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I. EINLEITUNG

Der Begriff ,,Makrophagen und deren Fihigkeit zu phagozytieren, wurde erstmals von
Elie Metchnikhoff, dem Nobelpreisgewinner fiir ,,Physiologie oder Medizin“ von 1908,
im spéten 19. Jahrhundert beschrieben. Er beobachtete bei einem Experiment mit
Seesternlarven, in die er einen Rosendorn gesteckt hatte, amoboide Fresszellen um den
Dorn und erkannte damit die Relevanz der Phagozytose im Entziindungsgeschehen.
Inzwischen wurde nachgewiesen, dass Makrophagen sowohl gewebespezifische als
auch nischenspezifische Funktionen erfiillen und wunter physiologischen und
pathologischen Bedingungen zu zahlreichen Prozessen, wie der Entwicklung und
Reparatur des Gewebes sowie der Aufrechterhaltung des Gewebegleichgewichts, aber
auch zu Entziindungsgeschehnissen und der Immunantwort nach Eindringen von

Pathogenen, beitragen [1-4].

Welche Aufgaben Makrophagen letztendlich iibernehmen, héngt von vielen Faktoren
ab, wie beispielsweise ihrem Zellursprung und ihrer Gewebelokalisation. Durch die
Fahigkeit, ihren Stoffwechsel anzupassen und damit auf verschiedene Umweltreize zu
reagieren, libernehmen Makrophagen nicht nur zahlreiche Funktionen, sondern
unterscheiden sich zudem in ihrer Heterogenitit [S]. Zu finden sind Makrophagen unter
anderem im Knochen, im Knochenmark, in der Lunge, in der Leber, in der Milz, im
Gehirn, in der Haut, im Darm, im Peritoneum, in verschiedenen endokrinen Driisen, im
Herzen und vielen weiteren Geweben, in denen sie als ,,Wachter* die
Gewebehomoostase gewihrleisten und damit zum Schutz des Gewebes beitragen sollen

[6, 71.

Verschiedene Makrophagenuntergruppen assoziieren in unterschiedlichen Geweben mit
peripheren Nerven. Im Darm liegen sie in der Ndhe von Ganglien des Plexus
myentericus, in der Haut haben Makrophagen engen Kontakt zu sensiblen
Nervenfasern, im Fett und dem Herzen sind sie mit sympathischen Nervenfasern
assoziiert und selbst im Endo- und Epineurium des Ischiasnervs sind Makrophagen
lokalisiert [8]. In einer Arbeit von Chelmicka-Schorr und Kollegen konnte dargestellt
werden, dass die Interaktion zwischen Makrophagen und sympathischen Nervenfasern
Auswirkungen auf die funktionelle Aktivitit der Makrophagen hat. Durch sympathische
Denervation verdoppelte sich die Zytokinproduktion der Makrophagen, wohingegen
Makrophagen, die in vitro mit B2-Agonisten inkubiert und anschlieBend mit LPS
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stimuliert wurden, deutlich geringere TNF-o — Mengen produzierten [9]. Bislang ist die
Datenlage zu Nerv-assoziierten Makrophagen eher mangelhaft [8]. Daher soll in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss der sympathischen Innervation auf den

Makrophagenphénotypen niher beleuchtet werden.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Makrophagen

1.1. Ursprung und Entwicklung von Makrophagen

Makrophagen sind Immunzellen mit einem sehr heterogenen Phénotyp, die zum
angeborenen Immunsystem zdhlen und im ganzen Korper verteilt sind [1, 2]. Der
wissenschaftliche Konsens war lange Zeit, dass Makrophagen ausschlieBlich durch
zirkulierende Monozyten aus dem Knochenmark entstehen. Dies konnte allerdings
durch neue Studien, die die zelluldre Entwicklung untersuchen, widerlegt werden [10,
11]. Es konnte gezeigt werden, dass wahrend der Embryonalentwicklung entstandene
Dottersackmakrophagen die Fahigkeit besitzen, sich selbst zu erneuern und ohne
monozytiren Einfluss zu erhalten. Weiterhin wird angenommen, dass embryonal
entstandene Makrophagen entscheidende Funktionen beim Gewebeumbau, zum
Beispiel die Angiogenese nach Myokardinfarkt, iibernehmen und im Vergleich zu
adulten, aus Monozyten differenzierten Makrophagen ein geringeres Potenzial besitzen,
Entziindungsreaktionen hervorzurufen [11, 12]. In der Literatur findet man drei
Makrophagen-Vorldufer, die wihrend der Embryonalentwicklung phasenweise gebildet
werden. Zunichst entstehen ohne monozytires Zwischenstadium an Tag 8,5 - 9,0 der
Embryonalentwicklung der Maus, die im Dottersack aus frithen erythro-myeloiden
Vorldufern gebildeten Dottersackmakrophagen [13]. Dies bezeichnet man auch als
»frihe” oder ,primitive Hamatopoese™. Danach folgt an Tag 10,0 - 10,5 der
Embryonalentwicklung die ,,definitive Hadmatopoese®. Dabei entwickeln sich
Vorlduferzellen von hdmatopoetischen Stammzellen in der Aorta-Gonaden-
Mesonephros-Region und besiedeln, zusammen mit Makrophagen-Vorlduferzellen aus
dem Dottersack, die fetale Leber [14, 15]. Hier entwickeln sich bis mindestens Tag 16
der Embryonalentwicklung alle hidmatopoetischen Linien, die zur endgiiltigen
hidmatopoetischen Stammzellpopulation beitragen, bevor Milz und Knochenmark iiber
das Kreislaufsystem von dieser Population besiedelt werden [16-18]. Im adulten Tier
bildet das Knochenmark den Hauptort der Himatopoese, wobei angenommen wird, dass
sich die Milz und die Leber unter pathologischen Bedingungen daran beteiligen kénnen
[19-21]. Anhand von Transkriptionsfaktoren konnen Makrophagen aus dem Dottersack

von hdmatopoetischen Stammzellen unterschieden werden. Dabei ist die Entwicklung
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der himatopoetischen Stammzellen c-Myb abhidngig. Dottersackmakrophagen
hingegen entwickeln sich in Abhéngigkeit von PU.1 [15, 18, 22].

Durch Versuche von Schulz et. al. konnte gezeigt werden, dass zu Beginn der
Embryonalentwicklung viele PU.1 - abhiingige CD45"CX3CR1brightF4/g(bright
Dottersackmakrophagen im Blut zirkulieren und ausgehend vom Kopfbereich den
gesamten Embryo besiedeln. Mit Beginn der fetalen Leber - Himatopoese tritt eine neue
Form der CD45"CX3CR1€" - Zellen auf. Diese ist c-Myb - abhingig und exprimiert
im Vergleich zu den vom Dottersack abstammenden Makrophagen nur noch wenig
F4/80, dafiir aber stark CD11b [22]. Mit Hilfe von verschiedenen Fate Mapping -
Versuchen wurde nachgewiesen, dass Makrophagen der Leber, Lunge,
Bauchspeicheldriise, Niere, Milz sowie Langerhans-Zellen der Haut und Mikroglia des
Gehirns urspriinglich von Dottersackmakrophagen abstammen [16, 22]. In vielen Féllen
erhalten sich diese Makrophagen, unabhédngig von Monozyten aus dem Knochenmark,
selbst durch lokale Proliferation. Teilweise findet aber auch ein monozytirer Austausch
der Makrophagen statt, wobei die Umsatzrate abhidngig vom jeweiligen Organ ist [10].
Zwei sehr unterschiedliche Organe sind in diesem Zusammenhang das Gehirn und der
Darm [23, 24]. Die Mikroglia des Gehirns werden beispielsweise nur minimal durch
hédmatopoetische Stammzellen ersetzt, wie ein Versuch mit Chiméren zeigen konnte.
Dabei wurden C57BL/6 CD45.2* Méuse (Wirtstiere) mit einer sublethalen Dosis
bestrahlt, und erhielten anschlieBend hdmatopoetische Zellen von CD45.1" Méusen
(Spendertiere). Obwohl man drei Monate nach der Zelltransplantation im Wirtstier mehr
als 30 % der zirkulierenden Leukozyten sowie Gewebemakrophagen mit einem
CD45.1" Ursprung fand, stammten zu diesem Zeitpunkt die Mikroglia des Gehirns zu
95 % vom Wirtstier selbst ab. Daraus lasst sich schlieBen, dass sich die Mirkoglia des
Gehirns fast ausschlieBlich selbst erneuern und der Beitrag von Monozyten zum Erhalt
dieser Makrophagen nur eine minimale Rolle spielt [25]. Im Gegensatz dazu werden im
Darm die meisten vom Dottersack abstammenden Makrophagen sehr schnell und

konstant durch aus dem Knochenmark stammende Monozyten ersetzt [26-28].

Auch im Tumormodell konnte durch Zhu et. al. gezeigt werden, dass die Entwicklung
und der Ursprung von Makrophagen von wesentlicher Bedeutung sind. Zum Beispiel
iibernehmen bei Bauchspeicheldriisenkrebs monozytir abstammende Makrophagen
eher immunogene Funktionen und beteiligen sich bei der Antigenprésentation, wo
hingegen embryonal aus dem Dottersack entstandene Makrophagen fibroseférdernd

sind [29]. Es lésst sich also zusammenfassen, dass Gewebemakrophagen abhéngig vom
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Organ, ihren Ursprung sowohl im Dottersack, der fetalen Leber oder dem Knochenmark
haben konnen (Abb. 1) [12, 13, 30]. Wie grof3 der Beitrag von Monozyten zu diesen

gewebsresidenten Makrophagen ist, wird allerdings immer noch kontrovers diskutiert

[31].

Embryonic origin

Adult
tissue
.j% ;
— Early @
EMDs Yolk sac Resident “, ;
[ \ it macrophages macrophage Brain
: Heart
B 2. ‘._/-\L\ Lung
Embryo yolk sac \ Nl :
progenitor cell Q ) < (/‘, (\\ Liver
// / et Spleen
Late c-Myb" Fetal - \"./ P~ %;@ Pancreas
EMPs monocytes Resident %, Kidney
macrophage
Intestine
Adult = Peritoneum
origin 8
’ Skin
Bone - oW Blood
marrow HSC || g% monocyte Monocyte-derived

macrophage

Abbildung 1: Ursprung und Selbsterneuerung von Makrophagen [32]

Aus ,,.Double Roles of Macrophages in Human Neuroimmune Diseases and Their Animal Models”,
Xueli Fan et. al., 2016. Copyright © 2016

Es konnten keine Eintrige fiir ein Abbildungsverzeichnis gefunden werden.

1.2. Funktion der Makrophagen

Eine entscheidende Rolle spielen Makrophagen sowohl bei der Immunabwehr, als auch
bei der Aufrechterhaltung der Homdostase im Gewebe durch die Entfernung
apoptotischer Zellen sowie der Wiederherstellung der Gewebeintegritit [33]. Lange Zeit
hat man sich vor allem damit beschéftigt, zu verstehen, wie diese Zellen an der
Immunabwehr beteiligt sind und so die bedeutende Rolle der Makrophagen in der
Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase unter physiologischen Bedingungen auller
Acht gelassen [34]. Dabei ist diese Funktion der Makrophagen von hoher Relevanz.
Findet die Wiederherstellung des Gewebes geordnet und kontrolliert statt, kann eine

Entziindungsreaktion schnell aufgelost werden, wodurch das Gewebe wieder seiner
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physiologischen Funktion nachgehen kann. Verlduft ein Entziindungsprozess allerdings
chronisch bzw. lduft die Wundheilung unkontrolliert ab, kann es zur Entstehung von
schéddlichen Fibrosen kommen, die die Organfunktion derart beeintrachtigen, dass es
zum Organversagen mit anschlieBendem Tod kommt [35-37]. Neben der Beseitigung
von Pathogenen, Zelldebris oder toten Zellen durch Phagozytose, was zur
Aufrechterhaltung der Homdostase beitrdgt, produzieren sie verschiedene pro- und anti-
inflammatorische Zytokine und haben zudem eine antigenprédsentierende Funktion,
indem sie Teile von  phagozytierten  Molekiilen mit Hilfe des
Haupthistokompatibiltdtskomplexes Typ II (MHC) auf ihrer Zelloberfliche
prasentieren. Dariiber hinaus besitzen sie die Féhigkeit, ihren Phinotyp und ihre
Funktionen an Umwelteinfliisse und Verdnderungen in der Gewebephysiologie
anzupassen [11, 30]. Man unterscheidet zwischen den klassisch aktivierten M1-
Makrophagen und den alternativ aktivierten M2-Makrophagen (Abb. 2) [38-40].

Die Aktivierung der M1-Makrophagen erfolgt klassischerweise durch IFN-y, TNF-a
oder durch Bestandteile der &uBeren Zellmembran gramnegativer Bakterien
(Lipopolysaccharide). Das induziert die Expression und Sekretion hoher Spiegel an
entziindungsfordernden Zytokinen (IL-18, IL-6, IL-12, IL-23, COX-2 und TNF-a) und
toxischer Zwischenprodukte, wie Stickoxide (NO) und reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) sowie proteolytischer Enzyme (MMP-1, -2, -7, -9, -12). Andererseits werden
niedrigere Spiegel des anti-inflammatorischen IL-10 exprimiert und sezerniert [11, 41-
44]. Damit, und durch ihre ausgeprégte Fahigkeit, Antigene zu prisentieren, sind M1-
Makrophagen bei entsprechender Aktivierung nicht nur essenzielle Zellen, um
Pathogene abzuwehren und das adaptive Immunsystem vorzubereiten und zu aktivieren,
sondern konnen aufgrund ihrer zytotoxischen Aktivitit gleichzeitig auch massive
Schiden im Gewebe hervorrufen, wodurch der Heilungsprozess und die
Geweberegeneration gestort werden [11, 45, 46]. Um solchen Gewebeschiden
entgegenzuwirken, regulieren M2-Makrophagen die Entziindungsreaktion durch die
Produktion anti-inflammatorischer Zytokine, nachdem sie durch Zytokine der Th2-
Zellen iiber den alternativen Weg aktiviert wurden [11, 47]. Abhédngig davon, auf
welchem Weg die M2-Makrophagen aktiviert werden, konnen sie noch weiter in M2a,
M2b und M2c unterteilt werden (Abb. 2) [33, 43]. Dabei wird M2a durch IL-4 und IL-
13 aktiviert, M2b durch Immunkomplexe in Verbindung mit IL-18 und LPS, und M2c
durch IL-10, TGF-B und Glukokortikoide aktiviert [48].
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Abbildung 2: Verschieden aktivierte Makrophagen und ihre funktionellen
Eigenschaften [43]

Mit freundlicher Genehmigung von Elsevier, Copyright © 2004

Im Unterschied zu M1-Makrophagen produzieren M2-Makrophagen, mit Ausnahme
von M2b-Makrophagen, vor allem entziindungshemmende Zxtokine wie IL-10 und IL-
1-Rezeptorantagonisten, aber nur geringe Mengen an entziindungsforderndem IL-1, IL-
6 und TNF-o. Hingegen produzieren M2b-Makrophagen, die durch LPS oder
Immunkomplexe aktiviert werden, neben hohen Spiegeln an IL-10 zur gleichen Zeit
auch proinflammatorische Zytokine, was sie dadurch von anderen M2-Makrophagen
unterscheidet [43, 49]. Entsprechend der jeweiligen Zytokin- und Chemokinsekretion
beteiligen sich die M2-Makrophagen auch in unterschiedlichem MafBle am
Gewebeumbau und der Angiogenese, der Entziindungshemmung, der
Tumorprogression oder der Beseitigung von Parasiten [50].

Die Unterscheidung zwischen MI1- und M2-Makrophagen wurde urspriinglich
eingefiihrt, um die Thl- und Th2- Nomenklatur widerzuspiegeln. Inzwischen ist
allerdings bekannt, dass dies eine sehr vereinfachte Darstellung ist, da die beiden Arten
der Makrophagenaktivierung lediglich die Enden eines kontinuierlichen Spektrums
darstellen [51, 52].

Letztendlich ist entscheidend, dass die inflammatorische und die anti-inflammatorische
Aktivitdt der Makrophagen ausgeglichen ist, da eine Imbalance oft in verschiedenen

Krankheiten oder chronischen Entziindungen resultiert [53, 54].
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1.3. Oberflichenmolekiile von Makrophagen
Makrophagen werden anhand ihrer Oberflichenmolekiile charakterisiert, auf die im

Folgenden néher eingegangen wird:

CD45, auch als ,leukocyte common antigen“ bezeichnet, ist eine Transmembran-
Protein-Tyrosinphosphatase. Diese wird mit Ausnahme von Erythrozyten und
Thrombozyten auf allen Leukozyten sowie deren hdmatopoetischen Vorlduferzellen
exprimiert [55-57]. Eine wesentliche Rolle spielt CD45 sowohl bei der Aktivierung von
Immunzellen, als auch bei der Entwicklung von Lymphozyten [58]. Zudem ist das
Oberflachenmolekiil auf Makrophagen fiir eine normale Zellmorphologie und eine
ungestorte Beweglichkeit wichtig [59]. Auch in immunologischen Versuchen ist CD45
von Bedeutung. Anhand der allelischen Varianten von CD45 (CD45.1 und CD45.2)
kénnen hidmatopoetische Zellen durchflusszytometrisch differenziert werden.

Dadurch lassen sich Populationen von Immunzellen, die beispielsweise genetisch
verdandert und einem Wirtstier in Form einer Knochenmarktransplantation appliziert
wurden, identifizieren und so deren Beteiligung an verschiedenen Prozessen im Korper

nachvollziehen [60].

CD11b ist die aM-Untereinheit des aMp2-Molekiils, und bildet zusammen mit CD18
den Oberfldchenrezeptor Integrin CD11b/CD18, der auch als Makrophagen-1-Antigen
(Mac-1) oder Komplementrezeptor 3 (CR3) bekannt ist. Exprimiert wird CD11b von
Zellen des angeborenen Immunsystems, darunter Monozyten, Makrophagen,
dendritische Zellen, neutrophile und eosinophile Granulozyten, yd T-Zellen und
natiirliche Killerzellen [61-63]. Zu den Aufgaben des Oberflachenrezeptors zihlt die
Vermittlung der Adhidsion, Migration, Chemotaxis und Rekrutierung von Makrophagen
wihrend eines entziindlichen Prozesses. Des Weiteren konnten Schmid et. al. zeigen,
dass das Makrophagen-Integrin CD11b proinflammatorische Immunantworten reguliert
und damit das Tumorwachstum unterdriicken kann [64]. Bei durchflusszytometrischen
Analysen ist CD11b zudem ein guter Marker, um beispielsweise interstitielle
Makrophagen in der Lunge, die eine hohe Expression von CD11b aufweisen, von

Alveolarmakrophagen, die kein CD11b exprimieren, zu unterscheiden [65].

F4/80 ist ein Glykoprotein auf Mausmakrophagen und spielt eine wesentliche Rolle bei
der adaptiven Immunantwort. So konnten Lin et. al. zeigen, dass F4/80 indirekt an der
Unterdriickung der antigenspezifischen Immunantwort beteiligt ist, indem es den

Prozess zur Bildung antigenspezifischer regulatorischer T-Zellen (Treg) vermittelt [66].
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Das F4/80-Molekiil besteht extrazelluldr aus einer Region mit sieben EGF-dhnlichen
(epidermal growth factor-like) Wiederholungen, die iiber einen sogenannten ,,300-
Aminosdure-Spacer” an eine 7-Transmembran-Doméne gebunden ist. Somit gehort
F4/80 als Mitglied der EGF-Transmembran 7 (TM7)-Familie auch zur Superfamilie der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren [67, 68]. 1981 konnte erstmals ein Antikorper, der
gegen F4/80 gerichtet war, durch Austyn und Gordon beschrieben werden. Da dieser an
Makrophagen aus dem Peritoneum, der Lunge, der Milz sowie an Monozyten und
Vorladuferzellen von Makrophagen bindet, nicht aber an polymorphkernige Leukozyten,
Lymphozyten oder Fibroblasten, bezeichneten sie den Antikorper als ,,einzigartigen
Marker fiir Mausmakrophagen‘ [69]. Im Verlauf konnte allerdings gezeigt werden, dass
F4/80 auch von Langerhans-Zellen und eosinophilen Granulozyten exprimiert wird.
Aus diesem Grund und weil die F4/80-Expression der Makrophagen in verschiedenen
Organen unterschiedlich stark ausfallt und zum Teil nur gering oder gar nicht vorhanden
ist, ist es ratsam, zusdtzliche Antikorper zu verwenden, um Makrophagen eindeutig

identifizieren zu konnen [70-72].

CD64, auch bekannt als FcyRI (Fc gamma Rezeptor 1), wird auf Makrophagen,
Monozyten und dendritischen Zellen exprimiert [73, 74]. Er ist zusammengesetzt aus
einer a-Kette, woran die Immunkomplexe binden, und einer FcR-y-Kette und wird nach
Stimulation mit IFN-y vermehrt exprimiert [75, 76]. Eine Besonderheit des FcyRI ist
die hohe Bindungsaffinitit zu seinem Liganden, dem IgG-Antikdrper, die in dieser Form
einmalig fiir die FcyR-Familie ist [75, 77]. Zudem ist er der einzige IgG Fc-Rezeptor,
der als Monomer vorliegendes IgG binden kann [74, 77]. Die genaue Funktion bzw. der
Einfluss des FcyRI wihrend einer Immunantwort ist noch nicht geklart. Allerdings
konnten loan-Facsinay et. al. zeigen, dass das Fehlen des FcyRI negative Auswirkungen
auf die Phagozytose, die Antigenprédsentation, die Sekretion von Zytokinen und die

zytotoxische Wirkung hat [75, 78].

Mertk ist ein Rezeptor, der auf Makrophagen exprimiert wird und zur Familie der
TAM-Rezeptoren (Tyro3-Axl-Mer) gehort. Bei diesen Rezeptoren handelt es sich um
Protein-Tyrosin-Kinasen, die die sogenannte Efferozytose vermitteln, also die
Phagozytose von apoptotischen Zellen [79-81]. Uber Protein S und Gas6, die als
molekulare Bindeglieder dienen, kann Phosphatidylserin, das auf der Zelloberfliche
von apoptotischen Zellen exprimiert wird und ein starkes ,,eat-me*- Signal darstellt, an
Mertk auf den Makrophagen binden [82, 83]. Durch die Ligandenbindung wird der im

Ruhezustand groBtenteils inaktive Rezeptor, der dann nur eine niedrige intrazelluldre
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Tyrosinkinaseaktivitdt aufweist, aktiviert, wodurch es zur Aufnahme von apoptotischen
Zellen, zur Hemmung von Entziindungsreaktionen durch gehemmte Synthese von
proinflammatorischen Zytokinen und zur Wiederherstellung des Gewebes kommt [79,
81, 84]. Aufgrund von Proteinexpressionsanalysen empfehlen Gautier et. al. sowohl
Mertk, als auch den zuvor beschriebenen FcyRI als Marker fiir die Identifizierung von

Gewebemakrophagen zu verwenden [85].

CDl11¢, das gebunden an CD18, auch als aXp2, p150.95 oder Komplementrezeptor 4
(CR4) bezeichnet wird, wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, natlirlichen Killerzellen, dendritischen Zellen und teilweise von
aktivierten B- und T-Zellen exprimiert [63, 86]. Wie auch CDI11b/CD18 gehort
CDI11c¢/CD18 zur B2-Leukozytenintegrinfamilie CD11/CD18, die unter anderem zur
Zelladhdsion, Migration und Phagozytose beitragen und Signale iiber die
Plasmamembran, sowohl von auBBen nach innen als auch umgekehrt, sendet [87, 88].
Wau et. al. konnten zeigen, dass CD11c eine entscheidende Rolle in der Atherogenese
spielt, da CD11c¢"*ApoE-/- Miuse nach 12 Wochen hochkalorischer Diiit im Vergleich
zu CDl11c/ ApoE/" Méusen groflere atherosklerotische Plaques mit einer hoheren
Makrophagenansammlung in der Aorta aufwiesen [89]. Des Weiteren konnte die
Bindung von ICAM-4 auf Erythrozyten an CDI11c/CDI18 auf Milzmakrophagen
entscheidend fiir die Entfernung von Erythrozyten aus dem Blutkreislauf sein [90]. Bei
durchflusszytometrischen Analysen von Lungengewebe ist CD11c, das gegen CD11b
aufgetragen wird, ein guter Marker, um die Population der Alveolarmakrophagen zu

bestimmen [65].

MHC wird, aufgrund seiner Relevanz fiir diese Doktorarbeit, im nachfolgenden Kapitel

gesondert aufgefiihrt.

2. Haupthistokompatibilititskomplex (MHC)

Der ,,Major Histocompatibility Complex* (MHC) ist ein Genabschnitt auf der DNA, der
Proteine codiert, die als wichtige Bestandteile des adaptiven Immunsystems
entscheidende Funktionen in der adaptiven Immunantwort ibernehmen. Da alle diese
Gene bei Mensch und Maus dhnlich sind und gebiindelt in einer Region auf der DNA
liegen, spricht man von (Haupthistokompatibilitdts-) Komplex [91, 92]. Entstanden ist
der MHC vor mehr als 550 Millionen Jahren, als es die ersten Wirbeltiere mit

Kieferknochen gab.
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Die bei der Maus als H-2 bezeichnete MHC-Region, wird beim Menschen ,,Humanes
Leukozyten-Antigen” (HLA) genannt und ist auf dem kurzen Arm des 6. Chromosoms
zu finden [93]. Mit mehr als 26.000 Allelen auf 39 unterschiedlichen Genen, ist die
MHC-Region eine der Regionen, mit der grofiten Gendichte im menschlichen Genom
[92]. Zusitzlich zeigen einige der MHC-Gene auch ein breites Spektrum an allelischen
Variationen. Dies ist aber eher eine Seltenheit, da ein Allel, dass einen Vorteil gegeniiber
anderen hat bzw. gleichwertig ist, in einem endlichen Zeitraum, normalerweise durch
natiirliche Selektion oder zufdllig in einer Population fixiert wird oder aber
verschwindet [91, 94]. Durch die sogenannte ,ausgleichende Selektion™ ist aber
dennoch ein Polymorphismus, wie es ihn beim MHC gibt, moglich [91, 95]. Man geht
davon aus, dass ein Wettlauf auf molekularer Ebene zwischen dem Immunsystem und
Krankheitserregern der Grund fiir die hohe MHC-Varianz ist. Diese Vermutung wird
dadurch gestiitzt, dass eine Vielzahl von Mikroorganismen bestimmte Proteine herstellt,
wodurch die Antigenprisentation gehemmt wird. Je nachdem welche MHC-Allel-Form
vorliegt, ist der Korper dann entsprechend anfdlliger oder weniger empfanglich fiir
Infektionskrankheiten. Es wurden aber auch andere Mechanismen als Ursache fiir die
extreme MHC-Varianz diskutiert, da es nur wenige Hinweise gibt, die dies direkt
beweisen [96, 97]. Unabhéngig davon, durch was der Polymorphismus in den MHC-
Genen begiinstigt wird, werden dessen Auswirkungen sowohl im Bereich der
Autoimmun- und Infektionskrankheiten, fiir die bei manchen Individuen eine
Pradisposition besteht, als auch bei Transplantationen deutlich. Passen die Allele von
Spender und Empféanger nicht zusammen, kann das transplantierte Organ oder Gewebe
abgestoflen werden [93, 98]. Obwohl die AbstoBungsreaktion bei Transplantationen
eine hochst unerwiinschte Komplikation darstellt, ist es schlichtweg eine natiirliche
Reaktion des Korpers, da dem Immunsystem Fremdantigene priasentiert werden, die es
zu bekdmpfen gilt [99]. Schon George Snell fand bei Transplantationsversuchen heraus,
dass nicht kompatible Antigene der Grund fiir die GewebeabstoBung bei Méusen waren.
Vorausgegangen waren Versuche von Peter Gorer, der beobachtet hatte, dass
Maiuseerythrozyten durch Immunseren von Kaninchen anfangen zu verklumpen,
wodurch erstmals ein Histokompatibilititssystem beschrieben werden konnte [100-

103].

Abhidngig von Funktion und Lokalisation wird die MHC-Region in drei Klassen
eingeteilt: MHC-Klasse-I, II und III. Die Gene der MHC-Klasse-I und II enthalten

Informationen, die die Antigenpridsentation und generell das adaptive Immunsystem
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betreffen. Die MHC-Klasse-III ist auf der DNA zwischen den anderen beiden Regionen
lokalisiert und codiert fiir Proteine, die vor allem mit der angeborenen Immunantwort,
der Aktivierung des Komplementsystems sowie Regulationsmechanismen des
Immunsystems zusammenhingen [92, 104]. Hauptmerkmal des MHC sind zwei
Glykoproteinmolekiile, womit er den T-Zellen Bestandteile von Antigenen aus intra-
und extrazelluldren Bereichen prasentieren kann [104]. Damit sind die MHC-Molekiile

der Klassen I und II entscheidend fiir eine spezifische Antigenprisentation [105].

2.1. MHC-Klasse-II

Molekiile der MHC-Klasse-II sind, wie auch MHC-Klasse-I-Molekiile, Heterodimere,
die aus zwei Transmembran-Untereinheiten, der a- und B-Kette, zusammengesetzt sind.
Die genetische Information fiir die Ketten ist beim Menschen auf den Genen HLA-DR,
HLA-DQ und HLA-DR zu finden [92, 106]. Im endoplasmatischen Retikulum werden
die - und B-Kette mit einem integralen Typ-II Membranglykoprotein, das als invariante
Kette (1i) bezeichnet wird, gekoppelt. Dadurch wird der Komplex stabilisiert und es wird
zudem verhindert, dass vorzeitig Peptide im endoplasmatischen Retikulum an die MHC-
Klasse-1I-Peptidbindungsfurche binden. Die Expression der MHC-Klasse-II-Molekiile
ist, im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Molekiilen, die von allen kernhaltigen Zellen
exprimiert werden, auf professionelle Antigen-prisentierenden-Zellen (APC), wie
Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen, beschrénkt [107-109]. Damit diese
Zellen phagozytierte Fremdantigene auf ihrer Zelloberflache exprimieren kdnnen, sind
verschiedene Schritte notig. Nach Verlassen des endoplasmatischen Retikulums,
durchquert der af-li-Komplex den Golgi-Komplex sowie das trans-Golgi-Netzwerk
(TGN), um anschlieBend in ein lysosomendhnliches Antigen-verarbeitendes
Kompartiment (MIIC) transportiert zu werden [108, 110]. In der Literatur werden neben
dem direkten Weg in das MIIC noch zwei indirekte Wege diskutiert, die iiber die
Plasmamembran und/oder Endosomen fithren. Obwohl es zu den Wegen viele
widerspriichliche Daten gibt, sind Hiltbold und Roche der Meinung, dass alle Wege ihre
Giltigkeit haben, wobei es abhingig von der Antigen-prasentierenden Zelle ist, in
welchem MaB der eine oder andere Weg genutzt wird [111]. Im MIIC wird die
invariante Kette (li) bis auf ein kleines Fragment (CLIP), das in der
Peptidbindungsfurche verbleibt, durch Cystein- und Asparaginproteasen verdaut.
Mithilfe eines speziellen HLA-DM-Chaperon wird das CLIP-Fragment durch ein Peptid
ersetzt, das von einem zuvor endosomal abgebauten Fremdantigen stammt.

AnschlieBend wird das MHC-Klasse-1I-Molekiil, beladen mit dem Peptid des
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Fremdantigens, an die Zelloberflache gebracht (Abb. 3) [107, 112]. Durch die Bindung
des présentierten MHC-Klasse-II-Molekiils an Rezeptoren auf CD4" T-Zellen, werden
diese aktiviert und es kommt zur Vermittlung der Immunantwort, wie beispielsweise
die Vermehrung von T-Zellen, die Bildung von Antikorpern oder die Entwicklung von
Gedidchtniszellen. All dies soll letztendlich dazu fiihren, dass ein Pathogen aus dem

Korper beseitigt wird [108].

CD4* Teell

Abbildung 3: Der klassische Weg der MHC-Klasse-II - Antigenprédsentation [107]

Mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature, Copyright © 2011

2.2 Nischenspezifische MHC-Klasse-II - Expression

Dass die Menge der exprimierten MHC-Klasse-II - Molekiile auf Makrophagen
abhéingig von der anatomischen und nischenspezifischen Lage im Gewebe ist, konnten
Chakarov et. al. zeigen. Sie beschrieben erstmals im Interstitium zwei eigenstindige
und voneinander unabhdngige Makrophagenpopulationen ,mit spezifischem,
nischenabhdngigem Phénotyp und funktioneller Programmierung®.
LYVE1Me"MHCII'VCX3CR1'"°% - Makrophagen, die oft mit BlutgefiBen assoziiert
sind, exprimieren vor allem Lyvel (endothelialer Hyaluronsdurerezeptor 1 der
Lymphgefde) und wenig MHCII- und CX3CR1-Molekiile. Die andere
Makrophagenpopulation, LYVEI"*MHCIIM$"CX3CR1"e", ist hauptsdchlich um

Nerven lokalisiert und exprimiert genau umgekehrt wenig Lyvel, aber dafiir viel
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MHCII und CX3CR1 (Abb. 4). Mit Hilfe von RNA-Sequenzierung konnten diese
beiden Makrophagenuntergruppen zunichst in den interstitiellen Makrophagen der
Lunge beschrieben werden, wobei anschlieBend dhnliche Populationen auch im Herzen,
Fettgewebe und der Haut charakterisiert wurden. Funktionell unterscheiden sich beide
Populationen dahingehend, dass LYVEI1MEMHCITIYCX3CR1Y - Makrophagen
signifikant mehr Interleukin-10 produzieren und in ihnen Gene hochreguliert sind, die
vermehrt mit dem Gewebeumbau und der Wundheilung assoziiert sind.
LYVE1°YMHCIIMehCX3CR1Meh - Makrophagen hingegen fordern vermehrt die
Proliferation der CD4"* T-Zellen sowie die Differenzierung der regulatorischen T-Zellen
(Treg) und haben eine groflere Bedeutung in der Antigenpriasentation. Anhand dieser
Publikation wird deutlich, dass Makrophagen ihren Phédnotypen und ihre Funktion

entsprechend ihrer nischenspezifischen Lage anpassen [113].

Lyvel"MHCIMMRTM Nerve bundles
— andendings /3
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1?. 1 /"
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Abbildung 4: Zwei voneinander unabhingige Makrophagenpopulationen mit nischen-
spezifischem Phéinotyp [113]

Aus “Two distinct interstitial macrophage populations coexist across tissues in specific subtissular
niches, Chakarov et. al., 2019. Reprinted with permission from AAAS”. Copyright © 2019

3. Interaktionen zwischen Nerven und Immunzellen

3.1. Nerv-assoziierte Makrophagen

Die Assoziation zwischen Makrophagen und Nerven wurde schon vor mehr als 40
Jahren beschrieben. Dennoch gibt es bis jetzt wenig Daten dazu, was vermutlich darauf
zuriickzufithren ist, dass Nerv-assoziierte Makrophagen im Vergleich zu anderen

Gewebemakrophagen deutlich seltener vorkommen [8].

Antigen presentation

Wounding and tissue repair
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1977 konnte gezeigt werden, dass sich Meerrettichperoxidase, die intravends in die
Oberschenkelvene oder lokal auf den Ischiasnerv getridufelt wurde, schnell in epi- und
endoneuralen  Zellen  anreicherte. = Diese  phagozytierenden,  Peroxidase-
akkumulierenden Zellen wiesen strukturelle Merkmale von Makrophagen auf [114].
Drei Jahre spéter wurde mithilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen, der
Anteil der Makrophagen innerhalb eines peripheren Nervs bestimmt. Makrophagen
machten ca. 2 - 4 % der endoneuralen Zellen aus [115]. Teilweise findet man aber auch
Angaben, dass die zellulire Komponente eines peripheren Nervs bis zu 9 % aus
Makrophagen bestehen soll [116]. Eine genauere Charakterisierung der epi- und
endoneuralen Makrophagenpopulation fiihrten Ydens et. al. durch. Mithilfe von
Einzelzellsequenzierung, durchflusszytometrischen Analysen und Konfokal-
mikroskopie, konnten sie Relma*Mgl1" Makrophagen im Epineurium und Relma Mgl 1-
Makrophagen im Endoneurium des Ischiasnervs identifizieren [117]. Makrophagen
finden sich aber nicht nur innerhalb eines Nervs, sondern {iberwiegend auch als lang-
gezogene, oft verzweigte Zellen auf einem Nerv, die sich entlang dessen Léngsachse
ausrichten [118]. Dabei konnen sie neben der Phagozytose von Axon- und Myelinresten,
durch die Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren auch einen entscheidenden
Beitrag zur Regeneration von Nervenfasern leisten [119]. So konnten Stolz und
Kollegen in vitro zeigen, dass Makrophagen, die eng am wachsenden Ende eines
Motoneurons lokalisiert waren, die Verlingerung der Motoneuronfortsitze steuerten
[120]. Auch in der Haut konnte nach mechanischer Verletzung in vivo nachgewiesen
werden, dass CX3CR1Meh - Makrophagen zum EinsprieBen von sensiblen axonalen
Dendriten beitrugen und Myelinreste von geschidigten Nervenfasern abbauten. Des
Weiteren zeigten CX3CR1"e" - Makrophagen im physiologischen Zustand eine grofie
Dynamik entlang sensibler Nervenfasern. Das Ausfahren und Einziehen ihrer bis zu
200 um langen Fortsidtze und das Entlangwandern auf sensiblen axonalen Dendriten,
wies auf ein Abtasten des Nervs hin [121]. Weitere Assoziationen zwischen CX3CR1"
MHCII" Makrophagen und sensiblen Nervenfasern, wurden in der Cornea beobachtet,
wobei die Anzahl der Kontakte vom inneren, zentralen Hornhautbereich bis zum
peripheren Hornhautstroma deutlich zunahm [122]. In der Lunge wurde eine
Untergruppe von interstitiellen CD169" - Makrophagen charakterisiert, die um
Atemwege lokalisiert waren und eng mit sympathischen Nervenfasern assoziierten. Im
Gegensatz zu den groflen, runden Alveolarmakrophagen, wiesen sie eine ldngliche Form

mit dendritischen Fortsitzen auf. Es wurde zudem gezeigt, dass diese Nerv-assoziierten
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Makrophagen nach einer Influenzavirusinfektion aktiv proliferierten und vermehrt IL-
10 produzierten, weshalb ihnen eine entscheidende Rolle bei der Regulierung von
entziindlichen Geschehen zugeschrieben wird [123]. Auch in der Darmmuskulatur sind
Makrophagen dicht mit Nerven des Plexus myentericus assoziiert [124, 125]. Es wurde
nachgewiesen, dass Makrophagen durch die Sekretion von BMP2 (Bone morphogenetic
protein 2), das auf enterische Neurone wirkt, die Kontraktionsmuster der glatten
Muskulatur im Kolon regulieren kénnen [126].

Dass Makrophagen nicht nur mit Nerven assoziiert sind, sondern dariiber hinaus zur
noradrenergen Homoostase beitragen, wurde in einer Arbeit von Pirzgalska et. al.
beschrieben. Hier zeigte sich, dass extrazelluldres Noradrenalin, freigesetzt durch
sympathische Nervenendigungen, durch sogenannte ,sympathikus-assoziierte
Makrophagen“ (SAM) iiber Slc6a2-Transporter importiert und  mittels
Monoaminoxidase A abgebaut wird. In adipdsen Méusen fand man, im Vergleich zu
normalgewichtigen Maéusen, einen signifikant hoheren Anteil an SAMs, was
dafiirspricht, dass die Beseitigung des Noradrenalins durch SAMs zur Fettleibigkeit
beitrdgt. In der Tat konnte in adipésen Méusen ohne Slc6a2-Transporter mehr braunes
Fett, eine Steigerung der Thermogenese sowie eine klare Gewichtsreduktion beobachtet

werden [127].

3.2 Vegetatives Nervensystem

Das vegetative Nervensystem ist flir die neuronale Kontrolle und Regulierung
samtlicher Korperteile, mit Ausnahme der Skelettmuskulatur, zustandig und lésst sich
in Sympathikus, Parasympathikus und enterisches Nervensystem (intrinsisches
Nervensystem des Gastrointestinaltraktes) unterteilen [128, 129].

Haufig werden Sympathikus und Parasympathikus mit den Begriffen ,,Fight and Flight*
(,,Kampf oder Flucht*) bzw. ,,Rest and Digest* (,,Ruhe und Verdauung*) in Verbindung
gebracht und wirken an einem Organ sowohl als Gegenspieler aber auch als
,Mitspieler [130]. Die Aufgaben von Sympathikus und Parasympathikus sind
vielfdltig. Sie reichen von der Kontrolle der Hormonsekretion, {tber die
Thermoregulation, bis hin zu immunmodulatorischen Reaktionen sowie Funktionen im
Bereich des Urogenitaltraktes, des Gastrointestinaltraktes, der Pupillen oder des Herz-

Kreislaufsystems (siehe Tabelle 1) [130-132].
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Herztatigkeit

Erfolgsorgan Wirkung des

Sympathikus Parasympathikus
Pupille Erweiterung Verengung
Bronchien Erweiterung Verengung
Herz Beschleunigung der Verlangsamung der

Herztatigkeit

Magen und Darm

Hemmung der Peristaltik

Anregung der Peristaltik

Leber

Glykogenabbau

Glykogenaufbau

Harnblase

Harnverhaltung

Harnentleerung

Tabelle 1: Beispiele der Wirkungsweisen des Sympathikus und
Parasympathikus [131]

Fir die Signalweiterleitung werden die Neurotransmitter Acetylcholin und
Noradrenalin ausgeschiittet. Dabei findet die neuronale Ubertragung priganglionir,
sowohl beim Sympathikus als auch beim Parasympathikus {iber Acetylcholin, das an
nikotinerge Rezeptoren bindet, statt. Postganglionidr bindet das Acetylcholin des
Parasympathikus an muskarinerge Rezeptoren, wo hingegen der Sympathikus
Noradrenalin ausschiittet, was an adrenergen Rezeptoren des Endorgans bindet [130,
133]. Acetylcholin und Noradrenalin konnen auch an nikotinerge und adrenerge
Rezeptoren auf Immunzellen binden, wodurch eine Immunantwort hervorgerufen wird
[132]. Durch Freisetzung der Neurotransmitter in umliegende Bereiche, konnen sie sich
mehrere Mikrometer weit im Gewebe verteilen. Diese Form der ,,nicht-synaptischen
Verbindung®™ wurde in den 1960er und 1970er Jahren entdeckt und ermdglicht es, im
Vergleich zur synaptischen Ubertragung, zur gleichen Zeit viel mehr Zellen
anzusprechen [134-136]. Auf der anderen Seite konnte aber auch eine synaptische
Verbindung zwischen Nervensystem und Immunzellen gezeigt werden. In der Milz
endeten sympathische Nerven in direkter Umgebung von T-, B- sowie dendritischen
Zellen und formten Synapsen, sogenannte ,,neuroimmune Knotenpunkte* [137-139].
Die Kommunikation zwischen dem Nerven- und Immunsystem ist jedoch nicht
einseitig, sondern findet auch in umgekehrter Richtung statt [140, 141]. Schon 1977
konnte durch Besedovsky et. al. gezeigt werden, dass die elektrische Aktivitit im
Hypothalamus der Ratte in einzelnen Nervenzellen um iiber 100 Prozent zunahm,
nachdem zwei verschiedene Substanzen intraperitoneal verabreicht wurden. Es wurde

davon ausgegangen, dass die neuronale Aktivitdt nicht durch die Stoffe an sich
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gesteigert wurde, sondern dass die damit in Verbindung stehende Immunantwort zu den
Verdnderungen gefiihrt hat [142]. Teilweise werden Reize, die von bestimmten
Antigenen, Bakterien, Viren oder Tumoren ausgehen und als ,,nicht-kognitive Reize*
bezeichnet werden, nicht durch das zentrale oder periphere Nervensystem
wahrgenommen. Immunzellen kénnen in diesem Fall als ,,Sinnesorgan® fungieren und
Zytokine, Endorphine, Neurotransmitter oder Hormone ausschiitten, die einen
derartigen Einfluss auf das Nervensystem haben, dass es zu Verdnderungen im
Verhalten, dem Bewusstsein und dem Gemiitszustand kommt [143-145]. Es wird also
deutlich, dass das Immun- und Nervensystem keine funktionell getrennten Bereiche
darstellen, sondern eng miteinander agieren, was filir die Aufrechterhaltung der
Homoostase von wesentlicher Bedeutung ist. Denn durch ein neuro-immunes

Ungleichgewicht konnen viele Erkrankungen ausgelost werden [146-148].

3.3. Auswirkungen der sympathischen Innervation auf Immunzellen
In der Literatur gibt es widerspriichliche Angaben, wie sich die Sympathikusaktivitét
auf Immunzellen auswirkt. Dabei kann die Immunreaktion durch den Einfluss des

Sympathikus sowohl stimuliert als auch gehemmt werden [149, 150].

Vasamsetti et. al. konnten zeigen, dass sowohl die Reifung von myeloiden Zellen, als
auch die Proliferation von Granulozyten-Makrophagen-Vorlduferzellen (GMP) durch
Katecholamine, die von Immunzellen oder dem Sympathikus freigesetzt wurden,
gesteigert wird. Da die Aktivierung des Sympathikus bei einer Diabeteserkrankung gut
erforscht ist, wurden Méuse mit Typ 1 und Typ 2 Diabetes eingesetzt und deren Milzen,
als zentrales blutbildendes Organ, analysiert, um den Einfluss der Sympathikusaktivitat
auf die myeloide Zellentwicklung zu ermitteln. Durch die chemische, chirurgische und
genetische Entfernung der sympathischen Innervation der Milz, konnte eine
verminderte Proliferation von Granulozyten-Makrophagen-Vorlduferzellen (GMP)

sowie eine reduzierte myeloide Zellentwicklung festgestellt werden [151].

Heidt und Kollegen konnten ebenfalls zeigen, dass die sympathische Aktivitdt zur
Steigerung von Granulozyten-Makrophagen-Vorlauferzellen (GMP), hier allerdings im
Knochenmark, fiihrt. Zunéchst analysierten sie das Blut von chronisch gestressten, auf
einer Intensivstation arbeitenden Assistenzirzten. Hier stellten sie eine signifikante
Erhohung von Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten fest. Als
Kontrollen dienten Blutproben von Arzten, die nicht im Dienst waren. Ausgehend von

diesen Daten, wurde anhand von Méusen, die tdglich, {iber eine Dauer von ein bis drei
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Wochen, einem anderen Stressor ausgesetzt waren, getestet, ob ein stressbedingter
Anstieg von Immunzellen die Folge einer gesteigerten Leukozytenproduktion ist. In der
Tat wirkte chronischer Stress iiber die Sympathikusaktivierung auf das Knochenmark.
Uberschiissiges Noradrenalin bewirkte iiber die Bindung an B3-Rezeptoren von
Knochenmarkszellen eine Stammzellproliferation und flihrte zu einer gesteigerten
Anzahl von Granulozyten-Makrophagen-Vorlduferzellen (GMP), Vorlduferzellen von
Makrophagen und dendritischen Zellen (MDP) und lymphoiden Progenitorzellen
(CLP), deren ausdifferenzierte Zellen auch vermehrt in atherosklerotischen Plaques von

ApoE-/- Médusen zu finden waren [152].

Im Gegensatz zu dieser stimulierenden Wirkung der Sympathikusaktivitdt auf die
Immunantwort, zeigten Liu und Kollegen eine immunsupprimierende Wirkung. In in
vitro - Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass die proinflammatorische Zytokin-
und Chemokinproduktion von primédren Alveolarmakrophagen nach LPS-Gabe
reduziert war, wenn diese zuvor mit Noradrenalin oder spezifischen Adrenorezeptor-
B2-Agonisten (zum Beispiel Formoterol oder Clenbuterol) inkubiert wurden. Passend
hierzu fiihrte in in vivo - Experimenten mit Mausen, die genetische, chemische und
chirurgische Entfernung der lokalen sympathischen Innervation in der Lunge zu einer

verstiarkten Immunantwort mit vermehrter Neutrophilenrekrutierung [153].

In Ubereinstimmung damit, konnten Willemze ef. al. ebenfalls eine anti-
inflammatorische =~ Wirkung der  sympathischen Innervation  nachweisen.
Knochenmarksmakrophagen, die zuvor mit Noradrenalin vorbehandelt wurden, wiesen
nach LPS-Stimulation sowohl im Transkriptom, als auch in der Proteinkonzentration
signifikant reduzierte proinflammatorische Zytokinwerte auf. Ahnlich wie Noradrenalin
fithrte auch die Vorbehandlung mit Salbutamol, einem spezifischen Adrenorezeptor-f32-
Agonisten, zu einer verringerten mRNA-Expression und Proteinkonzentration dieser
Zytokine. Umgekehrt war die Expression des anti-inflammatorischen IL-10 sowohl
nach Noradrenalin- als auch Salbutamolbehandlung signifikant erh6ht. Dariiber hinaus
konnten sie in in vivo - Versuchen zeigen, dass die sympathische Denervation des
Darms zu einer deutlichen Reduktion von Becherzellen im Darmepithel, einem
Kolonddem, erhohten mRNA-Leveln von entziindungsférdernden Zytokinen im

Kolongewebe sowie einer histologischen Schidigung der Darmschleimhaut fiihrt [154].

Durch sympathische Signaliibertragung kann die immunologische Aktivitdt, wie anhand
der vorherigen Publikationen erldutert wurde, sowohl gefordert als auch gehemmt

werden. Eine kaskadenartige gegenseitige Beeinflussung zwischen Herz, Gehirn und
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Niere konnten Fujiu et. al. mit ihrer Arbeit darstellen. Mit Hilfe von KIf5""4qp2-Cre-
Maiusen konnte im Modell der experimentellen Aortenkonstriktion (TAC), die zu einer
erhohten chronischen linksventrikuldren Belastung des Herzmuskels fiihrte, eine
Verkniipfung zwischen Sympathikus, Niere und Herz nachweisen werden. Eine
chronische Druckbelastung im Herzen fiihrte zur Aktivierung des Sympathikus. Durch
sympathische Innervation der Epithelzellen im Sammelrohr der Niere wurden
Makrophagen der Niere stimuliert, die darauthin TNF-a produzierten. Das wiederum
aktivierte Nierenendothelzellen, die infolgedessen CSF-2 (Kolonie-stimulierender
Faktor 2) in den Blutkreislauf sezernierten. Ly6C" - Makrophagen des Herzens
wurden dadurch angeregt und vermittelten schlielich Anpassungsreaktionen in Form

von kardialer Hypertrophie [155].



II1. Zielsetzung 21

I1I. ZIELSETZUNG

Immun- und Nervensystem agieren, wie zuvor beschrieben, in engem Zusammenspiel
[146]. Durch die sympathische Uberaktivierung in Form von chronischem Stress
werden vermehrt himatopoetische Stammzellen aktiviert [152]. Umgekehrt fiihrt eine
Denervation in der Milz zu einer verminderten GMP-Proliferation und einer reduzierten
Entwicklung von myeloiden Leukozyten [151]. Es konnte zudem gezeigt werden, dass
Makrophagen dicht an sympathischen Nervenfasern lokalisiert sind und einen anderen
Phinotyp aufweisen als Makrophagen, die in der Nidhe von Gefidllen lokalisiert sind
[113, 127].

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurde die hier vorliegende Doktorarbeit mit dem
Ziel angefertigt, ein besseres Verstindnis liber die in vivo Interaktion zwischen
Makrophagen und sympathischen Nervenfasern zu erhalten.

Es wurde die Hypothese untersucht, ob ein funktionelles Zusammenspiel zwischen
sympathischen Nervenfasern und Makrophagen besteht. Ziel war es, zundchst zu
analysieren, wie Makrophagen in verschiedenen Geweben lokalisiert sind und mit
welcher Haufigkeit sie Kontakt zu Nervenfasern haben. Des Weiteren sollte mithilfe
von verschiedenen Denervationsversuchen ndher beschrieben werden, wie sich das
Fehlen des sympathischen Einflusses auf den Makrophagenphinotyp und die
Aufrechterhaltung der Makrophagenpopulation auswirkt.
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IV. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Als Versuchstier wurde in dieser Arbeit die Maus gewdhlt. Da sie eine geringe
Korpergrofle aufweist, kann sie im Vergleich zu anderen Versuchstieren kostenglinstig
und platzsparend untergebracht werden und ist zudem noch leicht hindelbar. Des
Weiteren eignet sich die Maus als Versuchstier besonders gut, da sie mit einer
WurfgroBe von 6-12 Jungtieren und einer Trachtigkeitsdauer von 18-21 Tagen eine
schnelle Reproduktionsrate aufweist. Ein weiterer Vorteil ist die Vielzahl transgener
Mauslinien, die es erlaubt, verschiedenster Fragestellungen nachzugehen. Zudem
konnen gewonnene FErkenntnisse aus dem Mausmodell auf den menschlichen
Organismus iibertragen werden und fiir die Entwicklung neuer Therapieansitze dienen,
da die Maus dem Menschen aus immunbiologischer Sicht sehr dhnlich ist [156].

Die Tierversuche wurden gemif3 § 8 des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt
(Fassung vom 18.05.2006, letzte Anderung am 10.08.2021 durch Artikel 105) und von
der Regierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen: ROB-55.2-2532. Vet 02-19-
42).

1.1. Tierhaltung und Zucht

Bis auf einige Méuse des Wildtypstammes C57BL/6J, die der Praktikabilitit halber von
Charles River Laboratories bezogen wurden, stammten die {ibrigen Versuchstiere aus
dem Zentrum fiir Neuropathologie und Prionenforschung Miinchen. Dort wurden sie
unter SPF-Bedingungen (specific pathogen free) geziichtet. Um sicherzustellen, dass
Versuchsergebnisse durch den Transport und den ortlichen Wechsel nicht beeinflusst
wurden, hatten die Miuse nach Einsetzen in die Tierhaltungsschrinke (Bioscape
Uniprotect, Bioscope GmbH, Castrop-Rauxel, Germany) des hausinternen Tierstalls im
Walter-Brendel-Zentrum zwei Wochen Zeit, sich an die neue Umgebung und die
verdnderte Keimbelastung zu gewohnen. Im Tierstall herrschte eine Temperatur von
22 +/- 1 °C, eine relative Luftfeuchte von 55 +/- 5 % und wihrend der gewihlten 12-
stiindigen Tag-Phase eine Beleuchtungsstérke von 50-100 Lux. Je nach Gewicht wurden
bis zu vier Méuse in einem Polysulfon-Kéfig vom Typ M2 bzw. M1L (Zoonlab GmbH,
Castrop-Rauxel, Germany) gehalten. Ausgestattet waren die Kéfige mit einer
staubarmen und saugstarken Einstreu (Abbed Nestbaumaterial B E-011, Faserbreite

3,5 mm, E-012, Faserbreite 4 mm + NBU E014, Faserbreite 120 mm), Spanen als
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Beschiftigungsmaterial sowie Holzwolle und Kosmetiktiichern fiir den Nestbau.
Wasser, liber eine Nagetiertrinkflasche, und Futter (Sniff Spezialdidten GmbH, Soest)
standen ad libitum zur Verfiigung. Einmal pro Woche wurden die Kifige, inklusive
Futter und Wasser durch die Tierpfleger gewechselt, wobei der Gesundheitszustand der

Maiuse tdglich kontrolliert wurde.

1.2. Mausstamme
Nachfolgend sollen die Mauslinien, die in dieser Dissertation verwendet wurden, néher
erldutert werden:

e Wildtypstamm C57BL/6J

e Cx3crl©tP

e (Cx3crl CreERT2 x Ro Sa26thomato

1.2.1.  Wildtypstamm CS57BL/6J

Der am meisten verwendete Inzuchtstamm, dessen Genom als erstes vollstindig
sequenziert wurde, ist der Wildtypstamm C57BL/6J, auch bekannt als Black-6. In der
experimentellen Forschung hat sich diese Mauslinie zum Goldstandard entwickelt, da
sie durch ihre Isogenetik erheblich zur Reproduzierbarkeit von Experimenten beitragt.
Haufig werden C57BL/6J Maéuse als genetischer Hintergrund zur Ziichtung neuer
transgener Mauslinien verwendet, da die meisten Mutationen in den Nachkommen
maximal exprimiert werden. Zudem besitzt diese Mauslinie eine geringe

Tumoranfilligkeit und ist einfach in der Nachzucht [157, 158].

1.2.2.  Cx3cr1Ct?

Der Fraktalkinrezeptor CX3CR1 ist ein Rezeptor mit 7 Transmembranhelices (7-
Transmembranrezeptor), der auf Monozyten, Makrophagen, Unterarten von natiirlichen
Killerzellen, dendritischen Zellen und Mikroglia exprimiert wird. Anstelle des
Rezeptors kommt es bei dieser Mauslinie, durch einen Knock-in in den endogenen
Cx3crl- Locus, zur Expression des Fluoreszenzreporterproteins eGFP (enhanced green
fluorescent protein) unter der Kontrolle des Cx3crl- Promotors [159]. Somit konnen die
oben genannten Zellen anhand ihrer griinen Fluoreszenz nach Anregung mit blauem
oder ultraviolettem Licht identifiziert werden.

Fiir diese Doktorarbeit wurden homozygote Cx3crl1®? - Miuse mit Black-6 Tieren
verpaart, um heterozygote Cx3crl1 - Tiere, ohne Einschrinkung der Rezeptorfunktion

durch einen funktionellen Knock-out, zu erhalten.
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1.2.3.  Cx3cr1CreERT2 x Roga26tdTomato

In dieser Mauslinie exprimieren Cx3cr1P*iive Zellen eine Tamoxifen-abhingige Cre-
Rekombinase. Durch die Kreuzung mit einer Rosa26-tdTomato-Maus werden
Cx3crlpositive: Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen oder Monozyten, ab dem
Zeitpunkt der Tamoxifen-Injektion rot markiert. Dadurch lassen sich gewebsresidente
Makrophagen von frisch aus dem Knochenmark eingewanderten monozytéren

Makrophagen unterscheiden (Fate Mapping). Es handelt sich um eine Knock-in Maus.

1.3. Aktivierung der ostrogeninduzierten Cre-Rekombinase

Durch Bindung des aktivierten Metaboliten 4-Hydroxytamoxifen an die mutierte
Ligandenbindungsdoméine des CreERT2-Fusionsproteins kommt es zu einer
Konformationsédnderung. Der im Zytoplasma zuriickgehaltene Komplex aus HSP90 und
CreERT2 dissoziiert, wodurch das CreERT2 in den Zellkern gelangen und an der DNA
die Rekombination auslosen kann [160]. Um die Cre-Rekombinase in der zuvor
beschriebenen Mauslinie zu aktivieren, wurde den Mdusen an 5 aufeinanderfolgenden
Tagen, im Abstand von ca. 24 Stunden immer jeweils 3 mg Tamoxifen (Tamoxifen,

T5648, Sigma-Aldrich, Steinheim) i.p. injiziert.
2. Eingriffe an der Maus

2.1. Narkose

Die Allgemeinanidsthesie ist definiert als ein Zustand der Bewusstlosigkeit, der
Muskelrelaxation und der Aufhebung der Schmerzempfindung und hat eine reversible
Ausschaltung von Empfindungs- und Sinneswahrnehmungen zum Ziel [161]. In

unserem Labor werden sowohl Inhalations- als auch Injektionsnarkosen durchgefiihrt.

2.1.1. Inhalationsnarkose

In der hier vorliegenden Doktorarbeit wurden Blutentnahmen unter einer Isofluran-
Inhalationsnarkose (Isofluran CP, cp-pharma, Burgdorf) durchgefiihrt. Die Maus wurde
dazu in eine rote Plexiglasbox gesetzt, in die anschlieBend ein 5%iges Isofluran-
Sauerstoffgemisch iiber einen Verdampfer (Datex-Ohmeda Isotec 5, uniVet Porta Fa.
Groppler, Deggendorf) einstromte, das im Anschluss {iber eine Absaugvorrichtung
wieder abgefiihrt wurde. Der Vorteil des Isoflurans liegt darin, dass es ein leicht
fliichtiges Gas ist, welches sehr rasch an- und abflutet. Schon nach kurzer Zeit konnten
eine Muskelrelaxation und eine beschleunigte Atmung beobachtet werden. Aufgrund

der niedrigen Metabolisierungsrate (<0,2 %) des Isoflurans wird es meist unveridndert
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und sehr schnell wieder {iber die Lunge abgeatmet, was bei zu kurzer Verweildauer in
der Plexiglasbox ein zu frithes Erwachen der Maus zur Folge hat [161]. Aus diesem
Grund wurde die Narkose fiir eine stressfreie Blutentnahme so lange aufrechterhalten,
bis keine Stellreflexe mehr vorhanden waren und die Atmung sich wieder verlangsamte.
Die Maus wurde im Anschluss aus der Box genommen und die Blutentnahme konnte

durchgefiihrt werden (vgl. IV. 2.2.).

2.1.2. Injektionsnarkose

Die lokale Denervation des sympathischen Nervensystems wurde mithilfe einer
Tripelnarkose aus den Injektionsanisthetika Medetomidin, Midazolam und Fentanyl
durchgefiihrt. Durch diese Kombination konnte eine Dosisreduktion der jeweils

einzelnen Anésthetika erzielt werden.

Medetomidin (Dorbene vet, Zoetis Deutschland GmbH, Berlin) gehort zu den
a2 - Adrenorezeptoragonisten und wird zur Sedation und Narkosepramedikation
eingesetzt, da es vor allem in hoheren Dosen anxiolytisch wirkt. Im Vergleich zu
Xylazin hat es eine 20-fach gesteigerte Wirkpotenz, wodurch schon mit niedrigen
Dosierungen die maximale Wirkstirke erreicht werden kann. Trotz der leicht
analgetischen Wirkung, ist fiir eine ausreichende Analgesie, welche chirurgische
Eingriffe erlaubt, die Kombination mit einem Opioid-Analgetikum erforderlich [162,

163]. Pro Dosis wurden 0,5 mg/kg KG Medetomidin appliziert.

Midazolam (Midazolam, B.Braun, Melsungen) ist ein Vertreter der Benzodiazepine und
verstirkt durch Bindung an GABAAa-Rezeptoren die hemmende Wirkung des
Neurotransmitters GABA. Durch die Dampfung bestimmter Bereiche im Gehirn, wirkt
es vor allem sedierend, aber auch muskelrelaxierend und angstlosend. Zudem verursacht
es beim Menschen eine anterograde Amnesie. Dies ist beim Tier schwer nachzuweisen,
aber auch denkbar. Midazolam wird gerne mit anderen stirker sedierenden
Medikamenten, wie beispielsweise a;- Adrenorezeptoragonisten, zur Anésthesie-
Einleitung verwendet [162, 163]. Es wurde eine Dosierung von 5,0 mg/kg KG
Midazolam appliziert.

Fentanyl (Fentadon, Albrecht GmbH, Aulendorf) wird als Analgetikum bei starken
Schmerzen eingesetzt und zé&hlt aufgrund seines Suchtpotenzials zu den sogenannten
Betidubungsmitteln. Es bindet selektiv an p-Opioidrezeptoren und zeigt eine 80-fach
stirkere Wirkung als Morphin. Im Schnitt wirkt es 30-60 Minuten und muss bei

langeren Eingriffen entsprechend nachdosiert werden. Fentanyl wirkt nur gering
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sedierend und wird daher in Kombination mit Midazolam und Medetomidin als
Tripelnarkose in unserem Labor angewendet. [162, 163]. Fentanyl wurde mit einer

Dosierung von 0,05 mg/kg KG verabreicht.

Vor der intraperitonealen Injektion (vgl. IV 2.3.) der Kombinationsnarkose wurde die
Narkose, wie zuvor beschrieben, mit Isofluran (vgl. IV 2.1.1.) eingeleitet, um die
Einschlafphase und damit die Stressbelastung zu verkiirzen. Sobald sédmtliche
Stellreflexe erloschen waren und sich die Atmung der Tiere leicht beschleunigte, wurde
die Tripelnarkose intraperitoneal appliziert. Danach wurde die Maus in eine Pappbox,
welche mit kleinen Luftlochern versehen war, gelegt, um dullere Reize, die die
Einschlafphase storen konnten, zu reduzieren. Gegen das Austrocknen der Cornea
wurde eine Augensalbe (Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer, Leverkusen)
aufgetragen. Die Narkosetiefe wurde liber den Zwischenzehenreflex kontrolliert und bei

Bedarf nachinjiziert.

Zum Antagonisieren wurde Atipamezol (Alzane, Zoetis Deutschland GmbH, Ulm;
3,75 mg/kg KQG) als a;-Adrenorezeptor-Antagonist und Flumazenil (Flumazenil, Hika
Pharma GmbH, Grifelfing; 0,72 mg/kg KG) als Benzodiazepin-Antagonist subkutan
injiziert. Da die Wirkdauer des Fentanyls relativ kurz ist, wurde auf die Verwendung

von Naloxon als Opioid-Antagonist verzichtet [163].

2.2, Blutentnahme aus der Vena facialis

Fiir die Blutentnahme wurde die Maus zunéchst mit Isofluran betdubt (vgl. IV 2.1.1.).
Bei ausreichender Narkosetiefe wurde das Tier anschlieBend aus der Plexiglasbox
genommen und mit Daumen und Zeigefinger im Nacken gegriffen. Vorteil dieser
Technik ist, dass das Tier nicht nur fixiert wird, sondern es gleichzeitig zu einer Stauung
der Vene kommt. Zur Orientierung wurde eine kleine haarlose Stelle (,,freckel spot®) in
der Nidhe des Kieferwinkels aufgesucht. Etwas kaudodorsal von diesem Punkt wurde
mithilfe einer Blutlanzette (Solofix, B.Braun Melsungen AG, OPM, Melsungen) ein
kurzer, vier bis fiinf Millimeter tiefer Stich gesetzt. Die bei korrekt durchgefiihrter
Venenstauung und -punktion rasch austretenden Blutstropfen wurden mit einem EDTA-
Rohrchen (Microvette 100 K3E, Sarstedt AG & Co, Niimbrecht) aufgefangen.
AnschlieBend wurde die Stauung gelost und die Punktionsstelle mit einem
Wattestibchen komprimiert, um der Entstehung von Himatomen vorzubeugen. Sobald
die Blutung gestillt war, wurde die Maus zuriick in ihren Kéfig gelegt, wo sie in Ruhe

aufwachen konnte. Folgte unmittelbar nach der Blutentnahme die Totung des Tieres,
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wurde sofort eine zervikale Dislokation, ohne vorherige Blutstillung, durchgefiihrt. Auf
die Pridmedikation eines Analgetikums wurde bewusst verzichtet, da nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass das Schmerzmittel einen Effekt auf die

Versuchsergebnisse hat.

2.3. Intraperitoneale Applikation

Die Applikation von 6-OHDA, Tamoxifen und der Injektionsnarkose erfolgte iiber die
intraperitoneale Injektion. (Die intraperitoneale Applikation der Injektionsnarkose
wurde am bereits durch Isofluran narkotisierten Tier durchgefiihrt.) Die Maus wurde
mit Daumen und Zeigefinger im Nacken gegriffen und auf den Riicken gedreht. Die
Hintergliedmalle der Maus konnte bei Bedarf mit dem Ringfinger oder dem kleinen
Finger fixiert werden, um ein Wegtreten der Spritze wihrend des Einstiches zu
verhindern. Nun wurde das Tier in die Trendelenburg Position gebracht, sodass der
Kopf die tiefste und die Hinterldufe die hochste Position einnehmen [164]. Dies soll das
Risiko minimieren, versehentlich die Bauchorgane zu punktieren. Anschliefend wurde
mit einer 26 bzw. 30G Kaniile im caudalen Quadranten, etwas medial der linken
Kniefalte der Maus, in einem 30° bis 45° Winkel durch die Bauchdecke gestochen. Bei
weiblichen Tieren musste besonders darauf geachtet werden, nicht in die helleren
Fellbereiche, also die Zitzen, zu injizieren, da dies mit erheblichen Schmerzen fiir das
Tier verbunden gewesen wire. Nach kurzer Aspiration konnte ein Volumen von bis zu
10 ml/kg KG langsam injiziert werden [165]. Im Anschluss wurde die Spritze entfernt

und das Tier zuriick in den Kéfig gesetzt.

3. Versuchsaufbau und -durchfithrung

Die Depletion von sympathischen Nervenfasern und die Probenentnahme fiir die
durchflusszytometrische und histologische Analyse sollen im Folgenden néher erlautert

werden.

6-OHDA ist ein katecholaminerges Neurotoxin, das zum einen reversibel die Komplexe
Iund IV der Atmungskette hemmt und zum anderen die Féhigkeit besitzt, freie Radikale
zu produzieren und oxidativen Stress zu verursachen. Des Weiteren bindet 6-OHDA
kompetitiv an die Dopaminaufnahmestelle und modifiziert diese irreversibel, wodurch
kein Dopamin mehr in die Zelle aufgenommen werden kann. All diese Faktoren fithren
zu einer Storung der neuronalen Weiterleitung und zum Untergang der sympathischen

Nervenfasern [166].
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3.1. Chemische Denervation von sympathischen Nervenfasern
Um zu iberpriifen, ob sich das Makrophagenexpressionsprofil bei fehlender
sympathischer Innervation verdndert, wurden die sympathischen Nervenfasern mithilfe

von 6-OHDA (6-Hydroxydopamin hydrochloride, H4381, Sigma-Aldrich) denerviert.

3.1.1.  Denervation durch systemische Applikation

Pulverformige Ascorbinsdure (L-Ascorbinsdure, A5960, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) wurde in PBS (Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) mit einer Endkonzentration von 10”7 Mol gelost.
Anschliefend wurde in der 107 molaren Ascorbinsiure das 6-OHDA gelost. Die
intraperitoneale Applikation erfolgte mit einer 30 G Kaniile (BD Mikrolance, Becton
Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) und einer 1 ml Spritze (Injekt-F, B.Braun,
Melsungen) am nicht narkotisierten Tier (vgl. IV. 2.3.).

Die Tiere der Experimentalgruppe erhielten am 1. und 3. Tag 100 mg/kg KG 6-OHDA
und am 4. Tag 200 mg/kg KG 6-OHDA. Nach dem gleichen Schema wurde den Méusen
der Kontrollgruppe je 10 ml/kg KG der 107 molaren Ascorbinsdure, ohne darin
gelostem 6-OHDA (Vehicle-Kontrolle), intraperitoneal appliziert. Mithilfe eines
Scoresheets wurde der Gesundheitszustand der Tiere in regelmiBigen Abstinden

kontrolliert (Abb. 5).

3.1.2.  Denervation der Lunge durch lokale Applikation

6-OHDA wurde in 10”7 molarer Ascorbinséure gelost (vlg. IV. 3.1.1.), entsprechend so,
dass in 60 pul Fliissigkeit 500 png des 6-OHDAs enthalten waren. Anschlieend wurde
die Maus, wie in IV. 2.1.2. beschrieben, narkotisiert. Sobald eine ausrecichende
Narkosetiefe erreicht war, wurde die Maus in Riickenlage auf eine Warmematte gelegt.
Mit einer Pipette wurden 60 ul 6-OHDA gleichmédBig auf beide Nasenlocher verteilt.
Die Kontrolltiere erhielten 60 ul der 107 M Ascorbinsdure ohne 6-OHDA. Im
Anschluss wurde die Maus senkrecht gehalten und 5x hoch und runter geschwenkt, um
die applizierte Fliissigkeit iiber die Trachea und Bronchien in der Lunge zu verteilen.
Danach wurde die Narkose antagonisiert (vgl. IV. 2.1.2.), die Maus zuriick in den Kéfig
gelegt und noch einige Zeit in regelmdfigen Abstinden anhand eines Scoresheets
(Abb. 5) iiberwacht. Nachdem die Miuse am folgenden Tag noch einmal eine
intranasale Dosis des 6-OHDAs erhielten, wurden die Lungen 24 h nach der zweiten

Applikation entnommen.
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3.2. Probenentnahme fiir die durchflusszytometrische und histologische
Analyse

Vor jeder Organentnahme wurde zunédchst Blut aus der Vena facialis (vgl. IV. 2.2.)
genommen. Da bei der anschlieBenden Totung mittels zervikaler Dislokation eine
Ruptur der herznahen Gefédfle vermieden werden sollte, und der Tod somit nicht primér
durch innerliches Verbluten eintreten konnte, wurde bei der Blutentnahme versucht, so
viel Blut wie mdglich zu gewinnen.

Nach erfolgtem Genickbruch wurde die Maus in Riickenlage auf einer
Styroporunterlage an allen vier GliedmaB3en mit 20 G Kantilen (BD Mikrolance, Becton
Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) fixiert. Mit einem Schnitt wurden Abdomen und
Thorax erdffnet. Fiir die darauffolgende kardiale Perfusion wurde der Lobus hepatis
sinister medialis [167] inzidiert und das Tier durch einen Stich mit einer 27 G Kaniile
(BD Mikrolance, Becton Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) in den linken
Ventrikel, mit 10 ml gekiihltem PBS perfundiert. Um die Versuche zu standardisieren,
wurden jeweils anndhernd die gleichen Organmengen verwendet.

Dazu wurden fiir die Histologie folgende Organanteile in einem mit PBS gefiillten 50 ml
Zentrifugenrohrchen (Polypropylene Conical Tube, Falcon®, Corning Science,

Mexiko) gesammelt: die proximale Pars nonglandularis des Magens gefiillt mit
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Chymus, ca. 4 des Mesenteriums, linke Lunge, /2 Herz mit beiden Ventrikeln + Atrien.
Fiir die durchflusszytometrische Analyse wurden die andere Herzhilfte, die rechte Niere
sowie der Lobus medius und caudalis der rechten Lunge jeweils in mit PBS gefiillten
2 ml ReaktionsgefdBen (Eppendorf Tubes®, EppendorfVertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling) gesammelt.

Fiir die Weiterverarbeitung wurden die Proben stets auf Eis gelagert, um ein rasches

Absterben der Zellen zu verhindern.
4. Durchflusszytometrie

4.1. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, um Zellen und Partikel anhand ihrer
physikalischen und molekularen Eigenschaften zu analysieren und zu zéhlen. Der
Begriff FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting), der ein eingetragenes
Warenzeichen der Firma Becton Dickinson ist, wird dabei hédufig als Synonym
verwendet. Eine wichtige Rolle in der Durchflusszytometrie spielen Antikorper-
Antigenreaktionen und das  Phdnomen der  Fluoreszenz.  Spezifische
fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikdrper binden an Antigene (beispielsweise
Oberflachenmolekiile und intrazelluldre Proteine), die somit quantitativ bestimmt
werden konnen [168]. Neben der Fluoreszenzintensitit werden aber auch die
PartikelgroBe und die interne Komplexitét einer Zelle gemessen. Eine zu analysierende
Probe wird zu einer homogenen Einzelzellsuspension verarbeitet und mit
entsprechenden Antikorpern gefirbt. Die Zellen mit einer GroBle zwischen 0,2 und
150 pm werden anschlieBend einzeln in einem Flissigkeitsstrom in das
Durchflusszytometer gesaugt, wo sie durch einen Laserstrahl angeregt werden. Es
entsteht dabei zum einen Streulicht und zum anderen Fluoreszenzlicht, welche getrennt
voneinander detektiert werden. Das Streulicht korreliert dabei mit den physikalischen
Eigenschaften der Zelle, also GroBe, Zellform, Oberflichenbeschaffenheit und ihrer
internen Komplexitit. Kleine, glatte Lymphozyten streuen beispielsweise weniger als
die groBeren Granulozyten mit ihrer rauen Oberfldche und den vielen Vesikeln. Man
unterscheidet zwischen dem Vorwirtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) und dem
Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC). FSC korreliert mit der Zellgrofe, wobei die
Beugung des Lichtes entlang der Achse des einfallenden Lichtes gemessen wird. SSC
korreliert mit der Granularitit der Zelle, der Grofle und Struktur des Zellkerns und

entspricht der Beugung des Lichts im rechten Winkel. In einem Diagramm mit SSC auf
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der y-Achse und FSC auf der x-Achse konnen ungeférbte Zellen somit allein durch ihre

Morphologie in unterschiedlichen Populationen dargestellt werden (Abb. 6) [168, 169].

A Granulozyten

Monozyten

Granularitat der Zelle

Lymphozyten

SSC =

FSC = GroBle der Zelle

Abbildung 6: Bestimmung von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten anhand
von FSC und SSC

Fir eine genauere Differenzierung der Zellpopulationen werden zusdtzlich
fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikorper, welche gegen bestimmte Oberfldchen-
antigene, wie z. B. Proteine der CD-Klassifizierung, gerichtet sind, verwendet. Die
Elektronen der Fluoreszenzfarbstoffe werden durch den Laserstrahl auf ein hdheres
Energieniveau angehoben. Beim Zurilickspringen in ihr urspriingliches Energieniveau
werden Photonen freigesetzt, die erst gefiltert und dann durch Photodetektoren
gemessen werden. Je mehr Oberfldchenantigene sich auf einer Zelle befinden, desto
mehr Antikorper binden daran und desto groBer ist die Anzahl der freigesetzten

Photonen.

Durch verschiedenfarbige Laser und entsprechende Filter konnen mehrere Farbstoffe
gleichzeitig verwendet werden. Wichtig ist dabei nur, dass sich die Wellenldngen des
emittierten Fluoreszenzlichts der Fluorochrome unterscheiden. Durch den Einsatz von
sogenannten Tandem-Farbstoffen (z. B. APC-Cy7) kénnen noch mehr Oberflichen-
antigene zur gleichen Zeit gemessen werden. Das emittierte Licht des ersten

Fluorochroms (z. B. APC) regt den zweiten Farbstoff (z. B. Cy7) an. Das emittierte,
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langerwellige Licht des zweiten Farbstoffs wird anschlieBend von Photodetektoren

gemessen.

Da sich die Emissionsspektren der einzelnen Fluorochrome héufig {iberlappen
(Spillover), strahlen gefarbte Zellen auch in andere Detektoren als den eigentlich dafiir
vorgesehenen und erscheinen dann in mehreren Farben positiv. Daher ist eine Korrektur
dieser Uberlappung mittels Kompensation wichtig, um unterschiedlich markierte Zellen

genau voneinander unterscheiden zu konnen [169].

Nach der Messung werden die Daten analysiert. Ziel ist es dabei, Populationen zu
identifizieren und diese durch die Expression verschiedener Oberfldchenantigene
genauer zu beschreiben. Haufig werden die erfassten Daten eindimensional in einem
Histogramm oder zweidimensional in Dot-Plots dargestellt. Beim Histogramm wird auf
der x-Achse die Intensitit der gemessenen Signale angezeigt und auf der y-Achse die
Anzahl der Zellen mit der entsprechenden Intensitét. Bei einem Dot-Plot werden zwei
Messparameter gegeneinander aufgetragen und die Zellen einzeln als Punkt an der x-
und y-Position entsprechend ihrer Intensititen angezeigt [170]. Die in dieser

Doktorarbeit erhobenen Daten wurden mit der Software FlowJo 10.3. analysiert.

4.2. Aufbereitung der Organe

Die auf Eis gelagerten Organe wurden zunichst in einer Petrischale (TC-Schale 35,
Standard, Sarstedt, Niimbrecht) mit einem Skalpell (Einmal-Sicherheitsklingen,
Aesculap AG, Tuttlingen) und einer Pinzette zerkleinert. Danach wurden 600 pul
Enzymmix (siche Tabelle 2) hinzugegeben und die gesamte Probe in ein 1,5 ml
Reaktionsgefd (Eppendorf Tubes®, EppendorfVertriecb Deutschland GmbH,
Wesseling) tliberfiihrt, welches anschlieBend fiir 30 Minuten, bei 37 °C und 350 rpm,
schiittelnd inkubiert wurde (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg). Nach der
Inkubation wurden 3 ml FACS-Puffer (PBS + 0,5 % BSA (Albumin Fraktion V, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) + 2 mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid
solution, 0,5 M pH 8, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)) in eine 6-Well-Platte
(Costar 6 Well Plate, flat bottom, Corning, New York, USA) vorgelegt. Dort hinein
wurde ein 70 pm Zellsieb (Cell strainer, 70 pm Nylon, Falcon®, Corning, NY, USA)
gelegt, wodurch der gesamte Inhalt aus dem Reaktionsgefdl mit dem Stempel einer 2 ml
Spritze gedriickt wurde. Im néchsten Schritt wurden die Proben in 15 ml
Zentrifugenrohrchen (Polypropylene Conical Tube, Falcon®, Corning Science,

Mexiko) iiberfiihrt, wobei von Herz, Lunge und Niere jeweils nur die Hélfte der Probe
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verwendet und der Rest verworfen wurde. Nach dem Zentrifugieren der Proben fiir

7 Minuten bei 350 g bei 4 °C, wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt.

Mit 50 ul CDI16/CD32-Antikdrper (sieche Tabelle 3), welcher unspezifische
Antikorperbindungen verhindern soll, wurden die Zellpellets resuspendiert und auf
einer 96-Well-Platte (Non Tissue Culture Treated Plate, 96 Well, Round - Bottom,
Falcon®, Corning, Mexiko) verteilt. Zu den 50 pl der Probe wurden danach jeweils
50 pul des Antikorpermixes (siehe Tabelle 3) pipettiert und anschlieBend lichtgeschiitzt
fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Im ndchsten Schritt wurde in jedes Well 100 ul FACS-
Puffer hinzugegeben und die Platte fiir 7 min bei 350 g bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Proben in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert.

Unmittelbar vor Analyse der Proben mit dem Cell Analyser BD LSR Fortessa wurden
die Proben durch ein 50 pm Sieb (Cell Trics 50 pm, Sysmex Partec, Gorlitz) in FACS-
Rohrchen (5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube, Falcon®, Corning, Mexiko) gefiltert,
um eine Einzelzell-Suspension zu erhalten, und Life/Dead, mit einer Konzentration von
1:5.000.000 (SYTOX™ Green) bzw. 1:1000 (SYTOX™ Red) zur Farbung/Diskriminierung
der toten Zellen, dazupipettiert. Im Fate Mapping Versuch wurden auBBerdem noch 10ul
Zihl-Beads (CountBright™ Plus Absolute Counting Beads, ThermoFisher, Eugene,
Oregon, USA) zu jeder Probe hinzugegeben.

Menge  Konzentration Cat. Nummer Firma

Collagenase I 1800 pl 1250 U/ml C0130 Sigma-Aldrich
Collagenase XI 1000 pl 12000 U/ml C7657 Sigma-Aldrich
DNase I 240 pl 2478 U/ml D4527 Sigma-Aldrich
Hyaluronidase 120 pl 5000 U/ml H3506 Sigma-Aldrich

2840 ul 14040-083 ThermoFisher

Gibco DPBS (1X)
+CaCl? +MgCI?

Tabelle 2: Herstellung von 6 ml Enzymmix
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Alle Antikorper wurden 1:100 mit FACS-Puffer verdiinnt, auler CD11¢ (1:500) und

F4/80 (1:50).

Oberflachenmolekiil

Fc-Block

CD16/CD32

CD45

Folate Receptor p

CD11b
MHC 11
CD206
CD80

TIM-4

Mertk

F4/80

CDo64

CDl11c

Ly6G

CDo64

Life/Dead

Life/Dead

Fluorochrom

APC-Cy7

APC

PerCP-Cy5.5

BV510
BV605
BV650

BV786

PE

BVv421

PE-Dazzle

PE-Cy7

AF.700

APC

APC (SYTOX™

Red)

FITC (SYTOX™

Green)

Cat.Nummer

14-0161-86

Organe
#557659

#153306
#101228
#107636
#141721
#104732

#742778

#151506

#123132

#139320

#117318

#127622

#139306

#S34859

#S34860

Firma

Invitrogen

eBioscience

BD Biosciences

Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend

BD Biosciences

Biolegend

Biolegend

Biolegend

Biolegend

Biolegend

Biolegend

ThermoFisher

ThermoFisher

Tabelle 3: Verwendete Antikorper fiir die FACS-Analyse der Organe

Mauslinie

Alle Miuse

Alle Miuse

Black-6

Alle Mause
Alle Mause
Alle Mause
Alle Mause

Alle Miuse

Black-6

Cx3cr19FP
Alle Mause

Black-6
Cx3cr1FP
Black-6

Cx3cr1FP

Alle Méuse
Fate Mapping
Cx3crlCtP

Black-6
Fate Mapping
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4.3. Aufbereitung des Blutes

Nach der Entnahme (vgl. IV.2.2) wurde das Blut mehrmals geschwenkt, um eine
Vermischung mit dem EDTA und damit eine Gerinnungshemmung zu erzielen. 50 pl
des Blutes wurden mit 50 pl Antikdrper-Mastermix (siehe Tabelle 4) in einem 1,5 ml
Reaktionsgefdl gemischt und fiir 20 Minuten lichtgeschiitzt auf Eis inkubiert. Im
Anschluss wurden 500 ul Lysing Buffer (BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer, Cat: 555899,
BD Biosciences, USA) zu dem Blut-Antikdrpermix pipettiert und gut gemischt, um die
roten Blutzellen zu lysieren. Bis zur anschlieBenden FACS-Analyse wurde das Blut

lichtgeschiitzt auf Eis gelagert.

Die Antikorper fiir das Blut wurden 1:200 mit FACS-Puffer verdiinnt.

Oberfldchenmolekiil Fluorochrom Cat.Nummer Firma
Blut

CD45.2 APC-Cy7 #560694 BD Biosciences
CD115 BV421 #135513 Biolegend
Ly6G PE #127608 Biolegend
CD45R/B220 PE-Cy7 25-0452-81 Invitrogen eBioscience
CD3 APC #100235 Biolegend
Ly6C PerCP-Cy5.5 #128012 Biolegend

Tabelle 4: Verwendete Antikorper fiir die FACS-Analyse des Blutes

5. Histologische Untersuchung

5.1. Prinzip der Immunfluoreszenzfirbung

Die Immunfluoreszenzfarbung beruht genauso wie die Durchflusszytometrie auf dem
Prinzip der Fluoreszenz und der Antigen-Antikorper-Reaktion, welche mit Hilfe eines
Epifluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht wird. Um bestimmte Strukturen in
Gewebeschnitten nachzuweisen, werden fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikorper, die
gegen die gesuchten Strukturen gerichtet sind, verwendet. Dabei unterscheidet man
zwischen der direkten Immunfluoreszenzfiarbung, bei der der Antikorper gegen das
gesuchte Epitop schon mit einem Fluorochrom markiert ist, und der indirekten

Immunfluoreszenzfarbung, bei der erst ein unkonjugierter  Antikorper
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(Primérantikorper) an das gesuchte Epitop bindet und daran dann ein zweiter
fluorochrom-markierter Antikorper (Sekundérantikorper). Daher ist es bei der
indirekten Immunfluoreszenzfairbung sehr wichtig, darauf zu achten, dass bei der
Verwendung mehrerer Antikorper, die Primédrantikdrper aus verschiedenen Wirten
stammen. Bei gleichen Wirten wiirden die Sekundirantikérper sonst an alle
Primérantikorper gleichzeitig binden, wodurch eine Unterscheidung der Strukturen

nicht mehr mdglich wire.

5.2. Erstellung der Schnittpriparate

Die entnommenen und in PBS gelagerten Organe (vgl. IV. 3.2.) wurden zunéchst fiir
eine Stunde in 4%iger Formaldehyd-Losung (16 % Formaldehyde Solution, Methanol-
free, Thermo Scientific, Rockford, USA) fixiert und anschlieBend iiber Nacht im
Kiihlschrank in 30%iger Sucrose-Losung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
entwiassert, um eine Eiskristallbildung wéhrend des FEinfrierens zu vermeiden.
AnschlieBend wurden die entwisserten Organe in Einbettformen (Tissue-Tek Cryomold
25 x 20 x 5 mm, Sura Finetek) gelegt und umgeben von Einbettmedium (Tissue-Tek,
Sakura Finetek Europe) auf Trockeneis gefroren. Abhidngig vom Organ wurden 10-
14 pm dicke Schnitte am Kryotom (CryoStar NX70, Thermo Fisher Scientific) erstellt.
Mit einer schnellen Kippbewegung wurde ein vorgewédrmter Objekttriger (Menzel
Gléaser Superfrost Plus, Gerhard Menzel, Braunschweig) vorsichtig auf den frischen,
glatt gezogenen Schnitt des Organs gedriickt, um diesen darauf zu fixieren. Die nicht
geschnittenen Organe wurden bei -80 °C und die Objekttrager mit den angefertigten

Schnitten bei -20 °C in einer Aufbewahrungsbox gelagert.

5.3. Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfirbung

Die Objekttrager mit den zu farbenden Schnitten wurden zunéchst auf Raumtemperatur
aufgewdrmt und fiir die Farbung in eine dunkle Feuchtkammer gelegt. Danach wurden
die Schnitte mit 4%iger Formaldehyd-Losung fiir 15 Min. fixiert. AnschlieBend wurden
die Schnitte dreimal fiir je 5 Minuten in einer mit PBS-Tween (0,1 % Tween20, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) gefiillten Kiivette gewaschen. Nun wurden die
Objekttrager an den Réndern abgetrocknet, um danach die einzelnen Schnitte mit einem
Fettstift (Liquid-Blocker, Science Service, Japan) zu umranden. Um unspezifische
Antikdrperbindungen zu verhindern, wurden auf jeden Objekttrager 200 pl Blockldsung
(PBS + 0,5 % Saponin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) + 1 % BSA + 10 %
Ziegenserum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)) pipettiert. Nach 60 Min.
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Inkubationszeit wurde die Blocklosung auf einem Papiertuch leicht abgeklopft, die
Primérantikorper (siche Tabelle 5) auf die Schnitte gegeben und danach fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-
Tween  konnten die  Sekundérantikorper  (siche Tabelle 5) sowie  der
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst fiir die Kernfarbung auf die Schnitte pipettiert werden.
Nach einer Stunde lichtgeschiitzter Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Objekttrager, wie zuvor, dreimal flir 5 Minuten mit PBS-Tween gewaschen und danach
eingedeckelt. Dazu wurde ein Tropfen Eindeck-Medium (Dako Fluorescence Mounting
Medium, Dako North America Inc., USA) auf den Objekttriger gegeben und ein
Deckglaschen (Menzel Gliser, Thermo Scientific) daraufgelegt. Anschlieend wurden
die Objekttrager bei 4 °C in einer Miinchener Mappe gelagert.

In einer Farbung wurden mit CD31 Gefdle bzw. das Endothel, mit Tubulin 3 (Tub3)
Nervenfasern (spezifisch fiir Neuronen) und mit Hoechst Zellkerne angeférbt. In einer
weiteren Farbung wurde neben CD31 und Hoechst, ein Tyrosinhydroxylase-
Antikorper (Th) verwendet, der durch Bindung an Tyrosinhydroxylase, ein Enzym der

Katecholamin-Biosynthese [171], sympathische Nervenfasern anfarbt.

5.3.1.  Verwendete Antikorper
Die Primirantikorper wurden in Blocklosung und die Sekundirantikorper in

Stocklosung (PBS + 0,5 % Saponin + 1 % BSA) verdiinnt.

Antikorper Verdiinnung | Cat. Nummer Firma
Primérantikorper
CD3I/PECAM | 1100 #102516 Biolegend
mit AF647 konjugiert
Tub3 rabbit anti
1:500 #ab18207 Abcam
mouse
Th rabbit anti mouse | 1:500 #ab112 Abcam
Hoechst 33342 ) . .
(erEium) 1:1000 # H3570 Invitrogen eBioscience
Sekundérantikdrper
Cy3 goat anti rabbit 1:200 #111-165-003 JacksonlmmunoResearch

Tabelle 5: Verwendete Antikorper fiir die Immunfluoreszenzfarbung
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5.3.2. Quantifizierung der Makrophagen - Nerv - Kontakte

Zunichst wurde die Gesamtzahl der CX3CR 1" Makrophagen ermittelt. Danach wurden
die Kontakte zwischen Makrophagen und Nerven bzw. Makrophagen und Gefiflen
ausgezdhlt. Dabei wurden alle Makrophagen, die Kontakt zu Nerven (bzw. Gefillen)
hatten, inkludiert, unabhéngig davon, ob die Makrophagen zusdtzlich auch noch
Kontakt zu Gefdflen (bzw. Nerven) hatten. Dies wurde im letzten Schritt beriicksichtigt,
bei dem ausschlieBlich Makrophagen gezihlt wurden, die sowohl mit Nerven als auch
mit Gefillen gleichzeitig assoziiert waren. Von Herz, Lunge und Magen wurden je 9
Schnittpriparate bzw. beim Mesenterium 12 Schnittpriparate analysiert. Fiir die

histologische Auswertung wurde die Software Fiji verwendet.

6. ELISA

6.1. Prinzip des ELISA

ELISA ist die Abkiirzung fiir , Enzyme-linked Immunosorbent Assay*“ und ein
Verfahren zur Messung von Antigen- oder Antikorperkonzentrationen. StandardméBig
lauft ein ELISA in vier Schritten ab: Zuerst wird die ELISA-Platte mit dem
Probenmaterial beschichtet. Dazu binden die Probenantigene bzw. -antikdrper an bereits
auf der Well-Oberfliche der Platte gebundene Antikérper. Um falsch-positive
Ergebnisse moglichst gering zu halten, werden anschlieBend alle noch freien,
ungebundenen Bindungsstellen mit Hilfe einer Pufferlosung geblockt. Im dritten Schritt
erfolgt die Detektion. Dabei werden enzymkonjugierte Detektionsantikorper auf die
ELISA-Platte gegeben, welche eine spezifische Bindung mit dem Zielantigen oder dem
Zielantikorper eingehen. Zuletzt erfolgt die enzymatische Umsetzung eines Substrats,
wodurch es zu einer Farbreaktion kommt, welche sowohl eine qualitative als auch
quantitative Analyse erlaubt. Je mehr Antigen oder Antikorper in der Probe ist, desto
starker ist die Substratumsetzung und damit der Farbumschlag [172, 173].

Bei einem kompetitiven ELISA, wie er in dieser Doktorarbeit verwendet wurde, ist es
umgekehrt: Je groBer die Konzentration eines gesuchten Antigens bzw. Antikdrpers ist,
desto weniger Substrat wird umgesetzt und desto geringer ist die Signalstirke. Die zu
messende Probe wird auf eine Mikrotiterplatte gegeben und bindet an primire
Antikorper auf der Plattenoberfliche. Nach abgeschlossener Reaktion wird ein
enzymgebundenes Antigen bzw. ein Antikorper dazugegeben. Diese konjugierten
Antigene oder Antikorper binden nun an alle freien, noch nicht durch die

Probenantigene/-antikdrper besetzten, primédren Antikorper auf der Mikrotiterplatte. Je
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mehr der gesuchten Substanz in der Probe ist, desto weniger Enzym steht hinterher fiir
die Substratumsetzung zur Verfligung, weshalb der Farbumschlag geringer ausfallt
[173].

Vom Grundprinzip ist der hier verwendete ELISA zwar ein kompetitiver ELISA,
allerdings gibt es eine Besonderheit: Die Mikrotiterplatte ist mit Katecholaminen
(Antigenen) beschichtet, woran die Antikorper aus dem Antiserum (Anti-
Adrenalin/Anti-Noradrenalin) binden konnen, wenn sie nicht vorher mit
Katecholaminen aus der zu messenden Probe reagieren und Antikdrper-Antigen-
Komplexe bilden. Letztendlich hingt es also davon ab, wie viel Immunserum von den
Katecholaminen aus der Probe abgefangen wird und somit nicht mehr an die mit
Adrenalin/Noradrenalin  beschichtete Mikrotiterplatte binden kann. Mit den
Waschschritten werden die Antigen-Antikorper-Komplexe schlieBlich entfernt.
StandardmifBig binden mit Enzym konjugierte Antikorper an die an Katecholamine der
Mikrotiterplatte gebundenen Antikorper aus dem Immunserum, wodurch am Ende das

Substrat umgesetzt wird.

6.2. Aufbereitung der Gewebeproben

Nach Totung der Maus und Perfusion der Organe mit kaltem PBS (vgl. IV 3.2.) wurden
jeweils ca. 90 mg von Herz, Lunge und Niere entnommen. Um einen Zerfall der
Katecholamine zu verhindern, musste dabei sehr ziigig gearbeitet werden. Direkt nach
Entnahme der drei Organe wurden diese exakt gewogen und in einem Reaktionsgefal3
in fliissigen Stickstoff getaucht, um die Organe rasch einzufrieren. Da das Protokoll des
ELISA sehr zeitintensiv ist, bot es sich an, die Organentnahme und den ELISA auf zwei
Tage aufzuteilen und somit die Proben fiir eine Nacht bei -20 °C zu lagern.

Die eingefrorenen Gewebeproben wurden in einem 37 °C warmen Wasserbad ziigig
aufgetaut und anschliefend mit 1 ml Stabilisierungspuffer (0,01 M HCI (Salzsdure
2mol/l, Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe) + 1mM EDTA + 4mM
Natriummetabisulfit (Sodium disulfite, Merck KGaA, Darmstadt) + Wasser (Aqua ad
injectabilia, Berlin-Chemie AG, Berlin)) in Gegenwart von Zirkonium-Mahlkiigelchen
in einem Tissue-Homogenizer (Benchmark BeadBug Microtube Homogenizer,

TEquipment, New Jersey, USA) zerkleinert.

Nach der Inkubation von einer Stunde auf Eis, wurde 1 ml des homogenisierten
Gewebes in ein neues Reaktionsgefdll iiberfiihrt, und nach Zugabe von 200 pl

Chloroform (Chloroform zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt) und sorgfiltigem
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Mischen, zentrifugiert (15 Min., 4 °C, 13000 g). Der Uberstand wurde anschliefend fiir
den ELISA verwendet.

6.3. Durchfiihrung des ELISA

Der ELISA wurde in zwei Schritte aufgeteilt. Zuerst erfolgte die Extraktion und
Acetylierung der Katecholamine, um diese aufgrund ihrer Kurzlebigkeit zu stabilisieren,
und danach die enzymatische Umsetzung eines Substrates in Abhéngigkeit von der
vorhandenen Menge an Katecholaminen.

Fiir den ELISA wurde ein Test-Kit von LDN (2-Cat (A-N) Research ELISA™, BA E-
5400R, LDN Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG, Nordhorn) verwendet.

6.3.1.  Extraktion und Acetylierung

In die vom Test-Kit mitgelieferte 48-Well-Platte wurden 500 pl des Uberstandes und je
20 pl der Standards und der Kontrollen, die anschlieBend mit destilliertem Wasser auf
500 pL aufgefiillt wurden, pipettiert. Nach Zugabe von 25 pul TE-Puffer wurde die Platte
mit einer Klebefolie abgedeckt und anschlieBend schiittelnd inkubiert (60 Minuten, RT,
450 rpm). Danach wurde die Klebefolie entfernt, der Inhalt der Platte mit einer schnellen
Bewegung abgekippt und die umgedrehte Platte mehrmals auf einen Stapel
Papierhandtiicher geklopft, um sie zu trocknen. Zum Waschen wurden zu jeder Probe
900 ul Waschpuffer pipettiert und die Platte schiittelnd inkubiert (5 Minuten, RT,
450 rpm). Nachfolgend wurde der Inhalt abgekippt und die Platte, wie zuvor
beschrieben, auf Papierhandtiichern getrocknet. Dann erfolgte ein zweiter Waschschritt.
Im Anschluss wurden zunéchst 150 pl Acetylierungspuffer und gleich darauf 25 pl der
Acetylierungsreagenz in die Wells pipettiert und die Platte wieder schiittelnd inkubiert
(20 Minuten, RT, 450 rpm). Nach der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Platte
abgekippt und es folgten zwei Waschschritte. Im Anschluss daran wurden 150 pl
hydrochlorische Séure in jedes Well pipettiert, die Platte mit Klebefolie abgedeckt und
schiittelnd inkubiert (10 Minuten, RT, 450 rpm).

6.3.2.  Enzymatische Umsetzung und Katecholamin - ELISA

Je 140 pl der Proben sowie Standards und Kontrollen wurden nach Entfernen der Folie
in die Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte liberfithrt. Zu jedem Well wurden 50 pl
Enzymlosung pipettiert und, abgedeckt mit einer Klebefolie, fiir eine Minute bei
Raumtemperatur und 450 rpm geschiittelt. AnschlieBend erfolgte eine zweistiindige

Inkubation der Platte bei 37 °C.
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Nun wurde die Klebefolie wieder entfernt und jeweils 90 ul der Proben, Standards und
Kontrollen, in die dafiir vorgesehenen Adrenalin bzw. Noradrenalin Mikrotiter Strips
pipettiert. Dazu wurden 50 pl des entsprechenden Antiserums (Anti-Adrenalin bzw.
Anti-Noradrenalin) gegeben. Die Mikrotiter Strips wurden erneut mit einer Klebefolie
abgedeckt, fiir eine Minute bei Raumtemperatur 450 rpm geschiittelt und anschlieend
bei 2 bis 8 °C iliber Nacht (15-20 h) inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde die Klebefolie abgezogen, der Inhalt der Mikrotiter
Strips abgekippt, die Strips getrocknet und mit 300 ul Waschpuffer gewaschen. Dieser
Schritt wurde viermal wiederholt. Als Néchstes wurden 100 ul Enzymkonjugat in jedes
Well pipettiert und abgedeckt durch Klebefolie, schiittelnd inkubiert (30 Minuten, RT,
450 rpm). Danach folgten, wie zuvor beschrieben, erneut vier Waschschritte. Im
Anschluss wurden 100 pl Substrat in jedes Well gegeben, die Mikrotiter Strips
abgeklebt und danach fiir ca. 20-30 Minuten dunkel in einer Schublade inkubiert. Der
Stand des Farbumschlages wurde ca. alle 5 Minuten kontrolliert. Sobald keine
Farbverdanderung mehr zu sehen war, wurde die Folie entfernt und 100 pl Stoplésung in
jedes Well pipettiert, um die enzymatische Umsetzung zu beenden. Im letzten Schritt
konnte die Absorption bei einer Wellenldnge von 450 nm (optische Dichte) mit einem
Mikroplatten Leser (GENios™ plate reader, Tecan Trading AG, Schweiz) bestimmt
werden.

Da es sich bei diesem Test-Kit um einen kompetitiven ELISA handelt, nahm die

Absorption (optische Dichte) mit zunehmender Katecholaminkonzentration ab.

7. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der in dieser Doktorarbeit erhobenen Daten und die Erstellung
der entsprechenden Graphen wurde mithilfe der Software GraphPad Prism 9

durchgefiihrt. Mit Microsoft Powerpoint wurde die Darstellung der Graphen optimiert.

Alle Daten wurden vor der Testung auf Signifikanz mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung iiberpriift. Lag eine Normalverteilung vor, wurde ein t-Test
durchgefiihrt. Bei einer Nicht-Normalverteilung wurde der Mann-Whitney-Test
angewendet. Bei einem p-Wert von < 0,05 wurde eine statistische Signifikanz

angenommen. Alle Graphen sind mit Mittelwert und Standardfehler +/-SEM (standard

error of mean) dargestellt.
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V. ERGEBNISSE

1. Makrophagen-Nerv-Kontakte

1.1. CX3CR1* Makrophagen kolokalisieren mit Nervenfasern iiber
verschiedene Organsysteme

Zur Visualisierung der Kontakte zwischen Makrophagen und Nerven wurden

Organschnitte vom Mesenterium, Herz, Lunge und Magen von Cx3crl1SfP-Miusen

angefertigt und gefarbt (vgl. IV 5.2. und 5.3).

Endothel Makrophagen / Endothel Makrophagen

Abbildung 7: Qualitative Darstellung von Makrophagen im Gewebe und deren
Verteilung um Nerven und Gefédfle mittels Epifluoreszenzmikroskopie

A: Anschnitt von Nerven und einem Gefdl im Mesenterium; B: Anschnitt des Herzmuskels;
C: Querschnitt eines Bronchus in der Lunge mit umliegendem Lungengewebe; D: Querschnitt der
Magenwand. Mit einem Epifluoreszenzmikroskop wurden in einer 40-fachen VergroBerung die mit
Tubulin 3 und Cy3 angeférbten Nervenfasern in rot, mit CD31 geférbten Gefde in weill, Makrophagen
durch ihr endogenes Signal in griin und Zellkerne mit Hoechst in blau dargestellt. Pfeile deuten auf
Kontakte zwischen Makrophagen und Nervenfasern. Mafstab 50 um. n=3 Méuse
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CX3CRI1" Makrophagen assoziierten vor allem mit Nervenfasern und teilweise mit
Gefédllen (Abb. 7). Die engen Kontakte zwischen Nerven und Makrophagen im Herzen
und der Lunge konnten auch mithilfe eines hochauflosenden Konfokalmikroskops im
Detail visualisiert werden. Dort zeigten sie zum Teil einen synapsen-dhnlich Charakter

(Abb. 8).

Herz

Makrophagen Makrophagen

Lunge

Endothel Makrophagen

Abbildung 8: Qualitative Darstellung der synapsen-éhnlichen Interaktionen zwischen
Makrophagen und Nerven in Herz und Lunge

Mit einem Konfokalmikroskop wurden mit einer 63-fachen VergroBerung die mit Tubulin 3 und Cy3
angefiarbten Nervenfasern in rot, mit CD31 gefarbten Gefaf3e in weill, Makrophagen durch ihr endogenes
Signal in griin und Zellkerne mit Hoechst in blau dargestellt. Pfeile deuten auf synapsen-dhnliche
Interaktionen zwischen Makrophagen und Nervenfasern. Mafstdbe oben links: 3 pm, oben rechts: 2 um,
unten links: 20 pm, unten rechts: 4 pm. n=1 Maus
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Die Kontakte zwischen Makrophagen und Nerven bzw. Gefillen, die zuvor visualisiert
werden konnten, wurden anschliefend im Mesenterium, Herz, Lunge und Magen mit
der Software Fiji quantifiziert (vgl. IV.5.3.2).

Mit der quantitativen Analyse konnte bestétigt werden, dass CX3CR 1" Makrophagen

vor allem mit Nerven assoziieren (Abb. 9).
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Abbildung 9: CX3CR 1" Makrophagen assoziieren hdufiger mit Nerven als mit
GefalBen

Die Kontakte zwischen Makrophagen und Nerven bzw. Gefdlen im Mesenterium, Herz, Lunge und
Magen sind in Prozent in einem Balkendiagramm dargestellt. Blaue Balken = Kontakte zwischen
CX3CRI1" Makrophagen und Nerven, rote Balken = Kontakte zwischen CX3CR1" Makrophagen und
GefilBen, weille Balken = CX3CR1" Makrophagen, die sowohl Kontakt mit Nerven als auch mit Gefaflen
haben. Die Makrophagen der weillen Balken sind entsprechend in den roten und blauen Balken mit
enthalten. n=3 Tiere pro Organ

Mesenterium: 76,51 % der CX3CRI1" Makrophagen waren mit Nerven assoziiert.
44,92 % der Makrophagen waren an Gefdflen lokalisiert, wobei 36,19 % der
Gesamtmakrophagen gleichzeitig mit Gefédf3en und Nerven in Kontakt traten.

Herz: Hier waren 82,01 % der Makrophagen um Nerven lokalisiert. Mit Gefédf3en hatten
63,15 % der Makrophagen Kontakt, und sowohl mit Nerven als auch mit Gefa3en waren
54,57 % der Makrophagen assoziiert.

Lunge: Mit Nerv und Gefd gleichzeitig in Kontakt standen 57,91 % der
Gesamtmakrophagen. Mit Nerven waren 72,83 % und mit GefdBlen 74,94 % der
Makrophagen assoziiert.

Magen: Fast alle ausgezdhlten Makrophagen, ndmlich 94,47 %, traten mit Nerven in
Kontakt. 22,63 % der Makrophagen waren an Gefdf3en lokalisiert und assoziierten dabei
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immer gleichzeitig auch mit Nerven. (Es wurden nur Makrophagen in der &uferen

Wandschicht gezihlt).

1.2. CX3CR1* Makrophagen kolokalisieren vor allem mit sympathischen
Nervenfasern iiber verschiedene Organsysteme

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Makrophagen iiberwiegend mit Nerven in

Kontakt stehen, stellte sich die Frage, ob diese Nerven von sympathischem Ursprung

waren. Dazu wurden Gewebeschnitte des Mesenteriums, des Herzens, der Lunge und

des Magens von Cx3cr16*P-Miusen angefertigt und gefirbt (vgl. IV 5.2. und 5.3).

Anhand der Bilder in Abbildung 10 und 11 wurde deutlich, dass Makrophagen eng an
sympathischen Nervenfasern lokalisiert sind. Somit konnte gezeigt werden, dass
CX3CRI1Psitive Makrophagen in verschiedenen Geweben dicht mit Nervenfasern und

vor allem sympathischen Nervenfasern in Kontakt treten.

A

Makrophagen

Abbildung 10: Qualitative Darstellung von Makrophagen und sympathischen Nerven
in Mesenterium und Herz

A: Anschnitt des Mesenteriums; B: Anschnitt des Herzmuskels; Mit einem Epifluoreszenzmikroskop
wurden in einer 40-fachen VergroBerung die mit Tyrosinhydroxylase und Cy3 angeférbten
sympathischen Nervenfasern in rot, Makrophagen durch ihr endogenes Signal in griin und Zellkerne mit
Hoechst in blau dargestellt. Pfeile deuten auf Kontakte zwischen Makrophagen und sympathischen
Nervenfasern. Mafistab 50 pm. n=3 Miuse
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C

Makrophagen Makrophagen

Abbildung 11: Qualitative Darstellung von Makrophagen und sympathischen Nerven
in Lunge und Magen

C: Anschnitt der Lunge; D: Anschnitt der Magenwand. Mit einem Epifluoreszenzmikroskop wurden in
einer 40-fachen VergroBerung die mit Tyrosinhydroxylase und Cy3 angefarbten sympathischen
Nervenfasern in rot, Makrophagen durch ihr endogenes Signal in griin und Zellkerne mit Hoechst in blau
dargestellt. Pfeile deuten auf Kontakte zwischen Makrophagen und sympathischen Nervenfasern.
MafBstab 50 um. n=3 Méuse

2. Einteilung der Makrophagen in eine CX3CR1"s"MHCII"eh
und CX3CR1°"MHCII"" - Population

In der vorliegenden Doktorarbeit waren die wichtigsten Oberflichenmolekiile zur
Charakterisierung der Makrophagenpopulationen CX3CR1 und MHCIIL. In einer
Veroffentlichung von Chakarov et. al. konnten zwei Populationen anhand dieser
Oberflichenmolekiile unterschieden werden: zum einen CX3CRI1Me"MHCIIMe" und
zum anderen CX3CRI1"YMHCII'" [113]. Um die zuvor histologisch charakterisierte
CX3CR1* Makrophagenpopulation genauer analysieren zu konnen, wurden das Herz,
die Lunge und die Niere von zwei Cx3crl®*P-Méiusen qualitativ mithilfe der

Durchflusszytometrie untersucht (vgl. Kapitel IV. 3.2. und 4.2.).
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Abbildung 12: Gating-Strategie der FACS-Analyse vom Herz, dargestellt in Dot Plots
und Histogrammen

Dargestellt ist eine Abbildung der Gating-Strategie, die fiir die FACS-Analyse des Herzens einer
Cx3cr1fP-Maus verwendet wurde. Gates wurden in folgender Reihenfolge gesetzt: Einzelzellen
(Ausschluss von Zellfragmenten und Zelldubletten), lebende (Sytox Red negative) Zellen, Grofe und
Granularitit der Zellen anhand SSC und FSC, Leukozyten (CD45+), Makrophagen (CD64+ MERTK+),
CX3CR1high & oV ynd MHCII™e! & ¥, n=2 Miuse

Im Herzen konnte bestiitigt werden, dass CX3CR1Meh Makrophagen in der Tat auch
MHCII"e¢" sind und entsprechend CX3CR1°% Makrophagen geringere MHCII-

Expressionen aufweisen (Abb. 12).
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Abbildung 13: Gating-Strategie der FACS-Analyse der Lunge, dargestellt in Dot
Plots und Histogrammen

Dargestellt ist eine Abbildung der Gating-Strategie, die fiir die FACS-Analyse der Lunge einer
Cx3cr1fP-Maus verwendet wurde. Gates wurden in folgender Reihenfolge gesetzt: Einzelzellen
(Ausschluss von Zellfragmenten und Zelldubletten), lebende (Sytox Red negative) Zellen, Grofe und
Granularitit der Zellen anhand SSC und FSC, Leukozyten (CD45+), F4/80+ Makrophagen, CD64+
MERTK+ Makrophagen, interstitielle Makrophagen (CD11b+ CDllc-) und Alveolarmakrophagen

(CD11b- CD11c+), CX3CR1high & oW ynd MHCITMeh & %, n=2 Mause
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Auch in der Lunge konnte gezeigt werden, dass interstitielle Makrophagen, die eine

erhohte Expression an CX3CR1 aufweisen, gleichzeitig auch mehr MHCII

exprimieren und umgekehrt, dass interstitielle Makrophagen, die CX3CR1!¥ sind,

eine geringe MHCII-Expression aufweisen (Abb. 13).
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Abbildung 14: Gating-Strategie der FACS-Analyse der Niere, dargestellt in Dot Plots
und Histogrammen

Dargestellt ist eine Abbildung der Gating-Strategie, die fiir die FACS-Analyse der Niere einer Cx3cr1 -
Maus verwendet wurde. Gates wurden in folgender Reihenfolge gesetzt: Einzelzellen (Ausschluss von
Zellfragmenten und Zelldubletten), lebende (Sytox Red negative) Zellen, GroBle und Granularitét der
Zellen anhand SSC und FSC, Leukozyten (CD45+), Makrophagen (F4/80+ CD64+), CX3CR1"igh & lov

und MHCII"¢", n=2 Mause



V. Ergebnisse 50

In der Niere gab es ebenfalls zwei Makrophagenpopulationen, die in CX3CR1"eh und
low eingeteilt werden konnten. Allerdings konnte keine Unterscheidung bei MHCII
gemacht werden, da sowohl CX3CR1"¢h als auch CX3CR1'°% Makrophagen eine hohe
MHCII-Expression aufwiesen (Abb. 14).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die zuvor histologisch visualisierten
Makrophagen mittels FACS-Analyse, anhand der Oberfldchenmolekiile CX3CR1 und
MHCII, in Herz und Lunge in eine CX3CR1M&"MHCII"e"- und CX3CR1°"MHCII'ov-
Population und in der Niere, bei konstant hoher MHCII-Expression, in eine

CX3CR1Meh- ynd CX3CR1"- Population eingeteilt werden konnten.

3. Verinderte Zusammensetzung der Makrophagenpopulation

nach Denervation

Histologisch konnten enge Kontakte zwischen Makrophagen und sympathischen
Nerven gezeigt werden (vgl. V. 1.). Teilweise hatten die Kontakte einen synapsen-
dhnlichen Charakter. Mittels FACS-Analyse konnten die Makrophagen in eine
CX3CR1Me"MHCIIMe"- und eine CX3CR1'YMHCII"- Population eingeteilt werden
(vgl. V. 2)). Im Grundzustand konnte somit gezeigt und bestétigt werden, dass
CX3CR1"Makrophagen vornehmlich mit sympathischen Nerven assoziieren.

Die Frage, die sich daraufhin stellte, war, ob die sympathische Innervation einen
Einfluss auf den Makrophagenphinotyp hat. Um dies beantworten zu konnen, wurde
ein Modell gewihlt, welches durch Applikation von 6-OHDA zu einem Untergang der
sympathischen Nervenfasern, bzw. einer gestérten sympathischen Weiterleitung und

damit zur Denervation fiihrt (siehe Kapitel IV. 3.1.).

3.1. Absinken des Noradrenalinspiegels nach Denervation

Um das Modell der Denervation mittels 6-OHDA zu validieren und zu bestétigen, dass
6-OHDA zu einer Reduktion der sympathischen Innervation fiihrt, wurde der
Noradrenalingehalt in Herz, Lunge und Niere nach Denervation im Vergleich zur

Kontrollgruppe mithilfe eines kompetitiven ELISAs (vgl. Kapitel IV. 6.) analysiert.
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Abbildung 15: Absinken des Noradrenalinspiegels im Gewebe verschiedener Organe

nach sympathischer Denervation

Die Versuchsgruppe nach Denervation ist in blau, die Kontrollgruppe in weil} dargestellt. Schwarze
Rechtecke bzw. Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels t-Test, fiir die Niere wurde der Mann-Whitney-Test angewendet. n=4 Mause pro Gruppe

In der Tat konnte nach der Denervation mit 6-OHDA im Herzen und der Lunge eine
hochsignifikante (p<0,001) und in der Niere eine signifikante (p=0,029) Reduktion der
Noradrenalinkonzentration festgestellt werden. Im Herzen war die Noradrenalin-
konzentration in der Versuchsgruppe mit 0,03793 ng/mg Organ 17-mal geringer als in
der Kontrollgruppe mit 0,6441 ng/mg Organ. Die Lunge enthielt allgemein weniger
Noradrenalin, im Vergleich zu Herz und Niere, aber auch hier war die Konzentration
mit 5,41 pg/mg Organ in der Versuchsgruppe viermal niedriger als in der
Kontrollgruppe mit 21,29 pg/mg Organ. Im dritten Organ, der Niere, wurde in der
denervierten Gruppe ebenfalls ein geringerer Noradrenalingehalt als in der
Kontrollgruppe gemessen. Mit 0,08259 ng/mg Organ war der Noradrenalingehalt 6,5-
fach niedriger als in der Kontrollgruppe mit einer Konzentration von

0,5314 ng/mg Organ.

Somit konnte also in allen drei Organen bestétigt werden, dass 6-OHDA zu einer
deutlichen Reduktion des Noradrenalingehalts im Gewebe fiihrte, was sehr

wahrscheinlich auf die gestorte sympathische Innervation zuriickzufiihren ist (Abb. 15).
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3.2 Unverinderte Monozytenzahl nach systemischer Denervation

Um festzustellen, ob es nach systemischer Denervation zu Verdnderungen in den
Monozytenzahlen kommt, wurde Blut von der Versuchs- und Kontrollgruppe einen Tag

nach der letzten 6-OHDA-Gabe entnommen und durchflusszytometrisch analysiert (vgl.

IV.2.2. und 4.3.).

Monozyten
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Abbildung 16: Gleichbleibende Monozytenzahl im Blut nach systemischer
Denervation

Die Versuchsgruppe nach Denervation ist in blau, die Kontrollgruppe in wei3 dargestellt. Schwarze
Rechtecke bzw. Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Die statistische Auswertung erfolgte

mittels t-Test. n=5-6 Miuse pro Gruppe

Einen Tag nach systemischer Denervation konnte kein signifikanter Unterschied
(p=0,750) in den Zellzahlen der Monozyten festgestellt werden. Bei den denervierten
Tieren lagen die Monozytenkonzentrationen bei 0,14x10° pro Mikroliter, in der

Kontrollgruppe bei 0,16x10* pro Mikroliter (Abb. 16).
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3.2.1.  Abnahme von MHCII"¢" - und Zunahme von MHCII'¥- Makrophagen
im Herzen
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Abbildung 17: MHCII"gh - Abnahme und MHCII'Y - Zunahme im Herzen nach
systemischer Denervation

Die Versuchsgruppe nach Denervation ist in blau, die Kontrollgruppe in wei3 dargestellt. Schwarze
Rechtecke bzw. Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Obere Reihe: Prozentualer Anteil der
MHCII"&" uynd MHCII™" - Population unter allen Makrophagen. Untere Reihe: Prozentualer Anteil der
MHCII"&" ynd MHCII®" - Population unter allen Leukozyten. Die statistische Auswertung erfolgte

mittels t-Test. n=5-6 Miuse pro Gruppe

Im Herzen konnte nach Denervation unter allen Makrophagen ein signifikanter Abfall
(p=0,012) der MHCII"¢" - Population und eine signifikante Zunahme (p=0,010) der
MHCII¥ - Population festgestellt werden. Im Vergleich zur Kontrolle nahm der
MHCIIPeh - Anteil in den denervierten Miusen um knapp 30,0 % von 58,42 % auf
42,16 % ab. Gleichzeitig nahm die MHCII'¥ - Population nach Denervation um fast
45,0 % zu, von 38,45 % in der Kontrollgruppe auf 55,58 % in der denervierten Gruppe.
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Unter den Leukozyten konnte ebenfalls nach Denervation ein Abfall der
MHCIIPeh - Population um 25,0 % von 17,53 % auf 13,0 % und eine Zunahme der
MHCII'®V - Population um 31,0 % von 12,31 % auf 16,14 % registriert werden,
allerdings war sowohl der Abfall (p=0,148) als auch die Zunahme (p=0,249) nicht
statistisch signifikant (Abb. 17).

3.2.2.  Abnahme von MHCII"#" - und Zunahme von MHCII'*¥- Makrophagen

in der Lunge
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Abbildung 18: MHCII"¢" - Abnahme und MHCII'®Y - Zunahme in der Lunge nach
systemischer Denervation

Die Versuchsgruppe nach Denervation ist in blau, die Kontrollgruppe in weil} dargestellt. Schwarze
Rechtecke bzw. Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Obere Reihe: Prozentualer Anteil der
MHCII"&"und MHCIT'Y - Population unter allen interstitiellen Makrophagen. Untere Reihe: Prozentualer
Anteil der MHCII"¢" und MHCII - Population unter allen Leukozyten. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels Mann-Whitney-Test, unten rechts wurde der t-Test angewendet. n=5-6 Méuse pro Gruppe
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Einen Tag nach Denervation war in der Lunge eine statistisch signifikante (p=0,004)
Abnahme der MHCIIM#" - Makrophagen und eine statistich signifikante (p=0,004)
Zunahme der MHCII'™ - Makrophagen zu verzeichnen. Unter den interstitiellen
Makrophagen sank die MHCII"e" - Population im Vergleich zur Kontrolle um fast
40,0 % von 64,83 % auf 39,06 %. Die MHCII'" - Population unter den interstitiellen
Makrophagen nahm hingegen um knapp drei Viertel von 34,8 % auf 60,48 % im
Vergleich zur Kontrolle zu. Auch konnte ein signifikanter Anstieg (p=0,024) der
MHCII - Population unter den Leukozyten beobachtet werden. Nach Denervation
vervierfachte sich diese Population nahezu (von 0,37 % auf 1,4 %). Bei Betrachtung der
MHCII"e" - Makrophagen unter den Leukozyten war ebenfalls ein Anstieg (p=0,247)
der MHCII"e" - Population zu sehen. Diese stieg um 35,0 % von 0,68 % auf 0,92 %
(Abb. 18).
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3.23.  Abnahme von MHCII"g" - und Zunahme von MHCII'" - Makrophagen
in der Niere
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Abbildung 19: MHCII"¢" - Abnahme und MHCII'®¥ - Zunahme in der Niere nach
systemischer Denervation

Die Versuchsgruppe nach Denervation ist in blau, die Kontrollgruppe in weil dargestellt. Schwarze
Rechtecke bzw. Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Obere Reihe: Prozentualer Anteil der
MHCII"&" uynd MHCII™" - Population unter allen Makrophagen. Untere Reihe: Prozentualer Anteil der
MHCII"&" ynd MHCII®" - Population unter allen Leukozyten. Die statistische Auswertung erfolgte

mittels Mann-Whitney-Test, unten links wurde der t-Test verwendet. n=5-6 Méause pro Gruppe

Nach Denervation konnte in der Niere, wie auch schon in Herz und Lunge, ein Abfall
der MHCII"# - yund eine Zunahme der MHCIIY - Population beobachtet werden. Die
MHCIIPgh - Population der denervierten Miuse nahm in der Niere signifikant (p=0,048)
ca. 4,0 % von 96,12 % auf 92,0 % ab. Hingegen stieg die MHCII'®¥ - Population im
Vergleich zur Kontrollgruppe anndhernd signifikant (p=0,052) um mehr als das
Doppelte von 3,85 % auf 7,98 % an. Bei der MHCIIMe" - Population unter den

Leukozyten war nach Denervation eine ca. zweiprozentige, nicht signifikante (p=0,927)
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Abnahme von 44,38 % auf 43,64 % zu sehen. MHCIIV stieg dagegen um 90 % nicht
signifikant (p=0,076) von 1,83 % auf 3,49 % an (Abb. 19).

3.3. Lokale Denervation der Lunge reproduziert Befunde der systemischen
Denervation
Durch die systemische Denervation konnte ein Abfall der MHCII¢" - Population und
ein Anstieg der MHCII'¥ - Population in verschiedenen Organen festgestellt werden.
Als Néchstes musste ausgeschlossen werden, dass diese Verdnderungen nicht auf
systemische Storfaktoren zuriickzufithren waren, die durch 6-OHDA hervorgerufen
werden konnten. Dazu wurde das Modell der intranasalen Applikation gewéhlt, um die
Lunge lokal denervieren zu koénnen (vgl. IV. 3.1.2). Um den Effekt der lokalen
Denervation zu untersuchen, wurden die Lungen einen Tag nach der zweiten

intranasalen Applikation entnommen und durchflusszytometrisch analysiert.
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Abbildung 20: MHCII"e" - Abnahme und MHCII'®" - Zunahme in der Lunge nach
lokaler Denervation

Die Versuchsgruppe nach Denervation ist in blau, die Kontrollgruppe in weil} dargestellt. Schwarze
Rechtecke bzw. Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Obere Reihe: Prozentualer Anteil der
MHCII"e" - und MHCII®Y - Population unter allen interstitiellen Makrophagen. Untere Reihe:
Prozentualer Anteil der MHCII"¢" - und MHCII'Y - Population unter allen Leukozyten. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels t-Test. n=6 Mause pro Gruppe

Die lokale Applikation des 6-OHDAs fiihrte zu dhnlichen Verdnderungen wie die
systemische. Dabei nahm die MHCIIMe - Population in der Versuchsgruppe signifikant
(p=0,022) um 22,0 % von 41,53 % auf 32,32 % ab. Gleichzeitig war ein signifikanter
Anstieg (p=0,016) um 16,0 % in der MHCII'®" - Population der denervierten Tiere zu
beobachten (von 57,82 % auf 67,35 %). Ahnliche Verinderungen konnten auch bei
Betrachtung der MHCII - Population unter den Leukozyten festgestellt werden.
MHCII"e" sank im Vergleich zur Kontrollgruppe, allerdings nicht signifikant (p=0,242)
um 17,0 % von 1,06 % auf 0,88 %, wo hingegen die MHCII'®Y - Population nach
Denervation, ebenfalls nicht signifikant (p=0,096), um ein Viertel von 1,45 % auf
1,81 % anstieg (Abb. 20).
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Um die vorliegenden Ergebnisse noch einmal besser zu veranschaulichen, wurde
mithilfe der Software FlowJo 10.3., mit dem Datensatz eine t-SNE - basierte
Reduzierung der Dimensionalitit vorgenommen. t-SNE (t-distributed stochastic
neighbor embedding) ist eine Methode, um hochdimensionale Daten in weniger
Dimensionen zu veranschaulichen, ohne dass die Struktur der Daten verloren geht.
Dabei wird jedem Datenpunkt eine Position in einer zwei- oder dreidimensionalen Karte
zugewiesen [174]. Je dhnlicher sich die Zellen sind, desto ndher liegen die Datenpunkte
zusammen und je undhnlicher sie sich sind, desto weiter entfernt sind die Punkte

voneinander.

Zunichst einmal wurden Versuchs- und Kontrollgruppe zusammen dargestellt
(Abb. 21 A). Dabei kennzeichnen rote Bereiche viele Zellen und blaue Bereiche wenig
Zellen. AnschlieBend konnten, anhand des Oberflichenmarkers MHCII, die beiden
Populationen MHCII"#" und MHCII™ gut voneinander abgegrenzt werden. In roten
Arealen wurde viel MHCII exprimiert und in griinen weniger (Abb. 21 B). Nachfolgend
wurde die gepoolte Darstellung beider Gruppen jeweils in die Versuchs- und
Kontrollgruppe aufgeteilt und die zuvor ermittelten Gates auf die beiden Proben
gezogen (Abb. 21 C+D). Damit konnte noch einmal deutlich gemacht werden, dass die
MHCII"e" - Makrophagenpopulation in der Lunge nach Denervation im Vergleich zu

den Kontrollméusen abnimmt und die MHCII'" - Makrophagenpopulation zunimmt.
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Abbildung 21: t-SNE - basierte Darstellung der Makrophagenpopulationen nach
lokaler Denervation der Lunge
A: Gemeinsame Darstellung der Zellen von denervierten Mausen und Kontrolltieren; B: Abgrenzung der

beiden MHCII - Populationen, Gates wurden auf MHCII"#" und MHCIT'*" gesetzt; C: Kontrollgruppe mit
MHCII"e" - ynd % - Gates; D: denervierte Versuchsgruppe mit MHCII'e" - und 'V - Gates. n=6 Miuse

pro Gruppe
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3.3.1.  Phiinotypische Verinderung der MHCII"" - Makrophagenpopulation
nach lokaler Denervation
In einem weiteren Schritt wurden die beiden Populationen noch einmal genauer
charakterisiert. Dazu wurden die sogenannten MFIs (Mean Fluorescence Intensity)
zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe verglichen. Innerhalb der
Experimentalgruppe sowie der Kontrollgruppe war jeweils der hochste Wert der
mittleren Fluoreszenzintensitit eines Oberflichenmarkers mit 1 gleichgesetzt. Die
anderen Fluoreszenzintensititen wurden anschliefend relativ dazu ins Verhiltnis

gesetzt. Je ndher der Wert an 1 war, desto stirker war das Signal des konjugierten

Antikorpers.
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Abbildung 22: Relative MFIs verschiedener Oberflichenmarker der MHCIIMeh -
Population

Dargestellt sind die relativen MFIs verschiedener ~Oberflichenmarker der MHCII"e" -
Makrophagenpopulation von denervierten und Kontrollmdusen. Die Versuchsgruppe nach lokaler
Denervation der Lunge ist in blau, die Kontrollgruppe in wei3 dargestellt. Schwarze Rechtecke bzw.
Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Multiple
t - Test. n=6 Méuse pro Gruppe

Es gab keinen Unterschied der relativen MFIs der MHCII"#" - Makrophagenpopulation
der Lunge zwischen denervierten und Kontrolltieren (Abb. 22). Alle P-Werte lagen iiber

0,999 und waren somit nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 23: Relative MFIs von CD45 und CD11c¢ nehmen nach lokaler
Denervation der Lunge auf der MHCII'¥ - Population ab

Dargestellt sind die relativen MFIs verschiedener Oberflichenmarker der MHCIIY -
Makrophagenpopulation von denervierten und Kontrollmdusen. Die Versuchsgruppe nach lokaler
Denervation der Lunge ist in blau, die Kontrollgruppe in weil3 dargestellt. Schwarze Rechtecke bzw.
Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Multiple
t - Test. n=6 Méuse pro Gruppe

CD45 und CD11c zeigten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,001). Die relative
MFI von CD45 war in der Versuchsgruppe mit einer relativen mittleren
Fluoreszenzintensitit von 0.6394 um 27,0 % niedriger im Vergleich zur Kontrollgruppe
mit 0.871. Bei CD11c war die relative MFI der denervierten Gruppe mit 0.431 um fast
die Hilfte geringer als die der Kontrollmduse mit 0.810. Die Analyse von MHCII
(p=0.928), FOLR (p=0.196), F4/80 (p=0.794), CD64 (p=0.495) und CD11b (p=0.097)
ergab keine statistischen Signifikanzen (Abb. 23).
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3.4. Repolarisierung der MHCIIMe" - Makrophagen zu MHCII* -
Makrophagen nach sympathischer Denervation

In verschiedenen Organen und mit zwei unterschiedlichen Denervationsmodellen

konnte gezeigt werden, dass die Denervation der sympathischen Nervenfasern eine

Verdnderung des Makrophagenexpressionsprofils bewirkt. Makrophagen, die im

Grundzustand eine hohe MHCII-Expression zeigten, nahmen ab, und Makrophagen mit

geringer MHCII-Expression nahmen zu. An diesem Punkt stellte sich nun die Frage,

wie diese Verschiebung der Populationen zustande kommt:

1. Werden in denervierten Miusen weniger MHCIIMe" - Makrophagen
rekrutiert?

2. Oder werden umgekehrt mehr MHCII'® - Makrophagen rekrutiert?

3. Findet eine Repolarisierung der MHCII"#" - Makrophagen zu MHCII'Y statt?

4. Gibt es einen tatséchlichen Untergang der

CX3CR1Me"MHCIIMe" - Makrophagen?

Da interstitielle Makrophagen konstant durch Monozyten ersetzt werden [113, 175],
wurden zur Klirung der Frage Cx3cr1¢<FRT2 x Rosa26'Tomato _ Mzuse (siche Kapitel IV.
1.2.3.) verwendet. Um sicherzustellen, dass alle Blutmonozyten, die aufgrund der
aktivierten Cre-Rekombinase ebenfalls tdTomato exprimierten, nahezu vollstindig
durch neue, unmarkierte Monozyten ersetzt waren und nur noch interstitielle
Immunzellen tdTomato exprimierten, wurde zwischen der Denervation (siehe Kapitel

IV. 3.1.1.) und der letzten Tamoxifengabe ein Abstand von drei Wochen eingehalten.

Initial zeigten einen Tag nach der letzten Tamoxifengabe 59,0 % der Blutmonozyten ein
tdTomato-positives Signal. Nach einer Woche waren noch 46,1 % tdTomato positiv,
nach 2 Wochen 30,8 % und nach 3 Wochen zeigten nur noch 0,13 % der Blutmonozyten
ein rotes tdTomato-Signal (Abb. 24).
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Abbildung 24: Abnahme der tdTomato” Blutmonozyten im Verlauf bis drei Wochen
nach der letzten Tamoxifengabe, dargestellt in Dot Plots nach FACS-Analyse

Dargestellt ist eine Abbildung der Gates von tdTomato” Blutmonozyten einer
Cx3cr1©FRT2 x Rosa26'Tom*° _ Maus einen Tag, eine, zwei und drei Wochen nach der letzten
Tamoxifengabe. Gates wurden in folgender Reihenfolge gesetzt: Einzelzellen (Ausschluss von
Zellfragmenten und Zelldubletten), Grofe der Zellen anhand SSC und FSC, Leukozyten (CD45+),
Monozyten (CD115+), tdTomato” (PE+). n=2-3 Méuse
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Abbildung 25: Gatingstrategie des Fate Mapping-Versuchs im Herzen, dargestellt in

Dot Plots

Dargestellt ist eine Abbildung der Gating-Strategie, die fiir die FACS-Analyse des Herzens einer
Cx3crl CeERT2 x Rosa26'Tomae - Maus verwendet wurde. Gates wurden in folgender Reihenfolge gesetzt:
Einzelzellen (Ausschluss von Zellfragmenten und Zelldubletten), lebende (Sytox Green negative) Zellen,
GroBe und Granularitdt der Zellen anhand SSC und FSC, Leukozyten (CD45+), myeloide Leukozyten
(CD11b+), Makrophagen (F4/80+ CD64+), MHCII"#" & ¥ (MHCII), tdTomato" & tdTomato®

MHCII"e" - Makrophagen, tdTomato* & tdTomato- MHCII®™ - Makrophagen. n=4 Miuse pro Gruppe
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Abbildung 26: Absolutzahlen der tdTomato™ und tdTomato- MHCIIMeh - und
MHCII¥ - Makrophagen im Herzen nach systemischer Denervation

Die Versuchsgruppe nach Denervation ist in blau, die Kontrollgruppe in weil} dargestellt. Schwarze
Rechtecke bzw. Punkte kennzeichnen jeweils die Einzelwerte. Obere Reihe: Absolutzahlen der
tdTomato™ MHCII"#"- und MHCII'®" - Makrophagen pro mg Herz. Untere Reihe: Absolutzahlen der
tdTomato - MHCII"#"- und MHCII'*¥ - Makrophagen pro mg Herz. Die statistische Auswertung erfolgte
oben und unten links jeweils mittels t-Test, oben und unten rechts wurde jeweils der Mann-Whitney-Test
angewendet. n=4 Miuse pro Gruppe

Nachdem die Cx3cr1¢eERT2 x Rosa26'Tomao. Miuse systemisch durch 6-OHDA
denerviert wurden, konnte ein generelles Absinken der MHCIIMeh - Population und ein
Anstieg der MHCII'®Y - Population in den denervierten Tieren festgestellt werden. Die
urspriinglich ~ vorhandenen  tdTomatoP®sive® MHCII"e" - Makrophagen ~ nahmen
signifikant (p=0,015) um fast die Hélfte ab, von 104,4 Zellen/mg Organ in der
Kontrollgruppe auf 55,92 Zellen/mg Organ in der denervierten Gruppe. In der
tdTomatoP°siver MHCII'Y - Population verdoppelten sich die Zellzahlen signifikant
(p=0,029) nach Denervation von 36,54 Zellen/mg Organ auf 71,39 Zellen/mg Organ.

Die tdTomato"eeve» MHCIIMe" - Makrophagen nahmen in der denervierten Gruppe
signifikant (p=0,004) um etwas weniger als die Hilfte von 31,16 Zellen/mg Organ in
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der Kontrollgruppe auf 17,25 Zellen/mg Organ ab. Unter den tdTomato"egativen
MHCII¥ - Makrophagen stieg die Population nach Denervation signifikant (p=0,029)
um mehr als die Hélfte von 28,77 Zellen/mg Organ auf 44,50 Zellen/mg Organ
(Abb. 26).
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VI. DISKUSSION

1. Makrophagen bilden Kontakte mit sympathischen

Nervenfasern

Fiir eine orientierende Darstellung, wie hdufig Makrophagen um Nerven bzw. Gefalle
lokalisiert sind, wurden zunichst histologische Kryoschnitte von verschiedenen
Organen angefertigt. Da Cx3cr1“*P-Méiuse verwendet wurden, waren Makrophagen
bereits durch ihr endogenes GFP-Signal griin markiert, weshalb nur noch Nerven,
Gefdlle bzw. das GefdaBendothel und Zellkerne angefdrbt wurden. Auch wenn in
Cx3crl19fP-Méiusen noch andere Zellarten, wie Monozyten, Unterarten von natiirlichen
Killerzellen, dendritischen Zellen oder der Mikroglia, unter Kontrolle des CX3CRI1-
Rezeptors GFP exprimieren [159], wird dieser Rezeptor vielfach genutzt, um

Makrophagen mikroskopisch darzustellen [121, 127, 176].

Im Mesenterium, Herz und Magen hatten die CX3CR1Posiver Makrophagen deutlich
héufiger Kontakt zu Nervenfasern als zu GefaBen. Eine Ausnahme stellte die Lunge dar,
bei der Makrophagen dhnlich viele Kontakte zu Nerven wie zu GefdBlen zeigten. Dies
erklart sich dadurch, dass aufgrund der Lungenblischen, im Vergleich zu den anderen
Organen, eine ausgepragtere Mikrozirkulation vorhanden ist. Erwdhnenswert ist, dass
sich die Makrophagen-Nerv-Kontakte teilweise synapsendhnlich darstellten. Mit einer
zweiten Farbung wurden in verschiedenen Organen, darunter Mesenterium, Herz,
Lunge und Magenwand, die Kontakte zwischen Makrophagen und sympathischen

Nervenfasern visualisiert.

Grundsitzlich ist die histologische Untersuchung von Gewebeschnitten, die mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern angefdrbt wurden, eine geeignete Methode, um
Antigene nachzuweisen und zu lokalisieren [177]. Dabei ist allerdings zu bedenken,
dass mit dieser Methode nur eine zweidimensionale Analyse des Gewebes erfolgen
kann. Komplexere Strukturen, die iiber mehrere Ebenen verlaufen, wie beispielsweise
Nerven oder Gefille, oder aber tiefer liegende Strukturen, koénnen damit nur
unzureichend analysiert werden. Somit wére zu lberlegen, ob man nicht ein 3D-
Verfahren, wie beispielsweise iDISCO, verwenden konnte, um Makrophagen-Nerv-
Kontakte genauer zu quantifizieren. Durch die optische Reinigung des Gewebes wird es
lichtdurchldssig, wodurch immunmarkierte Strukturen auch in  groBeren

Gewebevolumina prézise dargestellt und analysiert werden konnen [178]. Ein Nachteil
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dabei ist allerdings, dass sich nicht alle Organe gleichermaBlen gut optisch reinigen
lassen, vor allem, wenn sie eine groBere Menge an extrazelluldrer Matrix besitzen [179].
Zudem wire die Anwendung der iDISCO-Methode in der Lunge mit 7 bis 10 Tagen
auch sehr zeitaufwendig [153]. Aus diesem Grund und weil wir zunichst eine
orientierende Darstellung von der Verteilung der Makrophagen um Nerven und Gefal3e
erhalten wollten, wurden verschiedene Gesichtsfelder von mehreren histologischen

Kryoschnitten analysiert.

Neben der Verwendung von Cx3cr1S*P- Miusen, bei denen nur die CX3CR1" Zellen
endogen markiert sind, konnte man fiir die Zukunft in Betracht ziehen, fiir weitere
histologische Untersuchungen eine Th1-Cre X Rosa26-tdTomato x Cx3cr1°tP- Maus zu
zlichten. In dieser Linie lassen sich Makrophagen durch ihr endogenes Signal in griin
und sympathische Nervenfasern, nach Aktivierung der Cre-Rekombinase, in rot
darstellen. Das hétte den Vorteil, dass die Sichtbarkeit der sympathischen Nervenfasern
nicht von der Bindungsaffinitidt und der Spezifitit eines Antikorpers abhingig wire.
Wiirde man bei dieser Mauslinie Gewebeschnitte zusdtzlich mit Tubulin-3 anfarben,
konnte man anhand der doppelt positiven sympathischen Nervenfasern relativ einfach
eine Aussage dariiber treffen, wie viel Prozent der Nerven, die mit Makrophagen
assoziiert sind, auch einen sympathischen Ursprung haben. Damit hitte man die
Moglichkeit zu zeigen, um welche Art von Nerv es sich bei den beobachteten
Makrophagen-Nerv-Kontakten handelt. Gleichzeitig konnte man die Interaktionen
zwischen Makrophagen und sympathischen Nerven bzw. Makrophagen und nicht-

sympathischen Nerven konkret ins Verhéltnis setzen.

Der Kontakt zwischen Makrophagen und Nerven hat bei genauerer Betrachtung zum
Teil einen synapsendhnlichen Charakter. In der Literatur wird die Kommunikation
zwischen Nerven- und Immunzellen kontrovers diskutiert: Auf der einen Seite ist
beschrieben, dass sympatische Nervenfasern direkt mit Immunzellen assoziiert sind und
Synapsen bilden [137, 139], auf der anderen Seite gibt es aber auch die Meinung, dass
Neurotransmitter nicht-synaptisch in die Umgebung abgegeben werden [134-136]. Um
eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob es sich bei den Makrophagen-Nerv-
Kontakten in unseren Gewebeschnitten um Synapsen, freie Nervenendigungen oder um
einfache Nervenassoziationen handelt, wére beispielsweise eine immunhistochemische
Farbung mit einem Synaptophysin-Antikorper sowie elektronenmikroskopische
Aufnahmen hilfreich. Mittels Synaptophysin, das in présynaptischen Vesikeln von

Neuronen vorkommt [180], konnten die Vesikel angefarbt werden, wodurch man
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einfache Nervenassoziationen ohne synaptische Vesikel abgrenzen konnte [181]. Durch
anschlieBende Elektronenmikroskopie wére eine noch detailliertere Unterscheidung

zwischen Synapsen und freien Nervenendigungen mdoglich [182].

2. Einteilung der Makrophagen in eine CX3CR1"s"MHCII"eh
und CX3CR1°"MHCII"" — Population

Nachdem wir zeigen konnten, dass viele der gewebsresidenten Makrophagen dicht um
Nerven bzw. sympathische Nervenfasern lokalisiert waren, sollte das
Oberflichenexpressionsprofil  dieser Makrophagen im  Grundzustand ndher
charakterisiert werden. In einer Publikation von Chakarov und Kollegen konnten zwei
verschiedene Populationen von interstitiellen Makrophagen beschrieben werden: Zum
einen LY VE1ME"MHCITYCX3CR1'°¥, die vor allem mit BlutgefiBen assoziiert waren
und zum anderen LY VE1""*MHCIIMehCX3CR1high die mit Nerven assoziierten [113].

Ausgehend von dieser Charakterisierung untersuchten wir mithilfe von
durchflusszytometrischen Analysen das Expressionsprofil von Makrophagen in Herz,
Lunge und Niere. Sowohl im Herzen als auch in der Lunge konnten wir nachweisen,
dass CX3CRI1"e"- Makrophagen in der Tat viel MHCII exprimieren und
CX3CR1'"°¥ - Makrophagen eine geringe MHCII-Expression aufweisen. In der Niere
konnte ebenfalls zwischen CX3CRI1"¢h und CX3CRI1Y unterschieden werden,
allerdings hatten beide Populationen eine hohe MHCII-Expression. Wie Lever et. al.
nachweisen konnten, dndern Nierenmakrophagen mit fortschreitender Entwicklung
ihren MHCII-Phdnotypen. An Tag 14,5 der Embryonalentwicklung zeigen sie nahezu
gar keine MHCII-Expression, wohingegen ab dem 28. Tag nach der Geburt alle
Nierenmakrophagen im Grundzustand eine hohe MHCII-Expression aufweisen, die

auch in der adulten Maus unter physiologischen Bedingungen bestehen bleibt [183].

Neben der Charakterisierung der MHCII'YCX3CR 1'% und der MHCIIM$"CX3CR 1high
Population und deren Assoziation zu Gefdlen bzw. Nerven, konnten Chakarov et. al.
auch funktionelle Unterschiede feststellen. Die RNA-Sequenzierung der beiden
Populationen zeigte, dass das Transkriptom der MHCII'""CX3CR1!" - Makrophagen
mehr Gene aufwies, die mit der Wundheilung in Zusammenhang stehen, wohingegen
MHCII"e"CX3CR 1hieh - Makrophagen hohere Expressionslevel an Genen besaBen, die
mit der Antigenprésentierung in Verbindung gebracht wurden [113].

Damit {ibereinstimmend, wird den MHCII'®" - Makrophagen im Herzen auch in anderen

Publikationen eine vermehrte phagozytotische Aktivitit zugeschrieben. Auf der anderen



VI. Diskussion 7

Seite wurde gezeigt, dass MHCIIMe"- Makrophagen neben ihrer hohen
antigenprasentierenden Funktion ebenfalls eine starke Phagozytose aufweisen, was
anhand eines Phagozytose-Assays und anschlieBender durchflusszytometrischer
Analysen nachgewiesen wurde [184, 185]. Aufgrund der MHCII-Expression in
interstitiellen Makrophagen der Lunge, ist eine antigenprésentierende Funktion denkbar
[186]. Allerdings konnten Gong et. al. zeigen, dass interstitielle Makrophagen sehr stark
phagozytotisch aktiv sind und selbst nach IFN-y - Stimulation nur eine geringe
antigenpriasentierende Fidhigkeit besitzen [187]. Somit sind die funktionellen
Eigenschaften der beiden Populationen zum jetzigen Zeitpunkt noch unzureichend

geklart und miissen weiter erforscht werden.

3. Verinderte Zusammensetzung der Makrophagenpopulation

nach Denervation

Mithilfe von durchflusszytometrischen Analysen konnten wir die beiden durch
Chakarov und Kollegen beschriebenen interstitiellen Makrophagenpopulationen
bestitigen. Da in der Literatur bislang nur wenig dariiber bekannt ist, inwieweit die
Sympathikusaktivitét einen Einfluss auf den Makrophagenphénotypen hat, wihlten wir
ein Modell zur Denervation, bei dem die Gabe des katecholaminergen Neurotoxins 6-
OHDA zu einem Untergang der sympathischen Nervenfasern fiihrt. Durch Hemmung
der Komplexe I und IV der Atmungskette, der Bildung von freien Sauerstoffradikalen
sowie der irreversiblen Modifikation der Dopaminaufnahmestelle, kommt es zu einer
gestdrten neuronalen Weiterleitung und einem Untergang der sympathischen

Nervenfasern [166].

Um die Methodik der sympathischen Denervation zu validieren, wurden die
Noradrenalinkonzentrationen in Herz, Lunge und Niere durch einen ELISA bestimmt.
Im Herz war die Konzentration nach Denervation 17-fach niedriger als in der
Kontrollgruppe. In der Lunge wurde ein 4-fach geringerer Noradrenalinspiegel im
Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen, und auch in der Niere betrug die
Noradrenalinkonzentration weniger als 1/6 der Konzentrationen der Kontrolltiere.
Somit konnten wir nachweisen, dass es durch die systemische Applikation von 6-OHDA
zu einer deutlichen Reduktion des Noradrenalingehaltes kommt, was sehr

wahrscheinlich auf die gestorte sympathische Innervation zuriickzufiihren ist.

Nach intraperitonealer Applikation des 6-OHDA, konnte sowohl im Herzen, der Lunge
und der Niere bei Betrachtung der Makrophagenpopulationen ein signifikanter Abfall
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der MHCII"" - Population  beobachtet  werden.  Gleichzeitig — stieg  die
MHCII'¥ - Population in Herz und Lunge signifikant und in der Niere anndhernd
signifikant (p=0,052) an. Die Monozytenzellzahlen im Blut verénderten sich nicht
signifikant.

Ydens et. al. konnten nach einer Nervenquetschung des Ischiasnervs ebenfalls ein
deutliches Absinken der MHCII-Expression in Ischiasnerv-Makrophagen beobachten,
wobei die Expression mit fortschreitender Heilung fast wieder bis auf den
Ursprungswert anstieg [117]. Dass die (sympathische) Innervation aber nicht nur einen
Einfluss auf den Makrophagenphinotypen hat, sondern auch die Proliferation von
Makrophagen-Vorlduferzellen beeinflusst, wurde in einer Arbeit von Vasamsetti et. al.
gezeigt. Darin ist beschrieben, dass die Ausschaltung der sympathischen Innervation in
der Milz zu einer verringerten Proliferation der Granulozyten-Makrophagen-

Vorlduferzellen fiihrt und zudem auch die Entwicklung myeloider Zellen hemmt [151].

Es stellt sich an diesem Punkt die Frage, wie sich diese Verdnderungen auf die
Abwehrfunktion des Ké&rpers auswirken konnten. Uber den MHCII - Komplex
prasentieren Makrophagen auf ihrer Zelloberfliche Bestandteile von zuvor
phagozytierten Antigenen an CD4+ T-Zellen, wodurch diese aktiviert werden und eine
Immunantwort vermitteln [107, 108, 112]. Bedeutet also das Absinken der MHCII-
Expression nach Denervation insgesamt eine schlechtere Antigenprédsentation mit
geringerer T-Zellaktivierung? Hat die Denervation in gewisser Weise eine
immunsupprimierende bzw. entziindungshemmende Wirkung, oder wird die reduzierte
antigenpriasentierende Funktion der Makrophagen durch andere ,professionelle®
antigenprasentierende Zellen wie B-Zellen und dendritische Zellen kompensiert [107-

109]?

Des Weiteren gibt es neben diesen Zellen noch andere Immunzellen, wie basophile und
neutrophile Granulozyten oder Mastzellen, die sich in gewissem Umfang an der
Antigenprésentation beteiligen kdnnten [188]. Und auch nicht-Immunzellen wie Typ 2
Pneumozyten exprimieren hohe Mengen an MHCII, wobei allerdings darauf
hingewiesen werden muss, dass die antigenprisentierende Kapazitit im Vergleich zu

professionellen antigenprisentierenden Zellen deutlich geringer ausfillt [189].

In einer Publikation von Liu und Kollegen konnte hingegen gezeigt werden, dass die
sympathische Denervation der Lunge zu einer gesteigerten Immunantwort nach LPS-

Gabe fiihrte und die Gabe von Noradrenalin immunsupprimierend wirkte [153].
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Damit bleibt weiterhin unklar, wie sich die sympathische Denervation und damit
verbundene Reduktion der MHCII-Expression auf die breite Facette der

Immunfunktionen des Korpers auswirkt und bedarf der weiteren Erforschung.

3.1. Kommunikation zwischen Sympathikus und Makrophagen

Da wir zeigen konnten, dass die Ausschaltung der sympathischen Signaliibertragung zu
einer Verdnderung des Makrophagenphdnotyps fiihrt, stellt sich die Frage, wie die
Kommunikation zwischen Sympathikus und Makrophagen vermittelt wird, die diese
Verdnderung auslost. In der Literatur ist beschrieben, dass die Signaliibertragung
zwischen dem  sympathischen  Nervensystem und  Makrophagen  iiber
B - Adrenorezeptoren, vor allem Adrenorezeptor B2 (Adrb2) stattfindet [190-192].
Wenn man von diesem Weg der Signaliibertragung ausgeht, miisste man in
Adrb2 - Knock-out Miusen oder durch die Gabe von Adrb2-Antagonisten ebenfalls
einen Abfall der MHCII"e" - Population beobachten. Auf der anderen Seite kann aber
auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Aufrechterhaltung der
MHCII"" - Population durch andere B - Adrenorezeptoren vermittelt wird, weshalb
neben einer einfachen Adrb27/ - Maus beispielsweise auch eine Adrbl7/" Adrb27/
Doppel-Knock-out-Maus hilfreich wire, um genauer erforschen zu kdnnen, wie es zu

den Verdnderungen im Makrophagenphénotyp kommt.

Es wiire dariiber hinaus zu iiberlegen, ob die MHCII"e" - Population iiberhaupt durch
die direkte Kommunikation zwischen Sympathikus und Makrophagen aufrechterhalten
wird und nicht die Nische selbst das Uberleben der Population bedingt. Ahnlich wie
Zytokine und Wachstumsfaktoren zum Uberleben der gesamten Makrophagen-
population beitragen [193], konnten diese in kleinerer Menge, sowie
Matrixkomponenten des Gewebes und andere Zellen [194], die sich nischenspezifisch
um  sympathische = Nervenfasern authalten, zur  Aufrechterhaltung  der
MHCII"" - Population beitragen. Des Weiteren stellt sich auch die Frage, ob nur die
vermehrte MHCII-Expression oder die gesamte MHCII"e" - Population aufrecht bzw.

am Leben erhalten wird, was wir an Fate Mapping Mausen untersuchten.

3.2 Auswirkungen einer erhohten Sympathikusaktivitit auf den
Makrophagenphinotyp

Ausgehend von unseren Daten, wire es auch interessant zu untersuchen, wie sich die

Stimulation des Sympathikus auf den Makrophagenphénotyp auswirkt. In einer Arbeit

von Chelmicka-Schorr ef. al konnte nachgewiesen werden, dass die
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Sympathikusaktivitdt einen FEinfluss auf die Funktion der Makrophagen hat.
Makrophagen von sympathisch denervierten Mausen wiesen in vitro, nach Inkubation
mit LPS, eine mehr als doppelt so TNF-a Konzentration im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf. Umgekehrt halbierte sich die TNF-o Produktion von Makrophagen,
die vor der LPS-Stimulation mit einem [2-Agonisten behandelt wurden [9].
Vergleichend mit unseren Daten konnte man erwarten, dass eine vermehrte Stimulation
des Sympathikus zu einer erhohten MHCII-Expression fiihrt, wenn die Denervation eine
Reduktion bewirkt. Auf der anderen Seite konnte eine vermehrte Stimulation des
Sympathikus auch in einem Abfall der MHCII"¢"- Population mit verminderter
Antigenprésentation und reduzierter Immunantwort resultieren. Somit wiirden
Makrophagen nicht nur funktionell, wie durch Chelmicka-Schorr und Kollegen gezeigt,
sondern auch durch die geringere MHCII-Expression ein eher anti-inflammatorisches

Makrophagenprofil annehmen.

3.3. Lokale Denervation der Lunge reproduziert Befunde der systemischen

Denervation

Nach systemischer Denervation mittels 6-OHDA konnten wir ein Absinken der
MHCIIPeh - Makrophagen feststellen. Um ausschlieBen zu konnen, dass 6-OHDA
neben der systemischen Denervation noch weitere Effekte verursacht, die letztendlich
zum Absinken der MHCIIMe" - Population gefiihrt haben, wurde 6-OHDA in einem
weiteren Versuch intranasal verabreicht, um eine lokale Denervation der Lunge
herbeizufiihren. Mit diesem Versuch konnten wir analog zu den vorherigen Ergebnissen
ein Absinken der MHCII"#" - Population und einen Anstieg MHCII™Y - Population
beobachten. Dieses Ergebnis macht es demnach wahrscheinlicher, dass die
beobachteten Veridnderungen in der MHCII-Expression tatsidchlich auf die Denervation
und weniger auf durch 6-OHDA ausgeloste systemische Storfaktoren zuriickzufiihren
sind. Um allerdings endgiiltig zeigen zu konnen, dass die sympathische Denervation der
Grund fiir den MHCIIMeh - Abfall ist, miisste man zusitzlich durchflusszytometrische
Analysen von Herz, Lunge und Niere nach genetischer [151, 153, 195] sowie

chirurgischer [153, 196] Denervation durchfiihren.

Neben dem MHCIIMe" - Abfall und dem MHCII®Y - Anstieg nach lokaler 6-OHDA -
Gabe, konnte in diesem Versuch dariiber hinaus festgestellt werden, dass sich auch der
Phinotyp der MHCII®Y - Makrophagen zwischen der Versuchs- und der

Kontrollgruppe unterschied. Die mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) von CD45
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und CD11c der MHCII®Y - Makrophagen waren in der denervierten Gruppe um 27 %
bzw. fast 50 % reduziert, was fiir eine Repolarisierung der Makrophagen sprechen

konnte.

4. Repolarisierung der MHCII"2" - Makrophagen zu MHCII'" -

Makrophagen nach sympathischer Denervation

Durch die vorangegangenen Beobachtungen stellte sich die Frage, wie die Verschiebung
zwischen MHCII"&" ynd MHCII'Y zustande kommt. Neben der Umwandlung von
MHCIIPeh zu MHCII'™®" - Makrophagen (Repolarisierung), wire auch denkbar, dass es
zu einer vermehrten Rekrutierung von MHCII®Y - Makrophagen kommt, wodurch
relativ gesehen weniger MHCIIMeh - Makrophagen im Gewebe zu sein scheinen.
Umgekehrt kénnten bei gleichbleibender Rekrutierung von MHCII'®Y - Makrophagen,
weniger MHCIIMe - Makrophagen einwandern, wodurch es im relativen Verhiltnis
ebenfalls den Anschein macht, als wiirde MHCII"€" absinken. Eine weitere Erklirung
konnte sein, dass MHCII"e" - Makrophagen absterben, wodurch es zu einem absoluten

Absinken dieser Population kommt.

Zur Klirung dieser Frage ziichteten wir Cx3cr1“<ERT2 x Rosa26'Tomate Fate Mapping —
Méuse. Um sicherzugehen, dass fast alle tdTomato® Monozyten im Blut durch
unmarkierte Monozyten ausgetauscht worden waren, wurde mit der Denervation erst
drei Wochen nach Aktivierung der Cre-Rekombinase mittels Tamoxifeninjektion
begonnen. Somit waren zum Zeitpunkt der Denervation nur noch CX3CRI*
Immunzellen im Gewebe rot markiert. AnschlieBend wurden die Miuse, wie in den
Versuchen zuvor, denerviert und das Herz durchflusszytometrisch analysiert. Im
Unterschied zu den anderen Versuchen wurden in diesem Versuch Zihl-Beads
verwendet und die Herzen nach der Entnahme gewogen, was eine Aussage iiber die
absoluten Zellzahlen ermoglichte. Anhand des tdTomato-Signals konnten Makrophagen
identifiziert werden, die sich bereits vor der Denervation im Gewebe befanden und
durch ihr endogenes Signal rot markiert waren (tdTomatoP*"V). Bei den
tdTomato™e*iven Makrophagen handelte es sich in diesem Modell entweder um
Makrophagen, die sich ebenfalls bereits vor der Denervation im Gewebe befanden, aber
aufgrund der fehlenden ,,Labeling-Effizienz* kein tdTomato-Signal aufwiesen, oder um
Makrophagen, die nach der Denervation durch nicht markierte Monozyten ersetzt

wurden [175].
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Nach der Denervation konnte sowohl in den relativen als auch in den absoluten
Zellzahlen ein Abfall der MHCIIMeh - und ein Anstieg der MHCII®Y - Population
beobachtet werden. In der denervierten Gruppe sanken die
tdTomato” MHCIIM#" - Makrophagen um fast die Hélfte ab, wohingegen sich die
tdTomato” MHCII®Y - Makrophagen verdoppelten.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die sympathische Innervation fiir die
Aufrechterhaltung des MHCIIMe" - Makrophagenphinotyps relevant sein konnte, was
das robuste Absinken der MHCIIMe" - Population und die Zunahme der

MHCII'¥ - Population nach sympathischer Denervation erklirt.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

In der hier vorliegenden Doktorarbeit wurde das Zusammenspiel von Makrophagen und
sympathischen Nervenfasern anatomisch und funktionell untersucht. Zunédchst wurde
histologisch analysiert, wie Makrophagen in verschiedenen Geweben um Nerven bzw.
Gefidlle verteilt sind. AnschlieBend wurden die visualisierten Kontakte quantifiziert.
Dabei wurde gezeigt, dass CX3CR 1P - Makrophagen deutlich hdufiger mit Nerven
als mit GefdBlen assoziierten. Weiterhin wurden die Kontakte zwischen Makrophagen
und sympathischen Nervenfasern visualisiert. In Herz und Lunge zeigten die Kontakte
teilweise einen synapsendhnlichen Charakter. Ausgehend von Chakarov et. al. [113]
wurden Herz, Lunge und Niere einer Cx3crlS-Maus unter ,,Steady-
state* - Bedingungen durchflusszytometrisch analysiert. Wie auch Chakarov und
Kollegen, konnten wir die interstitiellen Makrophagen von Herz und Lunge in zwei
verschiedene Populationen einteilen. Die vorher histologisch untersuchte
CX3CRI1Meh - Population wurde gleichzeitig als MHCIIMeh identifiziert, wobei
CX3CR1"" - Makrophagen auch MHCII®Y waren. In der Niere konnten die
Makrophagen ebenfalls in eine CX3CR1Me"- und eine CX3CR1"¥- Population
eingeteilt werden, allerdings exprimierten beide Populationen hohe Mengen an MHCII.
Um das funktionelle Zusammenspiel von Makrophagen und sympathischen Nerven zu
charakterisieren, wurde anschliefend durch Applikation des Neurotoxins 6-OHDA eine
sympathische Denervation herbeigefiihrt, welche mit Hilfe eines Noradrenalin-ELISAs
validiert wurde. Nach Denervation wurden das Herz, die Lunge und die Niere
durchflusszytometrisch ~ analysiert. In allen drei Organen nahm die
MHCII"e" - Makrophagenpopulation signifikant ab, wohingegen die
MHCII¥ - Population signifikant, bzw. in der Niere annéhernd signifikant, anstieg. Die
lokale Denervation der Lunge durch intranasale Applikation des 6-OHDAs zeigte einen
dhnlichen Befund. Cx3crl1¢eERT2 x Rosa26'Toma . Fate Mapping Miuse ermdglichten
die Unterscheidung zwischen geweberesidenten und neu eingewanderten Makrophagen.
Nach systemischer Denervation dieser Mauslinie nahmen die Absolutzahlen der
tdTomato®™ MHCIIMe" - Makrophagen signifikant ab und die Absolutzahlen der
tdTomato® MHCII" - Makrophagen signifikant zu. Dieses Ergebnis deutet vor allem
auf eine Repolarisierung der MHCIIMe- zu MHCII®Y- Makrophagen nach
sympathischer Denervation hin. Daher konnte die sympathische Innervation zur

Aufrechterhaltung des MHCIIMeh- Makrophagenphinotyps beitragen.
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VIII. SUMMARY

In this thesis the anatomical und functional interplay between macrophages and
sympathetic nerves was investigated. First, the distribution of macrophages around
nerves or vessels was histologically analyzed across different tissues. Subsequently, the
visualized contacts were quantified. It was observed that CX3CR 1P _ macrophages
were more frequently associated with nerves than with vessels. Furthermore, the
contacts between macrophages and sympathetic nerves were visualized. In heart and
lung tissue these contacts seemed synapse-like. Based on a publication by Chakarov et.
al. flowcytometric analysis of heart, lung and kidney of a Cx3cr1“t?- mouse was
performed under “steady-state” conditions. Like Chakarov and colleagues we could
differentiate two distinct interstitial macrophage populations in heart and lung. The
histologically characterized CX3CR1"¢" - population was at the same time MHCII""
and CX3CR1Y - macrophages were MHCII'®V. The kidney showed a CX3CR1"¢"- and
CX3CR1"Y- population but MHCII was highly expressed in both populations. To
characterize the functional interplay between macrophages and sympathetic nerves, a
sympathetic denervation using the neurotoxin 6-OHDA was employed and validated
with a Norepinephrine-ELISA. After denervation flowcytometry of heart, lung and
kidney was performed. We found a significant drop in MHCII"€" in all three organs and
a significant rise in MHCII' in heart and lung and an almost significant rise in the
kidney. Local denervation of the lung by intranasal 6-OHDA application showed similar

results.

Cx3crl1“eERT2 x Rosa26'Tomate _ ft0 mapping mice allowed for the distinction between
tissue resident and newly recruited macrophages. After sympathetic denervation
absolute counts of tissue resident tdTomato”™ MHCIIMeh - macrophages decreased
significantly, whereas absolute counts of tissue resident tdTomato™ MHCII'V -
macrophages increased significantly. This result implicates a repolarization of
MHCII"e- to MHCII'®Y- macrophages after sympathetic denervation. Therefore,
sympathetic innervation likely contributes to the maintenance of a MHCIIeh

macrophage phenotype.
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