelation von Neutrophileneinstrom und Ausbildung von
Zellauslaufern nach Setzen einer Laserverletzung

In diesem Graphen ist die Korrelation des Neutrophileneinstroms in ein Areal von 50 um um die
Laserverletzung mit dendritenbildenden gewebsstdndigen CX3CR1*-Zellen nach sc. Injektion von
BoxA-Kontrolle (PBS) 30 min vor Induktion des Laserschadens zu sehen. Die schwarze Linie
beschreibt das Verhalten der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen unter Einfluss der Laserverletzung.
Die rote Linie beschreibt den Verlauf des Neutrophileneinstroms in das Areal um die
Laserverletzung Uber den Zeitraum von vier Stunden. Es ist zu sehen, dass mit dem kontinuierlichen
Anstieg der Dendritenbildung gewebsstandiger CX3CR1*-Zellen der Einstrom der Neutrophilen
nach ca. einer Stunde sein Maximum erreicht, um bis zum Zeitpunkt von ca. 180 min abzufallen.
Das Sichtfeld der ausgezahlten Zellen betragt 588 um x 588 um. Die Gruppengréfe der BoxA-
Kontrolle istn = 4.
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In diesem Graphen ist zu sehen, dass mit kontinuierlicher Zunahme der
Dendritenbildung die Anzahl der einstromenden Neutrophilen schon nach wenigen
Minuten stark zunahm und nach ca. 100 min ihr Maximum erreichte. Ab diesem
Zeitpunkt infiltrierten immer weniger Neutrophile das Areal um die
Laserverletzung und die Anzahl der migrierenden Zellen fiel rapide ab. Zum
Zeitpunkt von ca. 160 min befanden sich nur noch ein Bruchteil der Neutrophilen

in der Umgebung der Laserverletzung.

Abb.33 zeigt dagegen den Verlauf der einstromenden Neutrophilen der mit BoxA

behandelten Gruppe:
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Abbildung 33: Korrelation von Neutrophileneinstrom und Ausbildung von
Zellauslaufern unter Einfluss von BoxA

In diesem Graphen ist die Korrelation des Neutrophileneinstroms in ein Areal von 50 pm um die
Laserverletzung mit dendritenbildenden gewebsstandigen CXsCR1*-Zellen nach sc. Injektion von
BoxA 30 min vor Induktion des Laserschadens zu sehen. Die schwarze Linie beschreibt das
Verhalten der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen unter Einfluss der Laserverletzung. Die rote Linie
beschreibt den Verlauf des Neutrophileneinstroms in das Areal um die Laserverletzung Uber den
Zeitraum von funf Stunden. Es ist zu sehen, dass durch BoxA es zu keiner Ausbildung von
Zellauslaufern gewebsstandiger CX3CR1*-Zellen bis zu einem Zeitpunkt von ca. vier Stunden
kommt. Der Einstrom der Neutrophilen erreicht nach ca. einer Stunde sein Maximum, hélt sich dort
auf einem Plateau fur ca. zwei weitere Stunden, um ab ca. 180 min abzufallen. Das Sichtfeld der
ausgezahlten Zellen betragt 588 pum x 588 um. Die BoxA-GruppengroRe betragt n = 3.

Diesem Graphen ist zu entnehmen, dass der Neutrophileneinstrom in der mit BoxA
behandelten Gruppe ebenfalls bereits in den ersten Minuten nach Verletzung des
Gewebes einsetzte. Zwischen den Zeitpunkten 30 min und 60 min stieg die Anzahl
der Neutrophilen von 10 Zellen auf eine maximale Anzahl von 70 Zellen pro
Sichtfeld an.
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Zwischen den Zeitpunkten 120 min und 180 min war die Anzahl der Zellen stabil
und der Neutrophileneinstrom pendelte sich auf diesem Plateau ein. Ab dem
Zeitpunkt von ca. 200 min bis zum Ende der mikroskopischen Aufnahmen zum
Zeitpunkt von 300 min nahm die Anzahl der zur Laserverletzung migrierenden
Neutrophilen wieder ab. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war ein prolongierter und

geringerer Neutrophileneinstrom zu beobachten.

In Abb. 33 sind auch die Ergebnisse der ausgezahlten dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen in der mit BoxA behandelten Gruppe zu sehen:
Wie bereits in der vorherigen Abb. 31 beschrieben, waren die ersten
dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen ab dem Zeitpunkt von
240 min sichtbar. Einen kurzen Zeitpunkt friher sank die Anzahl der migrierenden
neutrophilen Granulozyten auf ein niedriges Plateau. Die Ausbildung von
Zellfortsatzen der gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen korreliert also zeitlich mit der

Abnahme der Neutrophilenmigration zur Laserverletzung.

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass BoxA die Dendritenbildung von
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen signifikant unterdriickt und HMGB1 somit ein
Stimulus fur die Ausbildung von Zellauslaufern bei steriler Inflammation ist. Dabei
konnte eine zeitliche Koharenz zwischen dem verminderten prolongierten
Neutrophileneinstrom und dem vermehrten Auftreten der dendritenbildenden

Zellen zur Laserverletzung festgestellt werden.

5. Abhéangigkeit der Ausbildung von Zellauslaufern von
HMGB1

Ein weiteres Experiment diente der Untersuchung der Auswirkungen
unterschiedlicher Redoxformen des DAMPs HMGBL1 auf die Ausbildung von
Zellauslaufern der gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen. Dazu erfolgte vor dem
Beginn der intravitalmikroskopischen Untersuchungen eine Behandlung der
Gruppe von CX3CR1GFP-Tieren durch s.c.-Injektion mit dem nicht oxidierbaren
mutHMGB1. Weitere Tiere wurden mit oxidiertem dsHMGB1 gespritzt und einer
Kontrollgruppe wurde PBS im gleichen Zeitabstand verabreicht. Mit dem 2-
Photonen-Mikroskop erfolgte im Ohrmodell tGber einen Zeitraum von 270 min die
Anfertigung intravitalmikroskopischer Aufnahmen. Im Anschluss wurde die
prozentuale Anzahl der dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*- Zellen
ermittelt.
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Abbildung 34: Darstellung des Einflusses von HMGB1-Redoxformen auf die
Ausbildung von Zellauslaufern der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen

In diesem Graphen ist die unterschiedliche Beeinflussung der Dendritenbildung durch mutHMGB1
und dsHMGBJ1 gegentiber der Kontrollgruppe mit PBS (ber die Zeit aufgetragen. Auf der y-Achse
ist die Anzahl dendritenbildender gewebsstédndiger CXsCR1*-Zellen pro Sichtfeld aufgetragen. Die
x-Achse gibt die Zeitpunkte Uiber eine Dauer von sechs Stunden wieder. Das Symbol e steht fiir die
dsHMGB1 Gruppe und das Symbol v weist die Gruppe aus, die mit mutHMGB1 behandelt wurde.
Die mit o markierten Punkte dagegen reprasentieren die Kontrollgruppe mit PBS. Die grau
eingeféarbten Flachen beschreiben die AUC. Es ist zu sehen, dass die mit dsSHMGB1 behandelte
Gruppe eine groBere Anzahl dendritenbildender Zellen aufweist als die die mit mutHMGB1
behandelte Gruppe und die Kontrollgruppe. Das Sichtfeld der ausgezahlten Zellen betragt
588 um x 588 um. Die jeweilige GroRe der Gruppe mit dSHMGB1 und mutHMGB1 betrdgt n = 4;
fur die Untersuchung mit PBS (als Kontrollgruppe) wurden n = 6 Tiere herangezogen.

Die Abb. 34 stellt die AUC der zwei verschiedenen HMGB1-Redoxformen
mutHMGB1 und dsHMGB1 der Kontrollgruppe mit PBS gegentber: In der mit
dsHMGB1 behandelten Gruppe konnte bereits nach 30 min die Bildung von
Zellauslaufern durch gewebsstandige CX3CR1*-Zellen beobachtet werden. Vom
Zeitpunkt 180 min bis zum Ende der Untersuchung nach 270 min stieg diese auf
ein Plateau von ca. 35 Prozent an. Wird diese Gruppe mit der PBS Kontrollgruppe
verglichen, so ist durch einen p-Wert von p < 0,001 ein signifikanter Unterschied

festzustellen (siehe Tabelle 15).

Zwischen der dsHMGB1 Gruppe und der mutHMGB1 Gruppe war ebenfalls eine
Signifikanz gegeben: Die mit mutHMGB1 behandelten Tiere wiesen signifikant
weniger dendritenbildende gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen auf als die Gruppe,
die mit dsHMGB1 behandelt wurde (siehe Tabelle 16).
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Vergleicht man die mutHMGB1-Gruppe mit der PBS-Kontrolle, so ist zu sehen,
dass die mit mutHMGB1 behandelte Gruppe zum Zeitpunkt 270 min ein Maximum
an dendritenbildenden Zellen aufwies. Dagegen waren in der Kontrollgruppe mit
PBS nie mehr als drei Prozent dendritenbildende Zellen zu z&hlen. Der nicht
signifikante Unterschied dieser beiden Gruppen wird durch einen p-Wert von
p > 0,05 untermauert.

Tabelle 16: Statistische Auswertung der HMGB1-Redoxformen gegentber der
Kontrollgruppe mit PBS

dendritenbildende Zellzahl tiber die Zeit/Sichtfeld
gewebsstandige CX3CR1*- PBS
Zel?en Kontrolle mutHMGB1 dsHMGB1
AUC 1425 +/- 255 +/- 1773,75 +/-
(162,04) (234,63) (434,47)
dsHMGB1 vs PBS Kontrolle <0,001**
dsHMGB1 vs mutHMGB1 <0,001**
mutHMGB1 vs PBS Kontrolle 1

** durch ANOVA ermittelte signifikante p-Werte

AbschlieRend ist aufzufiihren, dass die Dendritenbildung der CX3CR1"-Zellen
durch oxidiertes HMGB1 ausgeldst wird, wéhrend reduziertes HMGB1 keinen
Effekt hatte.

6. Herkunft der gewebsstandigen CX3CR1" - Zellen

Nachdem die Mechanismen der Dendritenbildung in den vorangegangenen
Kapiteln geklart wurden, erfolgte als ndchstes die Untersuchung der Herkunft der

gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen.

Dafur wurden in diesem Teil der Untersuchung zwei Gruppen verschiedener
Knochenmarkchimaren erstellt: In der ersten Gruppe wurde das Knochenmark von
C57BL6/J (Wildtyp-)-Spendertieren in CX3CR1GFP-Tiere injiziert und nach acht
Wochen das Ohrgewebe mit dem 2-Photonen-Mikroskop auf gewebsstandige
CX3CR1*-Zelle untersucht. Die zweite Gruppe mit C57BL6/J-Empféangertieren
erhielt Knochenmark von CX3CR1GFP-Tieren und wurde ebenfalls im gleichen

Abstand intravitalmikroskopisch ausgewertet.

Zuerst sollen die Ergebnisse der CX3CR1GFP-Tiere aufgefuhrt werden, denen

Wiltyp-Knochenmark transplantiert wurden:
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Trotz der Transplantation von C57BL/6J Knochenmark in CX3CR1GFP-
Empféangertiere waren nach acht Wochen immer noch dendritenbildende
CX3CR1"-Zellen im Gewebe vorhanden. In Abb. 35 ist exemplarisch die
Auswertung acht Wochen nach der Transplantation anhand einer
Ubersichtsaufnahme zu sehen. In funf von fiinf Tieren konnten gewebsstindige
CX3CR1*-Zellen gezahlt werden, die immer noch die Féhigkeit zur Ausbildung von

Zellauslaufern im Zusammenhang mit einer sterilen Entziindung besal3en.

Abbildung 35: Aufnahme acht Wochen nach Transplantation von C57BL/6J-
Knochenmark in CX3sCR1-Empféangertiere

Aufnahme einer exemplarischen Chiméare mit dem 2-Photonen-Mikroskop. Trotz der
Transplantation von C57BL/6J-Knochenmark in CX3CR1GFP-Empfangertiere waren nach acht
Wochen immer noch dendritenbildende CX3CR1-Zellen im Gewebe vorhanden. In Weil sind die
GefalRe dargestellt, Grun steht fur die CX3CR1*-Zellen; die Neutrophilen sind in der Farbe rot
angefarbt. Durch das SHG Signal stellt sich das umliegende Gewebe in Blau dar. Die
autofluoreszierenden Haarfollikel sind mit weilen Pfeilspitzen gekennzeichnet. Die Laserverletzung
wurde ca.200min vor dieser Aufnahme mit dem 2-Photonen-Mikroskop gesetzt und ist mit einem
weillen Sternchen gekennzeichnet. Das Sichtfeld betragt 588 um x 588 um. Der MaRstabsbalken
gibt eine L&nge von 50 um an. A: In dieser in vivo-Aufhahme ist zu erkennen, dass acht Wochen
nach der Transplantation immer noch dendritenbildende immobile CX3;CR1*-Zellen im Gewebe
vorhanden sind. Kleine weiRe Pfeilspitzen markieren die Position der Haarfollikel. B: VVergréRerung
eines Bildausschnittes aus Bild A - hier ist eine gewebsstdndige CX3;CR1*-Zelle mit
Dendritenbildung zu sehen. Die kleinen weilRen Pfeilspitzen markieren die Zellauslaufer dieser
Zelle.

Umgekehrt wurden in einem weiteren Experiment nach der Bestrahlung von
C57BL/6J-Empféangertieren, der Transfer isolierter Knochenmarkszellen von
CX3CR1GFP-Spendertieren durch eine i.v.-Injektion vorgenommen. Die

Auswertung dieser Gruppe erfolgte acht Wochen spéter ebenfalls im Ohrmodell.
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Abbildung 36: Aufnahme acht Wochen nach Transplantation von
CX3CR1GFP-Knochenmark in C57BL/6J-Empféangertiere

In dieser in vivo-Aufnahme mit dem 2-Photonen-Mikroskop stellen sich CX3;CR1*-Zellen in Griin
dar, Ly6GPE* Zellen erscheinen in Rot — das SHG Signal ist in Blau zu sehen. Ein weil3er Stern
weist auf die Laserverletzung hin, die ca. 200 min zuvor im Gewebe gesetzt wurde. Kleine weil3e
Pfeilspitzen markieren die autofluoreszierenden Haarfollikel. Nach acht Wochen waren durch die
Transplantation von  CX3CR1GFP-Knochenmark in  C57BL/6J-Empféngertiere  keine
dendritenbildenden CX3;CR1*-Zellen mehr im Gewebe vorhanden. Das Sichtfeld betrégt
588 um x 588 um. Der MaRstabsbalken gibt eine L&nge von 50 pum an.

Wie exemplarisch in der obenstehenden Abb. 36 visualisiert, waren in nur zwei von
sechs transplantierten C57BL/6J-Tieren gewebsstandige CX3CR1*-Zellen zu

sehen.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass gewebsstandige CX3CR1*-Zellen
bestrahlungsresistent sind und mdglicherweise langsam durch Zellen aus dem

Knochenmark ersetzt werden konnen.

7. Charakterisierung der gewebsstandigen CX3CR1" - Zellen

in der sterilen Inflammation ex vivo

Durch immunhistologische Farbungen wurden in diesem Abschnitt der Arbeit die
Oberflachenmarker dendritenbildender gewebsstandiger CX3CR1*-Zellen in situ
charakterisiert. Dazu wurde ein Whole Mount Staining entwickelt, um den
zelluldren Kontext und die physiologische Struktur des murinen Ohrgewebes zu
erhalten. Wie bereits in der aktuellen Publikation von Gordon et al. beschrieben,
lassen sich gewebsstandige Makrophagen unter anderem mit Hilfe der etablierten
Oberflachenrezeptoren F4/80 [179] und CD68 [185] spezifizieren [154].
Dendritische Zellen lassen sich Uber den Rezeptor CD11c markieren [209, 216].
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Durch die Antikorper gegen F4/80 und CD11c wurden Makrophagen und
dendritische Zellen im Ohrgewebe charakterisiert. Das im Zytosol befindliche,
endogene GFP Signal der CX3CR1%-Zellen blieb erhalten und konnte ebenfalls
detektiert werden. Durch eine anschlieende Kernfarbung wurde die Lokalisation

dieser Zellen verifiziert.

Abbildung 37: Konfokale Ubersichtsaufnahme des dermalen Whole Mount
Stainings ohne Laserverletzung

Immunhistologische Farbung mit HOECHST (Zellkernfarbung, hier in Blau), F4/80 (rot) und
CD11c (weiR). In dieser Ubersichtsaufnahme im Ruhezustand sind viele CX3CR1*, F4/80* und
CD11c* Zellen zu sehen. Durch die Farbung lasst ich auch die perivaskulére Position der angefarbten
Zellen darstellen (siehe weilRer Pfeil mit Schaft). Weille Pfeilspitzen markieren die Position der
Haarfollikel im Gewebe. Die GrolRe des Sichtfeldes betragt 607,28 um x 607,28 um. Der
Malstabsbalken gibt eine Lange von 50 um an.

In dieser Farbung in Abb. 37 ohne Gewebeschaden konnten gewebsstéandige
CX3CR1"-Zellen detektiert werden. Es zeigte sich, dass sich gewebsstandige
CX3CR1"-Zellen sowohl als F4/80* als auch CD11c" darstellen und dariiber hinaus

in manchen Fallen auch zur selben Zeit F4/80 und CD11c exprimieren.
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Im néchsten Schritt wurde die Dendritenbildung der gewebsstiandigen
CX3CR1"- Zellen durch eine Laserverletzung des Gewebes stimuliert und die
immunhistologische Farbung mit den oben genannten Antikorpern durchgefihrt: In
Abb. 38 ist eine konfokale Ubersichtsaufnahme der Dermis mit angefarbten
dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen nach Setzen der

Laserverletzung zu sehen.

Abbildung 38: Konfokale Ubersichtsaufnahme des dermalen Whole Mount
Stainings mit Laserverletzung

Immunhistologische Farbung mit HOECHST (Zellkernfarbung, hier in blau), F4/80 (rot) und CD11c
(weiB). In dieser Ubersichtsaufnahme mit Laserverletzung sind viele CX3CR1*, F4/80* und CD11c*
Zellen zu sehen. Die autofluoreszierende Laserverletzung ist mit einem weillen Sternchen markiert.
Der weille Pfeil mit Schaft zeigt auf eine dendritenbildende CX3CR1*/F4/80*/CD11c* Zelle in der
Néhe der Laserverletzung. Kleine weifl3e Pfeilspitzen markieren die Position der Haarfollikel. Die

Grolke des Bildes betrégt 607,28 pm x 607,28 um. Der Mal3stabsbalken gibt eine Lange von 50 um
an.

Um die Verletzung herum lagen CX3CR1*-, F4/80"- und CD11c*-Zellen zwischen
den Haarfollikeln im dermalen Gewebe verteilt. Wie in der Aufnahme unter
Ruhebedingung in Abb. 37 farbten sich die gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen in

unterschiedlichen Kombinationen mit F4/80 und CD11c an.
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Diese Inhomogenitat wird noch deutlicher in der untenstehenden Abb. 39: Die
Aufnahme zeigt die Expression von F4/80 und CD11c mehrerer gewebsstandiger
CX3CR1"-Zellen in einem Gewebsabschnitt unter Bedingung einer sterilen
Entzindung. Hier ist sowohl deren teilweise perivaskuldare Lage als auch deren

Dendritenbildung zu erkennen.

CX3CR1

Abbildung 39: Konfokale Grollaufnahme mehrerer gewebsstandiger
CX3CR1*/F4/80*/CD11c*-Zellen  unter Bedingungen einer  sterilen
Inflammation

Immunhistologische Farbung mit HOECHST (Zellkernfarbung, hier in Blau), F4/80 (rot) und
CD11c (weil3). Die ausgeprégte Dendritenbildung der betreffenden Zellen ist durch kleine weilie
Pfeilspitzen markiert. Die Grol3e des Bildes betrégt 210,06 um x 210,06 um. Der MaRstabsbalken
gibt eine L&nge von 20 um an.

Die immunhistologische Farbung konnte weiterhin zeigen, dass gewebsstandige
CX3CR1*-Zellen nicht nur doppelt positiv fiir F4/80 und CD11c waren, sondern

auch einzelne CX3CR1"-Zellen nur fiir den Marker F4/80 positiv waren.

Eine solche Zelle mit ausgepréagter Dendritenbildung ist exemplarisch in Abb. 40
in einer weiteren Aufnahme nach Setzen einer Laserverletzung im umliegenden
Gewebe illustriert. Diese Zelle ist F4/80", gleichzeitig aber CD11c".
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Abbildung 40: Gewebsstandige CX3sCR1/F4/80*/CD11c Zelle in der Néhe der
Laserverletzung

Immunhistologische Farbung mit HOECHST (Zellkernfarbung, hier in Blau), F4/80 (rot) und
CD11c (weiR). Die dargestellte dendritenbildende gewebsstandige CXsCR1*-Zelle ist F4/80%,
gleichzeitig aber CD11c. Kleine weilBe Pfeilspitzen weisen auf die ausgepragte Bildung von
Zellauslaufern hin. Der linke Zellauslaufer kontaktiert eine weitere Zelle (hier dargestellt durch
einen Zellkern in Blau). Die GroRe des Bildes betrégt 85,5 um x 85,5 um. Der Mal3stabsbalken gibt
eine L&nge von 10 um an.

In der Aufnahme aus Abb. 40 ist die dargestellte CX3CR1/F4/80%/CD11c -Zelle
mit zwei ausgepragten Bildungen von Zellfortsdatzen zu sehen. Mit dem linken

Zellauslaufer kontaktiert sie eine weitere Zelle.

In einer weiterfuhrenden Untersuchung wurden Féarbungen mit F4/80 und CD68
angefertigt und in der gleichen Weise mit dem konfokalen Mikroskop ausgewertet;

das Ergebnis ist in Abb. 41 zu sehen.
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Abbildung 41: Konfokale Aufnahme einer immunbhistologischen Farbung mit
F4/80 und CD68 nach Induktion eines Laserschadens im angrenzenden
Gewebe

Immunbhistologische Farbung mit HOECHST (Zellkernfarbung, hier in Blau) und CD68 (rot). Die
mit einer kleinen weillen Pfeilspitze gekennzeichnete dendritenbildende gewebsstandige CX3CR1*
Zelle ist F4/80" und CDG68* Die GroRe des Bildes betragt 210,06 um x 210,06 um. Der
Malstabsbalken gibt eine Lange von 20 um an.

Wie der Abb. 41 zu entnehmen ist, exprimieren dendritenbildende gewebsstandige
CX3CR1*-Zellen unter Bedingung einer sterilen Inflammation ebenfalls den
Oberflachenmarker CDG68.

Um auszuschlieRen, dass es sich bei den Farbungen um Autofluoreszenz oder
unspezifische Bindungen der AntikOrper handelt, wurden korrespondierende
Isotyp-Kontrollen angefertigt und mit Hilfe des konfokalen Mikroskops mit exakt
gleichen Einstellungen der Referenzwerte ausgewertet. In Abb. 42 und Abb. 43 sind

die korrespondierenden Isotyp-Kontrollen fur CD11c und F4/80 zu sehen:
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Abbildung 42: Gegenuberstellung der Farbung mit CD11c und der Isotyp-
Kontrolle 1gG

A: In dieser Farbung wurden Dermal Sheets eines CX3CR1GFP-Tiers mit HOECHST (blau) und
dem priméren Antikorper CD11c armenischer Hamster anti Maus und dem sekundéren Antikorper
Ziege anti armenischer Hamster AF647 (weiR) behandelt. CX3CR1*-Zellen stellen sich in Griin dar.
B: In dieser Farbung wurden Dermal Sheets eines CX3;CR1GFP-Tiers mit HEOCHST (blau) und
dem priméren Antikorper 1gG armenischer Hamster anti Maus und dem sekundaren Antikorper
Ziege anti armenischer Hamster AF647 (wei) behandelt. CX3CR1*-Zellen stellen sich in Griin dar.
Es ist keine spezifische Zellbindung im Vergleich zur Positivkontrolle aus Bild A zu sehen. Kleine
weille Pfeilspitzen markieren in beiden Bildern die jeweilige Position der Haarfollikel mit
autofluoreszierenden Haarstimpfen. Die GroRe der Bilder betrdgt 700,19 pm x 700,19 pum. Der
Mal3stabsbalken gibt eine L&nge von 50 pm an.

% 3 N ;. d =

Abbildung 43: Gegenuberstellung der Farbung mit F4/80 und der Isotyp-
Kontrolle 1gG2a

A: Féarbung eines CX3;CR1GFP-Tiers mit HOECHST (blau) und F4/80 (rot). Die Zellen grenzen
sich gut von der Umgebung ab. CX3CR1*-Zellen stellen sich in Grin dar. B: In dieser Farbung
wurden Dermal Sheets eines CX3CR1GFP-Tiers mit dem primédren Antikdrper 1gG2a Ratte anti
Maus und dem sekundéren Antikdrper Ziege anti Ratte A594 (rot) behandelt. CX3CR1*-Zellen
stellen sich in Griin dar. Es ist keine spezifische Zellbindung zu sehen. Kleine weille Pfeilspitzen
markieren in beiden Bildern die jeweilige Position der Haarfollikel mit autofluoreszierenden
Haarstiimpfen. Die GroRe der Bilder betrégt 700,19 pum x 700,19 um. Der Mal3stabsbalken gibt eine
L&nge von 50 pm an.
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Abbildungen 42 und 43 beweisen, dass beide korrespondierenden Isotyp-
Kontrollen negativ waren und untermauern dadurch die Spezifitdt der genutzten

Antikorper.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass dendritenbildende gewebsstandige
CX3CR1*-Zellen unter der Bedingung einer sterilen Inflammation keine homogene
Zellpopulation bilden und die Oberflachenmarker F4/80, CD11lc und CDG68

exprimieren kénnen.

Daran anschlieBend wurde die etablierte und verifizierte Féarbung fur eine
Quantifizierung der verschiedenen Zellpopulationen herangezogen.

7.1. Charakterisierung der verschiedenen gewebsstandigen
Zellpopulationen in der sterilen Inflammation ex vivo

Dieser Abschnitt behandelt die Quantifizierung der gewebsstdndigen CX3CR1"-,

F4/80"- und CD11c"-Zellen nach Laserverletzung ex vivo durch das zuvor etablierte

Whole Mount Staining. Dazu wurden die Dermal Sheets einer Gruppe von

CX3CR1GFP-Tieren, in der wie oben beschriebenen Weise, mit den Antikdrpern

anti-F4/80 und anti-CD11c geféarbt und anschlieend durch manuelle Auszéhlung

quantifiziert.

A

F4/80+ CD1lc+
CX3CR1+
28%

F4/80+ CD11lc+

9% 9%

.
CX3CR1+ CD11c+

CD1lc+ CX3CR1+
¢ 4% 1% 2%

o
% CX3CR1+

CD1llc+ 4%
2%

Abbildung 44: Quantifizierung der gewebsstandigen CX3CR1*-, F4/80*- und
CD11c*-Zellen unter Bedingungen der sterilen Inflammation im Whole Mount
Staining ex vivo

A: In diesem Diagramm sind die verschiedenartigen Zellpopulationen nach ihren
Oberflachenrezeptorexpressionen aufgeteilt. Angeflihrt werden sie von einer F4/80*/CX3;CR1
/CD11c-Population mit 39 %, gefolgt von 28 % gewebsstdndigen CX3CR1*/F4/80*/CD11c*-
Zellen. Das Schlusslicht bildet die Zellgruppe von gewebsstandigen CX3CR1*/F4/80/CD11c*-
Zellen. B: Darstellung der Uberlappung der verschiedenen Zellpopulationen und ihren Markern. In
Grin sind CX3CR1*-Zellen dargestellt, in Rot F4/80*-Zellen. In Grau ist die Population von
CD11c*-Zellen zu erkennen. Die Grof3e der Gruppe betragt n = 3.
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Dem Diagramm A in Abb. 44 ist zu entnehmen, dass die Zellpopulationen durch
eine bemerkenswert groRe Gruppe von F4/80*/CX3CR17/CD11c-Zellen angefihrt
wurde (39%), dicht gefolgt von einer groRen Zellpopulation von gewebsstandigen
CX3CR1*/F4/80*/CD11c*-Zellen mit 28 %. Als nachstes folgten gewebsstandige
CX3CR1*-Zellen, die zusatzlich den Oberflachenmarker F4/80* exprimierten
(17%) und CD1lc® waren. Zudem war eine Population von CXsCR1
/F4/80%/CD11c*-Zellen (9%) nachweisbar.

Das Schlusslicht bildeten mit 4 % einfach CX3CR1"-Zellen gefolgt von 2 % einfach
CD11c*-Zellen. Mit nur 1 % traten die seltenen gewebsstdndigen CX3CR1"-Zellen

auf, die zuséatzlich nur CD11c exprimierten.

In diesem Abschnitt der Arbeit konnte gezeigt werden, dass gewebsstandige
CX3CR1"-Zellen in der sterilen Inflammation eine inhomogene Gruppe sind und
sich hinsichtlich ihrer Markerexpression von F4/80 und CD11c unterscheiden.
Ungefahr ein Drittel aller gezahlter Zellen war CX3sCR1%/F4/807/CD11c".

7.2. Quantifizierung  der  dendritenbildenden  gewebsstéandigen
CX3CRL1*- Zellen ex vivo

Um explizit die dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen zu

charakterisieren, wurden bei einer weiteren Auswertung nur CX3CR1*-Zellen mit

Ausbildung von Zellfortsatzen ausgezahlt.
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Abbildung 45: Quantifizierung der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen mit
Ausbildung von Zellfortsatzen nach Induktion einer Laserverletzung ex vivo

In diesem Ringdiagramm ist zu sehen, dass Uber die Hélfte der dendritenbildenden gewebsstandigen
CX3CR1*-Zellen sowohl F4/80 als auch CD11c exprimieren. Die Gréf3e der Gruppe betragt n = 3.

So ist der der Abb. 45 zu entnehmen, dass die Mehrheit der dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen sowohl die Oberflachenmarker fiir F4/80 als
auch fiur CD1l1c exprimierten (52 %). Auf diese groRe Population an
CX3CR1*/F4/80*/CD11c* folgte eine Gruppe ausschlieRlich
CX3CR1*- dendritenbildender Zellen mit 15%. Daran schlieft sich eine
CX3CR1*/F4/80*/CD11c-Zellfraktion mit 32% an. Ahnlich wie im Diagramm in
Abb. 43 nahmen dendritenbildende gewebsstandige CX3CR1*- Zellen, die sich
zusatzlich mit anti-CD11c anfarben lieBen, die am wenigsten vertretene

Zellpopulation mit 1 % ein.

Zusammenfassend konnte eine leitende Zellpopulation von gewebsstdndigen
CX3CR1*-Zellen mit Bildung von Zellauslaufern herausgearbeitet werden, die
uberwiegend die Oberflachenmarker F4/80 und CD11c aufweist. Gewebssténdige
CX3CR1*-Zellen kénnen also sowohl den Makrophagenmarker F4/80 als auch den

dendritischen Zellmarker CD11c exprimieren.
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8. Dendritenbildung im
Clec9a- Cre; Rosa26- tomato; CX3CR1GFP- Modell in
Vivo

Da die Charakterisierung der  dendritenbildenden  gewebsstandigen
CX3CR1*- Zellen gezeigt hat, dass diese Zellen sowohl dendritische Zellmarker als
auch  Makrophagenmarker exprimieren, wurde das Clec9a-Cre;Rosa26-
tomato;CX3CR1GFP-Mausmodell fur in vivo-Untersuchungen hinzugezogen.
Unter Kontrolle des Clec9a-Promotors (dieser ist spezifisch fir dendritische Zellen)
stellen sich dendritische Zellen im 2-Photonen-Mikroskop in roter Farbe dar,
wahrend weiterhin CX3CR1%-Zellen GFP exprimieren und in Griin erscheinen.
Dadurch ist im Gegensatz zur ex vivo-Analyse eine dynamische Untersuchung in
vivo moglich. Wie in den vorangegangenen Experimenten wurde die Videosequenz
vor der Laserverletzung erstellt (um die immobilen Zellen zu verifizieren), danach
der Gewebsschaden gesetzt, um anschliefend das Verhalten dieser Zellen unter

Bedingungen einer sterilen Entziindung zu analysieren.

Das Sichtfeld eines Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP-Tieres im Ohrmodell
durch das 2-Photonen-Mikroskop nach Setzen einer Laserverletzung ist in der
untenstehenden Abb. 46 zu sehen. Im Folgenden werden Clec9a*-Zellen als RFP*-
Zellen aufgefiihrt und CX3CR1*-Zellen als GFP*-Zellen.
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Abbildung 46: Sichtfeld im Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP-Modell
mit Laserverletzung

In dieser in vivo-Aufnahme einer Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3;CR1GFP-Maus wurde vor ca.
180 min eine Laserverletzung gesetzt (der autofluoreszierende Gewebeschaden ist in dieser Abb.
mit einem Sternchen markiert). Clec9a*-Zellen sind mit einem roten fluoreszierenden Protein (RFP)
in Rot sichtbar, wahrend CX3CR1*-Zellen das grin fluoreszierende Protein (GFP) exprimieren und
sich in griner Farbe darstellen. Der weille Pfeil mit Schaft markiert eine exemplarische
CX3CR1*- Zelle, die ca. finf Stunden nach Setzen der Laserverletzung einen Zellfortsatz in
Richtung des Entziindungsherdes ausbildet. Kleine weiRe Pfeilspitzen markieren die Position von
Haarfollikeln. Das Sichtfeld betragt 588 um x 588 um. Der Mal3stabsbalken gibt eine L&nge von
50 um an.

Um die verschiedenen Zellpopulationen innerhalb der Gruppe der gewebsstandigen
immobilen Zellen zu quantifizieren, wurde Videomaterial Uber ca. sieben Stunden
angefertigt und mittels des Software-Programms Imaris ausgewertet. Dazu wurden
drei Subpopulationen an gewebsstandigen immobilen GFP*/RFP-bzw. GFP/RFP*-
Zellen und die doppelt positive GFP*/RFP*-Zellpopulation ausgezahlt, indem die

Aufnahmen vor der Laserverletzung mit denen danach verglichen wurden.

In der untenstehenden Graphik in Abb. 47 ist eine Gegenuberstellung der
Auswertung der Dendritenbildung der verschiedenen, zuvor aufgefuhrten,

Zellpopulationen zu sehen:
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Von insgesamt 16 GFP/RFP*-Zellen haben durchschnittlich 25 % Dendriten
ausgebildet, wahrend von 12 GFP*/RFP-Zellen 75% (9 Zellen) eine
Dendritenbildung nach der Induktion des Gewebeschadens zeigten. Die Gruppe der
RFP*/GFP*-Zellen war die am geringsten vertretene Zellpopulation mit insgesamt
11 gezahlten Zellen; davon zeigten aber nur ca. 18 % der Zellen eine

Dendritenbildung unter Einfluss einer sterilen Inflammation.

100% —— —— —— —
80%
60%
40%
20%

0%

gewebsstandige
Zellen/Sichtfeld
(%)

RFP+ GFP+ RFP+/GFP+
Zellen ohne
Dendritenbildung 4 ! 3
® dendritenbildende ) 333535355 3 0,666666667
Zellen
Abbildung 47: Dendritenbildung im Clec9a-Cre;Rosa26-

tomato;CX3CR1GFP-Mausmodell

Prozentuale Darstellung der dendritenbildenden GFP/RFP*-, GFP*/RFP- und GFP*/RFP*-
Zellpopulationen unter Bedingungen der sterilen Inflammation. GFP* Zellen sind CX3CR1*-Zellen
und RFP*-Zellen stehen fur Clec9a*-Zellen. Die GFP*/RFP-Zellpopulation zeigt eine um 50 %
hohere Anzahl dendritenbildender Zellen, als die GFP*/RFP*-Gruppe und eine um ca. 57 %
gesteigerte Dendritenbildung gegeniiber der GFP*/RFP*-Zellpopulation. Das Sichtfeld der
ausgezahlten Zellen betrégt 588 um x 588 um. Die GruppengrofRe betragt n = 3

In Abb. 48 ist die Bildung eines Zellfortsatzes einer GFP*/RFP"-Zelle exemplarisch
illustriert; die Aufnahmen sind ca. flnf Stunden nach Induktion der Laserverletzung
entstanden. Sichtbar ist zum Zeitpunkt O die elliptische Form der Zelle, umgeben
von GFP/RFP*-, GFP*/RFP- und GFP*/RFP*-Zellen. Uber einen Zeitraum von
ca. 30 min. ist den Bildern zu entnehmen, wie diese Zelle zwei Zellausldaufer

aushildet.
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Abbildung 48: Exemplarische Ausbildung von Zellfortsatzen einer CX3CR1*-
Zelle im Clec9a-Cre;Rosa26-tomato; CX3CR1GFP-Mausmodell

Die Zellfortsatzbildung im Clec9a-Cre;Rosa26-tomato; CX3CR1GFP-Mausmodell findet in diesem
Beispiel Uber einen Zeitraum von ca. 30 min statt. CX3CR1*-Zellen fluoreszieren in Grin,
Clec9a*- Zellen stellen sich in Rot dar. Die Aufnahmen sind ca. finf Stunden nach Setzen der
Laserverletzung entstanden. Der Malstabsbalken gibt eine L&nge von 20 um an. A: Zum
Zeitpunkt 0 sind keine Dendriten zu sehen; die Zelle erscheint in einer ellipsoiden Gestalt. B: Nach
10 min bilden sich zwei Zellfortsatze aus, die in diesem Bild mit kleinen weiRen Pfeilen markiert
sind. C: Zum Zeitpunkt von 20 min verlangern sich die Zellfortsitze und der Aktionsradius der Zelle
vergrofRert sich. Zwei weile Pfeilspitzen weisen darauf hin. D: Weitere 10 min spater ist deutlich zu
sehen, dass sich die Zellfortsdtze nochmals verlangert haben. Die weilRen Pfeile markieren nun die
Position der Dendriten nach einer Zeit von 30 min.

Durch das Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP-Mausmodell konnte somit
bestatigt werden, dass auch hier die gewebsstandigen CXsCR1*-Zellen die
Fahigkeit besitzen, unter Einfluss einer sterilen Entziindung Zellfortsatze
auszubilden. Hierbei handelt es sich somit um Makrophagen und nicht um
dendritische Zellen.
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VI.  DISKUSSION

1. Wahl der Tierstamme

Die Wahl des Versuchstiers Maus begriindet sich auf der diversen Auswahl an
transgenen Stdmmen, die passend zum experimentellen Setting und der initialen
Theorie ausgewahlt werden kdnnen. Hilfreich ist auch die zeitsparende Ziichtung
durch den schnellen Generationswechsel, die unkomplizierte Haltung und das leicht
zu erlernende Handling dieser Tiere. In dieser Arbeit wurden zwei transgene
Mausstamme far die in vivo-2-Photonen-Mikroskopie, die
Knochenmarktransplantation und ex vivo fur  immunhistologischen

Fluoreszenzfarbungen herangezogen:

Die von Jung et al. [112] generierten CX3CR1GFP (Fraktalkine-Rezeptor) -Tiere
wurden fir in vivo- und ex vivo-Untersuchungen der Interaktion von
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen mit neutrophilen Granulozyten verwendet. Fir
die immunhistochemischen Fluoreszenzfarbungen zur Charakterisierung der
gewebsstandigen dendritenbildenden CX3CR1"-Zellen wurde ebenfalls auf diese
Linie zuruckgegriffen. Neben der groRten Zellpopulation der Makrophagen
exprimieren auch ein Teil der Monozyten, Subpopulationen von NK-Zellen und
dendritischen Zellen, Neuronen, Mikroglia und aktivierte Endothelzellen das
GFP [112].

Schraml et al. [215] konnten 2013 in einem weiteren transgenen Mausmodell
Clec9a-Cre den fir dendritische Zellen spezifischen Rezeptor DNGR-1 (Clec9a)
markieren. So konnten Vorlaufer von konventionellen DCs (cDCs) durch die
Expression des DNGR-1-Rezeptors analysiert und von  anderen
Leukozytenpopulationen abgegrenzt werden. Genetische Verfolgungen des
DNGR-1-Gens haben gezeigt, dass spezifisch die Zellen markiert werden, die
traditionell der DC-Linie zugeschrieben sind. In einigen Geweben werden somit
auch Monozyten und Makrophagen als Abkémmlinge von DC-Vorlauferzellen
detektierbar [215]. Durch die Verpaarung mit dem CX3CR1GFP-Mausstamm
entstand das Mausmodell Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP, mit dem die
Maoglichkeit gegeben war, das Verhalten endogen markierter Makrophagen und

dendritischer Zellen in vivo zu analysieren.
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2. Das Ohrmodell im 2-Photonen-Mikroskop

Fur die Visualisierung der sterilen Entziindung und des Zusammenspiels der
verschiedenen Immunzellpopulationen musste ein geeignetes Modell gefunden
werden, welches einfach in der Préparation und Darstellung der Mikrozirkulation
und stabil genug fur intravitalmikroskopische Aufnahmen Uber einen l&ngeren
Zeitraum ist. Die Praparation des Musculus Cremaster erfordert viel Ubung und
stellt eine invasive Methode dar. Es ist nur die Verwendung von méannlichen
Mausen moglich; dadurch entsteht ein Zuchtlberschuss. Bereits durch die
Darstellung des Muskels und das Aufspannen und Feststecken des dunnen
Hautchens, wird eine Entzindungsreaktion hervorgerufen [229]. Auch die
thermische Verletzung der Leber sowie die Pankreasentziindung kommen als in
vivo-Modelle der sterilen Inflammation nicht in Frage, da es durch Praparation und
Manipulation der Organe zu Beeintrachtigungen der Ergebnisse kommen kann.
Durch die Lage in der Bauchhdhle missen die Organe zuerst durch Laparotomie
der Peritonealhdhle entnommen werden, um dann durch Halterungen in Position
gehalten werden. Es handelt sich hier um invasive Eingriffe, die die

Uberlebensdauer des Tieres in Narkose verringert.

Die minimalinvasive Praparation des Ohrmodells begriindet sich auf der leichten
Zuganglichkeit des Ohrs: Durch feine Nadeln wird das Gewebe auf der Stage
gespannt und festgesteckt. Die Stelle fur die intravitalmikroskopischen Aufnahmen
wird in einer Distanz zu den Nadeleinstichen in unversehrtem Gewebe
durchgefuhrt. Dariiber hinaus werden die Aufnahmen wenig von respiratorischen
Bewegungen gestort. Das Modell ist durch Ubung gut zu erlernen und kann durch
die nicht-invasive Praparation fur Aufnahmen je nach Stabilitat der Narkose von
bis zu sieben Stunden verwendet werden. Im Vergleich zum Cremaster-Modell
konnen Tiere beider Geschlechter verwendet werden. Durch einen fokussierten
Laserstrahl erfolgt die Schaffung einer lokalen Gewebsnekrose. Auf diese Weise
ist es moglich das interstitiellen Migrationsverhalten  verschiedener

Leukozytenpopulationen zu analysieren.

Ebenfalls eignet sich das Ohrgewebe nach der Entfernung der Epidermis fiir Whole
Mount Stainings: Die zuvor gesetzten Laserverletzungen waren selbst nach der
Behandlung mit Fixationsmitteln, Blockldsungen und Antikorpern sichtbar und
eine Charakterisierung der dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen

konnte so vorgenommen werden.
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3. Diskussion der Ergebnisse

3.1. Gewebsstandige CXs3CR1*- Zellen und die Interaktion mit
neutrophilen Granulozyten in der sterilen Entztindung

In den Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit konnte eine morphologische

Verdnderung der Gestalt der gewebsstdndigen CX3CR1'-Zellen unter Einfluss

einer sterilen Entziindung beobachtet werden. Gewebsstandige CX3CR1"-Zellen

wiesen hierbei eine ausgepragte Bildung von Zellauslaufern auf. Diese

Dendritenbildung ereignete sich im Durchschnitt drei Stunden nach Setzen der

Laserverletzung.

Eine dhnliche Beobachtung beschrieben bereits Abtin et al. [120], die bei einer
Untergruppe von perivaskulér gelegenen Makrophagen in der Umgebung von
postkapillaren Venolen verlangerte Zellfortsétze und eine dendritische Gestalt in
einer bakteriellen Infektion der Haut feststellten. In der hier vorliegenden Arbeit
konnten so nicht nur die dendritische Gestalt der perivaskular gelegenen
Makrophagen beschrieben werden, sondern dartiber hinaus auch die Bildung von
Zellauslaufern der im Gewebe liegenden, immobilen Makrophagen belegt werden.
Durch in vivo-Langzeitvideoaufnahmen wurde der vollstandige Prozess der

Zellauslauferbildung unter Einfluss einer sterilen Entziindung visualisiert.

Weiterfuhrend konnten Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die
Dendritenbildung ohne den Stimulus einer Entziindung, nicht erfolgen konnte.
Damit konnte eine direkte Abhé&ngigkeit der Dendritenbildung vom Stimulus einer
sterilen Entziindung bewiesen werden, wie sie in der Literatur bisher in diesem

Zusammenhang nicht beschrieben wurde.

Im weiteren Verlauf wurde naher untersucht, welche Funktion die Bildung von
Zellfortsatzen im Zusammenhang der sterilen Inflammation aufwies und ob

Makrophagen mit Zellauslaufern mit anderen Immunzellpopulationen interagieren.

Die Ergebnisse zeigten, dass neutrophile Granulozyten mit dendritenbildenden
Makrophagen Kontakt aufnehmen und diesen Uber einen bestimmten Zeitraum
beibehalten. Der interzelluldre Austausch von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten sowie deren Interaktion in der Bekdampfung des Ausmalies einer
Entziindung waren bereits in der Vergangenheit Gegenstand von Untersuchungen
anderer Gruppen.
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So zeigten Abtin et al., dass Neutrophile bevorzugt an Gefalstellen austraten, in
deren Né&he perivaskulare dendritenbildende Makrophagen zu finden waren [120].
Durch die Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit wurden migrierende
Neutrophile beobachtet, die nach Kontakt mit einem der Zellauslaufer ihre
Richtung anderten. Die hier gewonnenen Ergebnisse kdnnten im Zusammenhang
mit publizierten Ergebnissen von Wang et al. stehen. Diese postulieren, dass
neutrophile Granulozyten, die durch den Einfluss einer sterilen Entziindung ins
Gewebe rekrutiert wurden, nicht am Ort der Entziindung zu Grunde gehen. Die
meisten Neutrophilen sollen so den Ort der Entzlindung verlassen, um eine
erfolgreiche Auflosung der Entziindung gewdhrleisten zu koénnen [144]. Dies
entspricht den hier in der Arbeit beschriebenen Ergebnissen: Nach Setzen des
Laserschadens vergingen im Durchschnitt drei Stunden bis zum Auftreten der
Ausbildung von Zellfortsatzen; trat ein Neutrophiler mit einem Teil des Dendriten
in Kontakt, migrierte diese Zelle in die der Gewebsverletzung entgegengesetzte
Richtung. Ohne vorherigen Kontakt mit Makrophagen setzten die Neutrophilen
ihren Weg ungehemmt zum Ort der Entziindung fort. Eine Untermauerung dieser
Interaktion stellten die signifikant geringere Migrationsgeschwindigkeit und
Verlagerungsdistanz im Gewebe, gegenutber der Gruppe ohne Interaktion mit
Makrophagen, dar. Damit besteht die Annahme, dass dendritenbildende
gewebsstandige CX3CR1*-Makrophagen, durch ihren Einfluss auf neutrophile
Granulozyten, als ein inhibierender Faktor der sterilen Entziindung angesehen

werden kdnnen.

Die Phagozytose von neutrophilen Granulozyten durch Makrophagen initiiert die
Deaktivierung und die Expression von antiinflammatorischen Mediatoren und
Wachstumsfaktoren und aktiviert so die Heilungsprozesse [7, 164-167]. Durch
diesen Prozess konnten gewebsstandige Makrophagen einige Zeit nach dem Setzen
der Laserverletzung, begunstigt durch das antiinflammatorische Milieu, mit der
Umlenkung der Neutrophilen zur Auflésung der Entziindung beitragen. Diese
Untersuchungsergebnisse decken sich mit weiteren Befunden: Die Aufnahme von
apoptotischen Neutrophilen am Ort der Entziindung soll ein antiinflammatorisches
Programm einleiten. Die Signale der phagozytierenden Makrophagen stoppen den
Neutrophileneinstrom, minimieren so den Gewebeschaden und leiten die Heilung
ein [136].
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Diese Feststellungen stehen im Kontrast zu Publikationen von De Filippo et al.
[207] und Schiwon et al. [208]: Diese sind der Auffassung, dass gewebsstandige
Makrophagen neutrophile Granulozyten durch Sekretion von Chemokinen zum Ort
der Entztindung leiten sollen. In der vorliegenden Arbeit konnte aber gegensatzlich
gezeigt werden, dass Makrophagen durch morphologische Verdnderung eine
antiinflammatorische Rolle im Prozess der sterilen Entziindung einnehmen kénnten
und Neutrophile davon abhalten, zur Entzindung zu gelangen, um die Symptome

einer Entziindung abzuschwachen.

Der richtige Zeitpunkt fur die Initiierung der Heilungsprozesse ist dabei ganz
entscheidend fir den Ausgang der Entziindung: Werden die Reparationsprozesse
zu frih eingeleitet, kommt es zu einer unvollstandigen Eindammung der
Entzindung [136]. Die Zellfortsatzausbildung der gewebsstandigen Makrophagen
konnte bei diesem VVorgang eine essenzielle Rolle spielen und die Umlenkung der

Neutrophilen initiieren, um den Heilungsprozess individuell voranzutreiben.

Daruber hinaus kénnte die Ausbildung von Zellfortsatzen nicht nur als Hilfsmittel
zur Kommunikation mit neutrophilen Granulozyten angesehen werden, sondern
auch als eine Vergrollerung des Aktionsradius der Makrophagen zur

Kontaktaufnahme mit anderen Immunzellen.

In weiteren Untersuchungen konnte herausgearbeitet werden, dass durch die
Depletion von Neutrophilen es zu einer friiheren Zellfortsatzausbildung der
gewebsstandigen Makrophagen kommt. Wurden die neutrophilen Granulozyten
depletiert, so zeigte sich bei Tieren, die mit einem Ly6G-Antikdrper behandelt
wurden, ein schnelleres Auftreten von dendritenbildenden gewebsstandigen
Makrophagen. Dies konnte eine Reaktion der Makrophagen auf Neutrophile
darstellen, damit diese ihren Weg zum Entziindungsherd fortsetzen kénnen. Um
besser zur Verletzung vorzudringen, scheint es, als ob Neutrophile die Ausbildung

von Zellfortsatzen unterdriicken.

3.2. Inhibition und Stimulation der Ausbildung von Zellfortsatzen

In weiteren Experimenten konnten die Mechanismen der Ausbildung von
Zellfortsatzen durch Makrophagen geklart werden: Hier spielt HMGBL1 eine
entscheidende Rolle.
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BoxA wirkt neutralisierend auf HMGB1, ohne die Zytokinausschittung zu
aktivieren [89]. Die Wirkung von BoxA am Koronararterienverschluss-Modell
wurde bereits von Andrassy et al. im Jahr 2008 beschrieben: Durch Gabe von BoxA
wurde das Ausmal des Gewebeschadens verringert und die Anzahl der rekrutierten
Leukozyten reduziert [83]. In unseren Untersuchungen konnten wir feststellen, dass
die mit BoxA behandelte Versuchsgruppe, nach der Induktion eines Laserschadens
bis zum Zeitpunkt 240 min keine Ausbildung von Zellfortsatzen der
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen zeigte. Dies unterstiitzt die These von Andrassy
et al., dass eine Inhibierung von HMGBL die Wirkung der untergegangenen Zellen
auf das umliegende Gewebe verringert. Durch das funktionelle Ausschalten durch

BoxA kann das DAMP HMGB1 nicht mehr auf andere Immunzellen wirken.

Unter der Wirkung von BoxA bildeten sich deutlich weniger Zellfortsatze an
CX3CR1*-Makrophagen aus. Wenn tiberhaupt, waren diese in geringer Zahl zu sehr
spaten Zeitpunkten zu finden, was eventuell einen zweiten Stimulus neben HMGB1
vermuten l&sst. Interessanterweise korrelierte die Bildung der Zellfortsatze zeitlich
mit einem Abfall der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten zur Laserverletzung.
Unter Wirkung von BoxA kam es entsprechend zu einem prolongierten Einstrom
neutrophiler Granulozyten, da die Ausbildung von Zellfortsétzen der Makrophagen

deutlich verringert und verzdgert war.

Um zu bestatigen, dass die Ausbildung von Zellfortsatzen von gewebsstandigen
CX3CR1"-Zellen tatsachlich HMGB1-abhangig ist, wurde der Effekt von
mutHMGB1 und dsHMGBL1 auf die Ausbildung von Zellfortsatzen gepruft. In
mutHMGB1 wurden in der Herstellung alle Cysteine durch Serine ersetzt, wodurch
im Rahmen der Oxidation keine Disulfidbriicken mehr gebildet werden kdnnen.
MutHMGB1 induziert die Migration von Leukozyten zum Ort der Entziindung.
Makrophagen werden dabei aber durch die reduzierte Form von HMGBL1 nicht zur
Expression von Zytokinen und Chemokinen angeregt. MutHMGB1 verhalt sich wie
reduziertes atHMGBL1, es lasst sich aber nicht in andere oxidierte Form
transferieren [88]. DsHMGBL1, oder auch oxidiertes HMGB1, entsteht aus
reduziertem HMGB1 (atHMGBL1) und ist fir die Stimulation von Leukozyten und
damit flr die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine zusténdig.
Es bindet, im Gegensatz zu reduziertem HMGB1, nicht an CXCL12 und spielt
keine Rolle in der Chemotaxis [88, 89].
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Die Untersuchungsergebnisse spiegeln die von Venereau et al. [89] beschriebenen
Eigenschaften der beiden HMGB1-Formen wieder: durch MutHMGB1 findet keine
Stimulation von Makrophagen zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine und
Chemokine statt — es fand keine Ausbildung von Zellfortsatzen statt. Darliber
hinaus kann es auch nicht in andere HMGB1 Formen oxidiert werden, die
proinflammatorische Einflusse auf den Ablauf der Entziindungsreaktion haben

kdnnten.

3.3. Herkunft gewebsstandiger CXsCR1* - Zellen

Mit der Aufklarung der komplexen Herkunft der gewebsstandigen Makrophagen
befassten sich in der Vergangenheit viele Gruppen: Schulz et al. und Ginhoux et al.
konnten beweisen, dass persistierende Makrophagen des adulten Gewebes bereits
pranatal von myeloischen Progenitorzellen aus dem Dottersack abstammen [171,
172]. Doch schon bald fand man heraus, dass eine dynamische Balance zwischen
zwei ursprunglichen Makrophagenpools herrscht [169]. Es existiert des Weiteren
ein Vorkommen an Makrophagen, das sich aus vom Knochenmark abstammenden
Monozyten entwickelt haben soll [155]. Neben den Makrophagen, die pranatal aus
dem Dottersack abstammen [171, 172], erneuern sich Makrophagen nach der
Geburt von Vorlauferzellen aus dem Knochenmark [155, 175] [174].
Gewebsstandige dermale Makrophagen sollen ihren Ursprung bereits vor der
Geburt im Dottersack finden, wahrend sie im Laufe der Zeit eine kontinuierliche
Erneuerung durch aus dem Knochenmark stammende Ly6C" Monozyten aus dem
Blut erfahren [155, 175].

Die Untersuchungen von Knochenmarkchimaren in dieser Arbeit ergaben, dass sich
gewebsstandige CX3CR1*-Zellen in der Haut acht Wochen nach Transplantation
des Knochenmarks nur sehr langsam erneuern lassen. Sie sind daher vermutlich
Abkdémmlinge einer myeloischen Zellpopulation und werden erst nach einiger Zeit
wieder durch Zellen aus dem Knochenmark aufgefrischt. Entsprechend konnten
vereinzelt gewebsstandige CX3CR1"-Zellen im Gewebe von C57BL/6J-Tieren
gefunden werden, welche mit Knochenmark aus CX3CR1GFP-Tieren transplantiert
wurden. Dies untermauert den bisherigen Wissensstand, dass sich gewebsstandige
dermale Makrophagen urspriinglich aus dem Knochenmark ableiteten, sich aber
gleichzeitig durch aus dem Knochenmark abstammende Monozyten entwickeln

kdnnen.
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Wie in der Publikation von Rodrigues und Gurtner beschrieben, deuten die
Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit ebenfalls darauf hin, dass der
Zusammenhang spezifischer Zellfunktionen in Abh&ngigkeit zur Funktion der
gewebsstandigen Makrophagen stehen kénnten [169].

3.4. Quantifizierung  der  dendritenbildenden  gewebsstéandigen
CX3CRL1*- Zellen
Zur weiteren Charakterisierung der dendritenbildenden gewebsstédndigen
CX3CR1*-Zellen wurden immunhistologische Untersuchungen durchgefihrt:
Anhand der Oberflaichenmarker F4/80 [179] und CD11c [209, 216] koOnnen
Makrophagen und DCs immunhistochemisch abgegrenzt werden. Da es keine
einheitliche Regelung fur die Nomenklatur der Makrophagenpopulation gibt,
schlagen Murray et al. eine Einteilung aufgrund ihrer Herkunft, aktivierenden
Stimuli und der Expression von Oberflachenmarkern vor. Auch der experimentelle

Kontext sollte in die Charakterisierung miteinbezogen werden [178].

Die  Untersuchungen  fur  die  Quantifizierung  dendritenbildender
gewebsstandiger CX3CR1"-Zellen mit F4/80 und CD11c, nach Induktion einer
Laserverletzung, ergaben, dass Uber die Hélfte (52%) der dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen beide Marker exprimierten. Daneben existierte
eine Zellgruppe, die neben GFP* auch F4/80* (32 %) Zellen aufwies und eine
Population mit CX3CR1"- und somit GFP*-Zellen (15 %), die weder F4/80 noch
CD11c exprimieren. CD11c" und gleichzeitig GFP*-Zellen sind nur mit einem
Prozent vertreten. Dendritenbildende gewebsstandige CXsCR1*-Zellen stellen
somit eine heterogene Zellpopulation dar, die man hinsichtlich ihrer Expression der
Oberflachenmarker F4/80 und CD11c einteilen kann. Die Vermutung wird
unterstitzt durch die Farbung mit CD68: Dendritenbildende gewebsstandige
CX3CR1*-Zellen, die auch den Oberflachenmarker F4/80 exprimieren, lieen sich

ebenfalls durch CD68 markieren.

Wie bereits Rodrigues und Gurtner in ihrer Publikation aus dem Jahr 2017
beschrieben, weisen die Unterschiede in der Herkunft der Makrophagen

maoglicherweise einen Zusammenhang mit ihren spezifischen Funktionen auf [169].
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3.5. Ausbildung von Zellfortsatzen im

Clec9a- Cre; Rosa26- tomato; CXsCR1GFP- Mausmodell
Da durch ex vivo-Analysen festgestellt wurde, dass die Mehrheit der
dendritenbildenden gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen nicht nur Makrophagen-
spezifische Oberflachenrezeptoren, sondern auch Rezeptoren fiir dendritische
Zellen exprimieren, musste ein weiteres Modell in Betracht gezogen werden. Die
Erkenntnis aus den vorangegangenen Untersuchungen wurden in ein neues Modell
ubertragen, mit dem man sowohl das Verhalten von Makrophagen, als auch
dendritischer Zellen in vivo analysieren konnte: Mit der von Schraml et al.
generierten  transgenen  Mauslinie  Clec9a-Cre;Rosa26-tomato  und den
CX3CR1GFP-Tieren von Jung et al. war es mdglich eine neue Linie zu schaffen
[112, 215].

Zur Beantwortung der Fragestellung zur Charakterisierung der dendritenbildenden
gewebsstandigen ~ CX3CR1'-Zellen, wurde das  Clec9a-Cre;Rosa26-
tomato;CX3CR1GFP-Mausmodell zu Hilfe gezogen. Durch das unter Kontrolle des
Clec9a-Promotors eingebaute red fluorescent protein (RFP) stellten sich
dendritische Zellen im 2-Photonen-Mikroskop in roter Farbe dar, wéhrend
weiterhin CX3CR1*-Zellen das GFP exprimieren und in Griin erscheinen. Dadurch
konnen DCs und Makrophagen visuell im 2-Photonen-Mikroskop unterschieden

und analysiert werden.

Bei der Untersuchung der sterilen Inflammation auf die Ausbildung von
Zellfortsatzen im Clec9a-Cre;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP-Mausmodell konnte
interessanterweise festgestellt werden, dass drei unterschiedliche Zellpopulationen
am Vorgang beteiligt waren: CX3CR1*/Clec9a™-Zellen stellte die Population mit
den meisten Zellausldufern dar, wohingegen CX3CR1/Clec9a*-Zellen wenig
Ausbildung von Fortsétzen zeigten. Da die Mehrheit der Zellfortsatzausbildungen
bei gewebsstandigen CX3CR1/Clec9a-Zellen auftrat, entspricht dies den
vorangegangen Untersuchungsergebnisse und unterstreicht den Eindruck einer
interagierenden, kommunizierenden, aber dennoch gewebsstédndigen Zellart, die
eine wichtige Rolle im Ablauf der sterilen Entziindung einnimmt. Aufgrund ihrer
Immobilitat und ihrer CX3CR1*/Clec9a-Expression sind diese Zellen mit der
Fahigkeit zur Ausbildung von Zellausldufern der Gruppe der Makrophagen

zuzuordnen.
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Uberraschenderweise gab es eine dritte Population von GFP*/RFP*-Zellen, die aber

vergleichsweise eine geringe Zellfortsatzausbildung aufwies.

Diese Erkenntnis unterstreicht erneut die allgemeine Auffassung, dass die
Population der Makrophagen heterogen, und deshalb schwer zu charakterisieren
und zu vereinheitlichen ist. Nicht auBer Acht lassen darf man an dieser Stelle
folgende Tatsache: Da durch den Clec9a-Cre;Rosa26-tomato-Reporter nach Cre-
vermittelter Exzision des Transkriptionsblocks das rot-fluoreszierende Protein
unter Kontrolle des konstruktiven Rosa26-Promotors gebildet wird, werden alle
Zellen auch unabhéngig davon, ob der Clec9a-Promotor gerade aktiv ist, markiert.
Dahingegen wird beim CX3CR1GFP-Mausmodell durch das GFP-Signal eine
Echtzeitexpression des CX3CR1-Gens angezeigt.

Da dass das DNGR-1-Protein also auch auf Zellen zu finden ist, die Abkdmmlinge
von DC-Vorlauferzellen sind , werden diese dadurch ebenfalls detektierbar [215].

3.6. Bedeutung der Ergebnisse im Kontext einer sterilen Inflammation
Wahrend des Ablaufs einer Entziindung muss das Immunsystem die Aufgabe eines
Balanceaktes zwischen Bekdmpfung bzw. Elimination des Erregers als auch der
Einleitung der Resolutionsphase und dem Vorantreiben der Heilungsprozesse
erfillen. Unkontrollierte und (berschieBende sterile Entzliindungsreaktionen
beinhalten das Risiko einer Organschadigung — wie es in Myokardinfarkt oder
Schlaganfall der Fall ist [71-73].

Gewebsstandige Makrophagen, die sich nur sehr langsam aus Knochenmarkzellen
regenerieren, liegen unter Ruhebedingungen im Gewebe verteilt. Kommt es zu
einem sterilen Gewebeschaden, so werden DAMPs (wie HMGB1) durch
nekrotische Zellen in die Umgebung freigesetzt. Angelockt durch DAMPSs
infiltrieren zunachst neutrophile Granulozyten den Entziindungsbereich und tasten
das Gewebe mit zufalligen Migrationsmustern ab - mit der Aufgabe der Detektion
des Entziindungsfokus [115]. Kurze Zeit spater kommt es zu einem schwarmartigen
Neutrophileneinstrom ins Gewebe, der nach ca. 100min sein Maximum erreicht.
Eine konstante Anzahl an destruktiven Neutrophilen lagert sich nach einigen
Stunden zu stabilen Clustern zusammen, eingewanderte Monozyten sammeln sich
in deren Umgebung an und sorgen fur eine verbesserte Stabilitat des Zellkonstrukts
[115].
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Es entsteht ein proinflammatorisches Milieu, das von migrierten Makrophagen mit
M1-Eigenschaften und deren Ausschiittung von entziindungsférdernden Zytokinen
beherrscht wird [115]. Gewebsstandige Makrophagen bilden nach ca. drei Stunden
dendritenartige Zellauslaufer aus und treten in Kontakt mit neutrophilen

Granulozyten.

Die anschlielende Resolutionsphase wird durch die Umkehr in ein
antiinflammatorisches Milieu bestimmt und Makrophagen beginnen mit der
Phagozytose von apoptotischen neutrophilen Granulozyten. Dadurch werden M2-
Makrophagen aktiviert, schitten entziindungshemmende Stoffe aus und leiten so
den Heilungsprozess ein [8, 136, 203]. Nach Kontakt zu Zellauslaufern
gewebsstandiger Makrophagen andern neutrophile Granulozyten die Richtung und
migrieren vom Ort der Entziindung weg. Die Anzahl der zum Gewebeschaden
migrierenden Neutrophilen wird dadurch zusatzlich verringert und die Auflésung

der Entzlindung vorangetrieben.

Die Polarisation von Kklassisch aktivierten inflammatorischen M1-Makrophagen
und alternativ aktivierten antiinflammatorische M2-Makrophagen und deren
Anpassungsfahigkeiten an die Umgebung nehmen eine wichtige Rolle im Verlauf
des Entzlindungsgeschehens ein [256]. Das Immunsystem hat die Aufgabe den
kritischen Zeitpunkt zwischen uUberschieender Reaktion und Initiierung des

Heilungsprozesses zu erkennen und darauf zu reagieren.

Die Untersuchung der Rolle der antiinflammatorischen Wirkung der
dendritenbildenden gewebsstdndigen Makrophagen und ihre Zuordnung zu
protektiven M2-Makrophagenpopulation  sollte  in kardiovaskularen
Krankheitsprozessen weiter vorangetrieben werden: Bereits Nahrendorf et al.
bewiesen das Vorkommen von gewebsstandigen M2-Makrophagenpopulationen
im kardialen Gewebe [176]. Andrassy et al. konnten durch die Inhibition von
HMGB1 durch BoxA im Koronararterienverschluss das AusmaB des
Gewebeschadens signifikant verringern [83]. In den hier vorliegenden
Untersuchungsergebnissen wirkt HMGBL1 einerseits stimulierend auf die Bildung
der Zellfortsatze von gewebsstdndigen Makrophagen, andererseits unterdriickte
BoxA die Zellfortsatzbildung ebenfalls signifikant. Die weitere Untersuchung der
Inhibition von HMGB1 oder weiteren freigesetzten DAMPS im Zusammenhang mit
protektiven Eigenschaften dendritenbildender gewebsstdndiger Makrophagen

konnten zu neuen Therapieansatzen in kardiovaskularen Erkrankungen ftihren.
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Hinsichtlich der sehr langsamen Erneuerung der gewebsstandigen Makrophagen
waére es durchaus auch denkbar, dass Alterungsprozesse, die damit verbundene
langsamere Regeneration und der mogliche Funktionsverlust der Bildung von
Zellauslaufern der dendritenbildenden gewebsstdndigen Makrophagen im Alter
uberschieflende Immunreaktionen begunstigen konnte. Hierbei kénnten Versuche
mit gealterten Tieren Aufschluss Uber das Verhalten dieser Zellen geben und

gegebenenfalls mdgliche Antworten auf die Immunsuppression im Alter geben.

Die Heterogenitat der gewebsstandigen Makrophagen, ihre Anpassungsfahigkeit
und die Expression verschiedenster Oberflachenmarker stellen zusammenfassend
eine komplexe Zellpopulation mit viel Potenzial flr therapeutische Ansétze dar.

4. Ausblick

Die vorliegenden in vivo-Untersuchungen bezuglich der Interaktionen neutrophiler
Granulozyten mit Makrophagen haben gezeigt, dass nach Depletion der
Neutrophilen eine Stimulierung der Ausbildung von Zellauslaufern zu sehen ist. Im
Umkehrschluss ware nun sehr interessant zu sehen, wie sich das Verhalten der
Neutrophilen in Abwesenheit der gewebsstdndigen CX3CR1*-Zellen &ndert.

Zur weiteren ex vivo-Charakterisierung der gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen soll
das Verfahren der Histozytometrie angewendet werden [257]. Mit dieser
analytischen Mikroskopie-Technik ~ kodnnen phanotypisch komplexe

Zellpopulationen in Geweben visualisiert und quantifiziert werden.



VII. Zusammenfassung 111

VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

Die  hier  vorliegende  Arbeit  analysiert  die Interaktion  von
gewebsstandigen CX3CR1"-Zellen mit neutrophilen Granulozyten unter der
Bedingung einer sterilen Inflammation in vivo. Durch das 2-Photonen-Mikroskop
wurde im Ohrmodell der Maus ein Gewebeschaden in der Nahe einer postkapilléren
Venole mittels eines Lasers erzeugt, der eine sterile Entziindung im interstitiellen
Raum hervorruft. Dadurch wird eine spezifische Immunreaktion angestoRen, die
uber einen Zeitraum von bis zu sieben Stunden in dreidimensionalen

Videoaufnahmen festgehalten und im Anschluss ausgewertet werden kann.

In sterilen Entziindungsprozessen nimmt das Zusammenspiel neutrophiler
Granulozyten und gewebsstandiger Makrophagen eine Schlisselrolle in der
Entziindungskaskade ein. Uber den genauen Ablauf dieser interstitiellen

Zellinteraktionen ist bisher nur wenig bekannt.

Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass gewebsstandige CX3CR1*-Zellen
unter Einfluss einer sterilen Entziindung Zellauslaufer ausbilden. Mit diesen treten
sie mit neutrophilen Granulozyten in Kontakt, die zum Ort der Entziindung
migrieren. Durch diese Interaktion migrierten sie vom Laserschaden weg und der
Einstrom der Neutrophilen zum Nekrosefokus wurde unterbunden. Durch
Depletion der Neutrophilen wurde eine verstarkte Dendritenbildung der
gewebsstandigen Makrophagen beobachtet. In weiteren Versuchen unter
Verwendung des HMGB1 Antagonisten BoxA konnte eine Unterdriickung der
Dendritenbildung erreicht werden und mit Gabe von dsHMGBL1 eine verstérkte
Bildung der Zellfortsatze gesehen werden. Um die Herkunft der dendritenbildenden
gewebsstandigen CX3CR1*-Zellen zu bestimmen, wurden Knochenmarkchiméren
erstellt, durch die die Abstammung aus gewebsstdndigen Zellen gezeigt werden
konnte.

Durch die immunhistologische Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die
Hélfte der Zellen mit Dendritenbildung die Oberflachenmolekiile F4/80 und CD11c
exprimieren.  Im  Clec-Cre;Rosa26-tomato;CX3CR1GFP-Modell ~ konnten
gewebsstandige CX3CR1*/Clec9a-Zellen im Zusammenspiel mit dendritischen
Zellen als die fuhrende dendritenbildende Zellpopulation herausgearbeitet werden.

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse der Pathomechanismen der sterilen
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Entzindungsprozesse kénnten zu neuen Ansatzen fiir die Entwicklung von

Immunsuppressiva und antiinflammatorischen Therapien fur kardiovaskulére
Erkrankungen fihren.
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VIIl. SUMMARY

In vivo interaction of tissue resident CX3CR1* cells with neutrophils
in sterile inflammation

This thesis analysed the in vivo interaction of tissue resident CX3CR1* cells with
neutrophils in the background of sterile inflammation. A laser injury was placed in
the mouse skin close to a postcapillary venule with the help of intravital 2-photon
microscopy which simulated a sterile tissue injury. Using 3D video recordings the
reaction of the immune system was captured for up to seven hours. The interplay
of neutrophils and tissue resident macrophages plays a key role in the processes of

sterile inflammation, but the mechanisms of cell-cell interactions are still unknown.

Under condition of sterile inflammation this work showed that tissue resident
CX3CR1" macrophages have the ability to form dendrites and interact with
migrating neutrophils. Interacting neutrophils were guided away from the laser
injury. Enhanced and earlier dendrite formation was noticed after neutrophils were
depleted. Dendrite formation was inhibited by theHMGBL1 antagonist BoxA and
enhanced after dSHMGBL1 injection. Bone marrow transplantations showed that
dendrite forming tissue resident CX3CR1" macrophages are radioresistant and
potentially originate from the bone marrow but have a low turnover rate.
Immunhistochemical stainings revealed that half of dendrite forming tissue resident
CX3CR1" cells express macrophage marker F4/80 and the dendritic cell marker
CD11c. In vivo studies of Clec9a-CX3CR1GFP mouse model showed dendrite
formation of tissue resident CX3CR1*/Clec9a cells. In summary, these results can
lead to new therapeutic approaches in the development of immunosuppressives and

antiinflammatory therapies in cardiovascular diseases.
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IX. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

| Abb. || Abbildung |
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AV Blocks || atriventrikulére
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| bzw. || beziehungsweise |
|CLRs || C-Typ Lektinrezeptoren |
DAMPs Damage-associated
molecular patterns
DNGR-1 Dendritic cell
Lectin group receptor-1
|DCs || Dendritische Zellen |
|dsHMGB1 || Disulfid HMGB1 |
13D || dreidimensional |
|FBS || Fetal Bovine Serum |
GFP Green Fluorescent
Protein
| HSPs || Heat-Shock Protein |
HMGB1 High Mobility
Group Box1
[ITAX || Integrin alpha X |
[IFN || Interferon |
L || Interleukin |
li.p. || intraperitoneal |
CLSM konfokales Laser-
Scanning Mikroskop
cCKRs konventionelle Chemokin-
Rezeptoren
cDCs konventionelle
Dendritische Zellen
|KG || Kérpergewicht |
|ml || Milliliter |
|'mM || Millimol |
| mutHMGB1 || 3s-HMGB1 |

MyD88 Myeloide differentiation
Factor 88
| NKs || Natiirliche Killerzellen |
NETs Neutrophil extrazellular
Traps
|NLRs || Nod-like Rezeptoren |
|NF || Nuklearer Faktor |
PAMPs Pathogen-associated
Molecular patterns
PRRs Pattern-recognition
Rezeptoren
PBS Phosphat gepufferte
Salzlésung
pDCs Plasmazytoide dendritische
Zellen
| RFP || Red fluorescent Protein
| sec || Sekunden
|SAA || Serumamyloid A
| SEM || Standardabweichung
s.c. || subkutan

| oxHMGBL1 || Sulfonyl HMGB1

| TLRs || Toll like Rezeptoren
lcm || Zentimeter
2-Photoen- || Zwei-Photoen-Mikroskop
Mikroskop
RAGE Receptor for advanced
glycation endproducts
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