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1 Einleitung

1.1 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) wurden im Jahre 1973 durch Ralf Steinman und Zanvil
Cohn in lymphatischen Geweben von Mausen entdeckt und charakterisiert
(Steinman and Cohn, 1973, Steinman and Cohn, 1974). Dendritische Zellen
kénnen in lymphatischen und nicht lymphatischen Geweben nachgewiesen
werden und lassen sich anhand von Phanotyp und Funktionalitat in diverse
Subpopulationen unterteilen. Die meisten DC-Populationen im murinen
Organismus verbindet die hohe Auspragung von MHC Il (engl.: Major
histocompatibility complex 1) und dem Integrin CD11c (engl.: Cluster of
Differentiation 11c, Integrin a-X) sowie die Expression von CD45 (Rezeptor-Typ
Tyrosin-Proteinphosphatase C) und CD135 (engl.: Fms-like tyrosine kinase 3;
FIt3) auf ihrer Oberflache. Gleichzeitig fehlen ihnen klassische Abstammungs-
Marker anderer hamatopoetischer Zellreihen (z.B. Lymphozyten) (Merad et al.,
2013). DCs nehmen als professionelle antigenprasentierende Zellen (APC, engl.
fur Antigen-presenting cell) eine Schlisselrolle zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem ein. DCs besitzen ein hohes Potential T-Zellen zu
aktivieren, sogar im Vergleich mit anderen APCs wie B-Zellen und Makrophagen
(Steinman, 1991). Sie beeinflussen die Immunantwort des Organismus durch
Sezernierung von Zytokinen und induzieren Toleranz gegenlber Autoantigenen
(Banchereau et al., 2000). Trotz der wichtigen Rolle, die DCs im Immunsystem
einnehmen, sind viele Jahre vergangen, bis die Tragweite ihrer Bedeutung flur
das Immunsystem ins Blickfeld der immunologischen Forschung rickte. Ein
Grund fir die langjahrige Skepsis ist die Schwierigkeit DCs von anderen
myeloischen und lymphatischen Zellreihen abzugrenzen. Denn sowohl in
Abstammung, Funktionalitat und Phanotyp teilen DCs nach heutigem
Kenntnisstand einige Gemeinsamkeiten mit anderen Zellen des Immunsystems.
Ebenso fallt die eindeutige Unterteilung dieser heterogenen Population in

Subpopulationen mit verschiedenen Funktionen und phanotypischen Merkmalen



auch heutzutage immer noch schwer (Merad et al., 2013, Schraml and Reis E
Sousa, 2015, Guilliams et al., 2014).

1.1.1 Abstammung und Vorlaufer der Dendritischen Zellen

Dendritische Zellen stammen wie alle im Knochenmark (KM) gebildeten Zellen
von Hamatopoetischen Stammzellen (HSC) ab (Jordan and Lemischka, 1990).
Besonders im Zentrum der Betrachtung stehen hierbei Lin-Sca-1*c-Kit" HSC
(LSK). Lin~ bedeutet, dass diese Zellen (noch) keine Oberflachenantigene
exprimieren, die typisch und/oder definierend fur reife Zellen von
hamatopoetischer Abstammung waren. Die LSK bilden den aktivsten Teil der
HSC in Bezug auf die Differenzierung in weitere hamatopoetische Vorlaufer
(Ikuta and Weissman, 1992, Li and Johnson, 1995, Spangrude et al., 1988). Die
weitere Differenzierung der HSC bis zur Aufteilung der Vorlaufer in myeloide und
lymphoide Zellreihe ist noch nicht ganz geklart. Es existieren verschiedene
Hypothesen hierzu. Eine Hypothese besagt, dass die HSC sich in Multipotente
Vorlauferzellen differenzieren, die dann entweder den Weg der myeloiden oder
den der lymphoiden Zellreihe einschlagen (Reya et al., 2001). Eine alternative
Hypothese diskutiert eine Differenzierung von HSC in Vorlauferzellen von
Erythro- und Megakaryozyten oder in sogenannte lymphoid-primed multipotent
progenitors (LMPP, engl. fur ,lymphoid vorbestimmte multipotente Vorlaufer®).
Diese LMPP differenzieren sich dann sowohl in Vorlaufer der myeloiden als auch
der lymphoiden Zellreihe (Adolfsson et al., 2005). Letztendlich differenzieren sich
multipotente Stammzellen zu einem Zeitpunkt in frihe lymphoide und myeloische
Vorlaufer. Die frihen Vorlaufer der lymphoiden Zellreihe sind die common
lymphoid progenitors (engl. flr ,gemeinsame lymphoide Vorlaufer®, CLP), die der
myeloiden Zellreihe sind common myeloid progenitors (engl. fur ,gemeinsame
myeloide Vorlaufer®, CMP). CLPs zeigen sich als Lin"FIt3*IL7R-a*CD27* Zellen
(Kondo et al., 1997) und CMPs werden als Lin-c-Kit*Sca-1-CD34*FcgR°¥ Zellen
phanotypisch charakterisiert (Akashi et al., 2000). DCs und ihre Vorlaufer
differenzieren sich sowohl aus CLP als auch aus CMP. Hierbei generieren CLPs
vermehrt thymusstandige DCs und CMPs sind effektiver milzstandige und

Lymphknoten- DCs zu generieren (Manz et al., 2001, Kondo et al., 2001, Traver



et al., 2000). CMPs differenzieren sich weiter in gemeinsame Vorlaufer von DCs
und Monozyten, die sogenannten monocyte-dendritic cell progenitors (MDP,
engl. fur ,Monozyten-Dendritsche Zellen Vorlaufer). Diese Zellen werden
phanotypisch als Lin~c-kit"(CD117) CX3CR1* charakterisiert. Es konnte
nachgewiesen werden, dass das Differenzierungspotenzial von MDPs auf
Makrophagen und DCs beschrankt ist (Fogg, 2006). Die weitere Differenzierung
in common dendritic cell precursors (CDP, engl. fur gemeinsame Vorlaufer der
Dendritischen Zellen) bedeutet den Verlust des Differenzierungspotenzials in
Makrophagen. CDPs zeigen phanotypisch nur geringe Unterschiede zu MDPs.
Sie werden phanotypisch als Lin-c-kit"FIt3*(CD135) M-CSFR*(CD115) definiert.
Sie pragen also c-kit in geringerem Mal3e als MDPs aus und exprimieren daruber
hinaus noch M-CSFR auf ihrer Oberflache. Die phanotypischen Unterschiede zu
MDPs und die Beschrankung der Differenzierung auf DCs konnte sowohl in vivo
als auch in vitro nachgewiesen werden (Onai et al., 2007). CDPs differenzieren
sich weiter in Vorlaufer von plasmazytoiden DCs (pDCs) und konventionelle DCs
(cDCs, engl.: conventional DCs). Diese werden als pre-DCs bezeichnet (Naik et
al.,, 2007). In diesen Stadien verlassen die Zellen das Knochenmark und
migrieren Uber das Blut zu den Geweben ihrer Bestimmung uUberall im
Organismus (Liu et al., 2009, O'Keeffe et al., 2003).

1.1.2 Subpopulationen der Dendritischen Zellen

Dendritische Zellen sind keine homogene Familie von Zellen, sondern sie
unterscheiden sich je nach Funktion und Gewebe. Mittlerweile konnten
verschiedene Subpopulationen nach Phanotyp, Organ bzw. Gewebe und
Funktion abgegrenzt werden. Doch die genaue Zuordnung und Nomenklatur der
DCs und ihrer Subpopulationen bietet weiterhin Unklarheiten. Es bestehen
verschiedene Ansatze zur systematischen Einteilung Dendritischer Zellen. Einige
Ansatze versuchen die Einteilung der DC-Subpopulationen durch die Einfuhrung
von Nummerierungssystemen zu vereinfachen (Rissoan, 1999, Guilliams et al.,
2014). Andere Ansatze versuchen eine Unterteilung anhand des Aufenthaltsortes
der DCs vorzunehmen und teilen DCs daruber hinaus anhand der exprimierten

Antigene auf ihrer Zelloberflache ein (Merad et al., 2013). Gemeinsamkeiten der



verschiedenen Ansatze sind eine grobe erste Unterteilung der DCs in pDCs und
cDCs. Ebenfalls besteht Einigkeit dartber, dass zur Einteilung von DCs mehrere
Kriterien herangezogen werden mussen. Hierbei werden Abstammung,
extrazellularer Phanotyp sowie differenzierungskritische Transkriptionsfaktoren
von den meisten Ansatzen als Kriterien benannt (Schraml and Reis E Sousa,
2015, Merad et al., 2013, Guilliams et al., 2014).

1.1.2.1 DC-Subpopulationen in lymphatischen Geweben

In lymphatischen Geweben, besonders in der Milz und dem Thymus, findet sich
die groRte Dichte an DCs im Organismus. Aufgrund ihrer Abstammung, ihrer
Funktionalitdt sowie ihrer Expression von Transkriptionsfaktoren und
Oberflachenantigenen koénnen die DCs in lymphatischen Organen in
unterschiedliche Subpopulationen unterteilt werden. An dieser Stelle mdchte ich
mich auf die Subpopulationen in der murinen Milz fokussieren. In der Milz sind
drei Subpopulationen von cDCs bekannt. Phanotypisch unterscheidet man CD4-
CD8*CD11bDec-205*, CD4*CD8CD11b*Dec-205" und CD4-CD8CD11b*Dec-
205 ¢cDCs (Vremec et al., 2000, Kamath et al., 2000). In anderen Quellen werden
die milzstandigen cDCs jedoch nur in zwei Subpopulationen eingeteilt CD8* und
CD8 DCs (Merad et al.,, 2013, Miller et al., 2012). Als unterscheidendes
phanotypisches Merkmal wird hier also die Expression des transmembrandsen
Glykoproteins CD8 auf der Zelloberflache der c¢DCs herangezogen
(Nussenzweig et al., 1981, Vremec et al., 1992). Im Falle der CD8" cDCs handelt
es sich meistens um ein CD8 a/a-Homodimer und nur seltener um das, fur T-
Zellen typische, CD8 a/B Heterodimer. Ein Unterschied in der Funktionalitat
dieser beiden Varianten konnte jedoch nicht beobachtet werden (Vremec et al.,
1992). CD8a* DCs sind neben der Subpopulation in der Milz auch in LK und im
Thymus vorhanden. (Vremec and Shortman, 1997). Humane DCs exprimieren
kein CD8 (Winkel et al., 1994). Zwar scheint CD8 fur die Funktionalitat und
Entwicklung von murinen DCs keine Notwendigkeit zu besitzen, es bietet sich
jedoch als phanotypisches Merkmal zur Charakterisierung der murinen DC-
Subpopulation an (Kronin, 1997, Saunders, 1996). CD8" DCs verfugen Uber die
Fahigkeit zur Kreuzprasentation. Das bedeutet sie prasentieren prozessierte,



extrazellulare Antigene sowohl tber ihren MHC-II- als auch Uber ihren MHC-I-
Komplex. So sind sie in der Lage neben naiven CD4* auch naive CD8* T-
Lymphozyten zu aktivieren (Shortman and Heath, 2010, den Haan et al., 2000).
Eine Funktion, die gleichermallen bei Immunitats- und Toleranzentwicklung
relevant ist (Merad et al., 2013). Die Subpopulation der CD8* DCs exprimiert
ebenfalls den Chemokinrezeptor XCR1 (engl.: X-C motif chemokine receptor 1)
auf ihrer Zelloberflache wund ist in ihrer Differenzierung auf die
Transkriptionsfaktoren BATF3 (engl.: basic leucine zipper ATF-like transcription
factor 3) und IRF8 (engl.: Interferon regulatory factor 8) angewiesen (Miller et al.,
2012) (Bachem et al., 2012). Weiterhin wird das Zytokin FIt3L (engl.: FMS-like
tyrosine kinase 3 ligand) zur Differenzierung von CD8" cDCs bendotigt (Waskow
etal., 2008). CD8" DCs werden in der DC-Systematik von Guilliams et al. zu den
cDC 1 gezahlt (Guilliams et al., 2014).

Die Einteilung der CD8  cDCs in der Milz in eine heterogene Subpopulation oder
zwei Subpopulationen ist noch nicht abschlieRend geklart. Quellen, die sich auf
die Hypothese einer gemeinsamen heterogenen Population beziehen,
begrunden dies durch die Expression von CD11b auf der Zelloberflache von allen
CD8 cDCs in lymphatischen Organen (Merad et al., 2013). Weiterhin lassen sich
die CD11b* cDCs durch die Expression des Integrins CD172a (Sirpa; engl.:
Signal regulatory protein a) charakterisieren (Proietto et al., 2008). Trotzdem
stent die Hypothese der zwei unterschiedlichen Populationen weiter zur
Diskussion. Diese wird anhand der differenten Auspragung des endothelial cell
specific adhesion molecule (ESAM, engl. fur endothelzellspezifisches
Adhasionsmolekul) gestiutzt, denn ein Teil der CD11b* cDCs exprimiert ESAM in
hohen Mafen auf der Zelloberflaiche (ESAMM), der andere Teil exprimiert ESAM
nur geringfligig (ESAMP) (Kanako et al., 2011). Wie oben bereits erwahnt wurde,
unterscheiden sich die CD11b* cDCs aulRerdem bezuglich ihrer Auspragung von
CD4, mit einer CD4" und einer CD4  Fraktion (Vremec et al., 2000).
Interessanterweise exprimieren CD11b* ESAMM cDCs eher CD4 auf ihrer
Oberflache als CD11b* ESAMP° cDCs (Kanako et al., 2011). Theorien, die
versuchen eine Erklarung fur die Heterogenitat der CD11b* cDCs zu finden,

vermuten, dass diese auf unterschiedliche Abstammungen der cDCs beruhen



konnten. So kdnnte die Auspragung des CD4 auf eine lymphoide Abstammung
zurtckzufuhren sein.

Unabhangig von der phanotypischen Heterogenitat zeigen sich jedoch CD11b*
cDCs in ihrer Differenzierung abhangig von der Bereitstellung des
Transkriptionsfaktors Interferon-regulatorischer Faktor 4 (IRF4) (Suzuki et al.,
2004). Die IRF4 abhangigen CD11b* cDCs werden in der Nomenklatur von
Guilliams et al. zu den cDC 2 gezahlt (Guilliams et al., 2014).

1.1.2.2 DC-Subpopulationen in nicht-lymphatischen Geweben

Dendritische Zellen aulierhalb der lymphatischen Organe lassen sich nach
heutigem Kenntnisstand in mehrere Subpopulationen unterteilen: CD103*
CD11bCX3CR1- DCs , CD103 CD11b*CX3CR1* DCs, die epidermalen
Langerhans Zellen (LC) und plasmazytoide DCs (pDCs) (Merad et al., 2013). In
der Laminae propriae mucosae von Hohlorganen (vor allem in der Darmmukosa)
existiert aulRerdem eine CD103*CD11b*CX3CR1- Subpopulation (Bogunovic et
al., 2009).

Grundlegend ist festzuhalten, dass unter den cDCs nicht-lymphatischer Gewebe
eine Variabilitat herrscht, welche sich in Unterschieden von Gewebe zu Gewebe
und von Population zu Population niederschlagt (Helft et al., 2010). Da die cDCs
aulerhalb der lymphatischen Organe nicht Inhalt dieser Arbeit sind, werden sie
im nachsten Abschnitt nicht detailliert in ihrer gesamten Variabilitat besprochen,
sondern nur ein grober Uberblick gegeben.

Die CD103"CD11b'CX3CR1- Subpopulation wird phanotypisch durch die
Expression von CD103 auf ihrer Zelloberflache charakterisiert. Bei CD103
handelt es sich um das Integrin aER7, welches eine Rolle in der Bindung mit T-
Lymphozyten spielt (Cepek et al., 1994). CD103*CD11b- cDCs stellen das
Pendant zu den CD8* cDCs in den lymphatischen Organen dar. Ahnlich wie diese
sind sie in ihrer Differenzierung von den Transkriptionsfaktoren BATF3 (Hildner
et al.,, 2008) sowie IRF8 (Ginhoux et al., 2009) abhangig und auf die
Bereitstellung von FIt3-L angewiesen (Ginhoux et al., 2009). Sie differenzieren
sich wie CD8" cDCs ebenfalls aus pre-cDCs (Ginhoux et al., 2009). Ebenso wie
CD8* cDCs verfugen sie Uber die Fahigkeit zur Kreuzprasentation (s. Kapitel



1.1.2.1.) (Bedoui et al., 2009). Sie sind Uberall im Korper zu finden, kommen aber
besonders haufig in den Laminae propriae mucosae von Epithelien vor, wie z.B.
in der Lunge (Sung et al.,, 2006) und im Darm (Annacker et al., 2005). Die
CD103"CD11b" ¢cDCs im Darm wandern nach dem Antigenkontakt in die
mesenterialen Lymphknoten (MLN) um dort T-Lymphozyten zu aktivieren (Schulz
et al., 2009). Identische Funktionen werden auch in anderen Geweben und
Organen beobachtet (Worbs et al., 2017).

CD11b* cDCs des nicht lymphatischen Gewebes stellen sich ebenso heterogen
dar wie die CD11b* cDCs der lymphatischen Organe. Hinzu kommt, dass diese
Heterogenitat ihrer Auspragung von Gewebe zu Gewebe variiert (Merad et al.,
2013, Bogunovic et al., 2009, Langlet et al., 2012). In der Lamina propria des
Darms scheinen zum Beispiel die Auspragung von CD103 und CX3CR1
Merkmale zur Unterscheidung der CD11b* cDCs zu sein.
CD103-CD11b*CX3CR1* DCs Ubernehmen hier die wichtige Funktion der
Erkennung und Phagozytose von Antigenen aus dem Lumen von Hohlorganen
(Niess, 2005). CD103*CD11b*CX3CR1- cDCs induzieren dagegen besonders
effektiv die Expression von Proteinen auf der Zelloberflache von T-Lymphozyten,
welche das Homing (engl. fur heimkehren) dieser in die Darmmukosa férdern
(Johansson-Lindbom et al., 2005). Des Weiteren stimulieren sie die periphere
Generierung von Foxp3* regulatorischen T-Lymphozyten, die eine wichtige Rolle
in der Toleranzentwicklung gegenuber Antigenen einnehmen (Jaensson et al.,
2008). Die cDC-Populationen aufierhalb des lymphatischen Geweben werden
wegen ihrer Migration in die drainierenden Lymphknoten auch als migrierende
DCs (engl.: ,migratory DCs") bezeichnet (Worbs et al., 2017).

Die Langerhans-Zellen (LC) der Epidermis nehmen eine Sonderrolle unter den
DCs ein. Sie wurden bereits 1868 im Stratum Spinosum der Epidermis durch den
Pathologen Paul Langerhans entdeckt, lange bevor Steinman und Cohn DCs im
Jahre 1973 aus lymphatischen Organen isolierten (Steinman and Cohn, 1973).
Langerhans ordnete die LCs noch wegen ihrer langen Zellfortsatze dem
Nervensystem zu (Langerhans, 1868). Erst 1985 wurden sie durch Schuler et al.
als Subpopulation der DCs identifiziert (Schuler et al., 1985). Verglichen mit cDCs
der Dermis pragen sie MHC Il und CD11c in geringeren Verhaltnissen aus



(Merad et al., 2008). Weiterhin werden sie Uber die Expression von CDA45,
Langerin (CD207), E-cadherin (Tang et al., 1993), EpCAM (Borkowski et al.,
1996) und CD205 (Inaba et al., 1995) definiert. Anders als die cDCs
differenzieren sich LCs nicht aus den im Blut zirkulierenden Vorlaufern.
Stattdessen werden die ersten LCs aus Erythro-Myeloiden Progenitoren (EMP)
gebildet, die aus dem embryonalen Dottersack stammen. Die Regeneration der
LCs scheint dann im weiteren Leben aus lokalen Vorlauferzellen zu erfolgen oder
bei Inflammation aus Monozyten (Malissen et al., 2014). LCs bilden ein
epidermales Netzwerk aus ungefahr 700 LCs/mm? Haut und stellen die erste
immunologische Barriere unseres Organismus gegen fremde Antigene und

potenzielle Gefahren dar (Merad et al., 2008).

1.1.2.3 Plasmazytoide Dendritische Zellen

Plasmazytoide DCs (pDC) wurden durch Nakano et al., Asselin-Paturel et al. und
Bjorck 2001 im murinen Organismus identifiziert (Nakano et al., 2001, Bjorck,
2001, Asselin-Paturel et al.,, 2001). Sie werden anhand der Expression der
Oberflachenantigene CD11c, B220 und Ly6G/C charakterisiert. Die Expression
des Integrins CD11c ist zwar vorhanden, jedoch im Vergleich mit cDC in
geringerem Male (Asselin-Paturel et al., 2001, Nakano et al., 2001). Die pDCs
teilen gemeinsame Vorlaufer mit den cDCs. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl MDPs (Liu et al., 2009, Auffray et al., 2009) als auch CDPs uber ein
Differenzierungspotenzial fur pDCs verfugen. CDPs stellen sich dabei als letzter
gemeinsamer Vorlaufer mit den cDCs dar (Onai et al., 2007, Naik et al., 2007).
Denn im Gegensatz zu cDCs differenzieren sich die pDCs uber die pre-pDCs
(Onai et al., 2013, Toyama-Sorimachi et al., 2005). Ebenso wie cDCs sind auch
pDCs auf FIt3L in ihrer Differenzierung angewiesen (D'Amico and Wu, 2003,
Karsunky et al., 2003, Onai et al., 2006, Waskow et al., 2008). Plasmazytoide
Zellen residieren vor allem in lymphatischen Geweben wie der Milz oder den
Lymphknoten (O'Keeffe et al., 2002). Die pDCs sezernieren in Reaktion auf virale
Stimulation groRe Mengen von Interferon a (Asselin-Paturel et al., 2001, Dalod
et al., 2002, Asselin-Paturel et al., 2003, Krug et al., 2004, Barchet et al., 2005).
Im Vergleich mit den cDCs zeigen pDCs ein geringeres Potenzial Antigene zu



prasentieren (Grouard et al., 1997). Jedoch spielen sie ebenso eine Rolle in der
Toleranzentwicklung des Immunsystems (Martin et al., 2002, Boonstra et al.,
2003, Gehrie et al., 2010).

1.1.2.4 Dendritische Zellen monozytéren Ursprungs

Neben den cDCs, LCs und pDCs konnten ebenfalls DCs monozytaren Ursprungs
entdeckt werden. Diese aus Monozyten differenzierten DCs werden moDCs
(engl.: monocyte-derived DCs) genannt (Ledn and Ardavin, 2008). Monozyten
teilen gemeinsame Vorganger mit Dendritischen Zellen. Sie kdnnen im murinen
Organismus anhand der Auspragung von Ly6C (engl.: lymphocyte antigen 6
family member C) auf ihrer Oberflache in Ly6C"' (hohe Expression von Ly6C) und
Ly6C'° (niedrige Expression von Ly6C) Monozyten eingeteilt werden (Gordon and
Taylor, 2005). Hier differenzieren sich vor allem Ly6C" Monozyten zu moDCs
(Leon et al., 2007, Guilliams et al., 2009). Eine Differenzierung von Monozyten in
DCs wurde teilweise im steady state beobachtet (Jakubzick et al., 2008, Varol et
al., 2007). In den meisten Fallen und in besonders hohem Mal3e geschieht dies
aber im Falle von inflammatorischen Vorgangen, zum Beispiel bei Infektionen mit
den verschiedensten Mikroorganismen (Leon et al., 2007, Serbina et al., 2003,
Hohl et al., 2009). Aber auch autoimmune Ursachen der Inflammation kobnnen zu
einer vermehrten Differenzierung von Monozyten in moDCs fuhren (Siddiqui et
al., 2010). Ebenfalls fuhrt das, in Vakzinen haufig genutzte, Adjuvans Alum zu
einer verstarkten Differenzierung von Monozyten in moDCs (Kool et al., 2008).
Die Rekrutierung der Monozyten aus dem Knochenmark erfolgt abhangig von
CCR2 (engl.: C-C chemokine receptor type 2) (Serbina and Pamer, 2006).
Ebenso wird das Einwandern von Monozyten in die allergisch-inflammatorische
Lunge durch CCR2-Expression vermittelt (Robays et al., 2007). Die Migration aus
dem Blut in das inflammatorische Gewebe der Haut erfolgt abhangig von CCR6
(engl.: C-C chemokine receptor type 6) (Ravindran et al., 2007).

Monozyten sind MHC II- CD11c;, nach ihrer Differenzierung zeigen sich die
moDCs phanotypisch als MHC II" CD11c*. Teilweise exprimieren sie auch

CD11b*, wodurch es zur Verwechslung mit CD11b* cDCs kommen kann. Jedoch



exprimieren moDCs auch nach der Differenzierung noch Ly6C, was zur
Unterscheidung genutzt werden kann (Leén and Ardavin, 2008).

Nach Antigen-Kontakt reifen moDCs ahnlich wie cDCs (s. 1.1.3. und 1.1.4.). Es
folgt ebenfalls eine erhohte Expression von MHC Il und CD11c auf ihrer
Zelloberflache. Ebenso werden costimulatorische Molekile, wie beispielsweise
CD86, vermehrt exprimiert (Tacke et al., 2006). MoDCs sind wie cDCs in der
Lage Antigene gegenuber T-Lymphozyten zu prasentieren und diese zu
aktivieren (Le6n et al., 2007, Ravindran et al., 2007). Es scheint als seien sie
sogar wie CD8* cDCs zur Kreuzprasentation iber MHC | fahig (Le Borgne et al.,
2006).

Die in vitro mit GM-CSF (engl.: Granulozyte-macrophage-colony-stimulating-
factor) generierten murinen BMDCs (engl.: Bone marrow dendritic cells) (Inaba
etal., 1992) ahneln am ehesten moDCs und werden teilweise als deren Homolog
angesehen (Xu et al.,, 2007, Segura et al., 2013). Trotzdem zeigen andere
Arbeiten eine nicht zu unterschatzende Heterogenitat der BMDCs (Helft et al.,
2015). In vivo zeigen Mause mit einem Mangel an GM-CSF jedoch keinen
Mangel an inflammatorischen moDCs bei Infektion (Greter et al., 2012). Die Rolle
von GM-CSF bei der Differenzierung von Ly6C" Monozyten in moDCs ist also
noch nicht abschlieRend geklart (Lutz et al., 2017).

1.1.3 Homoostase und Lebenszyklen von Dendritischen Zellen
Homoostase (altgriech. fur ,Gleichstand®) bezeichnet einen Zustand des
Gleichgewichts in einem offenen und dynamischen System. Der Begriff geht
zuruck auf den Physiologen Walter B. Cannon (Cannon, 1926).

In Bezug auf Dendritische Zellen bedeutet die Homoostase die Aufrechterhaltung
einer adaquaten Zahl an DCs in den verschiedenen Geweben. Diese ist
essenziell zur Aufrechterhaltung der Funktionalitat des DC-Netzwerkes (Mildner
and Jung, 2014). Zu wenige DCs erhdhen das Risiko fur Infektionen und
Tumorentstehung (Steinman, 1991). Zu viele DCs, zum Beispiel durch
verminderte Apoptose, steigern das Risiko fur Autoimmunitat (Wang et al., 1999,
Stranges et al., 2007) und Hypersensitivitat bzw. Allergie (Lambrecht, 1996,
Lambrecht et al., 1998). Wichtige Mechanismen zur Aufrechterhaltung der DC-
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Homdostase sind die Wiederherstellung des DC-Pools durch Vorlauferzellen aus
dem Blut, die Zellteilung der DCs und ihr Zelltod bzw. die Emigration von DCs
aus peripheren Geweben in lymphatische Organe (Merad and Manz, 2009, Liu
et al., 2007, Worbs et al., 2017, Roake et al., 1995).

1.1.3.1 Homoéostase und Lebenszyklus von DCs im steady state

Im sogenannten ,Steady State® (engl. fur ,stabiler Zustand®), also dem Zustand,
in dem der Organismus keiner akuten Bedrohung durch inflammatorische
Prozesse ausgesetzt ist, entwickeln sich DCs, wie oben beschrieben aus der
Vorstufe der pre-DCs. Diese verlassen das Knochenmark uber das Blut und
wandern durch das Gefal3system in verschiedene Gewebe des Organismus (s.
Kapitel 1.1.1). Die Differenzierung von pre-DCs in DCs erfolgt im jeweiligen
Zielgewebe in DCs verschiedener Subpopulationen (O'Keeffe et al., 2003).
Grundlegend kann nun zwischen zwei Lebenszyklen unterschieden werden.
Dem klassischen Lebenszyklus der migrierenden DCs in den nichtlymphatischen
Geweben sowie den Lebenszyklus der in den lymphatischen Organen
ansassigen DCs. Migrierende DCs halten sich in den verschiedensten peripheren
Geweben auf, in diesem Stadium werden sie als unreife DCs bezeichnet. Im
unreifen Zustand sind sie nicht in der Lage, T-Lymphozyten zu aktivieren, aber
sie zeigen eine hohe phagozytotische Aktivitat (Schuler and Steinman, 1985). Bei
Kontakt zu Mikroorganismen oder deren Bestandteilen (Janeway, 1989), aber
auch bei Kontakt zu endogenen Mediatorstoffen (Matzinger, 1994) erfahren diese
DCs eine dramatische Veranderung ihres Phanotyps und ihrer Funktionalitat.
Dieser Vorgang wird als Maturation bzw. Reifung bezeichnet (Schuler and
Steinman, 1985, Romani et al., 1989, Puré et al., 1990). Praziser gesagt erhéhen
die DCs ihre Expression von MHC Il und sogenannten costimulatorischen
Molekulen, wie CD40 (Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor, TNFR), CD86 (B7-2)
und CD80 (B7-1). All diese Molekdule sind zur Interaktion mit naiven T-Zellen und
fur deren Aktivierung erforderlich (Schuler and Steinman, 1985). Zusatzlich
erhoht sich die Expression von akzessorischen Oberflachenmolekilen, die zur
Adhasion mit T-Lymphozyten bendtigt werden, zum Beispiel CD54 (ICAM-1)
(Scheeren et al., 1991). Des Weiteren reduziert sich die phagozytotische Aktivitat
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der DCs und trotz der erhéhten MHC-II-Expression werden keine neuen Antigene
mehr prasentiert (Young et al., 2007, Henri et al., 2001). Die DCs wandern zu
den ableitenden Lymphknoten des jeweiligen Gewebes (Roake et al., 1995,
MacPherson et al., 1995, Macatonia et al.,, 1987). Hierzu erhoht sich die
Expression des Chemokinrezeptors CCR7 (engl. C-C-chemokine receptor type
7) der DCs. Dieser interagiert mit seinem Liganden CCL21 (engl.: C-C-
chemokine ligand 21) auf den Endothelzellen der Lymphgefale und ist so
essenziell fur das Erreichen der Lymphknoten (Weber et al., 2013, Ohl et al.,
2004). In den Lymphknoten prasentieren sie die phagozytierten und
prozessierten Antigene mithilfe von MHC Il und costimulatorischen Molekulen
den vorhandenen naiven T-Zellen. Passende T-Zellen werden so stimuliert und
aktiviert (Schuler and Steinman, 1985). Im steady state findet die Migration der
DCs nicht nur nach Kontakt mit Fremdantigenen statt, sondern ebenso nachdem
die DCs Autoantigene bzw. apoptotische Zellen endozytiert haben. Die Migration
der DCs zeigte sich im Vergleich zwischen Mausen in normaler und in
besonderer keimarmer Haltung identisch. Sie kann also als konstitutives Merkmal
des Lebenszyklus von DCs in peripheren Geweben bezeichnet werden (Huang
et al., 2000, Scheinecker et al., 2002). Nachdem DCs die Antigene gegenuber
den T-Lymphozyten prasentiert haben, sterben sie durch Apoptose um die
Immunreaktion zu dampfen und Platz flr nachriickende DCs zu machen (Matsue
and Takashima, 1999). Hierbei kann sich die Uberlebensdauer einzelner
Subpopulationen unterscheiden. Zum Beispiel Uberlebten migrierte dermale
CD103"CD11b™ cDCs in den Lymphknoten im steady state 4-4,5 Tage, dermale
CD103'CD11b* cDCs fur 2 Tage (Tomura et al., 2015).

Die in den lymphatischen Geweben ansassigen cDCs befinden sich bereits in
den Lymphknoten und der Milz, dort haben sie sich aus eingewanderten pre-DCs
differenziert. Liu et al. konnten zeigen, dass pro Minute ungefahr 71 Vorlaufer
Dendritischer Zellen in die Milz einwandern (Liu et al., 2007). Die ansassigen
cDCs im sekundaren lymphatischen Gewebe zeigen einen unreifen Phanotyp
(Wilson et al., 2003). In Lymphknoten sind die CD8" cDCs hauptsachlich im T-
Zell-Areal zu finden, wahrend CD4* ¢cDCs und CD8CD4- cDCs in der Marginal-
Zone akkumulieren (McLellan et al., 2002, Pulendran et al., 1997).
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Im steady state Uben die ansassigen unreifen DCs dort eine tolerogene Funktion
aus (Steinman et al., 2003, Belz et al.,, 2002). Ebenso kdnnen sie im Blut
zirkulierende Antigene endozytieren, um diese naiven T-Lymphozyten zu
prasentieren (Pooley et al., 2001, Belz et al., 2004). CD8* cDCs kdnnen auch
prozessierte Antigene von immigrierenden maturierten cDCs Ubernehmen. Nach
der Aufnahme von Fremdantigenen reifen sie wie die migrierten cDCs (Henri et
al., 2001) und prasentieren die exogenen Antigene uber MHC Il und tber MHC |
(wegen ihrer Fahigkeit zur Kreuzprasentation). So werden naive CD4*- und CD8"*
T-Lymphozyten aktiviert (Allan et al., 2006, Geurtsvankessel et al., 2008).
Unreife lymphatische DCs haben eine Halbwertszeit von 1,5 - 2,9 Tagen.
Prasentieren sie jedoch Antigene, kdnnen sie ihre Lebensspanne durch eine
limitierte Anzahl von Zellteilungen auf eine Zeit von 10-14 Tagen verlangern,
hierbei GUbernehmen die Tochterzellen die prasentierten Antigene. Nach maximal
14 Tagen zeigten sich jedoch alle DCs in lymphatischen Geweben ersetzt (Liu et
al., 2007).

1.1.3.2 Homobostase und Lebenszyklus von DCs im inflammatorischen Zustand
Der inflammatorische Zustand eines Gewebes oder des gesamten Organismus
zeichnet sich durch die vermehrte Sezernierung von Zytokinen und anderen
entzindlichen Mediatoren aus. Dies geschieht meistens im Zuge von
vermehrtem zellularen Stress durch Infektion, Unterversorgung und chemische
oder mechanische Reizung. Dieser inflammatorische Zustand hat
entscheidenden Einfluss auf die Homoostase Dendritischer Zellen (Worbs et al.,
2017, Merad and Manz, 2009, Merad et al., 2013).

In den inflammatorischen Geweben kommt es wegen vermehrter Abwanderung
zu einem erhohten Bedarf an neuen DCs (s. unten). Im inflammatorischen
Zustand differenzieren sich DCs nicht nur aus pre-DCs sondern auch aus Ly6C"
Monozyten. So entstehen die sogenannten moDCs (s. 1.1.2.4.). Diese teilen
einige Oberflachenmarker mit cDCs und verfligen Uber ahnliche Funktionen wie
die Sezernierung von Zytokinen, Antigenprasentation und Aktivierung von naiven

T-Lymphozyten (Ledn and Ardavin, 2008).
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Das inflammatorische Setting flhrt beispielsweise in der Haut zu einer
vermehrten Emigration von CD103* ¢DCs in drainierende Lymphknoten, aber
ebenso dort zu einen verkurzten Verbleib von maximal einem Tag (Tomura et al.,
2015). Auch in anderen Geweben und Organen kommt es im inflammatorischen
Zustand zur vermehrten Migration von DCs zu den Lymphknoten. So
transportieren beispielsweise intestinale cDCs vermehrt Salmonella sp. in die
mesenterialen LK und sorgen so fur eine Dissemination der Erkrankung
(Voedisch et al., 2009, Uematsu et al., 2006). In der Lunge kommt es in den
ersten 24 Stunden einer Infektion mit Influenzaviren zu einer schnellen Welle von
DC-Migration in die mediastinalen Lymphknoten (Legge and Braciale, 2003), bei
der CD103* cDCs die Mehrheit der migrierenden Zellen darstellen (Ho et al.,
2011).

Im lymphatischen Gewebe fuhrt ein durch Zytokine hervorgerufenes pro-
inflammatorisches Setting zu einer Aktivierung der ansassigen cDCs. In der
Konsequenz ist die tolerogene Funktion herabgesetzt. Nach Aktivierung und
Reifung wird aulierdem die Fahigkeit zur Kreuzprasentation neu aufgenommener
Antigene reduziert. Dies kann bei systemischer Inflammation und Aktivierung,
wie bei einer Sepsis, in einer Immunschwache resultieren (Wilson et al., 2006).
Ansassige cDCs im lymphatischen Gewebe haben durch limitierte Zellteilungen
eine verlangerte Uberlebenszeit, wenn sie Antigene prasentieren (Liu et al.,
2007).

Aber insgesamt resultiert eine inflammationsbedingte, vermehrte Aktivierung von
DCs, in peripherem und lymphatischen Gewebe, in einer erhdhten Apoptoserate
(Stranges et al., 2007, Chen et al., 2006).

1.1.4 Schlusselfunktionen von Dendritischen Zellen

1.1.4.1 Immunitétsentwicklung

Treffen DCs in nichtlymphatischen Geweben auf PAMPs (engl.: Pathogen-
associated molecular pattern) oder andere Antigene, phagozytieren sie diese.
Zentrale Rolle spielen dabei sogenannte Pattern-Recognition-Receptors (PRR,

engl. fur ,Muster-Erkennungs-Rezeptoren®). Zu diesen gehoren Toll-like-

14



Rezeptoren (TLR), C-type-lectin-receptors (CLR engl. fur ,C-Typ-Lektin-
Rezeptoren) und einige weitere (lwasaki and Medzhitov, 2015). Die Familie der
TLR dient dem Erkennen von Fremdantigenen. Bis zum heutigen Tage sind zehn
Arten von TLRs identifiziert, die alle der Erkennung verschiedener
Fremdantigene dienen. So reagieren beispielsweise TLR5 auf das bakterielle
Protein Flagellin (Hayashi et al., 2001), TLR4 haben als Liganden LPS
(Lipopolysaccharide) (Qureshi et al., 1999) und TLR7 bindet mit Nukleinsauren
viraler Genese (Hemmi et al., 2002). So heterogen die Populationen der DCs
auch sind, so heterogen ist auch ihre Ausstattung mit verschiedenen TLRs. Die
cDCs der Darmmukosa verfugen unter anderem Uber eine hohe Zahl an TLR5
(Uematsu et al., 2006). Alle cDCs in lymphatischen Geweben exprimieren TLR1,
2, 4, 6, 8, 9 und zeigen damit eine breit aufgestellte Detektionsfahigkeit der
verschiedensten Fremdantigene (Edwards et al., 2003). Zur Familie der CLRs
gehort beispielsweise DEC-205, der auf der Oberflache vieler DC-Populationen
exprimiert wird (Inaba et al., 1995). Die PRRs auf der Oberflache Dendritischer
Zellen spielen neben der Erkennung von Fremdantigenen auch eine wichtige
Rolle bei Aktivierung und Maturation der DCs (lwasaki and Medzhitov, 2004).
Nachdem nun Fremdantigene erkannt wurden, werden diese per Endozytose in
die Zelle aufgenommen. Dies geschieht Uber Phagozytose (Inaba et al., 1993,
Reis e Sousa et al.,, 1993), Makropinozytose (Sallusto et al., 1995) oder per
rezeptorvermittelter Endozytose beispielsweise durch DEC-205 (Jiang et al.,
1995, Wilson and Villadangos, 2005). Hier sind die DCs so effiziente APCs, dass
bereits Antigenkonzentrationen im pico- und nanomolaren Bereich ausreichend
sind (Sallusto et al., 1995). Durch die einsetzende Reifung bilden die DCs
sogenannte ,MHC class ll-rich compartments® (MIIC, engl. fur MHC Klasse II-
reiche Kompartimente) in ihren Endosomen. In diese endosomalen MIIC werden
die exogenen Antigene aufgenommen und dort an MHC |I-Molekile gebunden.
So werden Antigen-MHC-II-Komplexe gebildet. Die MIIC wandeln sich, noch
wahrend des Reifungsprozesses, in nicht-lysosomale Vesikel um und
verschmelzen mit der Zellmembran, sodass die Antigen-MHC-II-Komplexe auf

der Zelloberflache exprimiert werden (Pierre et al., 1997, Cella et al., 1997).
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Endogene Antigene werden Uber Proteasomen prozessiert und anschlielRend
durch den Golgi-Apparat an MHC | gebunden (Wilson and Villadangos, 2005).
Wie bereits oben beschrieben werden neben den MHC II-Molekilen noch
verschiedene costimulatorische und verschiedene Adhasionsmoleklle zur
Interaktion mit T-Lymphozyten exprimiert. Bei den costimulatorischen Molekulen
handelt es sich vor allem um CD80 (B7-1) (Larsen et al., 1992) und CD86 (B7-2)
(Hathcock et al., 1993), beides Liganden des Rezeptors CD28/CTLA-4 (engl.:
cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) auf der Oberflache von T-
Lymphozyten. Ein weiteres wichtiges costimulatorisches Molekil, das in der
Reifung verstarkt exprimiert wird, ist CD40. CD40 interagiert mit seinem Liganden
CD154 bei der Aktivierung der T-Lymphozyten durch DCs (Grewal et al., 1995).
Gleichzeitig konnen unreife DCs aber auch Uber CD40 aktiviert werden. Dies
erfolgt vor allem Uber TNF und CD154, das als Ligand auf bereits aktivierten T-
Lymphozyten verstarkt exprimiert wird (Miga et al., 2001, Morel et al., 2001).
Zusatzlich exprimieren DCs in der Reifung verstarkt akzessorische adhasive
Molekule auf ihrer Oberflache zum Beispiel ICAM-1 (CD54), die zu einer
verbesserten Bindung zwischen den Zellen flihren (Scheeren et al., 1991).

Die gereiften DCs kdénnen nun T-Lymphozyten in den Lymphknoten des
jeweiligen Gewebes aktivieren. lhre Fahigkeit, neue Antigene aufzunehmen und
Antigen-MHC-II-Komplexe zu bilden, nimmt jedoch mit Abschluss der Reifung
stark ab (Schuler and Steinman, 1985). Migrierte DCs aus peripheren Geweben
und CD8 c¢cDCs aus lymphatischen Geweben prasentieren die exogenen
Antigene Uber MHC Il ausschliel3lich naiven CD4* T-Lymphozyten (Skokos et al.,
2007). T-Lymphozyten mit dem passenden T-Zell-Rezeptor differenzieren sich
nach Aktivierung zu T-Helferzellen und proliferieren, um eine gezielte
Immunreaktion einzuleiten (Banchereau et al., 2000). CD8* cDCs sind auRerdem
zur Kreuzprasentation fahig und prasentieren exogene Antigene zusatzlich Uber
MHC |. So sind sie in der Lage ebenfalls naive CD8" T-Lymphozyten, die Uber
den passenden T-Zell-Rezeptor verfugen, zu aktivieren (den Haan et al., 2000,
Pooley et al., 2001, Schnorrer et al., 2006). Diese differenzieren sich in

zytotoxische T-Zellen und proliferieren. Zusatzlich spielen CD8* DCs eine
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zentrale Rolle bei der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen mit viralen oder
anderen intrazellularen Antigenen (Belz et al., 2004).

Nach dem Kontakt mit Fremdantigenen und Reifung sezernieren DCs auRerdem
verschiedene inflammatorische Botenstoffe, Zytokine genannt. Zu diesen
gehoren unter anderem IL-12 (Interleukin 12) (Kelsall et al., 1996), IL-6
(Interleukin 6) (Lin et al., 2016), TNF (Onishi et al., 2004, Serbina et al., 2003)
und Weitere. Durch diese inflammatorischen Mediatoren werden DCs in der
Umgebung aktiviert. Ebenso wirken sie als Chemokine, die DCs und andere
Zellen des Immunsystems zum Ort der Infektion leiten (Le Borgne et al., 2006,
Rose et al., 2010). Zusatzlich beeinflussen die DCs durch diese Botenstoffe die
Differenzierung der aktivierten T-Lymphozyten. Beispielsweise begunstigen
erhohte Konzentrationen von [L-12 p70 und IFN-y (Interferon vy) die
Differenzierung in T-Helferzellen 1 (Macatonia et al., 1995). Erhdhte
Konzentrationen von IL-6, IL-21, IL-23 und TGF-B (engl.: Transforming Growth
Factor ) induzieren dagegen die Differenzierung in T-Helferzellen 17 (Korn et
al., 2009).

1.1.4.2 Toleranzentwicklung

Dendritische Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Toleranzentwicklung
gegenuber von Auto- und Alloantigenen (Ohnmacht et al., 2009). Sowohl bei der
zentralen Toleranz (Klein et al., 2014) als auch bei der peripheren Toleranz
(Hawiger et al., 2001) sind DCs von nicht unerheblicher Relevanz.

Hierzu verfugen sie uber drei Mechanismen: Die Deletion selbstreaktiver T-
Lymphozyten (Bonasio et al., 2006), das Einleiten von Anergie in T-Lymphozyten
(Hawiger et al., 2001) und die Induktion der Differenzierung von naiven in
regulatorische T-Zellen (Tregs) (Liston et al., 2008).

Im Zuge der zentralen Toleranzentwicklung im Thymus prasentieren cDCs
Autoantigene gegenuber naiven T-Lymphozyten und induzieren eine Deletion
autoreaktiver Zellen. Sie sind also ein wichtiger Teil der negativen Selektion
(Bonasio et al.,, 2006). Die Deletion verlauft durch induzierte Apoptose,
Zielrezeptoren gehoren hierbei haufig der Familie der TNF-Rezeptoren an,
beispielsweise Fas-Rezeptoren (engl.: FS-7-associated surface antigen)
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(Hughes et al., 2008, Oh et al., 2012). Ebenfalls beeinflussen sie im Thymus die
Differenzierung von naiven T-Lymphozyten in natlrliche antigenspezifische
Tregs (Proietto et al., 2008). Im Thymus ansassige cDCs stimulieren hierbei die
Differenzierung der T-Lymphozyten durch CD70. Die CD70" migrierenden DCs
induzieren die Differenzierung Uber einen bis jetzt noch unbekannten Weg
(Coquet et al., 2013).

In peripheren lymphatischen Organen induzieren DCs Apoptose oder Anergie in
autoreaktiven T-Lymphozyten, aul3erdem stimulieren sie im steady state naive T-
Lymphozyten zur Differenzierung in Tregs. Im steady state werden durch
migrierte und ansassige DCs immer wieder Autoantigene gegenuber T-
Lymphozyten in den sekundaren lymphatischen Organen prasentiert (Huang et
al., 2000, Scheinecker et al., 2002). Bei autoreaktiven T-Lymphozyten wird
Anergie oder Apoptose induziert (Hawiger et al., 2001, Hughes et al., 2008).
Dieser Vorgang verlangt eine Interaktion der DCs mit den T-Lymphozyten Uber
den T-Zell-Rezeptor (Skokos et al., 2007). Die DCs mussen fur die direkte
Interaktion also ebenso einen Reifungsprozess durchlaufen haben, ahnlich wie
zur Immunitatsentwicklung. Diese Reifung ist (zumindest im Falle von XCR1*
cDCs) jedoch nicht abhangig von Fremdantigenkontakt oder endogenen
inflammatorischen Signalen, sondern vielmehr Teil eines homdostatischen
Prozesses (Ardouin et al., 2016).

Neben der Induktion von Anergie oder Deletion von autoreaktiven T-Zellen
konnen DCs ebenfalls naive T-Zellen zur Differenzierung in Tregs stimulieren.
Dies geschieht vor Allem durch die Sezernierung von anti-inflammatorischen
Zytokinen wie IL-10 (Interleukin 10), TGF-B und IL-27 (Interleukin 27) (Roncarolo
et al., 2001, Apetoh et al., 2010, Jones et al., 2016). Werden naive T-
Lymphozyten in einem durch diese Zytokine gepragten Milieu durch DCs
aktiviert, differenzieren sie sich zu Treg1 und induzierten FoxP3* Tregs
(Yamazaki et al., 2008, Gandhi et al., 2010). Zentrale Rolle bei der Aktivierung
dieser T-Zellen spielen vor allem ansassige CD8" CD205" cDCs des
lymphatischen Gewebes. Ansassige CD11b* cDCs verstarken dabei die
Aktivierung und ebenfalls die Proliferation bereits vorhandener FoxP3* Tregs

(Yamazaki et al., 2008). IL-10, das von nahezu allen Zellen des Immunsystems
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produziert wird (Saraiva and O'Garra, 2010), férdert aulRerdem auch die
tolerogene Funktion von DCs und hemmt die Produktion von pro-
inflammtorischen Zytokinen (Moore et al., 2001, Steinbrink et al., 1997).
Exogene Faktoren konnen ebenfalls auf die tolerogene Funktion der DCs
einwirken und spielen eine besondere Rolle in der Entwicklung von Toleranz
gegenuber oralen Antigenen. Beispiele waren hier Retinolsdure und Tryptophan.
Retinolsaure unterstutzt die, durch CD103" cDCs initiierte, Differenzierung zu
FoxP3" Tregs in der Darmmukosa (Mucida et al., 2007). Aulderdem hat die
Retinolsdure Einfluss auf die Homdostase von CD11b* CD103* ¢cDCs im Darm
und CD11b* CD8  Esam" ¢DCs in der Milz (Klebanoff et al., 2013).

Die Aminosaure Tryptophan wird durch Bakterien der Darmflora in Agonisten des
Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) metabolisiert. Dieser Rezeptor befindet sich
auf der Oberflache Dendritischer Zellen und stimuliert durch die Agonisten die
Produktion anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 und IL-27 (Zelante et al.,
2013, Quintana and Sherr, 2013).

1.2 Arten des Zelltodes und ihre Bedeutung fur Homoostase und
Funktion Dendritischer Zellen.

Es sind verschiedene Arten des Zelltodes bekannt. Sie beeinflussen die
funktionellen Systeme von mehrzelligen Organismen auf verschiedenste Weise.
Besonders zwei dieser Arten von Zelltoden sollen nun hier wegen ihrer Relevanz
fur diese Arbeit genauer beleuchtet werden. Weiterhin sollen sie in den Kontext
des Immunsystems eingeordnet werden. Bekannte Arten des Zelltodes kdnnen
auf zwei verschiedene Weisen eingeteilt werden. Die eine Einteilung richtet sich
nach der Energieabhangigkeit des Prozesses. Auf der einen Seite gibt es die
regulierten und energieabhangigen Zelltode wie Apoptose, Pyroptose und
Autophagie. Auf der anderen Seite, der energieunabhangige, unregulierte
Prozess der Onkose/Nekrose (D'Arcy, 2019, Kroemer et al., 2009).

Eine weitere Einteilung kann nach primar nicht-inflammatorischen und pro-
inflammatorischen Zelltoden erfolgen. Die Apoptose ist hierbei ein nicht-
inflammatorischer Prozess, bei dem keine Zellbestandteile und Mediatoren in die

Umgebung entlassen werden. So kommt es zu keiner Schadigung der
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umliegenden Zellen. Onkose/Nekrose und Pyroptose sind dagegen pro-
inflammatorische Prozesse. Hier kommt es durch die unkontrollierte Freisetzung
von Zellbestandteilen (Onkose/Nekrose) bzw. durch die massive Sezernierung
von inflammatorischen Zytokinen (Pyroptose) zu einer Schadigung von
umliegenden Zellen sowie zur Anziehung von Immunzellen (Edinger and
Thompson, 2004, Bergsbaken et al., 2009).

Die Apoptose wird auch als programmierter Zelltod bezeichnet. Dieser seit 1972
bekannte Prozess bezeichnet einen stark regulierten und strukturierten Vorgang
der Zelle ohne, dass Bestandteile aus dem Zellinneren in die Umgebung
gelangen (Kerr et al., 1972). Sie nimmt eine wichtige Rolle in der ontogenetischen
Entwicklung, Gewebshomoostase und in der Steuerung von adaquaten
Immunantworten ein (Golstein, 1998, Vaux et al., 1994). Die Apoptose kann in
einen intrinsischen und einen extrinsischen Pfad unterschieden werden.
Schlusselfunktionen nehmen dabei eine Gruppe von Cysteinproteasen ein, die
Caspasen (engl.: cysteinyl-aspartate specific protease) genannt werden. Sie
werden in Initiator- und Effektor-Caspasen eingeteilt (Elmore, 2007, Lavrik,
2005). Zuerst werden die Initiator-Caspasen aktiviert, welche wiederrum die
Effektor-Caspasen aktivieren.

Die zentrale Initiator-Caspase, Caspase 9, des intrinsischen Pfades kann Uber
negative und positive Stimulation aktiviert werden. Die negative Stimulation
erfolgt beim Ausbleiben bestimmter Uberlebenssignale durch einen Mangel an
Hormonen, Zytokinen oder Wachstumsfaktoren. Ohne diese Signale werden
sonst inhibierte pro-apoptotische Proteine wie Puma, Noxa, Bax, Bak 0.a. aktiv.
Positive Stimulation erfolgt, wenn die Zelle Einflissen wie Hypoxie, Toxinen,
Viren, radioaktiver Strahlung und anderen Noxen ausgesetzt ist. Durch diese
negativen und positiven Stimuli gelangen pro-apoptotische Proteine wie
Cytochrom C, Smac (engl.: second mitochondria-derived activator of caspases)
und andere aus den Mitochondrien in das Zytoplasma (Kluck et al., 1997). Dies
hat die Aktivierung von Caspase 9 durch das Apaf-1 Apoptosom zur Folge (Cain
et al., 2002). Diese aktiviert als Protease die Effektor-Caspasen (3,6,7), welche
eine apoptotische Kaskade induzieren. Diese Kaskade beinhaltet die

Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen sowie Abbau von Zytoskelett
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und Kernproteinen. Durch Abbau und Denaturierung der Proteine des
Zytoskeletts schrumpft die apoptotische Zelle (Majno and Joris, 1995). Die Zelle
schuttet nicht-inflammatorische aber chemotaktisch wirksame Botenstoffe aus,
die ,Find-me-signals® (engl. fur ,Finde-mich-Signale®) genannt werden (Lauber et
al., 2003). Ebenfalls werden Liganden flr phagozytierende Zellen auf der
Oberflache exprimiert, sogenannte ,Eat-me-signals® (engl. fur ,Ess-mich-
Signale®) (Fadok et al., 1992).

Der extrinsische Weg der Apoptose verlauft Uber sogenannte Todesrezeptoren
(DR). Diese gehdren haufig zur Familie der TNF-Rezeptoren. Ein Beispiel fur
einen DR ware der Fas-Rezeptor (Cascino et al., 1995). Die DR werden durch
Todesliganden von Naturlichen-Killer-Zellen, Makrophagen und Cytotoxischen-
T-Zellen aktiviert (Nagata, 1997). Durch ihre Aktivierung wird ein Komplex aus
dem ,TNF-Rezeptor-assoziierten Protein“ (TRADD) und dem ,Fas-assoziierte
Protein mit Todesdomane® (FADD) gebildet. Durch diesen Komplex wird die
Intitiator-Caspase 8 aktiviert. Die aktive Caspase 8 initiiert nun Uber zwei Wege
die Apoptose der Zelle. Zum einen aktiviert sie die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7,
die die gleiche apoptotische Kaskade wie beim intrinsischen Pfad einleiten
(Lavrik, 2005). Zum anderen generiert sie aus dem Protein BID (engl.: BH3-
interacting domain death agonist) das geschnittene pro-apoptotische Protein
tBID (engl.: truncated BID). Dieses inhibiert einerseits die anti-apoptotischen
Proteine der Bcl-2-Familie (engl.: B-cell lymphoma 2), der es als pro-
apoptotisches Protein selbst angehort. Andererseits bewirkt es zusammen mit
pro-apoptotischen Teilen der Proteinfamilie wie Bak (engl.: Bcl-2 homologous
antagonist/killer) und Bax (engl.: Bcl-2-associated X protein) eine Freisetzung der
oben genannten pro-apoptotischen Proteine Cytochrom C, Smac etc. aus den
Mitochondrien (Kluck et al., 1997, Czabotar et al., 2014). Diese leiten dann die
Apoptose Uber den mitochondrialen Pfad und Caspase 9 ein. Zellen, die in der
Apoptose den direkten extrinsischen Pfad Uber die Effektor-Caspasen
einschlagen, werden als Typ-I-Zellen bezeichnet. Zellen, in denen der
mitochondriale Umweg erforderlich ist, werden den Typ-lI-Zellen zugeordnet
(Spencer et al., 2009).
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Die Bcl-2-Familie ist einen Gruppe von Proteinen, die zu den wichtigsten
Regulatoren der Apoptose zahlen. Der Name der Gruppe stammt vom ersten
entdeckten Protein dieser Art. Bcl-2 wurde in Zellen von B-Zell-Lymphomen
entdeckt, die durch eine translokationsbedingte Uberexpression dieses anti-
apoptotischen Effektors resistent gegen intrinsische und extrinsische Apoptose-
Induktion geworden sind (Tsujimoto et al., 1985, Vaux et al., 1988, McDonnell et
al., 1989). Proteine der Bcl-2-Gruppe werden in anti- und pro-apoptotische
Effektoren unterteilt. Die anti-apoptotische Gruppe umfasst Bcl-2, Bcl-x. (engl.:
B-cell-lymphoma-extra-large), Bcl-w (engl.: B-cell-lymphoma-w) und Mcl-1 (engl.:
Myeloid-cell-leukemia-1). Zu den pro-apoptotischen Effektoren zahlen Bax, Bak,
Bad (engl.: Bcl-2-associated agonist of cell death), Bid, Bik (engl.: Bcl-2-
interacting killer), Bim (eng.: Bcl-2-like protein 11), Noxa (lat. fur Schaden) und
Puma (engl.: p53 upregulated modulator of apoptosis). Pro- und anti-
apoptotische Effektoren der Bcl-2-Familie stehen durch die gegenseitige
Inhibition in Wechselwirkung miteinander. Das Gleichgewicht dieser beiden
Gruppen ist maldgeblich fur die Sensibilitat einer Zelle gegenuber Apoptose-
Stimuli (Czabotar et al., 2014).

Die Apoptose spielt eine zentrale Rolle in der DC-Homobostase und damit in der
adaquaten Funktionalitat des Immunsystems. DCs induzieren die Apoptose in
autoreaktiven T-Lymphozyten (Ohnmacht et al., 2009). Ebenso ist jedoch auch
die Apoptose der DCs als Schicksal nach ihrer Aktivierung festgelegt. Die
Apoptose von DCs ist essenziell fur die Abmilderungen von Immunreaktionen,
die Unterbindung von Hypersensitivitatsreaktionen und die Verminderung des
Risikos von Autoimmunitat (Chen et al., 2006, Marx, 2006, Matsue and
Takashima, 1999). Auf der anderen Seite phagozytieren DCs im steady state
dauerhaft Teile apoptotischer Zellen in der Peripherie und prasentieren diese in
den drainierenden Lymphknoten, wodurch sie maldgeblich zur peripheren
Toleranz beitragen (Audiger et al., 2017).

Die Onkose bzw. Nekrose ist im Vergleich mit der Apoptose der unkontrollierte
und vom Organismus ungewollte Zelltod. Dieser ftritt unter pathologischen
Gegebenheiten auf. Hierbei kommt es zu einer unkontrollierten Freisetzung von

Produkten aus dem Zytosol und Nukleus der Zellen. Dies fuhrt zu einem starken
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inflammatorischen Reiz und einer Einwanderung von Immunzellen. Die
Konsequenz ist eine inflammationsbedingte Schadigung des umliegenden
Gewebes (Majno and Joris, 1995).

Heute wird die Onkose (altgriech. fur ,Schwellung®) als der eigentliche Prozess
vor Eintritt des unkontrollierten Zelltodes angesehen. Die Nekrose wird dagegen
als Konsequenz der Onkose und des unkontrollierten Zelltodes betrachtet
(Jaeschke and Lemasters, 2003). Der Prozess der Onkose/Nekrose tritt nach
eine ausgepragten Schadigung der Zelle z.B. durch Hypoxie, Infektionen sowie
physikalische oder chemische Noxen ein. Durch die Schadigung kann die Zelle
ihre  Funktionen und die Homobostase mit ihrem Umfeld nicht mehr
aufrechterhalten. Es kommt 2zu einer Erschopfung der zellularen
Energiereserven. Die Zelle und ihre Organellen beginnen zu schwellen, dies
beruht auf einem Ausfall der lonenkanale, der auf einen Mangel an ATP
(Adenosintriphosphat) zurtickzufihren ist (Majno and Joris, 1995). Die
Permeabilitat der Zellmembran nimmt zu und Zellbestandteile beginnen
auszutreten. Die Zelle exprimiert pro-inflammatorische Moleklle auf ihrer
Oberflache. Die Ruptur der Zellmembran, unkontrolliertes Austreten von
Zellbestandteilen, inflammatorischer Reiz und Kkollaterale Schadigung des
umliegenden Gewebes sind die Konsequenzen dieses Prozesses. Die
Schadigung des umliegenden Gewebes erfolgt durch einwandernde aktivierte
Immunzellen wie z.B. Makrophagen, aber auch durch proinflammatorische
Zytokine (Festjens et al., 2006).

Seit 2005 wird eine spezielle Form der Nekrose diskutiert, die Nekroptose. Diese
wird als eine regulierte Unterart der Nekrose angesehen, die Charakteristika der
Autophagie zeigt. Sie wird durch Liganden der Todesrezeptoren aus der TNF-
Familie initiilert und Uber RIP 1 und RIP 3 (engl.: receptor interacting protein 1 +
3) reguliert (Degterev et al., 2005, Cho et al., 2009, He et al., 2009).

Eine Zelle, die bereits den Pfad der Apoptose eingeschlagen hat, kann wahrend
des Prozesses noch sekundar nekrotisch werden. Dies hangt mit der fur die
Apoptose bendtigten Energie zusammen. Reichen die intrazellularen
Energiereserven nicht fur den Abschluss der Apoptose aus, stirbt die Zelle durch

sekundare Onkose/Nekrose (Kerr et al., 1972).
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Die Onkose/Nekrose hat unter physiologischen Bedingungen keinen besonderen
Einfluss auf Homdostase und Funktion von DCs, jedoch 16st die Nekrose von
Zellen bzw. die damit verbundene Freisetzung ihrer Bestandteile eine
Immunreaktionen aus, an der auch DCs beteiligt sind. Kommt es im Verlauf
dieser Immunreaktion zu Fehlern bei der Phagozytose oder bei der lysosomalen
Verarbeitung von Zellbestandteilen, kénnen diese im pro-inflammatorischen
Setting zu Autoimmunerkrankungen fuhren. Dieser Vorgang wird unter anderem
durch DCs vermittelt (Nagata et al., 2010).

Weitere Arten des Zelltodes, die hier nicht genauer besprochen werden, sind
Pyroptose und Autophagie. Die Pyroptose ist eine regulierte Form des Zelltodes
ahnlich der Apoptose. Jedoch unterscheiden sich beide Vorgange in einem
entscheidenen Detail. Im Gegensatz zur nicht-inflammatorischen Apoptose
kommt es bei der Pyroptose zu einer massiven Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen (Bergsbaken et al., 2009). Diese Form des
Zelltodes wird vor allem im Zuge von Infektionskrankheiten beobachtet (Man et
al., 2017). Bei der Autophagie handelt es sich nicht zwangsweise um eine Art des
Zelltodes. Es werden selektive, teilweise oder komplette Autophagie
unterschieden. Autophagie bedeutet hierbei Selbstverdau einer Zelle oder
einzelner ihrer Strukturen (Mizushima et al., 2008). Beispiele flr eine selektive
Art der Autophagie sind die Prozessierung und Prasentation von intrazellularen
Antigenen uber den MHC | oder per Kreuzprasentation iber den MHC Il (Levine
and Deretic, 2007). Weiterhin wird die Autophagie von ganzen Proteinen,
einzelnen Organellen oder der ganzer Zellen beobachtet (Mizushima et al.,
2008).

1.3 Der Formylpeptidrezeptor 2

Der murine Formylpeptidrezeptor 2 (Fpr2 oder mFPR2) gehért zur Familie der
Formylpeptidrezeptoren (FPR). Er verfigt Uber sieben transmembrandse
Domanen und ist G-Protein gekoppelt. Urspringlich wurde die FPR-Familie als
chemotaktische Rezeptoren auf Neutrophilen Granulozyten entdeckt. Als
Liganden wurden vor allem bakteriell produzierte Oligopeptide mit N-

Formylmethionin identifiziert. Die FPR-Familie besteht im humanen Organismus
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aus drei (FPR1, FPR2, FPR3), im murinen Modell aus mindestens sieben
Rezeptoren (Ye et al., 2009, Migeotte et al., 2006, Takano et al., 1997).
Eindeutige Orthologe zwischen humanen und murinen FPR konnen nicht
bestimmt werden, aber sie ahneln sich in Struktur, Funktionen und Liganden.
Zum Beispiel zeigen die murinen mFpr2 und fpr-rs1 (Formylpeptidrezeptor 1)
Sequenzahnlichkeiten mit dem humanen FPR2. Der mFpr2 gleicht sequenziell
zu 76 % dem FPR2 und zu 63 % dem FPR3 (Ye et al., 2009, Hartt et al., 1999).
Der mFpr2 teilt dariber hinaus Funktionen mit beiden Rezeptoren (Gao et al.,
1999, Devosse et al., 2009). Der murine mFpr1 zeigt ebenfalls funktionelle
Gemeinsamkeiten mit dem humanen FPR2 (He et al., 2013). Inzwischen sind
neben den N-formylierten Peptiden noch weitere Liganden sowohl endogenen
als auch exogenen Ursprungs identifiziert worden. Es konnte gezeigt werden,
dass der mFpr2 nur Uber eine geringe Affinitat zu N-formylierten Peptiden verfugt,
im Gegenzug aber eine hohe Affinitat zu endogenen Peptiden wie F2L aufweist
(He et al., 2013, Gao et al., 2007). Weitere Liganden des mFpr2 sind zum
Beispiel Annexin A1(Perretti et al., 2002), Lipoxin A4 (Vaughn et al., 2002) und
das Akute-Phase-Protein Serumamyloid A (SAA) (Su et al., 1999).
Verschiedene Rezeptoren der FPR-Familie werden auf vielen Zellen des
Immunsystems exprimiert, z.B. auf Granulozyten, Makrophagen, DCs, T- und B-
Lymphozyten (Migeotte et al., 2006). Im murinen Modell wird der mFPR2, neben
neutrophilen Granulozyten, ebenfalls von DCs exprimiert (Schreiner et al., 2013).
Neben der initial entdeckten chemotaktischen Funktion konnte eine Beteiligung
der FPR an vielen verschiedenen Prozessen gezeigt werden, die unter anderem
auf der Vielzahl der verschiedenen Liganden beruht (Migeotte et al., 2006).

Die FPR spielen ein wichtige Rolle bei der Entwicklung einer Immunreaktion (Gao
et al., 1999, Liu et al., 2012). Trotzdem scheinen FPR ebenfalls relevant fur die
Vermeidung von Hypersensibilitdt und Uberschiefenden inflammatorischen
Reaktionen zu sein (Levy et al., 2002, Dufton et al., 2010, Giebeler et al., 2014).
Diese gegensatzlichen Funktionen und die Promiskuitat des FPR2 werden auf
unterschiedliche Domanen und die damit einhergehende Interaktion mit
verschiedenen Liganden des Rezeptors zurlckgefuhrt (Le et al.,, 2005). So

bewirken beispielsweise Lipoxin A4 und Annexin A1 anti-inflammatorische
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Effekte (Chiang et al., 2006, Dufton et al., 2010, Machado et al., 2020). Annexin
A1 kann in diesem Fall autokrin, parakrin oder juxtakrin an Zielzellen die
Sekretion von IL-10 induzieren (Ferlazzo et al., 2003). Weiterhin induziert
Annexin A1 Uber den FPR2 Apoptose in Neutrophilen Granulozyten (Solito et al.,
2003) und deren nicht-inflammatorische Phagozytose durch Makrophagen
(Scannell et al., 2007). Trotzdem scheint der humane FPR2 zusatzlich Gber eine
anti-apoptotische Funktion zu verfugen, die auf eine besondere Recycling-
Sequenz im C-Terminus des Rezeptors zurlckzufuhren ist (Thompson et al.,
2014). Uber andere Liganden wie SAA werden pro-inflammatorische Effekte
initiiert (He et al., 2003).

1.4 Ziel der Dissertation

Ziel dieser Dissertation ist es, den Einfluss des oben genannten FPR2 auf die
Homdostase Dendritischer Zellen zu untersuchen. In Versuchen von Armbruster
et al. (Armbruster et al., unveroéffentlichte Ergebnisse) zeigten sich hdhere Zahlen
von Dendritischen Zellen in der Milz von FPR27- Mausen als in der von Wildtyp
Mausen. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass der murine FPR2 die Homdostase
der DCs beeinflussen konnte. Die Hypothese dieser Arbeit lautet also, dass der
FPR2 die Homoostase von DCs beeinflusst. Dies konnte in einer veranderten
Differenzierung von Vorlauferzellen, in einer veranderten Funktion und Migration
von DCs oder in einem veranderten Apoptose-Verhalten der DCs begrundet sein.
DCs stellen als professionelle APCs eine Schaltzentrale zwischen angeborenem
und erworbenem Immunsystem dar (Merad et al.,, 2013). Wie bereits oben
beschrieben, ist die adaquate Menge Dendritischer Zellen in einem Organismus
essenziell fur die physiologische Funktionsweise seines Immunsystems. Eine
Verschiebung dieses Gleichgewichts kann in der Entstehung von Erkrankungen,
wie Infektionen, Malignomen, Autoimmunitat oder Hypersensibilitat, resultieren
(Steinman, 1991, Stranges et al., 2007, Lambrecht et al., 1998, Merad and Manz,
2009). Ein tieferes Verstandnis davon, welchen Einfluss der FPR2 auf die
Dendritischen Zellen hat, konnte neue Erkenntnisse zur Entstehung dieser

Erkrankungen und Ansatze flr neue Therapieprinzipien liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Wildtyp- und FPR2)-Mause
Als Wildtyp-Mause wurden weibliche C57BL/6-Mause von der Firma Janvier (St.

Berthevin Cedex, Frankreich) verwendet. Die FPR27-Mause wurden in der
Tierhaltung der Universitatsklinik Tubingen gezichtet (Chen et al., 2010,
Holzenberger et al., 2000). Die Mause wurden unter besonderen keimfreien
Bedingungen gehalten. Sie wurden bedarfsgerecht mit Wasser und Futter zur
freien Verfugung versorgt. Die Mause wurden im Alter von 6 — 12 Wochen fir
Versuche eingesetzt. Alle Experimente wurden im Rahmen von Leitlinien der
deutschen Gesellschaft fur Versuchstierkunde / Society of Laboratory Animal
Science (GV-SOLAS) und der Federation of Laboratory Animal Science
Association  (FELASA) durchgefuhrt. Das  Protokoll ~wurde vom
Regierungsprasidium Tubingen Uberpruft und anerkannt (Anzeige 09.01.2014).
Insgesamt wurden 68 Mause in den Versuchen eingesetzt, davon wurden 14
Mause wahrend der Versuchsdurchfihrung ausgeschlossen. Der Ausschluss
erfolgte wegen Kontamination von erstellten Zellkulturen oder wegen zu geringer

Zellzahlen durch Fehler bei der Praparation.

2.2 Organentnahme und -aufbereitung

2.2.1 Entnahme der Organe

Die Mause wurden durch eine geschulte Person mit CO2 und Genickbruch
getotet. Anschlielend wurden die Mause auf eine, mit einer saugfahigen
Unterlage bedeckten, Korkplatte gelegt und mit Kantlen unterhalb der vorderen
Extremitaten sowie an den Pfoten der hinteren Extremitaten fixiert. Die Maus
wurde grof3zigig mit Descosept (Dr.Schumacher) desinfiziert.

Mithilfe einer sterilen Schere und einer sterilen anatomischen Pinzette wurde die
Bauchdecke eroffnet und die Milz aufgesucht, die sich aus Sicht des/der
Praparateur*In kranial, rechts in der Tiefe befand. Das Peritoneum Uber der Milz
wurde vorsichtig eingeschnitten. Die Milz wurde, moglichst ohne Lasionen zu
verursachen, mit der Pinzette entnommen und in einer Petrischale (Greiner Bio-

One) auf Eis bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.
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Im weiteren Verlauf wurden Fell und Haut Uber den Hinterbeinen eingeschnitten
und die Muskulatur von Hulft- bis Sprunggelenk freigelegt. Die Femora wurde
vorsichtig, ohne Einschneiden des Knochens, im Huftgelenk vom Acetabulum
getrennt. Die Tibiae wurden durch vorsichtiges Durchschneiden des
Sprunggelenks von der Pfote getrennt. Die entnommenen Tibiae und Femora
wurden nun in eine Petrischale mit 5 ml sterilem Phosphat buffered saline (engl.
fur phosphatgepufferte Salzlésung, PBS; Gibco) gegeben und bis zur weiteren

Verarbeitung auf Eis aufbewabhrt.

2.2.2 Aufbereitung der Milz

Es wurde ein Digestionsmedium flr den Milzverdau vorbereitet, bestehend aus
RPMI 1640-Medium (Merck) mit 2% fetalem Kalberserum (FCS, Sigma-Aldrich),
dem 50 pl DNAse | und 100 ul Kollagenase IV pro ml Medium zugegeben wurden.
100 pl dieses Mediums wurden in den Wells (engl. fur Wanne) einer 12 well-
Platte (Greiner Bio-One) vorgelegt. Im Anschluss wurde die Milz in das jeweilige
Well Ubertragen und mit der Schere in mdglichst kleine Stlicke zerschnitten. Nun
wurden weitere 2 ml des Digestionsmediums hinzugegeben und die 12 well-
Platte wurde fur 30 Minuten in einen 37°C warmen CO2-Incubator (Sanyo) zur
Inkubation gebracht.

Nach 30 Minuten wurde die Reaktion mit 100 pl 100 mM EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure, Sigma-Aldrich) abgestoppt und die verdaute
Suspension wurde durch ein 70 ym Sieb (Greiner Bio-One) in ein 50 ml
Zentrifugationsgefall (BD Falcon) Ubertragen. GroRere Gewebestucke wurden
mithilfe eines Spritzenstempels (Braun) durch das Sieb gepresst. Anschliel3end
wurde jedes benutzte Well der Platte, Sieb und Spritzenkonus mit 3 ml PBS
nachgespult, um den Zellverlust gering zu halten. Die 50 ml
Zentrifugationsgefalle wurden mit 400xg bei 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert
(Zentrifuge Eppendorf) und der Uberstand verworfen. Das verbleibende Zellpellet
wurde in 15 ml Erylysepuffer (Nahrbodenktiiche UKT) resuspensiert und zur Lyse
der Erythrozyten fur 3 Minuten bei Raumtemparatur inkubiert. Anschlief3end
wurde die Reaktion mit jeweils 15 ml PBS mit 2% FCS abgestoppt. Aus den 30

ml Suspension wurden 20 ul zur Zellzahlung enthommen. Die Zellen wurden
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mithilfe des Gerates Countess (Invitrogen) gezahlt. Zur Diskrimination zwischen
lebenden und toten Zellen wurde Trypan Blau (Sigma-Aldrich) verwendet,
welches im Verhaltnis 1:1 zu der Zellsuspension hinzugefuigt wurde. Die
verbliebene Zellsuspension wurde mit 400xg bei 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde im Riicklauf resuspendiert
und die Zellzahl auf das neue Volumen berechnet. Anschliellend wurde die

gewunschte Zellzahl fur weitere Schritte entnommen.

2.2.3 Aufreinigung des Knochenmarks

Die auf Eis gelagerten Tibiae und Femora wurden im Bereich des Kniegelenkes
mit einer Schere durchtrennt. Die Knochen wurden mit einem, mit Descosept
getrankten, Zellstofftuch von allem anheftenden Gewebe befreit und desinfiziert.
AnschlieRend wurden die Knochen in eine frische Petrischale mit sterilem 5 ml
sterilem PBS Uberfuhrt.

Die Markhohle wurde mit einer Schere an beiden Enden erdffnet, das
Knochenmark wurde mit PBS in ein 50 ml Zentrifugationsgefall (BD Falcon)
ausgespult. Um den Zellverlust gering zu halten, wurde hierfur das PBS aus der
Petrischale verwendet. Der Spulvorgang wurde mit einer 10 ml Spritze (Braun)
und einer Kanule (Braun) durchgeflhrt. Eine erfolgreiche Spllung konnte an der
zunehmenden Entfarbung des zuerst rotlichen Knochens ins Weilde erkannt
werden.

Die 50 ml Zentrifugationsgefalle wurden mit 400xg bei 4°C fur 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Das Zellpellet wurde in 5 ml Erylyse Puffer resuspendiert und zur Lyse der
Erythrozyten fir 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde
die Reaktion durch Zugabe von 5 ml PBS mit 2% FCS abgestoppt. Die 10 ml
Suspension wurde durch ein 70 ym Sieb in ein neues 50 ml Zentrifugationsgefaf
uberfuhrt. Aus den 10 ml Suspension wurden 10 pl zur Zellzahlung am Mikroskop
entnommen. Diese wurden in ein Well einer 96 well-Platte (Rundboden, Sarstedt)
ubertragen und jeweils mit 90 pl Trypan Blau (Sigma-Aldrich) gemischt. Ein
Tropfen des Gemischs wurde auf die Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Die

lebenden Zellen wurden gezahlt und die Zellzahl fur die Gesamtsuspension

29



errechnet. Die restliche Suspension wurde mit 400xg bei 4°C fuir 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde im
Rucklauf resuspendiert. Die Zellkonzentration wurde auf das neue Volumen
berechnet. AnschlieBend wurde die gewulnschte Zellzahl flr weitere Schritte

eingesetzt.

2.3 Zellkulturen aus Knochenmarkszellen

2.3.1 Ansetzen von Zellkulturen mit GM-CSF

Nach der Zellzahlung unter dem Mikroskop wurden die Zellen in warmem (37°C)
Nahrmedium aufgenommen, um eine Zellkonzentration von 2x10%/ml zu
erreichen. Das verwendete Medium bestand aus RPMI 1640 (Merck) mit 10 %
FCS, 1 mM Natrium-Pyruvat (Biochrom), 2 mM L-Glutamin (Gibco), 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin (Gibco), 1X nicht-essenzielle Aminosauren (Biochrom)
und 50 uM Mercaptoethanol (Gibco). Weiterhin wurde der Zellsuspension
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktor ~ (GM-CSF, eigene
Herstellung) in einer Konzentration von 20 ng/ml zugegeben.

Jeweils 1 ml der Zellsuspension wurde nun in eine Petrischale ausgesat und
diese mit weiteren 10 ml des mit GM-CSF versetzten Nahrmediums aufgefullt.
Es wurden von beiden Mauslinien mindestens 10 Petrischalen fur weitere
Versuchsschritte ausgesat. Die Petrischalen wurden bei 37°C und 5% COz2 fur 7
Tage inkubiert (CO2-Inkubator, Sanyo). Am dritten Tag erfolgte eine Medium
Zugabe von 10 ml erwarmtem Nahrmedium mit GM-CSF pro Petrischale. An Tag
sechs erfolgte ein Medium Wechsel. Hierzu wurden aus jeder Petrischale 10 ml
Medium entnommen und in 50 ml Zentrifugationsgefale gefullt, diese wurden mit
400xg bei 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Die Zellpellets wurden in 10 ml frischem Medium mit GM-CSF pro Schale

resuspendiert und zuruck in die Petrischalen gegeben.
2.3.2 Ernten der BMDCs

Nach sieben Tagen Inkubation im Zellkulturmedium mit GM-CSF waren die

BMDCs genug gereift, um sie flr weitere Schritte zu verwenden. Dies zeigte sich
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durch die Expression von MHC Il und CD11c. Der korrekte Zeitpunkt wurde im
Vorversuch per Durchflusszytometrie analysiert.

Zur Ernte der BMDCs wurde die Zellkulturschalen aus dem Warmeschrank
entnommen und unter die Sterilbank gestellt. Ebenfalls wurden 50 ml Falcons
(BD Falcon) unter die Sterilbank gestellt. Fur funf Platten mit einem Volumen von
je 20 ml wurden zwei 50 ml Falcons bereitgestellt. Die Falcons fur C57BL/6- und
FPR2-BMDCs wurden beschriftet, um versehentliche Vermischung zu
verhindern. Zuerst wurden 10 ml einer Schale mithilfe der Pipettierhilfe (Accu-Jet,
Brand) abgesaugt und in ein Falcon Uberfihrt. Die restlichen 10 ml wurden
verwendet, um die Schale mehrfach sorgfaltig zu spllen, bevor sie ebenfalls in
den Falcon uberfuhrt wurden. Nachdem alle Petrischalen nach diesem
Procedere in Falcons Ubertragen worden waren, wurden sie fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur und 400xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellpellets wurden in 10 ml 37°C warmem Medium resuspensiert. Nach guter
Durchmischung der Zellsuspension mit der Pipettierhilfe wurden pro Falcon 10 pl
entnommen und mit 90 pl Trypan-Blau vermischt. Aus dieser Mischung wurden
ca. 7 ul auf die Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Die Zellen wurden dann
unter dem Mikroskop gezahlt und die Zellzahl auf das gesamte Falcon
aufgerechnet. AnschlielRend wurde das Volumen der Zellen in der Suspension

auf 1x10° Zellen/ml eingestellt.

2.3.3 Aussaen und Stimulation der BMDCs mit LPS

Da die Zellen zur Stimulation und zur Analyse in einer vorbestimmten
Konzentration (hier 1x108 Zellen/ml) vorliegen mussten und auferdem
technische Replikate erzeugt werden sollten, wurden die Zellen nun in kleinere
Versuchsgefalle als Petrischalen ausgesat. Im Falle der spateren
Durchflusszytometrie handelte es sich hier um eine unbeschichtete 24 well-
Flachbodenplatte (Greiner Bio-One), die Zellen fur die Analyse der
Zytokinproduktion wurden in einer unbeschichteten 96 well-Flachbodenplatte
(Greiner Bio-One) ausgesat und stimuliert.

Zur Verwendung fur die spatere durchflusszytometrische Analyse der

stimulierten und nicht stimulierten BMDCs wurden diese in eine unbeschichtete
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24 well-Platte (Greiner Bio-One) uberfuhrt. Hierbei wurden pro Well 500 pl mit
5x10°% Zellen ausgesat. Dies entsprach der vorher eingestellten Konzentration
von 1x108 Zellen/ml. Sowohl fiir die stimulierten als auch nicht stimulierten
BMDCs beider Mauslinien wurden drei technische Replikate pro Maus erstelit.
Zur Stimulation der BMDCs sollte in den vorgesehenen Wells eine LPS-
Konzentration von 100 ng/ml erreicht werden. Hierfir wurden aufgetaute LPS-
Aliquots mit einer Konzentration von 1 mg/ml verwendet. Um die vorgesehene
Konzentration von 2 yg/ml in den Wells zu erreichen, musste die LPS-Losung
aus dem Aliquot insgesamt um einen Faktor von 10.000 verdinnt werden. In
einer Vorverdinnung um den Faktor 200 wurden 5 ul der LPS-Lésung zu 995 ul
Zellkulturmedium pipettiert und sorgfaltig gemischt. Anschlie®end wurden je 10
gl dieser Vorverdinnung pro vorgesehenem Well mit zu stimulierenden BMDCs
pipettiert. Die Platten wurden nun in den CO2-Inkubator gestellt, der Zeitpunkt
notiert und die 24 well-Platten fir 6 bzw. 24 Stunden bei 37°C und 5 % COz2
inkubiert.

Um spater die sezernierten Konzentrationen von Zytokinen per ELISA
bestimmen zu kénnen, wurden BMDCs von C57BL/6- und FPR27--Mausen in die
vorgesehenen Wells einer unbeschichteten 96 well-Flachboden-Platte (Greiner
Bio-One) lbertragen. Pro Well wurden 2,5x10° Zellen in 250 uyl Medium (ohne
GM-CSF) ausgesét. Dies entsprach einer Konzentration von 1x108 Zellen/ml.
Zur Stimulation mit LPS wurde ein aufgetautes Aliquot mit einer Konzentration
von 1 mg/ml verwendet.

In den zur Stimulation vorgesehenen Wells sollte eine LPS-Konzentration von
100 ng/ml erreicht werden. Hierfir musste die LPS-LOsung aus dem Aliquot um
den Faktor 10.000 verdunnt werden. Zuerst wurde eine Vorverdunnung um den
Faktor 400 vorgenommen. 2,5 pl wurden aus dem LPS-Aliquot entnommen und
zu 997,5 uyl DC-Medium hinzu pipettiert und gut gemischt. Von dieser
Vorverdunnung wurden dann 10 pl in die entsprechenden Wells der Platte
pipettiert. So wurde in 250 pyl Medium eine Konzentration von 100 ng/ml erreicht.
Die Platte wurde anschliel3end fir 24 Stunden im COz-Inkubator bei 37°C und 5
% COz inkubiert. Nach 24 h wurden die Ubersténde mithilfe einer 8-Kanal-Pipette
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in eine unbeschichtete Rundbodenplatte Gberflhrt. Diese wurde bei -20°C bis zur

weiteren Analyse per ELISA gelagert.

2.4 Farbung der Zellen fur die Analyse im Durchflusszytometer

2.4.1 Fluorescence Minus One-Kontrollen

Zur korrekten Interpretation der Durchflusszytometrie-Daten, zur genauen Gate-
Setzung in Flowjo® und zur Bestimmung des negativ/positiv Cut-off von
Fluorochromen wurden von einigen Farben im Multicolorpanel Flourescence
Minus One-Kontrollen (engl. flr Fluoreszenz minus eins- Kontrollen; FMO)
hergestellt. Hierfur wurden im Versuch nicht bendtigte Zellen verwendet. Die
Zellen wurden mit allen Antikorpern, bis auf den kontrollierten Antikdrper, gefarbt.

2.4.2 Kompensationskontrollen

Zur Vermeidung von Analysefehlern und falsch-positiven Ergebnissen durch
Streuung der Fluorochrome in benachbarte Kanale des Multicolorpanel wurden
Kompensationskontrollen angefertigt. Fur diese Kontrolle wurden, pro
kontrolliertem Antikorper, jeweils 100 pyl FACS-Puffer (engl.: fluorescence-
activated cell sorting) und ein Tropfen (ca. 60 pl) Compbeads (BD; kleinste
Silikonpartikel mit Bindungststellen zur unspezifischen Bindung mit Antikorpern)
in ein Testrohrchen gegeben. Einzig fur die Lebend/Tot-Farbung mit Zombie NIR
oder Aqua wurden getotete Zellen verwendet. Im Anschluss wurde dann eine
festgelegte Menge eines Antikorpers in die Testrohrchen pipettiert. Zu Beginn der
Messung im  Durchflusszytometer wurden nun die angefertigten
Kompensationskontrollen mit dem Durchflusszytometer gemessen und anhand

der ermittelten Werte wurde die Sensibilitat der einzelnen Kanale eingestellt.

2.4.3 Extrazellulare Farbung der Vorlauferzellen im Knochenmark

Es wurden jeweils 3x10° Zellen in ein Testrohrchen (BD Falcon) Ubertragen.
Weiterhin wurden zur Erstellung von FMO- und ungefarbten Kontrollen jeweils
1x108 von den nicht bendtigten Zellen in je ein Testréhrchen Ubertragen. Alle

Testrohrchen wurden bzgl. ihres Inhaltes beschriftet.
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Zur Diskrimination zwischen toten und vitalen Zellen wurde eine Farbung mit dem
Fluorochrom Zombie NIR (Biolegend) durchgefuhrt. Dieser bindet nicht
permanent an lebende, aber permanent an Membranbestandteile nekrotischer
Zellen. Zur Farbung wurde Zombie NIR im Verhaltnis 1:100 verdunnt. In jedes
Testrohrchen, ausgenommen der ungefarbten Zellen, wurden 50 ul des
Gemischs pipettiert. Im Anschluss wurden diese flir 20 Minuten bei Raumluft
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde den Testrohrchen jeweils 1 ml FACS-
Puffer zugegeben, die Testrohrchen wurden mit 400xg und 4°C fur 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Um im weiteren Farbeprozess
unspezifische Bindungen der Antikdrper am Fc-Rezeptor (engl.: fragment
crystallisable) der DCs und ihrer Vorlaufer zu verhindern, wurde dieser mithilfe
eines CD16/32 Antikorpers (Biolegend) blockiert. Hierzu wurden 10 pl Hybridom-
Uberstand mit CD16/32 Antikdrpern in jedes Testrohrchen pipettiert. Diese
wurden im Anschluss fur 15 Minuten bei 4°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die extrazellularen Oberflachenantigene mit den
Antikérpern 2,5 yl CD3 FITC (pur; Miltenyi Biotec, REA641), 2,5 yl CD19 FITC
(pur; Miltenyi Biotec, 6D5), 2,5 ul Ter119 FITC (pur; Miltenyi Biotec, Ter-119), 5
Ml NK1.1 FITC (1:20; eBioscience, PK136), 5 yl Ly6G FITC (1:40; Biolegend,
1A8), 5 ul B220 BV650 (1:5; Biolegend, RA3-6B2), 5 yl MHC Il PerCP (1:20;
Biolegend, M5/114.15.2), 5 ul CD11c PE-Dazzle (1:8; Biolegend, N418), 5 ul
Ly6C PE-Cy7 (1:100; Biolegend, HK1.4), 5 pyl CD11b AlexaFlour 700 (1:10;
Biolegend, M1/70), 2,5 yl CD135 PE (1:2; Miltenyi Biotec, REA779), 5 ul CD172a
APC (1:10; BD, P84), 5 ul Sca-1 Horizon V500 (1:20; BD, D7), 5 ul CD115 BV605
(1:5; Biolegend, AFS98), 5 ul CD117 BV421 (1:10; Biolegend, 2B8) pro
Testrohrchen gefarbt. Die FMOs fir CD135 PE, CD172a APC, Sca-1 Horizon
V500, CD115 BV605 und CD117 BV421 wurden getrennt gefarbt. Im Anschluss
wurden die Testrohrchen bei 4°C fur 20 Minuten inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde den Testrohrchen 1 ml FACS-Puffer hinzugegeben und sie
wurden bei 400xg und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden
verworfen und das am Boden entstandene Zellpellet wurde im Rucklauf

resuspendiert.
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2.4.4 Extrazellulare Farbung der DCs aus der Milz

Von allen Mausen wurden jeweils 3x108 Zellen, die aus den Splenes isoliert
wurden, in ein Testrohrchen ubertragen. Weiterhin wurden zur Erstellung von
FMO- und ungefarbten Kontrollen jeweils 1x108 von den nicht benétigten Zellen
in je ein Testréhrchen Ubertragen. Alle Testrohrchen wurden bzgl. ihres Inhaltes
beschriftet.

Zur Farbung von abgestorbenen Zellen wurde in diesem Fall Zombie Aqua
(Biolegend) verwendet. Dieser funktioniert nach den gleichen Prinzipien wie
Zombie NIR im Knochenmark, ist jedoch mit einem anderen Fluorochrom zur
besseren Integration in das verwendete Multicolorpanel beladen. Zur Farbung
wurde Zombie Aqua im Verhaltnis 1:200 verdunnt. In jedes Testrohrchen,
ausgenommen der ungefarbten Zellen, wurden 50 pl des Gemischs pipettiert. Im
Anschluss wurden diese fur 20 Minuten bei Raumluft inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde den Testrohrchen jeweils 1 ml FACS-Puffer zugegeben,
die Testrohrchen wurden mit 400xg und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand wurde verworfen.

Im Weiteren wurden 10 pl des Fc-Blocks (CD16/32 Antikoérper) in jedes
Testrohrchen pipettiert. Diese wurden im Anschluss flir 15 Minuten bei 4°C
inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die extrazellularen Oberflachenantigene mit den
Antikérpern 5 ul CD8 FITC (1:10; Biolegend, 53-6.7), 5 ul MHC 1l PerCP (1:20;
Biolegend, M5/114.15.2), 5 ul Ly6C PE-Cy7 (1:100; Biolegend, HK1.4), 5 pl
CD11c PE-Dazzle (1:8; Biolegend, N418), 5 ul CD11b APC-Cy7 (1:20; BD,
M1/70), 5 ul CD4 eFluord50 (1:5; eBioscience, GK1.5), 5 yl B220 BV650 (1:5;
Biolegend, RA3-6B2) pro Testrohrchen gefarbt. Danach wurden die
Testrohrchen fur 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach der der Inkubationszeit
wurde 1 ml FACS Puffer hinzugefugt und die Testrohrchen wurden fur 5
Minuten bei 400xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das am Boden des Testrohrchen gebildete Zellpellet wurde im Rucklauf

aufgenommen.
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2.4.5 Apoptose-Assay mit Annexin V und 7AAD von Milz-DCs

Zur Analyse des Apoptoseverhaltens der DCs in der Milz wurde ein Apoptose-
Assay durchgefuhrt. Hierfur wurde der Farbstoff Annexin V zur Markierung von
apoptotischen Zellen benutzt, der Farbstoff 7AAD zur Markierung von
nekrotischen Zellen. Pro Testrohrchen wurden 3x10® aus den Splenes isolierte
Zellen eingesetzt. Fir die FMO- und ungefarbten Kontrollen wurden jeweils 1x10°
Zellen eingesetzt. Zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen der zur
Farbung eingesetzten Antikérper wurden jeweils 10 pl Fc-Block (CD16/32
Antikdrper) pro Testrohrchen pipettiert. Die Testrohrchen wurden zur Inkubation
fur 15 Minuten bei 4°C in den Kihlschrank gestellt. Nach der Inkubation wurden
die extrazellularen Oberflachenantigene mit den Antikérpern 5 pyl MHC I
eFlour450 (1:30; eBioscience, M5/114.15.2), 5 ul Ly6C PE-Cy7 (1:100;
Biolegend, HK1.4), 5 yl CD11c PE-Dazzle (1:8; Biolegend, N418), 5 ul CD11b
APC-Cy7 (1:20; BD, M1/70), 5 ul CD4 PE (1:20; eBioscience, RM4-4), 5 yl CD8
BV785 (1:3; Biolegend, 53-6.7) pro Testrohrchen gefarbt. Im Anschluss wurden
alle Testrohrchen fur 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Dann wurde den Testrohrchen
1 ml FACS-Puffer zugegeben und sie wurden fur 5 min bei 400xg und 4°C
zentrifugiert. Die Uberstéande wurden verworfen und der gleiche Waschvorgang
wurde mit 4°C PBS wiederholt. AnschlieRend wurde den Testrohrchen 1 ml
Binding-Puffer (Biolegend) hinzugegeben und sie wurden fur 5 Minuten bei 4°C
und 400xg zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen und den Testréhrchen
(ausgenommen die ungefarbten und FMO-Kontrollen) wurden jeweils 25 pl
Annexin V und 7AAD in einer Vorverdunnung von 1:50 zugegeben. Die
Testrohrchen wurden kurz mit dem Vortex gemischt und dann fur 15 Minuten bei
Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden jeweils 100 pl
Binding-Puffer hinzugefligt. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von 7AAD musste

die Messung am Durchflusszytometer innerhalb von einer Stunde erfolgen.

2.4.6 Intrazellulare Farbung von Bcl-2
Zum Vergleich der Konzentration des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 wurde

eine intrazellulare Farbung dieses Proteins mithilfe von Antikdrpern durchgefihrt.
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Pro Testréhrchen wurden 3x108 aus den Splenes isolierte Zellen eingesetzt. Flr
die Bcl-2 FMO- und ungefarbte Kontrolle wurden jeweils 1x10° Zellen eingesetzt.
Zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen der zur Farbung eingesetzten
Antikorper wurden jeweils 10 pl Fc-Block (CD16/32 Antikorper) pro Testrohrchen
pipettiert. Die Testréohrchen wurden zur Inkubation fur 15 Minuten bei 4°C in den
Klhlschrank gestellt. Nach der Inkubation wurden die extrazellularen
Oberflachenantigene mit den Antikorpern 5 pl MHC Il eFlour450 (1:30;
eBioscience, M5/114.15.2), 5 yl Ly6C PE-Cy7 (1:100; Biolegend, HK1.4), 5 pl
CD11c PE-Dazzle (1:8; Biolegend, N418), 2,5 yl CD11b FITC (pur; Miltenyi
Biotec, M1/70.15.11.5), 5 yl CD172a APC (1:10; BD, P84), 2,5 yl XCR1 BV510
(pur; Biolegend, ZET) und 0,5 yl Zombie NIR (Biolegend) pro Testrohrchen
gefarbt. Im Anschluss wurden alle Testrohrchen fur 20 Minuten bei 4°C inkubiert.
Dann wurde den Testrohrchen 1 ml FACS-Puffer zugegeben und sie wurden fur
5 min bei 400xg und 4°C zentrifugiert. Die Uberstéande wurden verworfen. Die
Zellpellets am Boden der Testrohrchen wurden mithilfe des Vortexmischers
resuspendiert. Um die extrazellulare Farbung zu fixieren, wurde in jedes
Testrohrchen jeweils 0,5 ml Fixation working solution (engl.: Fixierungs
Arbeitsldsung) (Biolegend) pipettiert und diese wurden fur mindestens 60
Minuten bei 4°C in Dunkelheit inkubiert. Anschlie3end wurden alle Testréhrchen
fir 5 Minuten bei 400xg und 4°C zentrifugiert und die Uberstande wurden
verworfen. In die Testrohrchen wurde nun jeweils 1 ml FOXP3 Fix/Perm Puffer
(Biolegend) pipettiert, um die Zellmembran flr die Antikdrper zur intrazellularen
Farbung permeabel zu machen. Die Ansatze in den Testrohrchen wurden direkt
im Anschluss fiir 5 Minuten bei 400xg und 4°C zentrifugiert. Die Ubersténde
wurden verworfen. Den Testrohrchen wurden nun 5 pl Fc-Block (CD 16/32
Antikdrper) hinzugegeben und sie wurden fur 15 Minuten bei 4°C inkubiert.

Im Anschluss wurden jedem Testrohrchen (ausgenommen der Bcl-2 FMO- und
ungefarbten Kontrolle) 5 yl Bel-2 Antikorper-Losung (1:4; Biolegend, BCL/10C4)
zugegeben. Die Testrohrchen wurden im Anschluss fur 30 Minuten bei 4°C und
Dunkelheit inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde in die Testrohrchen 1 ml
FOXP3 Fix/Perm Puffer pipettiert und diese wurden bei 4 °C und 400xg fur 5
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Minuten zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden verworfen und die Proben am

Durchflusszytometer analysiert.

2.4.7 Extrazellulare Farbung der mit LPS stimulierten BMDCS

Die 24 well-Platte wurde nach 6 bzw. 24 h der Stimulation aus dem CO2-Inkubator
entnommen. 500 pl des Mediumuberstandes wurden direkt in die beschrifteten
FACS-Testrohrchen (BD Falcon) Uberfuhrt. Alle Wells wurden nochmal mit 500
pl PBS (Gibco) in Raumtemperatur nachgespult und die Spulflussigkeit wurde
ebenfalls in das jeweilige FACS-Testrohrchen tberfuhrt. Nun wurde pro Well 200
gl Accutase (Innovative Cell Technologies, Inc.) hinzugegeben, um die
stimulierten Zellen vom Grund des Wells zu I6sen. Im Anschluss wurde die Platte
fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden erneut
100 pl PBS in die Wells pipettiert. Durch sorgfaltiges Auf- und Abpipettieren
wurden die Zellen vorsichtig von der Oberflache gelost und in die FACS-
Testrohrchen tberflhrt. AnschlieRend wurden die Testrohrchen fur 5 Minuten bei
400xg und 4°C zentrifugiert. Die Uberstéande wurden verworfen.

Im Weiteren wurden pro Testrohrchen 10 pl Fc-Block hinzugegeben und die
Ansatze fur 15 Minuten bei 4°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die extrazellularen Oberflachenantigene mit den
Antikérpern 0,4 yl CD11c APC (pur; Miltenyi Biotec, N418), 0,8 ul MHC I
eFluor450 (1:30; eBioscience, M5/114.15.2), 0,8 yl CD11b APC-Cy7 (1:20; BD,
M1/70), 0,8 ul CD40 PerCP/Cy5.5 (1:3; Biolegend, 3/23), 0,8 yl CD80 PE (1:20;
BD, 16-10A1), 0,8 uyl CD54 FITC (1:10; 3E2), 0,8 ul CD86 BV605 (1:3; Biolegend,
GL-1), 0,084 pl Zombie Aqua (Biolegend) pro Testrohrchen gefarbt. Danach
wurden die Testrohrchen fir 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach der der
Inkubationszeit wurde 1 ml FACS Puffer hinzugefugt und die Testrohrchen
wurden fiir 5 Minuten bei 400xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das am Boden des Testrohrchen gebildete Zellpellet wurde im
Rucklauf aufgenommen.

AnschlielRend konnten die Zellen im Durchflusszytometer analysiert werden.
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2.5 ELISA der durch die BMDCs sezernierten Zytokine

2.5.1 TNF ELISA

Fir den TNF ELISA-Assay wurden die Uberstéande von 24 h mit LPS stimulierten
und nicht stimulierten C57BL/6- und FPR27--BMDCs verwendet. Der TNF ELISA-
Assay wurde mit dem ,Ready-Set-Go!“-ELISA-Set (eBioscience) durchgefluhrt.
Am ersten Tag wurden die 96 well-Platte (Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher
Scientific) mit den Capture-Antikdrpern (eBioscience, capture engl. flr
erfassen/einfangen) beschichtet. Diese dienten der verbesserten Bindung von
TNF Molekulen auf der Oberflache des Wells der Platte. Hierzu wurde der im Set
enthaltene 10-fach  Coating-Puffer (eBioscience, coating engl. fir:
Uberzug/Schicht) mit sterilfiltriertem Wasser verdinnt. Das
Verdunnungsverhaltnis betrug hierbei 10:1 (H20: Puffer). Die Capture-Antikorper
wurden mit dem verdunnten Coating-Puffer im Verhaltnis 250:1
(Puffer:Antikdrper) verdinnt und gut vermischt. Anschliel3end wurden je 100 pl
des Puffer-Antikdrper-Gemischs in jedes Well der 96 well-Platte pipettiert. Die 96
well-Platte wurde mit einem Deckel verschlossen und Uber Nacht bei 4°C im
Kuhlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die 96 well-Platte aus dem Kihlschrank genommen und
im ELISA-Washer (Hydroflex, Tecan) 3x gewaschen. Hierzu wurde ein
Waschpuffer bestehend aus PBS (Gibco) und 0,05% Tween-20 (Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Zur Blockierung der verbliebenen freien Stellen, auf der
Oberflache der Platte, wurde nun eine Blockierungsldésung angesetzt. Diese
Ldsung bestand aus 5x Assay-Diluent und mit Mikrofilter filtriertem Wasser. Die
Herstellung dieser Losung fand unter der Sterilbank (Herasafe, Thermo Fisher
Scientific) statt, da der 5x Assay-Diluent zum Teil aus FCS besteht, welches ein
guter Nahrboden fur Bakterien ist. Die Blockierungslésung wurde im Verhaltnis
1:5 (Assay-Diluent: H20) gemischt. Die Platte wurde nach Beendigung des
Waschvorgangs aus dem Gerat entnommen und je Well wurden 250 pl der
Blockierungslosung pipettiert. Die 96 well-Platte wurde nun far 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurde der Standard (eBioscience) aus dem -80°C-

Schrank entnommen und auf Eis aufgetaut. Es wurden acht Eppendorf-Cups
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vorbereitet, in sieben dieser Eppendorf-Cups wurden 500 ul der
Blockierungslosung pipettiert und in einen Cup 900 ul. Der aufgetaute Standard
wurde nun in zwei Schritten mit der Blockierungslosung insgesamt um den Faktor
1.000 verdunnt. Im ersten Schritt wurde eine Vorverdinnung um den Faktor 100
durchgefuhrt, hierfur wurden 5 yl TNF Standard zu 495 ul Blockierungslésung
pipettiert und sorgfaltig mit dem Vortex vermischt. Im zweiten Schritt wurde die
Vorverdunnung um den Faktor 100 weiterverdinnt. Hierzu wurden 100 pl der
Vorverdunnung entnommen und mit 900 pl der Blockierungslosung gemischt.
Diese Verdlnnung entsprach nun der héchsten TNF-Konzentration von 1.000
pg/ml, die als Kontrolle flir das ELISA-Assay diente. Zur Erstellung der weiteren
Kontroll-Konzentrationen fur die Messung wurden der hochsten Konzentration
500 pl entnommen und mit 500 pl Blockierungslosung gemischt und so im
Verhaltnis 1:1 verdinnt. Dieser Schritt wurde 8x wiederholt, bis im letzten
Eppendorf-Cup eine Konzentration von 15,6 pg/ml erreicht wurde.

Als nachstes wurden die Proben aufgetragen. Alle Proben aus den Uberstanden
der 24 h mit LPS stimulieten BMDCs wurden vor dem Auftragen auf die
vorbereitete Platte um den Faktor 20 verdinnt. Hierfir wurde eine
unbeschichtete 96 well-Spitzbodenplatte (Greiner Bio-One) verwendet. In jeweils
ein Well der Platte wurden 114 pl der Blockierungslésung pipettiert. Dann wurden
6 ul der jeweiligen Probe aus der aufgetauten Rundbodenplatte entnommen und
den entsprechenden Wells hinzugefugt. Mithilfe von ausgiebigem Auf- und
Abpipettieren wurden die Proben gut mit der Blockierungslésung vermischt. Die
fur 1 h mit Blockierungsldésung inkubierte ELISA-Platte wurde nun erneut mit dem
ELISA-Washer 3x gewaschen. Anschlieffend wurden alle Proben, stimuliert und
nicht stimuliert, nach vorher erstelltem Plan pipettiert. Hierfur wurden jeweils 100
Ml einer Probe in das vorgesehene Well pipettiert. In die ersten beiden Reihen
der Platte wurden 100 pl der verschiedenen Verdunnungsstufen des Standards
und in die unterste Zeile 100 pl Blockierungslosung als 0 pg/ml Standard
pipettiert. Die Platte wurde verschlossen und fur 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nachdem die 2 Stunden vergangen waren, wurde die Platte wiederrum 3x mit

dem ELISA-Waschgerat gewaschen. Die Detection-Antikorper (eBioscience;
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detection engl. fur Erkennung) wurden im  Verhaltnis  1:250
(Antikodrper:Blockierungslosung) mit Blockierungslosung verdunnt. Von den
verdunnten Detection-Antikorpern wurden je 100 pl pro Well pipettiert, die Platte
wurde anschlie3end fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Im Anschluss an die erneute Inkubation wurde die Platte wieder 3x mit dem
Hydroflex gewaschen. Die Avidin-HRP (eBioscience; Avidin-Horseradish-
Peroxidase engl. fur Meerrettichperoxidase) wurde im Verhaltnis 1:250 mit
Blockierungslosung verdunnt (HRP:Blockierungslosung). Nach dem Waschen
wurde nun jeweils 100 pl der verdiinnten HRP pro Well pipettiert und die Platte
fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlielend wurde die Platte 6x im Hydroflex gewaschen. Dann wurden in
jedes Well 100 ul der Substrat-Losung (eBioscience) pipettiert und die Platte in
Dunkelheit und bei Raumtemperatur fur 3-5 Minuten inkubiert. Nach dieser Zeit
wurden 50 ul der Stopp-Losung (eBioscience) in jedes Well pipettiert und im Zuge
dessen wurde ein Farbumschlag zu gelb beobachtet. Die Platte wurde im ELISA-
Reader (Tecan Sunrise) bei 450 nm*“ ausgelesen. Zur Uberpriifung der korrekten
Verdinnungsstufen des Standards wurden diese in einem Diagramm
aufgetragen. Der entstandene Graph sollte einen linearen Anstieg zeigen.
Verdlinnungsstufen, die zu sehr von der linearen Kurve abwichen, wurden
ausgeschlossen, bei zu vielen Abweichungen von Verdunnungsstufen musste

der Standard erneut verdunnt, vorbereitet und separat eingelesen werden.

2.5.2 IL-10 ELISA

Fir das IL-10 ELISA-Assay wurden die Uberstande von 24 h mit LPS stimulierten
und nicht stimulierten C57BL/6- und FPR2--BMDCs verwendet.

Am ersten Tag wurden die 96 well-Platte (Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher
Scientific) mit den Anti-Maus IL-10 Capture-Antikdrpern (BD) beschichtet. Als
Coating-Puffer wurde 0,1 M Natriumphosphat mit einem pH von 6.0 verwendet.
Die Capture-Antikérper wurden mit dem verdinnten Coating-Puffer im Verhaltnis
500:1 (Puffer:Antikorper) verdunnt und gut vermischt. Anschlielend wurden je
100 pl des Puffer-Antikorper-Gemischs in jedes Well der 96 well-Platte pipettiert.
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Die 96 well-Platte wurde mit einem Deckel verschlossen und Uber Nacht bei 4°C
im Kihlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Platte aus dem Kuhlschrank entnommen und im
ELISA-Washer (Hydroflex, Tecan) 3x gewaschen. Hierzu wurde ein Waschpuffer
bestehend aus PBS (Gibco) und 0,05% Tween-20 (Thermo Fisher Scientific)
verwendet. Zur Blockierung der verbliebenden freien Stellen auf der Oberflache
der Platte wurde eine Losung aus PBS (Gibco) mit 10% FCS (Sigma-Aldrich)
unter der Sterilbank angesetzt. Von dieser Blockierungslosung wurden 250 pl in
jedes Well der ELISA-Platte pipettiert, diese wurde im Anschluss flr 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurde der IL-10 Standard (BD) aus dem -80°C-
Schrank entnommen und auf Eis aufgetaut. Es wurden neun Eppendorf-Cups
vorbereitet, in sieben dieser Eppendorf-Cups wurden 500 ul der
Blockierungslosung pipettiert und zwei Cups 990 ul. Der aufgetaute Standard
wurde nun in drei Schritten mit der Blockierungslosung insgesamt um den Faktor
100.000 verdunnt. Im ersten Schritt wurde eine Vorverdunnung um den Faktor
10 durchgefuhrt, hierfur wurden 5 ul IL-10 Standard zu 45 pl Blockierungslosung
pipettiert sorgfaltig mit dem Vortex vermischt. Im zweiten Schritt wurde die
Vorverdiunnung um den Faktor 100 weiterverdinnt. Hierzu wurden 10 ul der
Vorverdunnung entnommen und mit 990 ul der Blockierungslosung gemischt. Im
dritten Schritt wurde der zweite Schritt noch einmal wiederholt. Diese
Verdinnung entsprach nun der hochsten IL-10 Konzentration von 1.000 pg/ml,
die als Kontrolle fur das ELISA-Assay diente. Zur Erstellung der weiteren Kontroll-
Konzentrationen fur die Messung wurde der hochsten Konzentration 500 pl
entnommen und mit 500 pl Blockierungslosung gemischt und so im Verhaltnis
1:1 verdunnt. Dieser Schritt wurde 8x wiederholt bis im letzten Eppendorf-Cup
eine IL-10 Konzentration von 15,6 pg/ml erreicht wurde.

Nach der einstundigen Inkubation wurde die Blockierungslosung mithilfe des
ELISA-Washers aus den Wells der ELISA-Platte abgesaugt. Nun wurden jeweils
100 ul der Proben und verschiedenen Standard-Verdlinnungen in die
vorgesehenen Wells der Platte pipettiert. Die Platte wurde mit einem Deckel

verschlossen und fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
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Nach der Inkubationszeit wurde die Platte 3x mit dem Hydroflex gewaschen.
Wahrend dessen wurde der Detektionsantikorper verdinnt. Hierfir wurde der
biotinylierte Detektionsantikorper im Verhaltnis 1:500
(Antikorper:Blockierungslosung) mit Blockierungslosung verdunnt. Nun wurde
jeweils 100 pl der Antikorperverdunnung pro Well der ELISA-Platte pipettiert und
die Platte wurde flr 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach einer Stunde wurde die ELISA-Platte erneut 3x gewaschen. Die
Streptavidin-HRP wurde im Verhaltnis von 1:1.000 mit Blockierungslosung
verdunnt. Von der Streptavidin-HRP-Verdunnung wurden jeweils 100 ul pro Well
pipettiert. Die ELISA-Platte wurde im Anschluss fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde die ELISA-Platte 6x
gewaschen. Wahrenddessen wurde die Substrat-Losung angesetzt. Hierfur
wurden Konjugat A (3,3,5,5-Tetramethylbenzidin, BD) und Konjugat B
(Wasserstoffperoxid, BD) im Verhaltnis 1:1 gemischt. Von der Substrat-Lésung
wurden dann 100 pl pro Well pipettiert. Die Platte wurde anschlie3end fur 5-10
Minuten in Dunkelheit inkubiert, bis eine Blaufarbung der Wells stattgefunden hat.
Dann wurden pro Well jeweils 50 ul der Stopp-Lésung (BD) pipettiert, dies liel3
einen Farbumschlag zu gelb beobachten. Die Konzentrationen von IL-10 wurden
im ELISA-Reader Sunrise (Tecan) bei 450 nm ausgelesen. Zur Uberpriifung der
korrekten Verdunnungsstufen des Standards wurden diese in einem Diagramm
aufgetragen. Der entstandene Graph sollte einen linearen Anstieg zeigen.
Verdlinnungsstufen, die zu sehr von der linearen Kurve abwichen, wurden
ausgeschlossen, bei zu vielen Abweichungen von Verdlinnungstufen musste der

Standard erneut verdunnt, vorbereitet und separat eingelesen werden.

2.5.3 IL-12 ELISA

Fir das IL-12 ELISA-Assay wurden die Uberstande von 24 h mit LPS stimulierten
und nicht stimulierten C57BL/6- und FPR2--BMDCs verwendet.

Die Messung wurde mit dem Mouse IL-12 (p70) ELISA MAX™ Deluxe Set von
BioLegend durchgefuhrt.

Am ersten Tag wurden die 96 well-Platte (Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher

Scientific) mit den Anti-Maus IL-12 Capture-Antikérpern (BioLegend) beschichtet.
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Hierfur wurde der im Set enthaltene Coating-Puffer 5x mit durch einen Mikrofilter
(Merck-Millipore) filtriertem deionisiertem Wasser im Verhaltnis 1:5 (Puffer: H20)
verdunnt. Die Capture-Antikorper (BioLegend) wurden mit dem verdunnten
Coating-Puffer im Verhaltnis 200:1 (Puffer:Antikorper) verdinnt und gut
vermischt. Von dieser Antikérper-Verdunnung wurden jeweils 100 pl pro Well
pipettiert. Nun wurde die ELISA-Platte Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Platte aus dem Kuhlschrank entnommen und im
ELISA-Washer (Hydroflex, Tecan) 3x gewaschen. Hierzu wurde ein Waschpuffer
bestehend aus PBS (Gibco) und 0,05% Tween-20 (Thermo Fisher Scientific)
verwendet. Wahrenddessen wurde die Blockierungslosung aus dem Assay
Diluent A (5x) und PBS angesetzt. Hierfur wurde der Assay Diluent im Verhaltnis
1:5 (Diluent:PBS) mit PBS verdinnt. Nun wurden pro Well 200 pl der
Blockierungslosung pipettiert und die Platte wurde fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurde der IL-12 Standard (BioLegend) aus dem -
80°C-Schrank entnommen und auf Eis aufgetaut. Es wurden neun Eppendorf-
Cups vorbereitet, in acht dieser Eppendorf-Cups wurden 500 pl der
Blockierungslosung pipettiert und in einen Cup 900 pul. Der aufgetaute Standard
wurde nun in zwei Schritten mit der Blockierungslésung insgesamt um den Faktor
1.000 verdunnt. Im ersten Schritt wurde eine Vorverdinnung um den Faktor 100
durchgefuhrt, hierfar wurden 5 pl IL-12 Standard zu 495 pl Blockierungslosung
pipettiert sorgfaltig mit dem Vortex vermischt. Im zweiten Schritt wurde die
Vorverdiunnung um den Faktor 100 weiterverdinnt. Hierzu wurden 100 ul der
Vorverdunnung entnommen und mit 900 pl der Blockierungslosung gemischt.
Diese Verdunnung entsprach nun der hochsten IL-12 Konzentration von 1.000
pg/ml, die als Kontrolle fir das ELISA-Assay diente. Zur Erstellung der weiteren
Kontroll-Konzentrationen fur die Messung wurde der hdchsten Konzentration 500
Ml entnommen und mit 500 pl Blockierungslosung gemischt und so im Verhaltnis
1:1 verdunnt. Dieser Schritt wurde 8x wiederholt bis im letzten Eppendorf-Cup
eine IL-12 Konzentration von 7,8 pg/ml erreicht wurde.

Die flr 1 h mit Blockierungsldsung inkubierte ELISA-Platte wurde nun erneut mit

dem ELISA-Washer 3x gewaschen. Anschliel3end wurden alle Proben, stimuliert
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und nicht stimuliert, nach vorher erstelltem Plan pipettiert. Hierfir wurden jeweils
100 pl einer Probe in das vorgesehene Well pipettiert. In die ersten beiden Reihen
der Platte wurden 100 pl der verschiedenen Verdunnungsstufen des Standards
und in die unterste Zeile 100 pl Blockierungslosung als 0 pg/ml Standard
pipettiert. Die Platte wurde verschlossen und fir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nach 2 h wurde die Platte wiederrum 3x mit dem Hydroflex gewaschen. Die
Detection-Antikorper (BioLegend) wurden im Verhaltnis 1:200
(Antikodrper:Blockierungslosung) mit Blockierungslosung verdunnt. Von den
verdunnten Detection-Antikdrpern wurden je 100 pl pro Well pipettiert, die Platte
wurde anschlie3end fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Im Anschluss an die erneute Inkubation wurde die Platte wieder 3x mit dem
Hydroflex gewaschen. Die Avidin-HRP (BioLegend; Avidin-Horseradish-
Peroxidase engl. fir Meerrettichperoxidase) wurde im Verhaltniss 1:1.000 mit
Blockierungslosung verdunnt (HRP:Blockierungslosung). Nach dem Waschen
wurde nun jeweils 100 pl der verdinnten HRP pro Well pipettiert und die Platte
fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschliefend wurde die Platte 6x im Hydroflex gewaschen. Dann wurden in
jedes Well 100 ul der Substrat-Losung D (BioLegend) pipettiert und die Platte in
Dunkelheit und bei Raumtemperatur fur 3-5 Minuten inkubiert. Nach dieser Zeit
wurden 50 yl der Stopp-Losung (BioLegend) in jedes Well pipettiert und im Zuge
dessen wurde ein Farbumschlag zu gelb beobachtet. Die Platte wurde im ELISA-
Reader (Tecan Sunrise) bei 450 nm ausgelesen. Zur Uberpriifung der korrekten
Verduinnungsstufen des Standards wurden diese in einem Diagramm
aufgetragen. Der entstandene Graph sollte einen linearen Anstieg zeigen.
Verdinnungsstufen, die zu sehr von der linearen Kurve abwichen, wurden
ausgeschlossen, bei zu vielen Abweichungen von Verdinnungstufen musste der

Standard erneut verdunnt, vorbereitet und separat eingelesen werden.

2.6 Durchflusszytometer

Die aufbereiteten und gefarbten Zellen wurden mit den LSR Fortessa

Durchflusszytometer der Firma BD analysiert. Der LSR Fortessa verflgte tber
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vier Laser: violett 420 nm, blau 488 nm, grun/gelb und rot 640 nm. Das
Durchflusszytometer verfugte Uber 16 Kanale, davon sechs violette, zwei blaue,

funf griin/gelbe und drei rote Kanale.

2.7 Software zur Analyse der Rohdaten

Zur Analyse der Rohdaten wurde die Software FlowJo Versionen 10.1 bis 10.7
der Firma BD (seit 2017) verwendet.

2.8 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde mit der Software Prism Version 8 der Firma
Graphpad durchgefuhrt. FUr den Vergleich eines Merkmals zweier Gruppen
wurde der ungepaarte Students T-Test verwendet. Fir den Vergleich eines
Merkmals mehrerer Gruppen wurde ein Oneway-Anova mit Sidak als Post-Test

verwendet.

3 Ergebnissteil
3.1 Der FPR2 zeigt keinen Einfluss auf die Verteilung von DC-

Vorlauferzellen im Knochenmark

Um die Hypothese, ob der FPR2 einen Einfluss auf die Reifung und Anzahl von
DC-Vorlaufern im Knochenmark hat, zu untersuchen, wurden Zellen aus dem
Knochenmark von FPR2”-- und C57BL/6- Mausen analysiert. Hierzu wurde das
Knochenmark beider Femora entnommen und die enthaltenen Zellen isoliert. Die
isolierten Zellen wurden mit Antikdrpern gefarbt, die mit Fluorochromen markiert
waren. AnschlieBend wurden die gefarbten Zellen im Durchflusszytometer

analysiert.
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Abbildung 1: Gating-Strategie zur Unterscheidung der Zielzellen von
membrandsen Debris und anderen Zellen im Knochenmark. (A) , Timegate®,
(B) Einzelzellen, (C) Immunzellen, (D) lebende Zellen, (E) Ausschluss von T-, B-
und NK-Zellen sowie Granulozyten und Erythrozyten

Eine quantifizierbare Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen Daten
erfolgte in der Software Flowjo anhand einer vorher festgelegten Gating-Strategie
(Abb.1). Zum Ausschluss von UnregelmaRigkeiten bei der Messung wurden
diese, falls vorhanden, durch das sogenannte ,Timegate“ (engl. fur Zeit)
ausgeschlossen (Abb.1A). Anschlieliend wurden Detritus, zu kleine Zellen und
grolle Konglomerate zusammenheftender Zellen durch ein Einzelzell-Gate
aussortiert (Abb.1B). Hierflr wurden alle, in eine Probe gemessene Bestandteile
anhand von FSC-H (forward scatter-height) und FSC-A (forward scatter-area)
bzgl. ihrer Gréle beurteilt. Um Zellen der lymphatischen und myeloischen Reihe
von weiterem zellularem Debris zu unterscheiden, wurden alle Einzelzellen in
einem Pseudocolor-Diagramm bezuglich ihrer GroRe (FSC-A) und Granularitat
(SSC-A; side scatter-area) aufgetragen und lymphatische und myeloische Zellen
wurden per Gate zur weiteren Analyse isoliert (Abb.1C). Zum Ausschluss toter
Zellen, die ihre Membranintegritat durch den Isolations- und Farbeprozess
verloren hatten, wurden die lebenden Zellen durch ein Gate isoliert. Dies geschah
im Pseudocolor-Diagramm mit Zombie NIR als Lebend/Tot-Marker (Ordinate)
und FSC-A (Abszisse), wobei der Cut-off im Vergleich mit der ungefarbten
Kontrolle erfolgte (Abb. 1D).

Zur Unterscheidung zwischen DC-Vorlaufern und anderen Zellen, wurde eine
Diskriminiation anhand von Lineage-Markern (lineage: engl. fir Abstammung)
durchgefuhrt. Lineage-Marker sind Oberflacheantigene, die charakteristisch flr
bestimmte Zellreihen sind. So wurden alle Zellen, die positiv fur die
Oberflachenantigene CD3 (T-Lymphozyten), CD19 (B-Lymphozyten), Ter119
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(Erythrozyten), NK1.1 (Natuirliche Killerzellen) und Ly6G (Granulozyten) waren,
aus der weiteren Analyse ausgeschlossen (s. Abb.1F, bzw. 2A,3A oder 4A).
Diese Oberflachenantigene werden im weiteren als Lineage-Marker bezeichnet.
Alle Lineage-Marker wurden mit dem Fluorochrom FITC angefarbt. Zur
Vermeidung von falsch positiven Ergebnissen wurde der Cut-off mithilfe einer
FMO-Kontrolle (engl.: Flourescence Minus One, s. Kapitel 2.4.1.) auf eine

Intensitat von <103 festgelegt.

Y

CD115

CD3, CD19, Ter119, NK1.1, Ly6g

CD115

Abbildung 2: Gating-Strategie zur Identifizierung von MDPs und CDPs: (A)
Lineage- Zellen, (B) CD135* CD117/* Population und CD135* CD117*
Population, (C) CD115* CD11¢- MDPs. (D) CD115* CD11¢- CDPs

Im nachsten Schritt wurden die lin- Zellen in einem Pseudocolorplot mit der
Auspragung von CD117 auf der Ordinate und der von CD135 auf der Abszisse
aufgetragen. Es wurden Gates fur zwei Populationen gesetzt: eine CD117 mittel
bis hoch auspragende CD135" und eine CD117 negative bis niedrig
auspragende CD135" (Abb.2B). Die CD117 mittel bis hoch auspragende CD135*
Population wurde anschlieBend in einem Pseudocolorplot mit CD115 auf der
Ordinate und CD11c auf der Abszisse dargestellt. Hier stellten sich die MDPs als
CD115" CD11c Zellen dar (Abb.2C). Die CD117 negative bis niedrig

auspragende CD135* Population wurde ebenfalls in einem Pseudocolorplot mit
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CD115 und CD11c aufgetragen. Die Population der CDPs zeigte sich als CD115*
CD11c Zellen (Abb.2D).

cD115 ¢
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¥ cp11b
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Abbildung 3: Gating-Strategie zur Identifizierung von Monozyten,
Monoblasten und Promonozyten: (A) Lin- Zellen, (B) Sca-1* Ly6C* Population,
(C) CD115* CD11b- Monoblasten und CD115* CD11b* Promonozyten. (D) B220-
CD135*- Population, (E) Ly6C* CD11b* Monozyten

Die Lineage™ Population wurde ebenfalls in einem Pseudocolorplot mit Sca-1 auf
der Ordinate und Ly6C auf der Abszisse aufgetragen. Hier wurde mithilfe eines
Gates eine Sca-1* Ly6C* Population identifiziert (Abb.3B), diese wurde in einem
Diagramm mit CD115 auf der Ordinate und CD11b auf der Abszisse Ubertragen.
Hier wurden die Monoblasten als CD115* CD11b" und die Promonozyten als
CD115* CD11b* Zellen identifiziert (Abb.3C).

Weiterhin wurde die Lineage™ Population in einem Pseudocolor-Diagramm mit
B220 auf der Ordniate und CD135 auf der Abszisse aufgetragen. In diesem
Pseudocolor-Diagramm wurde die B220- CD135 negativ bis niedrig auspragende
Population durch gating diskriminiert (Abb.3D). Diese Population wurde nun
bezuglich ihrer Auspragung von CD11b und Ly6C dargestellt. Hierbei zeigten
sich die Population der Monozyten als CD11b* Ly6C* (Abb.3F).
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Abbildung 4: Gating-Strategie zur Identifizierung von DCs und pre-DCs:
(A) Lineage- Zellen, (B) B220- CD135*- Population, (C) CD11c* MHC II* DCs und
CD11c* MHC II- Population, (D) CD135* CD172a pre-DCs

Weiterhin wurde die B220- CD135 negativ bis niedrig auspragende Population in
einem Pseudocolor-Diagramm mit CD11c¢ auf der Ordinate und MHC Il auf der
Abszisse aufgetragen. Hier wurden zwei Populationen durch Gates differenziert.
DCs zeigten sich hier als CD11c¢* MHC II"" Population (Abb.4C). Die zweite
Population wurde als CD11c* MHC II- definiert. Diese CD11c™ MHC II- Zellen
wurden in einem Diagramm in Bezug auf ihre Auspragung von CD135 und
CD172a aufgetragen. Hier stellte sich die Population der preDCs als CD135* und
CD172a negativ bis niedrig auspragend dar (Abb.4D).
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Abbildung 5: Anzahl an lebenden Zellen im Knochenmark von C57BL/6-
und FPR2/--M&dusen. Bestimmung der Zellzahl pro Femur mittels Lichtmikroskop
und Neubauer-Zdhlkammer. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus. Dargestellt
ist der Mittelwert mit SD. Die statistisch Analyse erfolgte mit einem Students t-
Test (p=0,3459). Die Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

In der Tendenz zeigten die FPR27- Mause eine hohere Anzahl an lebenden

Zellen im Knochenmark (Abb.5), die sich um einen Mittelwert von 3,62x10’
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bewegte. Die Anzahl lebender Zellen im Knochenmark von C57BL/6-Mausen
betrug im Mittel 3,02x107 Zellen. Es zeigten sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede (p= 0,3459). C57BL/6- und FPR2’- Mause verfligten also Uber
vergleichbare Zahlen an lebenden Zellen im Knochenmark. Das fruheste

Stadium von DC Vorlauferzellen, das untersucht wurde, waren die MDPs (Abb.6).
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Abbildung 6: Relativer Anteil und absolute Anzahl an MDPs im
Knochenmark von C57BL/6- und FPR2"--Miusen. Es handelt sich um eine
Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen Daten. Jeder Datenpunkt
entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistische
Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. MDPs [%]: p=0,8038; MDPs, absolut:
p=0,9546. Die Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

In der prozentualen Verteilung kumulierten die Anteile der MDPs an den
lebenden Zellen im Knochenmark der C57BL/6-Mause um den Mittelwert von
0,04421 %. Die prozentualen Anteile der MDPs unter den Zellen im
Knochenmark der FPR27--Mause wies eine etwas grofere Verteilung auf, der
Mittelwert war mit 0,04662 % geringfugig hoher als der der C57BL/6-Mause
(Abb.6A). Dieser Unterschied zwischen FPR2”-- und C57BL/6- Mausen erreichte
jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,8038). Die absoluten Zellzahlen der
MDPs im Knochenmark von C57BL/6- und FPR27--M&usen imponierten in der
Verteilung der Werte ahnlich. Die Zahl an MDPs schwankte im Knochenmark der
C57BL/6- Mause um einen Mittelwert von 1,44x10* Zellen, bei den FPR2"-
Mausen um einen Mittelwert von 1,47x10* (Abb.6B). Die Anzahl der MDPs im
Knochenmark der beiden Mausstamme zeigte keinen signifikanten Unterschied
(p=0,9546). Die MDPs der FPR27--Mause unterschieden sich also nicht in ihrer
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prozentualen Verteilung oder der absoluten Zahl der Zellen im Knochenmark von
den MDPs der C57BL/6-Mause.
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Abbildung 7: Relativer Anteil und absolute Anzahl an CDPs im
Knochenmark von C57BL/6- und FPR2/--Miusen. Es handelt sich um eine
Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen Daten. Jeder Datenpunkt
entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistische
Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. CDPs [%]: p=0,3193; CDPs, absolut:
p=0,9528. Die Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Im Weiteren erfolgte eine Analyse der CDPs, die sich als Vorlauferzellen aus
MDPs differenzieren. Der prozentuale Anteil der C57BL/6- Mause schwankte um
den Mittelwert von 0,08062 %. Die Population der CDPs im Knochenmark der
FPR2’--Mause zeigte dagegen einen mittleren Anteil von 0,07038 % der Zellen
(Abb.7A). Bei FPR27- und C57BL/6- Mausen im Vergleich zeigte der prozentuale
Anteil der CDPs an den lebenden Zellen im Knochenmark keinen signifikanten
Unterschied (p=0,3193). Die absolute Anzahl von CDPs im Knochenmark von
C57BL/6-Mausen betrug 2,27x10* Zellen im Mittel (Abb.7B). Dies ist fast
identisch zu den CDPs im Knochenmark der FPR27--Mause, dort betrug der
Mittelwert 2,24x10. Auch in Bezug auf die absolute Menge der CDPs im
Knochenmark konnte bei beiden Mausstammen kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p=0,9528). Der relative Anteil der CDPs an den lebenden
Zellen und deren absolute Anzahl im Knochenmarks von C57BL/6-Mausen
unterschied sich also nicht von den CDPs im Knochenmark der FPR27--Mause.
Um zu Uberprifen, ob der FPR2 Einfluss auf die Differenzierung der MDPs in

entweder DCs oder in Monozyten hat, wurden die Monozyten-Populationen der
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beiden Mausstamme analysiert. Es sollte herausgefunden werden, ob durch den
fehlenden FPR2 eine veranderte Prioritat in der Differenzierung der MDPs in DCs

oder Monozyten besteht.
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Abbildung 8: Relativer Anteil und absolute Anzahl an Monozyten im
Knochenmark von C57BL/6- und FPR2’-Mdusen. Es handelt sich um die
Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht
einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistische Analyse erfolgte
mit einem Students t-Test. Monozyten [%]: p=0,7556;, Monozyten, absolut:
p=0,1424. Die Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Die Werte der relativen Anteile beider Mauslinien sind im Diagramm gleich
verteilt. Der prozentuale Anteil der Monozyten im Knochenmark von C57BL/6-
Mausen schwankte im Streudiagramm um einen Mittelwert von 5,849% der
Zellen (Abb.8A). Der Anteil von Monozyten im Knochenmark der FPR27/--Mause
betrug 5,988% im Mittel. Die Monozyten beider Mausstamme im Vergleich
konnten bezuglich ihres prozentualen Anteils an den lebenden Zellen im
untersuchten Knochenmark keinen signifikanten Unterschied zeigen (p=0,7556).
Die absolute Anzahl an Monozyten im untersuchten Knochenmark schien in der
Tendenz bei den FPR27-Mausen mit einem Mittelwert von 2,35x108 Zellen hoher
als im Knochenmark der C57BL/6-Mause zu sein, deren Monozyten um eine
Anzahl von 1,64x108 Zellen im Mittel schwankte (Abb.8B). Die Werte der FPR2-
-Monozyten zeigten eine breitere Streuung als die der C57BL/6-Monozyten. Der
Unterschied der Zahlen an Monozyten im untersuchten Knochenmark der beiden
Mauslinien war nicht signifikant (p=0,1424). Zwischen C57BL/6- und FPR2"-
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Mausen wurden keine Unterschiede, weder im prozentualen Anteil der lebenden
Zellen noch in der absoluten Anzahl an Monozyten im Knochenmark entdeckt.

Im Stadium der pre-DCs verlassen die Vorlauferzellen der DCs das
Knochenmark. Zur Klarung der Fragestellung, ob der FPR2 einen Einfluss auf
diesen Prozess, bzw. auf die Zahl der pre-DCs hat, wurde diese Population im

Knochenmark ebenfalls untersucht.
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Abbildung 9: Relativer Anteil und absolute Anzahl an pre-DCs im
Knochenmark von C57BL/6- und FPR2’-Mdusen. Es handelt sich um die
Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht
einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statische Analyse erfolgte
mit einem Students t-Test. pre-DCs [%]: p=0,1626; pre-DCs, absolut: p=0,1862.
Die Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Der prozentuale Anteil der pre-DCs an den lebenden Zellen des Knochenmarks
der C57BL/6-Mause bewegte sich um einen Mittelwert von 0,3864 % (Abb.9A).
Die pre-DCs im untersuchten Knochenmark der FPR2”/--Mause machten einen
Anteil von 0,4308 % im Mittel aus. Die Werte der relativen Anteile an pre-DCs im
Knochenmark von FPR27-Mausen schienen breiter verteilt zu sein als die der
C57BL/6-pre-DCs. Im prozentualen Anteil der pre-DCs an den lebenden Zellen
im Knochenmark konnten im Vergleich von FPR2”- und BL/6-Mausen keine
signifikanten Unterschiede gezeigt werden (p=0,1626). Die absolute Anzahl der
pre-DCs im Knochenmark der C57BL/6-Mause betrug im Mittelwert 1,16x10°
Zellen. Die mittlere Anzahl der pre-DCs im Knochenmark von FPR27/--M&usen
war mit 1,42x10° Zellen hoher. Dieser Unterschied der absoluten Zahl von pre-
DCs im Knochenmark von FPR27- und C57BL/6-Mausen erreichte jedoch kein
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signifikantes Ausmal} (p=0,1862) (Abb.9A). Anhand fehlender Unterschiede
zwischen den relativen Anteilen und den absoluten Zahlen der pre-DCs im
untersuchten Knochenmark von C57BL/6- und FPR27--M&usen ist also nicht von
einer veranderten Abwanderung der pre-DCs aus dem Knochenmark
auszugehen. Abschlielend wurde eine Analyse der differenzierten Dendritischen
Zellen im Knochenmark durchgefihrt. Hierbei wurde die DC-Population im

Gesamten betrachtet.
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Abbildung 10: Relativer Anteil und absolute Anzahl an DCs im
Knochenmark von C57BL/6- und FPR2’"-Médusen. Es handelt sich um die
Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht
einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistische Analyse erfolgte
mit einem Students t-Test. Die Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. DCs
[%]: p=0,2694; DCs, absolut: p=0,8708. Die Daten wurden in 3 Versuchen
erhoben.

Der prozentuale Anteil der DCs im Knochenmark der C57BL/6-Mause zeigte mit
einem Mittelwert von 0,3073% einen etwas hoheren Anteil als der im
Knochenmark der FPR27-Mause mit 0,2223% (Abb.10A). Der Unterschied im
prozentualen Anteil der DCs an den lebenden Zellen des Knochenmarks von
C57BL/6- und FPR2’-Mausen erreichte keine signifikanten AusmaRe
(p=0,2694). In der absoluten Zellzahl der DCs im Knochenmark zeigte sich bei
C57BL/6- und FPR27-Mausen recht ahnliche Werte. Die Mittelwerte der
Zellzahlen zeigten mit 5,63x10* (C57BL/6) und 5,78x10* (FPR2’) wenig
Differenz. Es fiel auf, dass trotz hoherer prozentualer Anteile der DCs im

Knochenmark von C57BL/6-Mausen die absoluten Zellzahlen im Knochenmark
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der FPR27-M&ause gleichwertig hoch waren (Abb.10B). Ebenso konnte bei der
absoluten Zahl an Dendritischen Zellen im untersuchten Knochenmark keine
signifikante Differenz (p=0,8708) zwischen FPR2’- und C57BL/6-Mausen
festgestellt werden. Die DCs im Knochenmark von FPR2’- und C57BL/6-
Mausen zeigten also weder in Bezug auf ihre prozentualen Anteile noch auf ihre
absoluten Zellzahlen Unterschiede.

In diesen Versuchen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen FPR2"
- und C57BL/6-Mausen gezeigt werden.

Es konnten keine signifikant unterschiedlichen prozentualen Anteile zwischen
den untersuchten Zellen der beiden Mausstdmme an der Gesamtheit der
lebenden Zellen im Knochenmark ermittelt werden.

Auch die absolute Anzahl an Zellen im Knochenmark konnte im Vergleich
zwischen FPR27- und C57BL/6-Mausen weder bei differenzierten DCs noch bei

ihren Vorlauferzellen oder den Monozyten signifikante Unterschiede zeigen.

3.2 C57BL/6- und FPR2’-Mause =zeigen unterschiedliche

Verteilungen von DC-Subpopulationen in der Milz
In praliminaren Versuchen wurden Unterschiede bezlglich der Zahl von DCs in
den Splenes von FPR2- und C57BL/6- M&ausen beobachtet. Deshalb sollte die
Hypothese, dass der FPR2 die Homoostase Dendritischer Zellen und ihrer
Subpopulationen in der Milz beeinflusst, untersucht werden. Um diese Hypothese
zu Uberprifen, wurde gesunden FPR27- und C57BL/6- Mausen jeweils die Milz
entnommen. DCs und Lymphozyten wurden aus dem Milzgewebe isoliert und
mithilfe von flourochrommarkierten Antikorpern gefarbt. Anschlieend wurden die
Zellen der FPR27- und BL/6-Mause vergleichend durchflusszytometrisch

analysiert.
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Abbildung 11: Gating-Strategie zur Unterscheidung der Zielzellen von
membrandésen Debris und anderen milzstandigen Zellen. (A) ,Timegate®, (B)
Einzelzellen, (C) Immunzellen, (D) lebende Zellen, (E) DCs

Die DCs wurden anhand folgender Gating-Strategie identifiziert. Um mogliche
Unregelmalligkeiten, wahrend der durchflusszytometrischen Analyse,
ausschlieBen zu koénnen, wurden Auffalligkeiten im zeitlichen Ablauf der
Messung identifiziert. Dies geschah in einem Pseudocolor-Diagramm mit dem
Faktor Zeit auf der Abszisse und MHC Il auf der Ordinate. Auffallige Bereiche auf
dem Zeitstrahl wurden durch ein sogenanntes , Timegate® nicht mit in die weitere
Analyse einbezogen (Abb.11A). Die durch das ,Timegate“ ausgewahlten Zellen
wurden nun in einem Pseudocolor-Diagramm mit FSC-H auf der Abszisse und
FSC-A auf der Ordinate aufgetragen (Abb.11B). Durch die so ermittelte GroRRe
konnten Einzelzellen des Immunsystems von Detritus, Erythrozyten,
Thrombozyten und Konglomeraten mehrerer Zellen unterschieden werden. Die
Einzelzellen des Immunsystems wurden im Anschluss anhand ihrer Granularitat
(durch SSC-A) in Abhangigkeit ihrer Grole (FSC-A) in einem Pseudocolor-
Diagramm aufgetragen. Hier wurden gemessene Zellen, die zu klein und/oder
ein zu hohes Mall an Granularitat besalen, durch das Ziehen eines Gates
ausgeschlossen (Abb.11C). Dies half membrandsen Debris, der in der weiteren
Analyse die Ergebnisse verfalschen kdnnte, auszuschliefen. Die durch das Gate
unterschiedenen Zellen wurden nun in einem Pseudocolorplot mit FSC-A auf der
Abszisse und der Anreicherung mit dem Lebend/Tot-Fluorochrom Zombie Aqua
auf der Ordinate aufgetragen (Abb.11D). So konnten tote von lebenden Zellen
unterschieden werden. Der Cut-off fir das Gate wurde, um falsch-positive

Ergebnisse zu vermeiden, mithilfe der ungefarbten Zellen ermittelt.
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Abbildung 12: Gating-Strategie zur Identifizierung von DCs, DC-
Subpopulationen und Monozyten: (A) CD11c* MHC II* DCs und CD11¢c- MHC
II- Zellen als ,Not-Gate®, (B) CD4* DCs (Q1), CD8* DCs (Q3), CD4- CD8 DCs
(Q4). (C) CD11b* Ly6C* Monozyten

Die lebenden Zellen wurden nun in einem Diagramm mit CD11c (Ordinate) und
MHC |l (Abszisse) aufgetragen. Die Population der milzstandigen DCs wird hier
als CD11c* MHC IIM Zellen identifiziert (Abb.12A). Alle lebenden Zellen, die nicht
der DC-Population zugeordnet werden konnten, wurden in ein Diagramm
Ubertragen und in Bezug auf ihre Auspragung von CD11b und Ly6C betrachtet.
Hier wurden die Monozyten als Ly6C* CD11b* Zellen identifiziert (Abb.12C). Die
DCs wurden in einem weiteren Schritt in einem Pseudocolor-Diagramm mit CD4
auf der Ordinate und CD8 auf der Abszisse aufgetragen, um drei DC
Subpopulationen differenzieren zu kénnen. Die Grenzen der Gates wurden

anhand von FMO-Kontrollen ermittelt. Eine DC-Subpopulation zeigte sich als
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CD4* CD8 DCs. Eine andere DC-Population konnte als CD4- CD8* identifiziert
werden. Im Weiteren fiel noch eine Population von CD4- CD8- DCs auf (Abb.12B).
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Abbildung 13: Lebende Zellen in der Milz von C57BL/6- und FPR2'-
Mausen. Es handelt sich um die Hochrechnung von Zellzéhlungen mithilfe des
Gerétes Countess (Invitrogen). Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistische Analyse erfolgte mit einem
Students t-Test (p=.0,3143). Die Daten wurden in 4 Versuchen erhoben.

Die Gesamtzahl aller lebenden Zellen stellte sich als sehr variabel zwischen
allen, in den Versuchen eingesetzten, Mausen dar. Die Unterschiede der
Mittelwerte zwischen C57BL/6- (8,83x107 Zellen) und FPR2-Mausen (1,07x108
Zellen) kdnnten zwar auf eine Tendenz hinweisen, die statistische Analyse zeigte
jedoch keinen signifikanten Unterschied (p= 0,3143). Die FPR2"--Mause zeigten
also keine hoheren Zahlen an lebenden Zellen in der Milz (Abb.13).
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Abbildung 14: Relativer Anteil und absolute Anzahl an DCs in der Milz von
C57BL/6- und FPR2’"-Miusen. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistische Analyse erfolgte mit einem
Students t-Test. DCs [%]: p=0,2437; DCs, absolut: p=0,4094. Die Daten wurden
in 4 Versuchen erhoben.

Der prozentuale Anteil der DCs in den Splenes beider Mausstamme kumulierte
hauptsachlich zwischen 1-2 %. Die Mittelwerte beider Mausstamme
unterschieden sich mit 1,609 % (C57BL/6) und 1,689 % (FPR27) nur sehr
geringfligig (Abb.14A). Dementsprechend wurde auch kein signifikanter
Unterschied (p=0,2437) bzgl. der prozentualen Verteilung der DCs in der Milz von
C57BL/6- und FPR27-M&usen beobachtet.

Die absoluten Zellzahlen der DCs in den Splenes von C57BL/6- und FPR2"--
Mausen stellten sich bei beiden Mausstammen sehr variabel dar (Abb.14B). Die
Mittelwerte unterschieden sich mit 1,45x10¢ (C57BL/6) und 1,83x10¢ (FPR27)
DCs im Durchschnitt pro Splen. Aufgrund der hohen Variabilitat erreichten die
Unterschiede jedoch kein signifikantes Niveau (p=0,4094).

Die Beobachtungen der praliminaren Versuche, dass die relativen und absoluten
Zahlen von DCs in den Splenes von FPR27--Mausen hoher sind als in denen von
C57BL/6-Mausen, bestatigten sich also nicht.

Zur weiteren Uberpriifung der Hypothese wurden die einzelnen Subpopulationen

der DCs in den Splenes der Mause untersucht.
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Abbildung 15: Relativer Anteil und absolute Anzahl an CD4* DCs in der Milz
von C57BL/6- und FPR2/-Méausen. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistische Analyse erfolgte mit einem
Students t-Test. CD4* DCs [%]: p=0,6362; CD4* DCs, absolut: p=0,6403. Die
Daten wurden in 4 Versuchen erhoben.

Die prozentualen Anteile der CD4* DCs an den lebenden Zellen in den Splenes
beider Mauslinien verteilte sich in einem Bereich zwischen 0,5 und 1 %. Die
Mittelwerte von C57BL/6- und FPR27-Mausen zeigten mit 0,8120 % (C57BL/6)
und 0,7931 % (FPR27) eine Differenz von 0,0189 % (Abb.15A). In der
statistischen Analyse stellte sich diese Differenz als nicht signifikant dar
(p=0,6362).

Die absoluten Zellzahlen der C57BL/6-Mause variierten zwischen 1,30x10° und
1,75x10% CD4* DCs, die Zellzahlen der FPR2"-Mause rangierten zwischen
1,10x10% und 1,76x10%® CD4* DCs (Abb.15B). Die Mittelwerte der beiden
Mauslinien unterschieden sich mit 7,12x10°% (C57BL/6) und 8,04x10° (FPR27)
CD4* DCs pro Splen. Die absoluten CD4* DC Zellzahlen von C57BL/6- und
FPR2/-Mausen zeigten keine signifikanten Unterschiede (p=0,6403) in der
statistischen Analyse. Es konnten als keine hoheren prozentualen Anteile oder
Zellzahlen an CD4* DCs in der Milz von FPR2"--Mausen gezeigt werden.
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Abbildung 16: Relativer Anteil und absolute Anzahl an CD8* DCs in der Milz
von C57BL/6- und FPR2/-Méausen. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistische Analyse erfolgte mit einem
Students t-Test. CD8* DCs [%]: p=0,0196; CD8* DCs, absolut: p=0,1558. Die
Daten wurden in 4 Versuchen erhoben.

Der prozentuale Anteil der CD8* DCs an den lebenden Zellen der Milz bei
C57BL/6- und FPR27-Mausen zeigte eine Tendenz von héheren Anteilen in den
Splenes von FPR27-Mausen (Abb.16A). Die prozentualen CD8* DC-Anteile
bewegten sich bei den C57BL/6-Mausen zwischen 0,15% und 0,6%, bei den
FPR27-Mausen zwischen 0,3% und 0,7%. Die Mittelwerte von C57BL/6- (0,3281
%) und FPR2”-- Mausen (0,4381 %) variierten um ca. 0,1 %. Die prozentualen
Anteile der CD8* DCs in den Splenes von FPR27-Mausen waren in der
statistischen Analyse signifikant hoher als die Anteile in den Splenes von
C57BL/6-Mausen (p=0,0196).

Die Zellzahlen der CD8* DCs in den Splenes von C57BL/6- und FPR27--M&usen
zeigten grol’e Schwankungen (Abb.16B). Beide Mausstamme imponierten in
zwei Gruppen aufgeteilt, eine mit niedrigen Zellzahlen, die andere mit der 2- bis
3-fachen Anzahl an Zellen. Im Mittel variierten die Zellzahlen von C57BL/6-
(3,28x10°%) und FPR2/--Mausen (5,38x10°%) deutlich. Obwohl mdglicherweise eine
Tendenz der hoheren CD8* DCs Zellzahlen in den Splenes der FPR27--Mause
vorhanden ist, zeigte die statistische Analyse keinen signifikanten Unterschied

(p=0,1558). In der Milz von FPR2"-Mausen zeigten sich also héhere prozentuale
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Anteile an CD8* DCs als in der Milz von C57BL/6-Mausen. Die CD8* DC-

Zellzahlen in der Milz beider Mauslinien unterschieden sich jedoch nicht.
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Abbildung 17: Relativer Anteil und absolute Anzahl an CD4 CD8 DCs in
der Milz von C57BL/6- und FPR2/-Miusen. Es handelt sich um die Auswertung
von durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD. Die statistiche Analyse erfolgte mit einem
Students t-Test. CD4- CD8 DCs [%]: p=0,0433; CD4- CD8 DCs, absolut:
p=0,8757. Die Daten wurden in 4 Versuchen erhoben.

Die prozentualen Anteile der CD4- CD8  DCs an den lebenden Zellen wurden in
einem Bereich zwischen 0,3% und 0,8% gemessen. Die CD4- CD8" DCs der
C57BL/6-Mause zeigten etwas erhohte Prozentwerte im Vergleich zu den CD4-
CD8  DCs der FPR2-Mause (Abb.17A). Die Mittelwerte zeigten mit 0,4815%
(C57BL/6) und 0,4181% (FPR27) eine Differenz von 0,0634%. Der hohere
prozentuale Anteil von CD4- CD8 DCs in der Milz von C57BL/6-Mausen
bestatigte sich in der statistischen Analyse als signifikant (p=0,0433).

Die Zellzahlen der CD4- CD8- DCs zeigten eine ahnliche Verteilung der Werte,
wie auch die CD8* DCs. Bei beiden Mauslinien kumulierten einige Werte
zwischen 1,5x10° und 5x10° und weitere Werte gruppierten sich zwischen 5x10°
und 1x108. Die Mittelwerte von C57BL/6- und FPR27-Mausen zeigten mit
4,76x10% CD4- CD8" DCs (C57BL/6) und 4,88x10° CD4- CD8  DCs (FPR2")
lediglich eine Differenz von 1,23x10* Zellen (Abb.17B). Der Unterschied
zwischen C57BL/6- und FPR2/-Mausen bzgl. der Zahlen von CD4- CD8- DCs in
den Splenes erreichte keine signifikanten Werte (p=0,8757).
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Es fiel auf, dass die absoluten Zellzahlen von CD4- CD8- DCs in den Splenes
beider Mauslinien nah aneinander lagen, obwohl die Splenes der C57BL/6-
Mause einen signifikant hoheren prozentualen Anteil an CD4- CD8 DCs
aufwiesen (Abb.17). Die Hypothese aus den praliminaren Versuchen, dass die
Zahlen der DCs im Milzgewebe von FPR27-Mausen hoher ausfallen, konnte also
nicht bestatigt werden. Dennoch zeigten sich Unterschiede, besonders in den
prozentualen Anteilen von CD8* DCs und CD4- CD8 DCs. Die FPR2/-Mause
zeigten hohere Anteile an CD8* DCs, die C57BL/6-Mause hohere Anteile an
CD4- CD8 DCs.

3.3 Der FPR2 beeinflusst das Uberleben von Dendritischen Zellen

und ihren Subpopulationen.

Um die Hypothese, dass der FPR2 die Apoptose Dendritischer Zellen in der Milz
beeinflusst, zu untersuchen, wurde ein Apoptose-Assay im Durchflusszytometer
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellen aus den Splenes von C57BL/6- und
FPR2’- Mausen isoliert und mit floureszenzmarkierten Antikorpern angefarbt.
Zusatzlich zu der extrazellularen Farbung wurden die Zellen noch mit Annexin
und 7AAD angefarbt. Annexin V kumuliert in diesem Fall nur in Zellen, die mit der
Apoptose begonnen haben, 7AAD nur in Zellen die nekrotisch sind und somit ihre
Zellintegritat  verloren haben. Die Zellen wurden im  Anschluss
durchflusszytometrisch analysiert. Zellen, die in der Analyse negativ fir 7AAD
und Annexin V waren, galten als lebend und nicht im Stadium der Apoptose.
Annexin V* 7AAD- Zellen galten als fruh-, Annexin V* 7AAD* Zellen als
spatapoptotisch. Zellen, die Annexin V- 7AAD* waren, galten als nekrotisch. Zur
besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Versuche wurden alle Werte jeweils mit
dem Mittelwert der C57BL/6-Mause normalisiert.

Die in der Durchflusszytomertrie erhobenen Daten wurden mit folgender Gating-

Strategie analysiert.
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Abbildung 18: Gating-Strategie zur Unterscheidung der Zielzellen von
membrandésen Debris und anderen Zellen der Milz. (A) ,Timegate®, (B)
Einzelzellen, (C) Immunzellen, (D) DCs

Wie in vorherigen Versuchen wurden mogliche Unregelmaligkeiten, wahrend
der durchflusszytometrischen Analyse, durch ein ,Timegate® identifiziert und
ausgeschlossen. Durch die, mit FSC-H und FSC-A ermittelte, GroRe konnten
Einzelzellen des Immunsystems von Detritus, Erythrozyten, Thrombozyten und
Konglomeraten mehrerer Zellen unterschieden werden. Weiterer membrandser
Debris wurde anhand von Granularitat (durch SSC-A) und GroRe (FSC-A) in
einem Pseudocolor-Diagramm durch das Ziehen eines Gates von der weiteren
Analyse ausgeschlossen (Abb. 18). Da der Zelltod, ob reguliert oder nicht
reguliert, in diesem Fall Gegenstand der Analyse war, wurden tote Zellen nicht

durch ein Gate von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen.
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Abbildung 19: Gating-Strategie zur Identifizierung von DCs und DC-
Subpopulationen sowie zur Ermittlung der Bindung von Annexin V und
7AAD: Obere Reihe: (A) DCs, (B) CD4* DCs (Q1); CD8* DCs (Q3); CD4- CD8&-
DCs (Q4), (C) 7AAD/Annexin V-Bindung von CD4* DCs, (D) 7AAD/Annexin V-
Bindung von DCs, (E) CD4- CD8- DCs, und (F) CD8* DCs.

Die Zellen wurden nun in einem Pseudocolor-Diagramm mit CD11c auf der
Ordinate und MHC Il auf der Abszisse aufgetragen (Abb.19A). Die CD11c* MHC
II* Zellen wurden als DCs identifiziert. Die Population der DCs wurde auf ihre
Auspragung von CD4 und CD8 analysiert, um CD8* DCs und der CD4* DCs zu
identifizieren. Ebenso konnten so CD8 CD4 - DCs ermittelt werden (Abb.19B).
Die Gesamtpopulation der DCs in der Milz sowie alle ihre Subpopulationen
wurden im Weiteren in Bezug auf ihre Bindung von Annexin V und 7AAD
analysiert. Annexin V- 7AAD- Zellen wurden als lebend definiert. Zellen, die
Annexin V gebunden hatten, wurden als apoptotische Zellen angesehen, wobei
die zusatzliche Bindung von 7AAD eine Information Uber das Stadium der
Apoptose gab. Annexin V* 7AAD- befanden sich in einem frihen Stadium der
Apoptose, Annexin V* 7AAD™ in einem spaten Stadium (Abb.19).

Die Grenzen der Gates fur die Unterteilung in Subpopulationen und fur die

Apoptose-Testung wurden anhand von FMO-Kontrollen ermittelt.
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Abbildung 20: Normalisierte Anteile an Annexin V7AAD- DCs und Annexin
V*7AAD DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2"--M&dusen. Es handelt sich
um die Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt
entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten
Werte. Die Daten wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert.
Die statistische Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. Annexin V- 7TAAD-
DCs: p=0,0378; Annexin V* 7TAAD- DCs: p=0,1458. Die Daten wurden in 3
Versuchen erhoben.

Die Annexin V- 7TAAD- DCs, die somit als lebendig definiert wurden, kumulierten
bei beiden Mausstammen um den jeweiligen Mittelwert (Abb.20A). Die
Mittelwerte betrugen mit bei den C57BL/6- 1,001 und bei den FPR2”/--Mausen
1,093. Der prozentuale Anteil der Annexin V- 7AAD- DCs an der Gesamtzahl der
DCs zeigte einen signifikanten Unterschied (p= 0,0378) zwischen C57BL/6- und
FPR27-Mausen. In den Splenes der FPR27/--M&use konnten also mehr lebende
DCs, die weder apoptotisch noch nekrotisch waren, beobachtet werden als in
den Splenes von C57BL/6- Mausen.

Annexin V* 7AAD- DCs waren bereits in das Stadium der Apoptose eingetreten,
befanden sich jedoch noch am Anfang dieses Prozesses (Abb.20B). Die
normalisierten Werte dieser DCs in ,friher Apoptose® bei den C57BL/6 und bei
den FPR27-Mausen zeigten im Streudiagramm eine leichte Tendenz von
weniger friihapoptotischen DCs in den Splenes von FPR2-Mausen.

Der normalisierte Mittelwert der C57BL/6 Mause betrug 1,000. Der Mittelwert der
FPR2/--Mause betrug 0,9133. Die statistische Analyse der Werte ergab jedoch

keine signifikanten Unterschiede (p=0,1458). Beide Mauslinien zeigten also
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vergleichbare Zahlen an DCs, die sich noch im frihen Stadium der Apoptose
befanden.
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Abbildung 21: Normalisierte Anteile an Annexin V*7AAD* DCs und Annexin
V:7AAD* DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2"--M&dusen. Es handelt sich
um die Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt
entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten
Werte. Die Daten wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert.
Die statistische Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. Annexin V* 7AAD*
DCs: p=0,0005; Annexin V- 7TAAD* DCs: p=0,5490. Die Daten wurden in 3
Versuchen erhoben.

Annexin V* 7AAD* DCs befanden sich bereits in einem spaten Stadium der
Apoptose. Der Anteil spat-apoptotischer DCs stellte sich im Streudiagramm bei
den C57BL/6- hoher als bei den FPR2-Mausen dar (Abb.21A). Die
normalisierten Mittelwerte zeigten mit 1,001 (C57BL/6) und 0,7273 (FPR27) eine
Differenz, die in der statistischen Analyse signifikant war (p= 0,0005). In der Milz
der C57BL/6-Mause zeigten sich also mehr spat-apoptotische DCs als in der Milz
der FPR2"-Mause.

Der Anteil von Annexin V- 7AAD* DCs und somit nekrotischen Zellen zeigte sich
bei beiden Mauspopulationen ahnlich bis auf eine C57BL/6-Maus, deren
normalisierter Wert hoher als 2,0 ausfiel (Abb.21B). Der normalisierte Mittelwert
lag bei den C57BL/6-Mausen bei 1,001 und unter den FPR2”--Mausen bei 1,119.
Zwischen den unterschiedlichen Mausen bestand in Bezug auf den Anteil der
nekrotischen DCs kein signifikanter Unterschied (p= 0,5490). Es wurde also kein
Unterschied zwischen den beiden Mauslinien in Bezug auf die nekrotischen
Zellen festgestellt.
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Im weiteren Experiment wurden DC-Subpopulationen in den Splenes der Mause

auf ihren Anteil an apoptotischer Zellen untersucht.
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Abbildung 22: Normalisierte Anteile an Annexin V'7TAAD  CD4* DCs und
Annexin V*7AAD- CD4* DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2’--Méusen.
Es handelt sich um die Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder
Datenpunkt entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der
normalisierten Werte. Die Daten wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use
normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. Annexin
V- 7AAD- CD4* DCs: p=0,0714; Annexin V* 7AAD- CD4* DCs: p=0,2025. Die
Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Der Anteil von Annexin V- 7AAD- und somit lebenden CD4* DCs war in beiden
Mauspopulationen ahnlich ausgepragt (Abb.22A). Zwar war die Tendenz eines
hoheren Anteils an lebenden CD4* DCs in FPR27--Mausen vorhanden und die
Mittelwerte von C57BL/6- (0,9993) und FPR27-Mausen (1,069) zeigten eine
Differenz. Die Unterschiede erreichten jedoch keine signifikante Auspragung
(p=0,0714). Weder die C57BL/6- noch die FPR27-M&use zeigten also mehr
lebende CD4* DCs in ihrem Milzgewebe.

Annexin V* 7AAD- CD4* DCs zeigten kaum Unterschiede zwischen beiden
Mauspopulationen (Abb.22B). Die Anteile fruhapoptotischer Zellen schienen
zwar in den Splenes der C57BL/6- hoher (Mittelwert: 1,001) als in den FPR2-
Mausen (Mittelwert:0,9200) zu sein, die Unterschiede waren jedoch nicht
signifikant (p=0,2025). Keine der beiden Mauslinien zeigte also hohere Zahlen
an CD4" DCs im fruhen Stadium der Apoptose.
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Abbildung 23: Normalisierte Anteile an Annexin V*'7AAD* CD4* DCs und
Annexin V'7TAAD* CD4* DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2"’- -Méusen.
Es handelt sich um die Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder
Datenpunkt entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der
normalisierten Werte. Die Daten wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-Méuse
normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. Annexin
v+ 7AAD* CD4* DCs: p=0,0448; Annexin V- 7TAAD* CD4* DCs: p=0,4810. Die
Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Annexin V* 7AAD* CD4* DCs, die sich bereits in einem spaten Stadium der
Apoptose befinden, zeigten einen hoheren Anteil unter den DCs der C57BL/6-
als unter denen der FPR2/-Mause (Abb.23A). Die Mittelwerte liegen bei 0,9986
(C57BL/6) und 0,8300 (FPR2”). Die statistische Analyse bestatigt die
Unterschiede als signifikant (p=0,0448). Die C57BL/6-Mause zeigten also héhere
Anteile an CD4* DCs in einem spaten Stadium der Apoptose.

Der Anteil nekrotischer Annexin V- 7AAD* CD4" DCs zeigte zwischen beiden
Mausstammen nur geringe Unterschiede (Abb.23B). Die jeweiligen Mittelwerte
der normalisierten Anteilswerte boten mit 1,001 (C57BL/6) und 1,129 (FPR2")
nur wenig Differenz, welche sich in der statistischen Analyse als nicht signifikant
bestatigte (p= 0,4810). Es wurde also kein Unterschied im Anteil an nekrotischen
CD4* DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2--Mausen entdeckt.
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Abbildung 24: Normalisierte Anteile an Annexin V'7TAAD  CD8* DCs und
Annexin V*7AAD CD8* DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2"’- -Mdusen.
Es handelt sich um die Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder
Datenpunkt entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der
normalisierten Werte. Die Daten wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use
normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. Annexin
V- 7AAD- CD8* DCs: p=0,0412; Annexin V* 7AAD- CD8* DCs: p=0,0958. Die
Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Die Anteile der apoptotischen Zellen in der CD8" DCs Subpopulation wurden
ebenfalls untersucht.

Die lebenden Annexin V- 7AAD- CD8" DCs zeigten in ihrem Anteil eine Differenz
zwischen den beiden Mausstammen (Abb.24A). Der Anteil der lebenden CD8*
DCs zeigte sich im Vergleich bei den FPR2/-Mausen (normalisierter Mittelwert:
1,081) héher als bei den C57BL/6- Mausen (normalisierter Mittelwert: 1,000). Die
Differenz zwischen den Anteilen an lebenden CD8* DCs in beiden Mausstammen
zeigte sich in der statistischen Analyse als signifikant (p=0,0412). Die FPR2"-
Mause zeigten in ihrer Milz also einen hoheren Anteil an lebenden CD8* DCs als
die C57BL/6-Mause.

In den Anteilen der Annexin V* 7AAD- CD8* DCs, die sich im frGhen Stadium der
Apoptose befinden, schien eine Tendenz mit hdheren Werten bei den C57BL/6-
Mausen vorzuliegen (Abb.24B). Die normalisierten Mittelwerte zeigten mit 1,000
bei den C57BL/6- und 0,8394 bei den FPR2”-Mausen eine Differenz von 0,1606.
Dieser Unterschied erreichte in der statistischen Analyse jedoch keine
Signifikanz (p=0,0958). Keine der beiden Mauslinien verfugte also Uber einen
hoheren Anteil an CD8" DCs im frUhen Stadium der Apoptose.
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Abbildung 25: Normalisierte Anteile an Annexin V*'7AAD* CD8* DCs und
Annexin V'7AAD* CD8* DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2/-Mausen.
Es handelt sich um die Auswertung von durchflusszytometrischen Daten. Jeder
Datenpunkt entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der
normalisierten Werte. Die Daten wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-Méuse
normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mit einem Students t-Test. Annexin
V+* 7AAD* CD8* DCs: p= 0,0013; Annexin V- 7TAAD* CD8* DCs: p= 0,8394. Die
Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Annexin V* 7AAD* CD8* DCs, die sich bereits in fortgeschrittenen Stadien der
Apoptose befanden, wurden im Weiteren auf ihren Anteil an der Subpopulation
beider Mausstamme Uberpruft. Bei den beiden Mausstammen zeigte sich hierbei
eine deutliche Differenz mit hdheren Anteilen an apoptotischen Zellen in der
Subpopulation der C57BL/6-Mausen (Abb.25A). Die normalisierten Mittelwerte
unterschieden sich mit 1,000 (C57BL/6) und 0,6667 (FPR2") ebenfalls. Die
Unterschiede zeigten sich in der statistischen Analyse als signifikant (p=0,0013).
Die FPR2/--Mause zeigten also einen geringeren Anteil an milzstandigen CD8*
DCs im spaten Stadium der Apoptose als die C57BL/6-Mause.

Die nekrotischen Annexin V- 7AAD* CD8* DCs =zeigten sich in beiden
Mausstammen ahnlich anteilig in der Subpopulation und im Streudiagramm
annahernd gleich verteilt zwischen 0 und 2,00, bis auf einen Ausreil’er unter den
C57BL/6-Mausen, dessen normalisierter Anteil an nekrotischen Zellen bei 3,65
lag (Abb.25B). Die normalisierten Mittelwerte zeigen mit 1,000 (C57BL/6) und
0,9467 (FPR2") eine leichte Differenz, die aber nicht signifikant ausfallt (p=
0,8394). Es konnte also kein Unterschied im Anteil an nekrotischen CD8" DCs in
der Milz von FPR2"- und C57BL/6-M&ausen festgestellt werden.
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Des Weiteren wurden die Anteile von apoptotischen und nekrotischen DCs in der
Subpopulation der CD4- CD8  DCs untersucht.
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Abbildung 26: Normalisierte Anteile an Annexin V'7AAD- CD4 CD8 DCs
und Annexin V*7AAD- CD4- CD8 DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2"--
Mausen. Es handelt sich um die Auswertung von durchflusszytometrischen
Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit
SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-
Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mit einem Students t-Test.
Annexin V- 7TAAD- CD4- CD8- DCs: p=0,0407; Annexin V* 7AAD- CD4- CD8- DCs:
p=0,1859. Die Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Die lebenden Annexin V- 7AAD- CD4- CD8 DCs zeigten eine Differenz mit
héheren Anteilen unter den FPR27-Mausen (Abb.26A). Die jeweiligen Anteile
lebender CD4- CD8- DCs kumulierten bei beiden Mausstammen hauptsachlich
nah um die jeweiligen Mittelwerte 1,001 (C57BL/6) und 1,079 (FPR2"). Bei den
FPR2’-Mausen zeigte sich ein hoherer Ausreiler mit einem normalisierten Wert
von 1,38. Bei den C57BL/6-Mausen zeigte sich ein niedriger Ausreilder mit einem
normalisierten Wert von 0,79. Die hdheren Anteile lebender CD4- CD8" DCs in
der Milz von FPR27-Mausen stellte sich als signifikant heraus (p=0,0407). Die
FPR2’--Mause zeigten also einen hoheren Anteil lebender CD4- CD8" DCs als
die C57BL/6-Mause.

In der Analyse der Annexin V* 7AAD- CD4 CD8 DCs zeigten sich im
Streudiagramm eine annahernd gleiche Verteilung bei C57BL/6- und FPR2"--
Mausen (Abb.26B). Die normalisierten Anteile an frihen apoptotischen CD4-
CD8 DCs beider Mauslinien bewegten sich zwischen 0,5 und 1,5. Die
Mittelwerte zeigten zwar mit 0,9993 (C57BL/6) und 0,9060 (FPR2') eine
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Differenz. Diese Differenz erreichte aber keine signifikante Auspragung
(p=0,1859). Es wurde also kein Unterschied im Anteil von CD4- CD8 DCs im

frihen Stadium der Apoptose zwischen C57BL/6- und FPR27-Mausen
festgestellt.
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Abbildung 27: Normalisierte Anteile an Annexin V*7AAD* CD4 CD8 DCs
und Annexin V'TAAD* CD4- CD8 DCs in der Milz von C57BL/6- und FPR2"--
Mé&usen. Es handelt sich um die Auswertung von durchflusszytometrischen
Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus. Dargestellt ist der Mittelwert mit
SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-
Méuse normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mit einem Students t-Test.
Annexin V* 7TAAD* CD4- CD8 DCs: p=0,0052; Annexin V- 7TAAD* CD4- CD8&
DCs: p= 0,9696. Die Daten wurden in 3 Versuchen erhoben.

Annexin V* 7AAD* CD4- CD8 DCs in einem fortgeschrittenen Stadium der
Apoptose, zeigten in beiden Mausstammen eine Differenz der Werte (Abb.27A).
Die Anteile dieser spat apoptotischen CD4- CD8 DCs an der gesamten
Subpopulationen fielen insgesamt bei den FPR27--Mausen geringer aus. Auch
wenn die Anteile eine grol3e Streuung unter den Mausen zeigten, konnte doch
anhand der Mittelwerte (C57BL/6: 1,000; FPR2’: 0,7147) von deutlichen
Unterschieden gesprochen werden. Die statistische Analyse bestatigte die
Anteile der Annexin V* 7AAD* CD4- CD8 DCs in der Milz von FPR27--Mausen
als signifikant niedriger (p=0,0052).

Die apoptotischen CD4- CD8" DCs waren also in der Milz von FPR27- M3usen in
geringerem Mal3e vorhanden als in der Milz von C57BL/6-Mausen (Abb.27B).
Die nekrotischen Annexin V- 7AAD* CD4- CD8" DCs zeigten in ihren Anteilen an

der Subpopulation bei beiden Mausen eine grofl3e Variabilitat. Zudem waren sie
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in ihrer Verteilung bei den Mausen beider Stamme im Streudiagramm sehr
ahnlich.

Dies schlug sich ebenfalls in den Mittelwerten von 0,9993 (C57BL/6) und 1,009
(FPR27) nieder. Eine gleichwertige Aussage traf auch die statistische Analyse
der Daten (p= 0,9696). Es konnte also kein Unterschied zwischen C57BL/6- und
FPR2’-Mausen beziglich der Anteile von nekrotischen CD4- CD8" DCs in der
Milz festgestellt werden.

In diesen Versuchen konnte also gezeigt werden, dass die prozentualen Anteile
von DCs in verschiedenen Stadien des Lebenszyklus einer Zelle vom FPR2
beeinflusst werden. Mdglicherweise beeinflusst der FPR2 also die Apoptose
Neigung der DCs in der Milz. Und fuhrt moglicherweise zu einem besseren
Uberleben der DCs.

3.4 Der FPR2 zeigt einen Einfluss auf die intrazellulare Menge von
Bcl-2

Um die Hypothese, dass das bessere Uberleben der FPR27-DCs durch eine
Veranderung im Apoptose-Ablauf bedingt ist, zu untersuchen, wurde die
Konzentration des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 in den DCs
durchflusszytometrisch analysiert. Hierzu wurden die DCs aus den Splenes von
C57BL/6- und FPR2’-Mausen isoliert. Neben den floureszenzmarkierten
Antikérpern fir Oberflachenantigene wurden die DCs zusatzlich mit einem
intrazellularen Antikoérper fur Bcl-2 angefarbt. Die fluorochromgefarbten Zellen
wurden anschlielend im Durchflusszytometer analysiert. Zur besseren
Vergleichbarkeit der einzelnen Proben wurde fur jede Probe der Median der Bcl-
2-Konzentration erhoben. Diese Werte wurden anschlieRend mit dem Mittelwert
der C57BL/6- Mause normalisiert.
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Abbildung 28: Gating-Strategie zur Unterscheidung der Zielzellen von
membrandsen Debris und anderen Zellen der Milz. (A) ,Timegate®, (B)
Einzelzellen, (C) Immunzellen, (D) lebende Zellen

Wie in vorherigen Versuchen wurden mogliche Unregelmaligkeiten wahrend der
Analyse, Zelldupletten, Erythrozyten, Debris und tote Zellen mithilfe einer Gating-
Strategie von Immunzellen diskriminiert (Abb. 28). Die Gating-Strategie hierflur

entsprach dem Vorgehen bei der Analyse der DC-Subpopulation in der Milz (s.
Kapitel 3.2).
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Abbildung 29: Gating-Strategie zur Identifizierung von DCs und DC-
Subpopulationen sowie zur Ermittlung des intrazelluldren Medians von Bcl-
2: (A) DCs (CD11c* MHC II*), (B) CD172a* XCR1- DCs (Q1); CD172a- XCR1*
DCs (Q3); CD172a- XCR1- DCs (Q4), (C) intrazelluldre Menge von Bcl-2 in
CD172a* XCR1- DCs, (D) intrazelluldre Menge von Bcl-2 in DCs, (E) in CD172a-
XCR1-DCs und (F) in CD172a- XCR1* DCs.

Alle lebenden Zellen wurden nun in einem Pseudocolor-Diagramm mit CD11c auf

der Ordinate und MHC Il auf der Abszisse aufgetragen. Die CD11c* MHC II*
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Zellen wurden als DCs identifiziert (Abb.29A). Die Population der DCs wurde auf
ihre Auspragung von CD172a und XCR1 analysiert um die Subpopulationen
XCR1* CD172a- DCs (entsprechen CD8* DCs) und XCR1- CD172a* DCs
(entsprechen CD4* DCs) zu identifizieren. Ebenso konnten so XCR1- CD172a"
DCs (entsprechen CD8 CD4- DCs) ermittelt werden (Abb.29B). Die Gates zur
Abgrenzung der Subpopulationen wurden mithilfe von FMO-Kontrollen
festgelegt.

Die Population der DCs sowie die Subpopulationen der XCR1* DCs, CD172a*
DCs und XCR1- CD172a  DCs wurden nun in Bezug auf die Konzentration des
anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 untersucht (Abb.29C-F)).
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Abbildung 30: Normalisierte Mediane von Bcl-2 in den DCs der Milz von
C57BL/6- und FPR2’"-Miusen. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem Students t-Test (p= 0,0171). Die Daten wurden in 2 Versuchen
erhoben.

Im Vergleich der DCs beider Mausstamme fielen unter den FPR27-Mausen
hohere Konzentrationen des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 als bei den
C57BL/6-Mausen auf, so reichten die normalisierten Werte der C57BL/6-Mause
von 0,88 bis 1,09 (Abb.30). Die normalisierten Werte der FPR27-Mause
gruppierten sich in einem Bereich von 0,98 bis 1,21. Die Mittelwerte beider
Mausstammen unterschieden sich mit 1,000 (C57BL/6) und 1,091 (FPR2"). Die
statistische Analyse ergab, dass die DCs in der Milz der FPR2/--Mause eine
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signifikant (p= 0,0171) hohere Konzentration von Bcl-2 zeigten als die DCs der
C57BL/6-Mause.

Im Weiteren wurden die Subpopulationen der DCs in der Milz untersucht. Die
FPR2’-DCs verfligten also Giber hohere Bcl-2 Mediane als die C57BL/6-DCs.
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Abbildung 31: Normalisierte Mediane von Bcl-2 in den CD172a* DCs der
Milz von C57BL/6- und FPR2"-Médusen. Es handelt sich um die Auswertung
von durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem Students t-Test (p=0,0338). Die Daten wurden in 2 Versuchen
erhoben.

Im Vergleich der Konzentration von Bcl-2 in der CD172a* DCs Subpopulation bei
C57BL/6- und FPR27-Mausen zeigten sich hohere Mediane bei den FPR2/--
Mausen (Abb.31). Die normalisierten Werte der Bcl-2-Konzentration in C57BL/6-
CD172a* DCs reichte von 0,87 bis 1,10, die der FPR27--CD172a* DCs von 0,99
bis 1,18 Die normalisierten Mittelwerte zeigten mit 0,9989 (C57BL/6) und 1,073
(FPR27) eine Differenz von 0,0741. Die statistische Analyse bestétigte die
héheren Konzentrationen von Bcl-2 in FPR27--M&ausen als signifikant (p=0,0338).
Die FPR27-CD172a* DCs verfligten also (ber eine hohere intrazellulare

Konzentration des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2.
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Abbildung 32: Normalisierte Mediane von Bcl-2 in den XCR1* DCs der Milz
von C57BL/6- und FPR2/-Méausen. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
wurden mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische
Analyse erfolgte mit einem Students t-Test (p=0,0210). Die Daten wurden in 2
Versuchen erhoben.

In der Subpopulation der XCR1* DCs zeigten sich ebenfalls héhere Mediane der
Bcl-2 Konzentration in den FPR27--Mausen (Abb.32). Die normalisierten Werte
der C57BL/6- XCR1* DCs erstreckten sich von 0,87 bis 1,09, die Werte der FPR2-
l-- XCR1* DCs dagegen von 1,02 bis 1,14.

Die Mittelwerte der Mediane von FPR27- (1,077) und C57BL/6-Mausen (1,000)
zeigten ebenfalls eine Differenz von 0,077. In der statistischen Analyse wurden
die Konzentration von Bcl-2 in den XCR1* DCs von FPR27-Mausen als
signifikant hoher verifiziert (p=0,0210).
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Abbildung 33: Normalisierte Mediane von Bcl-2 in den dnDCs der Milz von
C57BL/6- und FPR2’-Midusen. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem Students t-Test (p=0,0002). Die Daten wurden in 2 Versuchen
erhoben.

Unter den XCR1- CD172a" DCs zeigte sich ebenfalls ein Unterschied der Bcl-2
Mediane zwischen C57BL/6- und FPR27-Mausen (Abb.33).

Das Streudiagram zeigt hdhere Mediane der Bcl-2 Konzentration in den XCR1-
CD172a" DCs der FPR27-Mausen als in denen der C57BL/6-Mause, diese
reichten bei den C57BL/6-XCR1- CD172a DCs von 0,91 bis 1,12 und bei den
FPR27-XCR1- CD172a" DCs von 1,04 bis 1,25. Die Mittelwerte bilden ebenfalls
mit 1,002 (C57BL/6) und 1,160 (FPR2'") eine Differenz von 0,58 ab. Die
statistische Analyse bestatigte die Bcl-2 Konzentration der FPR27-XCR1-
CD172a  DCs als signifikant hoher (p=0,0002). Die XCR1- CD172a" DCs der
FPR2/--M&use verflgten ebenfalls Gber hohere intrazellulare Konzentrationen an
Bcl-2 als die C57BL/6-XCR1- CD172a" DCs.
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Abbildung 34: Normalisierte Mediane von Bcl-2 in den ,,nicht“-DCs der Milz
von C57BL/6- und FPR2/-Méausen. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem Students t-Test (p=0,2039). Die Daten wurden in 2 Versuchen
erhoben.

Zur Kontrolle, ob dies ein auf die DCs beschrankter Effekt ist, wurden ebenfalls
die Zellen der Splenes untersucht, welche nicht zu den DCs gehoren. Alle CD11c”
MHC II- und CD11c MHC |I* Zellen der Milz wurden dafur ebenfalls auf die
Mediane der Bcl-2 Konzentration untersucht. Hierbei konnte kein Unterschied
gezeigt werden. Zwar hatte eine gewisse Tendenz von hoheren Konzentrationen
von Bcl-2 in den Zellen der FPR27-Mause (normalisierter Mittelwert:1,049) als in
denen der C57BL/6-Mausen (normalisierter Mittelwert:0,9989) vorliegen kdnnen
(Abb.34), jedoch erreichte dieser Unterschied in der statistischen Analyse keine
signifikanten Ausmafe (p=0,2039). Zellen von C57BL/6- und Fpr2---Mausen, die
nicht die ldentifikationskriterien flr Dendritische Zellen erflllten, zeigten also

keinen Unterschied bezuglich der intrazellularen Konzentration von Bcl-2.

3.5 Der FPR2 hat keinen Einfluss auf den Reifeprozess von

Dendritischen Zellen

Der FPR2 schien in vorherigen Versuchen unserer Arbeitsgruppe Einfluss auf die
Zahl von DCs in Knochen und Milz zu haben. Zur Klarung, ob der FPR2 den
Reifeprozess von Dendritischen Zellen beeinflusst, wurde untersucht wie DCs
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von C57BL/6- und FPR27-Mausen in der Zellkultur heranreifen und wie sie auf
als fremd erkannte Antigene, die einen Maturationsprozess einleiten, reagieren.
Hierzu wurden Knochenmarkszellen von C57BL/6- und FPR27--Mausen isoliert
und anschlieBend 8 Tage in Nahrmedium und mit GM-CSF bei 37°C zu DCs
differenziert.
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Abbildung 35: Gating-Strategie zur Unterscheidung der Zielzellen von
membranésen Debris und anderen Zellen bzw. nicht gereiften Zellen. (A)
» limegate*, (B) Einzelzellen, (C) Immunzellen, (D) lebende Zellen

Zur  Verbesserung des  Versuchsergebnisses, wurden mogliche
Unregelmaligkeiten wahrend der Analyse, Zelldupletten, Debris und tote Zellen
mithilfe einer Gating-Strategie von BMDCs diskriminiert (Abb.35). Die Gating-
Strategie hierfur entsprach dem Vorgehen bei der Analyse der DC-Vorlaufer im

Knochenmark (s. Kapitel 3.1).

CD11c

L CcD11c

Abbildung 36: Gating-Strategie zur Unterscheidung der maturierten
BMDCs von nicht gereiften und anderen Zellen.

Alle lebenden Zellen wurden im Anschluss in ein Diagramm mit CD11c auf der
Ordinate und MHC |l auf der Abszisse Ubertragen (Abb.36A). Um die mithilfe von
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GM-CSF generierten BMDCs von anderen Zellen in Kultur zu unterscheiden,
wurden die lebenden Zellen in einem Pseudocolor-Diagramm in Bezug auf ihre
Auspragung von CD11c und MHC Il aufgetragen. Es wurde ein sogenanntes
,Not“-Gate um alle CD11c- MHC II- Zellen gezogen, um diese von der weiteren
Analyse auszuschliel3en (Abb.36B). Die verbliebenen BMDCs wurden nun auf
ihre Auspragung der Oberflachenantigene CD40, CD54, CD80 und CD86
untersucht. Fur jedes untersuchte Oberflachenantigen wurde pro Replikat der
Median erhoben. Zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den Versuchen

wurden die Ergebnisse normalisiert.
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Abbildung 37: Normalisierte Mediane von MHC Il auf der Oberflidche von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR2/--Mdusen ohne und
nach 6 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,9695; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 6 h LPS: p=0,0069;, FPR2" nicht stimuliert vs. FPR27- 6 h LPS:
p=0,0278; C57BL/6 vs. FPR2", beide 6 h LPS: p=0,9983. Die Daten wurden in 8
Versuchen erhoben.

Die Untersuchung des Oberflachenproteins MHC I, zeigte einen Anstieg der
Expression nach 6 h LPS-Stimulation (Abb.37). Der Mittelwert der normalisierten
Mediane von MHC Il auf der Zelloberflache von nicht stimulierten FPR2--BMDCs
betrug 0,9863. Er zeigte sich also im Vergleich zu dem Mittelwert der Mediane
von C57BL/6-BMDCs (1,00) etwas niedriger. Dieser Unterschied in der
Auspragung von MHC Il auf der Oberflache von nicht stimulierten von C57BL/6-
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und FPR27--BMDCs erreichte aber keine signifikanten AusmafRe (p=0,9695).
Nach 6 h Stimulation mit LPS zeigten die C57BL/6- (Mittelwert: 1,781) eine
ahnlich veranderte Auspragung von MHC Il wie die FPR2/--BMDCs (Mittelwert:
1,870) (Abb.37). In der statistischen Analyse zeigte der Unterschied der
Auspragung von MHC Il nach 6 h Stimulation zwischen C57BL/6- und FPR2"-
BMDCs keine signifikanten Ausmale (p=0,9983). Im Vergleich der nicht
stimulierten und 6 h mit LPS stimulierten Ansatze wurde sowohl bei den C57BL/6-
(p=0,0069) als auch bei den FPR27-BMDCs (p=0,0278) ein signifikanter
Unterschied in Bezug auf die Auspragung von MHC Il gefunden. Nach 6 h
Stimulation mit LPS zeigten also die BMDCs beider Mauslinien keine
unterschiedliche Reaktion in ihrer Expression von MHC II. Auch die nicht
stimulierten BMDCs zeigten nach 8 Tagen Reifung keine Unterschiede in ihrer
Expression von MHC IlI.
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Abbildung 38: Normalisierte Mediane von MHC Il auf der Oberfliche von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR2’ -Mdusen ohne und
nach 24 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,5306; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 24 h LPS: p=0,6883; FPR2” nicht stimuliert vs. FPR27- 24 h LPS:
p=0,9304; C57BL/6 vs. FPR2, beide 24 h LPS: p=0,4326. Die Daten wurden in
8 Versuchen erhoben.
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In den 24 h inkubierten Ansatzen zeigten die nicht stimulierten Kontrollen eine
Tendenz zu einer geringeren Auspragung von MHC Il auf der Oberflache von
FPR2/--BMDCs (Abb.38). Dies fiel ebenfalls beim Vergleich der normalisierten
Mittelwerte der MHC Il Mediane auf. Hier war der Mittelwert der FPR2--BMDCs
mit 0,88 etwas geringer als der von C57BL/6-BMDCs mit 1,00. Dieser
Unterschied zwischen den nicht stimulierten Kontrollen war nicht signifikanten
Ausmales in der statistischen Analyse (p=0,5306). Nach 24 h der Stimulation mit
LPS konnte sowohl bei C57BL/6- als auch bei FPR2"-M3ausen eine Anderung
der MHC 11 auf der Oberflache der BMDCs gezeigt werden (Abb.38). Sowohl die
C57BL/6- als auch die FPR27--BMDCs zeigten eine geringfligig erhohte
Expression von MHC II. Die C57BL/6-BMDCs zeigten dabei eine etwas groliere
Zunahme der Expression, mit einem normalisierten Mittelwert von 1,204, als die
FPR2-BMDCs mit einem Mittelwert von 1,009. Dieser Unterschied zwischen der
MHC Il Expression auf der Oberflache der C57BL/6- und FPR27--BMDCs nach
24 h LPS-Stimulation zeigte in der statistischen Analyse keine signifikanten
Ausmale (p=0,4326). Ebenfalls zeigten die nicht stimulierten Ansatze im
Vergleich der 24 h mit LPS stimulierten innerhalb der jeweiligen Mauslinien keine
signifikanten Unterschiede (Abb.38). Weder bei den C57BL/6-BMDCs
(p=0,6883) noch bei den FPR2’-BMDCs (p=0,9304). Dies stellte einen
Unterschied zu den 6 h mit LPS stimulierten Ansatzen dar. Nach 24 h der
Stimulation mit LPS wurde also ebenfalls keine unterschiedliche Reaktion der

BMDCs beider Mauslinien in ihrer Auspragung von MHC Il nachgewiesen.
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Abbildung 39: Normalisierte Mediane von CD86 auf der Oberflache von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR27--Méusen ohne und
nach 6 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidédks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,9998; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 6 h LPS: p=0,0183; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR2"- 6 h LPS:
p=0,0017; C57BL/6 vs. FPR2", beide 6 h LPS: p=0,9997. Die Daten wurden in 8
Versuchen erhoben.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich die Stimulation der BMDCs durch LPS auf
die Expression des costimulatorischen Proteins CD86 auswirkte. Nach 6 h
glichen sich die nicht stimulierten BMDCs von C57BL/6- und FPR27--Mausen im
Ausmaldy ihrer Auspragung von CD86 (Abb.39). Dies gaben auch die
normalisierten Mittelwerte der CD86 Mediane wieder. Diese betrugen bei den
C57BL/6-Mausen 1,000 und bei den FPR2"-Mausen 1,009. Der Unterschied
zwischen beiden Mauslinien war in der statistischen Untersuchung nicht
signifikant (p=0,9998).

Die BMDCs beider Mauslinien zeigten in ahnlicher Weise eine Steigerung der
CD86 Auspragung nach 6 h Stimulation mit LPS (Abb.39). Die BMDCs der FPR2-
l--Mause zeigten einen normalisierten Mittelwert von 4,741, die C57BL/6-Mause
zeigten einen Mittelwert von 4,624. Die FPR27-Mause boten in der Tendenz
etwas hohere Mediane der Auspragung von CD86 nach 6 h Stimulation mit LPS.
Dieser Unterschied war in der statistischen Analyse nicht signifikant (p=0,9997).

Im Vergleich von nicht stimulierten und LPS stimulierten Ansatzen innerhalb der
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Mauslinien zeigten sich sowohl bei den BMDCs der C57BL/6- (p=0,0183) als
auch bei denen der FPR27-Mause (p=0,0017) signifikant hbhere Expression von
CD86 auf der Oberflache von mit LPS stimulierten BMDCs. Nach 6 h der
Stimulation mit LPS zeigten die BMDCs von C57BL/6- und FPR27-Mausen

keinen Unterschied in ihrer Expression von CD86.
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Abbildung 40: Normalisierte Mediane von CD86 auf der Oberfliche von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR2/--Mdusen ohne und
nach 24 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,9433; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 24 h LPS: p=0,0565; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR27- 24 h LPS:
p=0,2536; C57BL/6 vs. FPR2", beide 24 h LPS: p=0,8549. Die Daten wurden in
8 Versuchen erhoben.

Nach 24 h zeigten die nicht stimulierten Ansatze ahnlich wie nach 6 h kaum einen
Unterschied (Abb.40). Dies spiegelte sich auch in den normalisierten Mittelwerten
wider. Diese betrugen bei den C57BL/6- 1,00 und bei den FPR2"-Mausen 1,055.
Die im Vergleich zu den C57BL/6- BMDCs leicht erhdhte Auspragung von CD86
auf den FPR27-Mausen ergab in der statistischen Analyse keinen signifikanten
Unterschied (p=0,9433). Die mit 24 h mit LPS stimulierten Ansatze zeigten eine
Zunahme der Auspragung von CD86 im Vergleich mit den nicht stimulierten
Ansatzen (Abb.40). Auch wenn der Unterschied der normalisierten Mittelwerte
nicht so grol} wie in den 6 h Ansatzen war, war die Steigerung der Auspragung

gegenuber den nicht stimulierten Ansatzen deutlich. Der normalisierte Mittelwert
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der C57BL/6-Mause zeigte mit 3,836 eine hdohere Auspragung von CD86 als die
BMDCs der FPR2-Mause mit einem Mittelwert von 3,150. Die Mediane der
CD86 Auspragung zeigten nach 24 h Stimulation mit LPS eine recht grolie
Streuung, sowohl bei C57BL/6- als auch bei FPR2"--Mausen (Abb.40). Obwohl
nun der Mittelwert der C57BL/6-Mause hoher war als der Mittelwert der FPR27--
Mause war, zeigte die statistische Analyse keinen signifikanten Unterschied
(p=0,8549) zwischen beiden Mauslinien. Auch der Vergleich zwischen den
stimulierten und nicht stimulierten 24 h-Ansatzen der jeweiligen Mauslinien zeigte
sowohl bei C57BL/6-Mausen (p=0,0565), als auch bei den FPR2’-M&usen
(p=0,2536) keine signifikanten Unterschiede, anders als bei den 6 h Ansatzen
(Abb.40). Nach 24 h der LPS-Stimulation exprimierten die BMDCs von C57BL/6-
und FPR2"-Mausen CD86 in vergleichbarem Ausmal.
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Abbildung 41: Normalisierte Mediane von CD80 auf der Oberfliche von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR2/--Mdusen ohne und
nach 6 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,9973; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 6 h LPS: p=0,0199; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR27- 6 h LPS:
p=0,0368; C57BL/6 vs. FPR2", beide 6 h LPS: p=0,9942. Die Daten wurden in 8
Versuchen erhoben.

Die Auspragung des costimulatorischen Protein CD80 zeigte eine andere Kinetik
in Reaktion auf Stimulation mit LPS bei C57BL/6- und FPR27--M&usen als CD86.
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Nach 6 h Stunden zeigten die nicht stimulierten BMDCs der C57BL/6-Mause eine
héhere Auspragung von CD80 als die FPR27-Mause (Abb.41). Dies spiegelte
sich auch in den normalisierten Mittelwerten der CD80 Mediane wider. Hier war
der Mittelwert der C57BL/6-Mause mit 1,00 hoher als der der FPR27-Mause mit
0,9813. Auch wenn hier also eine etwas hohere Auspragung von CD80 auf der
Oberflache von nicht stimulieten BMDCs bei C57BL/6-Mausen beobachtet
werden konnte, so ist dieser Unterschied in der statistischen Untersuchung nicht
signifikant (p=0,9973).

Die 6 h mit LPS stimulierten Ansatze zeigten sowohl bei C57BL/6- als auch bei
FPR2/--M&ausen einen Anstieg der Expression von CD80 auf der Zelloberflache.
Dabei zeigten die FPR27--M&use einen grolReren Anstieg als die C57BL/6-Mause
(Abb.41). Diesen Sachverhalt spiegelten auch die normalisierten Mittelwerte der
CD80-Expression von BMDCs nach 6 h LPS-Stimulation wider. Die FPR2"--
Mause boten auch mit 1,808 einen hdheren Mittelwert als die C57BL/6-Mause
mit 1,686. Dieser Unterschied in der Auspragung CD80 zwischen C57BL/6- und
FPR2/-Mausen erreichte in der statistischen Analyse jedoch keine Signifikanz
(p=0,9942).

Im Vergleich der CD80 Auspragung, zwischen stimulierten und nicht stimulierten
Ansatzen, zeigten sowohl die BMDCs der C57BL/6-Mause (p=0,0199) als auch
die der FPR2"-Mause (p=0,0368) einen signifikanten Anstieg (Abb.41). Im
Vergleich zeigten die BMDCs von C57BL/6- und FPR2"-Mausen also keinen
Unterschied der Auspragung von CD80 in Reaktion auf 6 h Stimulation mit LPS.
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Abbildung 42: Normalisierte Mediane von CD80 auf der Oberfliche von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR2/--Mdusen ohne und
nach 24 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,9962; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 24 h LPS: p=0,1227; FPR2” nicht stimuliert vs. FPR27- 24 h LPS:
p=0,2647; C57BL/6 vs. FPR2", beide 24 h LPS: p=0,3296. Die Daten wurden in
8 Versuchen erhoben.

Nach 24 h zeigten die nicht stimulierten Ansatze beider Mauslinien ahnliche
Mediane der Expression von CD80 auf der Zelloberflache der BMDCs (Abb.42).
Der normalisierte Mittelwert der nicht stimulieten BMDCs von C57BL/6-Mausen
betrug hierbei 1,00. Die mittlere Auspragung von CD80 auf der Oberflache von
nicht stimulierten FPR27--BMDCs betrug 0,9713. Wie auch bei den 6 h Ansatzen
ist hier zwar eine Tendenz der hoheren CD80 Expression in C57BL/6-Mausen
vorhanden, der Unterschied ist jedoch wieder nur gering. In der statistischen der
statistischen Analyse ist der Unterschied in der Expression von CD80 zwischen
den nicht stimulierten BMDCs beider Mauslinien nicht signifikant (p=0,9962).

Die 24 h mit LPS stimulierten Ansatze zeigten im Vergleich zu den nicht
stimulierten Ansatzen einen Anstieg der CD80 Expression auf den
Zelloberflachen der BMDCs (Abb.42). Dieser Unterschied war deutlich, auch
wenn er geringer als nach 6 h Stimulation war. Die C57BL/6-Mause zeigten hier

mit einem normalisierten Mittelwert der CD80 Mediane von 2,706 einen hoheren
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Mittelwert als die FPR2--Mause mit einem Mittelwert von 2,066. Die Varianz der
normalisierten Mittelwerte war trotz der Normalisierung der Werte sehr
ausgepragt. Die statistische Analyse der mit LPS stimulierten BMDCs zeigte
keinen signifikanten Unterschied (p=0,3296) bezuglich der CD80 Expression
zwischen C57BL/6- und FPR27-Mausen. Der Vergleich der nicht stimulierten und
stimulierten BMDCs der jeweiligen Mauslinie zeigte nach 24 h einen Unterschied
zu den 6 h Ansatzen. Denn, obwohl der Unterschied im Diagramm zwischen
stimulierten und nicht stimulierten BMDCs deutlich zu sehen war, so war doch
die Streuung der Werte im Vergleich zu den 6 h Ansatzen hdher ausgepragt
(Abb.42). Die statistische Analyse zeigte weder bei C57BL/6- (p=0,1227) noch
bei FPR2-BMDCs (p=0,2647) signifikante Unterschiede in der Expression von
CD80 zwischen nicht stimulierten und stimulierten BMDCs. Nach 24 h der
Stimulation mit LPS zeigten die BMDCs beider Mauslinien keinen Unterschied in

ihrer Expression von CD80.
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Abbildung 43: Normalisierte Mediane von CD54 auf der Oberfliche von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR2/--Mdusen ohne und
nach 6 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-M&use normalisiert Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,9945; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 6 h LPS: p=0,0007; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR27- 6 h LPS:
p=0,0265; C57BL/6 vs. FPR2", beide 6 h LPS: p=0,9962. Die Daten wurden in 8
Versuchen erhoben.
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Das Oberflachenprotein CD54 oder auch ICAM-1 zahlt zwar nicht wie die
anderen untersuchten Oberflachenproteine zu den costimulatorischen Proteinen,
zeigte aber ebenfalls einen Anstieg der Expression als Reaktion auf die
Stimulation.

Bei den 6 h Ansatzen zeigten die nicht stimulierten BMDCs ahnliche Werte bei
C57BL/6- und FPR27-Mausen (Abb.43). Dies spiegelten auch die normalisierten
Mittelwerte der Mediane wider, die mit 1,00 (C57BL/6) und 1,021 (FPR2”) nur
eine geringe Differenz zeigten. Im statistischen Test zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p=0,9945) in der Expression von CD54 bei nicht stimulierten
BMDCs von C57BL/6- und FPR27-M&usen nach 6 h.

Nach 6 h Stimulation mit LPS zeigten die BMDCs beider Mauslinien einen
Anstieg der Expression von CD54 (Abb.43). Dies lie3 sich auch von den
normalisierten Mittelwerten der CD54 Mediane ableiten. Diese zeigten mit 1,758
(C57BL/6) und 1,868 (FPR2') einen Anstieg gegeniliber den Mittelwerten der
nicht stimulierten BMDCs, zeigten aber ebenfalls nur eine geringe Differenz
untereinander. Diese Differenz zwischen C57BL/6- und FPR27--BMDCs in der
Expression von CD54 nach 6 h Stimulation mit LPS war in der statistischen
Analyse nicht signifikant (p=0,9962). Im Vergleich der nicht stimulierten und mit
LPS stimulierten BMDCs innerhalb der beiden Mauslinien zeigten sich sowohl
bei C57BL/6- (p=0,0007) als auch bei FPR2"-Mausen (p=0,0265) signifikante
Unterschiede (Abb.43). Zusammenfassend zeigten die BMDCs von C57BL/6-
und FPR27-Mausen keinen Unterschied in der Auspragung von CD54 als

Reaktion auf die Stimulation mit LPS.
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Abbildung 44: Normalisierte Mediane von CD54 auf der Oberflache von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR27--Méusen ohne und
nach 24 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidédks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR2, beide nicht stimuliert: p=>0,9999; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 24 h LPS: p=0,0683; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR2”7- 24 h LPS:
p=0,4929; C57BL/6 vs. FPR2", beide 24 h LPS: p=0,3685. Die Daten wurden in
8 Versuchen erhoben.

Nach 24 h zeigten sich die nicht stimulierten BMDCs von C57BL/6- und FPR2"-
Mausen beinahe identisch in ihnrer CD54 Expression (Abb.44). Die normalisierten
Mittelwerte der CD54 stltzten diese Beobachtung. Sie waren mit 1,000 bei den
C57BL/6-Mausen und bei den FPR2-Mausen mit 1,001 ebenfalls fast identisch.
Die statistische Analyse zeigte keinen statistischen Unterschied zwischen den
BMDCs beider Mauslinien (p=>0,9999). Die 24 h mit LPS stimulierten BMDCs
zeigten einen Anstieg der Expression von CD54 im Vergleich mit den nicht
stimulierten BMDCs (Abb.44). Wie auch bei den anderen gemessenen
Oberflachenproteinen zeigten die BMDCs in Bezug auf die Expression von CD54
nach 24 h eine groRe Streuung, groRer als nach 6 h. Ebenso war der mittlere
Anstieg der CD54 Expression nach 24 h geringer als nach 6 h. Dieser betrug als
normalisierter Mittelwert 1,655 bei den C57BL/6- BMDCs und 1,301 auf der
Oberflache von BMDCs aus FPR27--Mausen. Die CD54 Expression schien also
nach 24 h Stimulation bei den BMDCs der C57BL/6-Mause hoéher zu sein als bei
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denen der FPR27-Mause. In der statistischen Analyse zeigte sich dieser
Unterschied jedoch als nicht signifikant (p=0,3685).

Im Vergleich der CD54 Expression von nicht stimulierten und stimulierten
BMDCS nach 24 h innerhalb der jeweiligen Mauslinie zeigte sich ein Anstieg in
Reaktion auf die Stimulation (Abb.44). Dieser Anstieg war jedoch von Maus zu
Maus recht variabel und somit die Streuung der Werte hoch. Dies zeigte sich
auch in der statistischen Analyse. Hier zeigte sich weder bei den C57BL/6-
(p=0,0683) als auch bei den FPR2"-Mausen (p=0,4929) ein signifikanter
Unterschied zwischen nicht stimulierten und stimulieten BMDCs. Nach 24 h
exprimierten die BMDCs beider Mauslinien also in der gleichen Weise CD54 in
Reaktion auf die Stimulation mit LPS.

Weiterhin wurde die Expression von CD40, oder Tumornekrosefaktor-Rezeptor-
Superfamilie 5, auf der Zelloberflache von C57BL/6- und FPR27-Ma&usen in

Reaktion auf Stimulation mit LPS untersucht.
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Abbildung 45: Normalisierte Mediane von CD40 auf der Oberflache von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR27--Médusen ohne und
nach 6 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidédks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,9234; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 6 h LPS: p=0,1655; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR2"- 6 h LPS:
p=0,1111; C57BL/6 vs. FPR2", beide 6 h LPS: p=0,8374. Die Daten wurden in 8
Versuchen erhoben.

94



In den 6 h Ansatzen zeigten die nicht stimulierten BMDCs der C57BL/6-Mause
eine etwas hdhere Expression von CD40 (Abb.45). Der normalisierte Mittelwert
der CD40 Mediane lag hier bei den C57BL/6-Mausen mit 1,00 etwas hoher als
bei den FPR27-Mausen mit 0,94. Dieser Unterschied zeigte sich in der
statistischen Analyse als nicht signifikant (p=0,9234). Nach 6 h Stimulation mit
LPS zeigten sowohl C57BL/6- als auch FPR2’-M&use einen Anstieg der
Expression von CD40 auf der Oberflache der BMDCs (Abb.45). Wie auch bei den
nicht stimulierten BMDCs zeigten auch die 6 h stimulierten C57BL/6-BMDCs
tendenziell eine héhere CD40 Expression als die BMDCs der FPR27--M&use.

Dies schlug sich ebenfalls in den normalisierten Mittelwerten nieder. Hier war der
Mittelwert der C57BL/6-Mause mit 2,634 etwas hoher ausgepragt als der
Mittelwert der FPR27--M&use mit 2,404. Diese tendenziell hbhere Expression von
CD40 nach 6 h Stimulation mit LPS war in der statistischen Analyse jedoch nicht
signifikant hoher als die Expression auf FPR27--BMDCs (p=0,8374). Im direkten
Vergleich von nicht stimulierten und stimulierten BMDCs der jeweiligen Mauslinie
untereinander zeigten sowohl C57BL/6- (p=0,1655) als auch FPR2/-Mause
(p=0,1111) keinen signifikanten Unterschied der CD40 Expression (Abb.45). Die
Untersuchung ergab also, dass BMDCs von C57BL/6- und FPR27--M&usen nach
6 h Stimulation mit LPS keine unterschiedliche Expression von CD40 in der
Reaktion zeigen. Ebenso wurde bei den nicht stimulierten BMDCs nach 8 Tagen
Inkubation und Reifung kein Unterschied zwischen den beiden Mauslinien

festgestellt.
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Abbildung 46: Normalisierte Mediane von CD40 auf der Oberfliche von
BMDCs aus dem Knochenmark von C57BL/6- und FPR2/--Mdusen ohne und
nach 24 h Stimulation mit LPS. Es handelt sich um die Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten. Jeder Datenpunkt entspricht einer Maus.
Dargestellt ist der Mittelwert mit SD der normalisierten Werte. Die Daten wurden
mit dem Mittelwert der C57BL/6-Mé&use normalisiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test.
C57BL/6 vs. FPR27, beide nicht stimuliert: p=0,9587; C57BL/6 nicht stimuliert
vs. C57BL/6 24 h LPS: p=0,0208; FPR2” nicht stimuliert vs. FPR27 24 h LPS:
p=0,0291; C57BL/6 vs. FPR2", beide 24 h LPS: p=0,0582. Die Daten wurden in
8 Versuchen erhoben.

In den 24 h Ansatzen zeigten die nicht stimulierten BMDCs der C57BL/6-Mause
eine etwas hohere Expression von CD40 als die FPR2--Mause (Abb.46). Der
normalisierte Mittelwert lag unter den C57BL/6-BMDCs mit 1,00 hoher als bei
den FPR27--BMDCs mit 0,9675. In der statistischen Analyse zeigte sich die
hdéhere CD40 Expression von nicht stimulierten BMDCs jedoch als nicht
signifikant (p=0,9587). Die stimulierten BMDCs zeigten einen Anstieg der CD40
Expression in Reaktion auf die Stimulation mit LPS bei beiden Mauslinien
(Abb.46). Der Anstieg war dabei, anders als bei anderen untersuchten
Oberflachenmolekulen (z.b. CD54), nach 24 h deutlich héher als nach 6 h der
Stimulation. Ebenso zeigte sich die CD40-Expression der C57BL/6-BMDCs im
Durchschnitt héher als die der FPR2-BMDCs (Abb.46). Dies wurde durch die
normalisierten Mittelwerte der CD40 Mediane bestatigt. Der Mittelwert der
Expression auf der Oberflache von C57BL/6-BMDCs betrug nach 24 h
Stimulation 4,109, der Mittelwert im Falle der FPR27--BMDCs 3,448. Trotz dieses
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Unterschiedes zeigte sich die hdhere CD40 Expression der C57BL/6-BMDCs in
der statistischen Analyse als nicht signifikant (p=0,0582). Weiterhin wurden die
24 h nicht stimulierten und stimulierten Zellen der jeweiligen Mauslinien
untereinander verglichen. Bei beiden Mauslinien stieg die Expression von CD40
in Reaktion auf die Stimulation an. In der statistischen Analyse zeigten die
stimulierten BMDCs sowohl von C57BL/6- (p=0,0208) als auch von FPR2/-
Mausen (p=0,0291), eine signifikant hohere CD40-Expression als die nicht
stimulierten BMDCs. Nach 24 h der Stimulation mit LPS pragten C57BL/6- und
FPR2/-M&use also in Reaktion CD40 auf die gleiche Art und Weise aus.
Insgesamt gab es kaum Unterschiede zwischen C57BL/6- und FPR27-BMDCs
in Reaktion auf die Stimulation mit LPS.

3.6 Der FPR2 zeigt einen Einfluss auf die Sezernierung von IL-10
Dendritische Zellen beeinflussen Immunreaktionen unter anderem durch das
Sezernieren von Entziindungsmediatoren. Diese Entzindungsmediatoren, auch
Zytokine genannt, beeinflussen Migrationsverhalten und Proliferation von
Immunzellen. Um zu analysieren, ob der FPR2 einen Einfluss auf die
Sezernierung von Zytokinen hat, wurden BMDCs in vitro fur 24 Stunden mit LPS
stimuliert. Im Anschluss wurden die Medium-Uberstédnde entnommen und per
ELISA bezuglich ihrer Konzentrationen von TNF, IL-10 und IL-12 analysiert. Die
Konzentrationen der sezernierten Zytokine von nicht stimulierten und stimulierten
BMDCs der C57BL/6- und FPR2”--Mause wurden dann miteinander verglichen.
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Abbildung 47: Sezernierte Konzentration von TNF durch BMDCs aus dem
Knochenmark von C57BL/6- und FPR2’--Miusen ohne und nach 24 h
Stimulation mit LPS. Die Konzentration von TNF wurde durch ELISA ermittelt.
In den jeweiligen Sé&ulen sind die Werte aller biologischen Replikate
zusammengefasst. Dargestellt ist der SEM. Die statistische Analyse erfolgte mit
einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test. C57BL/6 vs.
FPR2"-, beide nicht stimuliert: p=0,7530; C57BL/6 nicht stimuliert vs. C57BL/6 24
h LPS: p=<0,0001; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR2"- 24 h LPS: p=<0,0001;
C57BL/6 vs. FPR2”, beide 24 h LPS: p=0,9818. Die Daten wurden in 8
Versuchen erhoben.

Die Konzentration des pro-inflammatorischen Zytokins TNF stellte sich in
Ansatzen ohne LPS-Stimulation bei C57BL/6- niedriger als bei FPR27--Mausen
dar (Abb.47). Der Mittelwert der TNF-Konzentration, die von den nicht
stimulierten C57BL/6-BMDCs sezerniert wurde betrug 182,0 pg/ml. Der
Mittelwert der sezernierten TNF-Konzentration durch die FPR2--BMDCs fiel mit
209,5 pg/ml hoher als der der C57BL/6-BMDCs aus. Die Sezernierung von TNF
war im Fall der nicht stimulierten FPR2-BMDCs jedoch nicht signifikant hoher
(p=10,7530). Die fur 24 h LPS stimulierten BMDCs zeigten einen Anstieg der TNF-
Konzentration im Vergleich zu den nicht stimulierten BMDCs (Abb.47). Dieser
Anstieg der Konzentration von TNF nach 24 h Stimulation war sowohl im bei
C57BL/6- (p=<0,0001) als auch bei FPR2"-BMDCs (p= <0,0001) signifikant. Die
mit LPS stimulierten BMDCs der C57BL/6-Mause steigerten die Sezernierung
von TNF etwas starker als die BMDCs der FPR2/--Mause (Abb.47). Auch die
Mittelwerte der TNF-Konzentration in den stimulierten Ansatzen bestatigten
diesen Trend. Die mittlere TNF-Konzentration in den C57BL/6-Ansatzen war mit
19.125 pg/ml hoher als der Mittelwert der FPR27/--Mause mit 18.455 pg/ml. Diese
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Tendenz der hoheren TNF-Sezernierung durch C57BL/6-BMDCs bestatigte sich
jedoch in der statistischen Analyse nicht als signifikant (p=0,9818). Nach 24 h der
Stimulation zeigten die stimulierten BMDCs von C57BL/6- und FPR27--Mausen
keinen Unterschied in der sezernierten Konzentration von TNF.

2.57 : - 150

— 1 ns m= FPR27”

_ 2.0 ] | _ mm C57BL/6
E -100
315' N
Q. —
~ &
- 10' ~
- -50 3

0.5-

0.0 0

Medium LPS

Abbildung 48: Sezernierte Konzentration von IL-12 durch BMDCs aus dem
Knochenmark von C57BL/6- und FPR2’ -Miusen ohne und nach 24 h
Stimulation mit LPS. Die Konzentration von IL-12 wurde durch ELISA ermittelt.
In den jeweiligen Sé&ulen sind die Werte aller biologischen Replikate
zusammengefasst. Dargestellt ist der SEM. Die statistische Analyse erfolgte mit
einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test. C57BL/6 vs.
FPR2"-, beide nicht stimuliert: p=0,9867; C57BL/6 nicht stimuliert vs. C57BL/6 24
h LPS: p=<0,0001; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR2"- 24 h LPS: p=<0,0001;
C57BL/6 vs. FPR2", beide 24 h LPS: p=0,4496. Die Daten wurden in 8
Versuchen erhoben.

Im Weiteren wurde die Sezernierung des Interleukins 12 (IL-12) und die
entsprechende Reaktion auf die Stimulation mit LPS untersucht (Abb.48). Die
nicht stimulierten BMDCs beider Mauslinien zeigten vergleichbare
Konzentrationen von IL-12. Die mittlere Konzentration von IL-12 der nicht
stimulierten C57BL/6-BMDCs betrug 1,041 pg/ml. Die nicht stimulierten BMDCs
der FPR27-Mause sezernierten im Durchschnitt IL-12 in einer Konzentration von
1,305 pg/ml. Dieser geringfugige Unterschied zeigte in der statistischen Analyse
keine Signifikanz (p=0,9867).

In Reaktion auf die 24 h Stimulation mit LPS zeigten sowohl die C57BL/6- als
auch die FPR27--BMDCs einen Anstieg der IL-12-Sezernierung (Abb.48). Bei
C57BL/6- (p=<0,0001) und FPR2"-Mausen (p=<0,0001) war der Anstieg der IL-

12-Sezernierung in der statistischen Auswertung signifikant. Im Vergleich der
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stimulierten BMDCs beider Mauslinien zeigte sich eine hohere IL-12-Sekretion
durch C57BL/6-BMDCs als durch FPR27--BMDCs (Abb.48). Die C57BL/6-
BMDCs sezernierten im Durchschnitt 103,3 pg/ml, die FPR2--BMDCs zeigten
eine mittlere Konzentration von 90,23 pg/ml nach 24 h Stimulation. Die héhere
Sezernierung von IL-12 durch die C57BL/6-BMDCs war nach statistischer
Analyse nicht signifikant (p=0,4496).

Zu guter Letzt wurde die Sezernierung von Interleukin 10 (IL-10) durch die
BMDCs von C57BL/6- und FPR27--Mausen nach LPS-Stimulation und ohne
Stimulation untersucht. IL-10 gilt im Gegensatz zu den beiden oben untersuchten

Zytokinen als inhibierend flr Immunfunktionen.
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Abbildung 49: Sezernierte Konzentration von IL-10 durch BMDCs aus dem
Knochenmark von C57BL/6- und FPR2’--Miusen ohne und nach 24 h
Stimulation mit LPS. Die Konzentration von IL-10 wurde durch ELISA
ermittelt. In den jeweiligen Séulen sind die Werte aller biologischen Replikate
zusammengefasst. Dargestellt ist der SEM. Die statistische Analyse erfolgte mit
einem One-way ANOVA mit Sidaks multiple comparisons Test. C57BL/6 vs.
FPR2"-, beide nicht stimuliert: p=0,6638; C57BL/6 nicht stimuliert vs. C57BL/6 24
h LPS: p=<0,0001; FPR2" nicht stimuliert vs. FPR2"- 24 h LPS: p=<0,0001;
C57BL/6 vs. FPR2", beide 24 h LPS: p=0,0001. Die Daten wurden in 8
Versuchen erhoben.

Bereits die nicht stimulierten BMDCs zeigten eine etwas hohere Sezernierung
von IL-10 durch die C57BL/6-BMDCs (Abb. 49). Dies schlug sich ebenfalls in den
Mittelwerten beider Mauslinien nieder. Die C57BL/6-BMDCs sezernierten im
Mittel 129,8 pg/ml pro Ansatz, die FPR27-BMDCs zeigten eine mittlere
Konzentration von 81,51 pg/ml. In der statistischen Analyse war dieser
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Unterschied in der Sezernierung von IL-10 jedoch nicht signifikant (p=0,6638).
Die BMDCs beider Mauslinien zeigten in Reaktion auf die 24 h Stimulation mit
LPS einen Anstieg der IL-10-Sezernierung (Abb.49). Dieser Anstieg und damit
der Unterschied in der IL-10-Konzentration zeigte sich sowohl bei C57BL/6-
(p=<0,0001) als auch bei FPR2/--Mausen (p=<0,0001) als statistisch signifikant.
Die 24 h mit LPS stimulierten BMDCs zeigten eine deutlich erhéhte Konzentration
von IL-10 in den Ansatzen der C57BL/6-Mausen im Vergleich mit der von den
FPR27--BMDCs sezernierten Menge (Abb.49). Im Mittel sezernierten die
C57BL/6-BMDCs 987,7 pg/ml IL-10 in 24 h Stimulation. Die FPR2--BMDCs
sezernierten mit 650,0 pg/ml IL-10 im Durchschnitt deutlich weniger. Die
statistische Analyse der Daten ergab, dass die C57BL/6-BMDCs signifikant mehr
IL-10 sezernieren (p=0,0001) als die FPR27--BMDCs.

4 Diskussion

Die Homoostase Dendritischer Zellen in lymphatischen und nicht lymphatischen
Organen ist eine kritische GrofRe fur die adaquate Funktion des Immunsystems.
In vorherigen Versuchen der Arbeitsgruppe wurden hohere Zahlen von
Dendritischen Zellen und ihrer Subpopulationen in der Milz von FPR27--M&usen
nachgewiesen.

Zur genaueren Beleuchtung der Hintergriinde wurde in dieser Arbeit der Einfluss
des FPR2 auf die Homoostase Dendritischer Zellen im murinen Modell
untersucht. In den Versuchen wurden Vorlauferzellen, DC-Populationen,
Apoptose-Verhalten, intrazellulare Bcl-2-Konzentrationen und Maturation
zwischen FPR27- und C57BL/6-Mausen verglichen. Dies geschah durch
durchflusszytometrische Analyse und die Untersuchung von sezernierten
Zytokinen.

Es bestand kein Unterschied in prozentualer Verteilung und absoluten Zellzahlen
von Vorlauferzellen im Knochenmark von FPR27-- und C57BL/6-Mausen. In den
Splenes von FPR27--Mausen wurden hohere prozentuale Anteile von CD8* DCs
gezeigt, aber in den Splenes von C57BL/6-Mausen wurden hohere Anteile an
CD8- CD4  DCs gefunden. Ein Unterschied in der absoluten Zellzahl wurde nicht
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beobachtet. Im durchflusszytometrischen Apoptose-Assay zeigten alle
untersuchten DC-Subpopulationen (CD8* DCs, CD4* DCs, CD8 CD4" DCs) in
der Milz von FPR2-M&usen geringere Mengen spat-apoptotischer Zellen als in
der Milz von C57BL/6-Mausen. Nicht zu den DCs zahlende Zellen zeigten keinen
Unterschied in der Apoptose. In den DC-Subpopulationen der Milz von FPR27--
Mausen konnten, im Vergleich mit C57BL/6-Mausen, erhdhte Konzentrationen
des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 gezeigt werden. Es zeigten sich keine
Unterschiede der Maturation von BMDCs auf einen Stimulationsreiz mit LPS. Es
wurde jedoch beobachtet, dass die FPR2/--BMDCs signifikant weniger IL-10 als
die C57BL/6-BMDCs sezernierten.

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Verwendung von BMDCs

Die Verwendung von BMDCs ist eine gut etablierte Methode zur Untersuchung
von DCs in vitro. BMDCs werden bereits seit einige Jahren verwendet, um
Reaktionen von DCs auf isolierte Stimuli in Kultur untersuchen zu kdnnen
(Sallusto et al., 1995, Inaba et al., 1992, Lutz et al., 1999). In den letzten Jahren
wurde jedoch gezeigt, dass die BMDCs als Population heterogener sind als
bisher angenommen (Helft et al., 2015). AuBRerdem &hneln die, mit GM-CSF
generierten, BMDCs inflammatorischen moDCs in Phanotyp und Funktion (Xu et
al., 2007, Segura and Amigorena, 2013). Deshalb sind sie zur Untersuchung von
DCs im steady state nur bedingt geeignet. In dieser Arbeit wurde die Homoostase
Dendritischer Zellen im steady state untersucht. Deshalb waren DCs, die aus
Knochenmarkszellen mithilfe des Zytokins FIt3L generiert wurden, besser
geeignet gewesen (Guo et al., 2016). Dies gelang in mehreren Versuchen jedoch
nicht. Eine Untersuchung der Maturation von C57BL/6- und FPR27--DCs, die mit
FIt3L in Kultur generiert wurden, ist eine sinnvolle Untersuchung zur weiteren

Analyse des FPR2-Einflusses.

4.1.2 Analyse von intrazellularen Bcl-2-Mengen
Die intrazellulare Bcl-2-Menge wurde in Milz-DCs von FPR2”-- und C57BL/6-

Mausen untersucht und verglichen. Hierfur wurde eine intrazellulare Farbung mit
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Fluorochrom-beladenen  Bcl-2-Antikbrpern ~ vorgenommen  und  diese
durchflusszytometrisch analysiert.

Diese Methode ist zur Quantifizierung von Bcl-2 in Malignom-Zellen gut im
klinischen Alltag etabliert. Vorteile dieser Methode sind die schnelle und
verschiedene Parameter umfassende Analyse, sowie die gezielte Untersuchung
spezieller DC-Populationen (Van Stijn et al., 2003, Erduran et al., 2004, Ludwig
et al.,, 2019). Mit dieser Methode konnten signifikante Unterschiede in der
intrazellularen Menge von Bcl-2 zwischen C57BL/6- und FPR27--Mausen gezeigt
werden (s. Kap. 3.4.). Um diese Ergebnisse zu bestarken, ware eine zusatzliche
Expressionsanalyse per qPCR sinnvoll gewesen. Diese Methode wird ebenfalls
zur individuellen Therapie-Entscheidung und Prognostik in der Onkologie
angewendet (Placzek et al., 2010). Die Kombination beider Methoden hatte hier
zu noch Uberzeugenderen Ergebnissen zum Einfluss des FPR2 auf die
Expression von Bcl-2 in DCs fuhren kdénnen. Um ebenfalls eine eindeutige
Aussagen zu der daraus resultierenden Apoptose-Sensibilitat zu treffen, ware
aulRerdem eine zusatzliche Untersuchung von pro-apoptotischen Proteinen der
Bcl-2-Familie sinnvoll gewesen. Denn die Apoptose-Sensibilitat einer Zelle
resultiert aus dem Verhaltnis von pro- und anti-apoptotischen Proteinen dieser

Familie.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Der FPR2 hat keinen Einfluss auf prozentuale Verteilung und
Zellzahlen von DC-Vorlaufern im Knochenmark
Eine Stellschraube der DC-Homdoostase ist die Wiederauffillung der DCs durch
Vorlauferzellen. Eine veranderte Zahl oder Verteilung dieser Vorlaufer, zum
Beispiel durch veranderte Differenzierung, kann die Homdostase Dendritischer
Zellen malgeblich beeinflussen. In dieser Arbeit zeigte sich kein Einfluss des
FPR2 auf diesen Mechanismus. Chen et al. konnten zeigen, dass ein Mangel an
FPR2 zu reduzierten Zahlen von myeloiden Lin"Sca-1*c-Kit" hamatopoetischen
Stammzellen fuhrt (Chen et al., 2018). Diese pluripotenten Stammzellen der
myeloiden Zellreihe verfugen uber ein DC-Potenzial. Diese Arbeit konzentrierte
sich auf spatere DC-Vorlaufer wie MDPs, CDPs und pre-DCs. FPR2”- und
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C57BL/6-Mause zeigten keine signifikanten Unterschiede in prozentualer
Verteilung oder absoluter Zellzahl von Vorlauferzellen wie MDP, CDP oder pre-
DCs (s.Kap. 3.1). DCs differenzieren sich sowohl aus myeloiden als auch aus
lymphatischen Vorlaufern (Kondo et al., 2001, Manz et al.,, 2001). Eine
mangelnde Proliferation von myeloiden Stammzellen muss also nicht
zwangslaufig mit einer Reduktion von spaten DC-Vorlaufern zusammenhangen.
Jedoch musste ein Ausgleichsmechanismus existieren, durch den sich
lymphatische Stammzellen vermehrt in DC-Vorlaufer differenzieren, damit sich
der Mangel myeloider Stammzellen nicht in spateren Stadien niederschlagt.
Chen et al. zeigten weiterhin eine Reduktion und reduzierte Reifung von
myeloiden Zellen (vor allem Granulozyten und Monozyten) im Knochenmark von
FPR2/-Mausen (Chen et al., 2018). Eine Reduktion von Monozyten im
Knochenmark von FPR27--Mausen konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden
(s.Kap. 3.1). Moglicherweise hat der FPR2 mehr Einfluss auf Proliferation und
Differenzierung von rein myeloiden Zellreihen. Wegen ihrer nach wie vor nicht
vollstandig geklarten Abstammung fallt eine genaue Einordnung der DCs hier
noch schwer. Wichtig ware es noch, die Einflisse des FPR2 auf die lymphatische
Zellreihe zu untersuchen, um konkretere Aussagen treffen zu kénnen.

Eine weitere Untersuchung von Interesse ware die Migration der pre-DCs. Im
Stadium der pre-DCs verlasst ein Grolteil der Zellen das Knochenmark und
wandert Uber die Blutbahn in die Peripherie oder lymphatische Organe ein (Liu
et al., 2009). Hier wirde ein verandertes Migrationsverhalten der pre-DCs einen
maldgeblichen Einfluss auf die Homdbostase in den jeweiligen Organen haben.
Dies ware ein Mechanismus, der im Zusammenhang mit der Wiederauffullung
von DCs in verschiedenen Geweben noch zu untersuchen ware. Besonders vor
dem Hintergrund, dass ein Einfluss des FPR2 auf die Chemotaxis von

Neutrophilen Granulozyten in Mausen beobachtet wurde (Hartt et al., 1999).

4.2.2 Der FPR2 zeigt Einfluss auf die prozentuale Verteilung von DC-
Populationen in der Milz
Eine signifikant hohere Zahl von DCs in der Milz von FPR27--Mausen, wie sie

sich bei Armbruster et al. (Armbruster et al., unveréffentlichte Ergebnisse) zeigte,
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konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Jedoch =zeigten sich
Unterschiede in den prozentualen Anteilen von einzelnen DC-Subpopulationen
an der Gesamtheit von Milz-Zellen. Lediglich in der CD8" DC Subpopulation
konnten signifikant hohere Anteile an den Milzzellen beobachtet werden. Die
Population der CD8 CD4- DCs von FPR27-Mausen zeigte gar signifikant
niedrigere prozentuale Anteile als die identische Population der C57BL/6-Mause.
Moglicherweise beruht dies auf einer gesteigerten Zahl anderer Zell-
Populationen in der Milz von FPR27-Mausen. Tatsachlich wurden in diesen
Versuchen sowohl bei FPR27- als auch bei C57BL/6-Mausen recht niedrige
prozentuale Anteile der DCs an den gesamten lebenden Zellen der Milz
beobachtet. In der Literatur variieren die Angaben zum prozentualen Anteil
Dendritischer Zellen. Meistens wird ein Anteil von ca. 1 - 3 % DC unter den
lebenden Milz-Zellen angegeben, teilweise auch unter 1 %. In jedem Fall bleiben
die DCs jedoch unter 5 %. Der prozentuale Anteil der DCs wird durch
verschiedene Faktoren wie Infektionen, Autoimmunitat aber auch durch
endogene Hormone und andere Mediatoren beeinflusst (Steinman et al., 1979,
Duriancik and Hoag, 2009, Merad et al., 2013). In den Versuchen dieser Arbeit
bildeten die DCs im Mittel 1,609 % (C57BL/6) und 1,689 % (FPR2") der lebenden
Milz-Zellen. Damit fiel hier der prozentuale Anteil der DCs eher niedrig aus. Dies
konnte einen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Trotzdem scheint ein Einfluss
des FPR2 auf die prozentuale Verteilung verschiedener DC-Subpopulationen in
der Milz zu bestehen. Dieser Einfluss ist jedoch nicht so ausgepragt wie in Fallen
von FIt3, IRF8, IRF4 oder anderen wichtigen Faktoren fiur die DC-Differenzierung
(Sichien et al., 2016, Karsunky et al., 2003, Merad et al., 2013). Diese Ergebnisse
bezuglich des Einflusses des FPR2 auf Zellzahlen und prozentuale Verteilungen
von Milz-DCs und ihren Subpopulationen lassen wenig eindeutige Aussagen zu.
Die multifaktorielle Regulierung der DC-Homoostase, die Heterogenitat der DCs
und die funktionale Promiskuitat des FPR2 sind Faktoren, die dieser
Uneindeutigkeit zugrunde liegen.
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4.2.3 In der Milz zeigen ansassige FPR2-DCs ein besseres Uberleben
als C57BL/6-DCs
In den Splenes der C57BL/6-Mause konnte eine signifikant hohere Menge an
spat-apoptotischen DCs gezeigt werden als in denen von FPR27--Mausen. Dies
traf auch in der genaueren Betrachtung fir alle DC-Subpopulationen zu. Parallel
dazu zeigten sich unter den DCs und zwei ihrer Subpopulationen, CD8* und CD8"
CD4- DCs, der FPR27--Mause signifikant mehr lebende Zellen. Jedoch fallt auf,
dass zwar Tendenzen von mehr frih-apoptotischen Zellen unter C57BL/6-DCs
bestehen, diese erreichen jedoch keine signifikanten Ausmalle. Die Apoptose
wird haufig als ein Prozess betrachtet, der nach dem ,point of no return® nicht
mehr gestoppt werden kann. Jedoch beobachteten Geske et al. 2001 eine
Reversibilitat eines frihen apoptotischen Stadiums nach Apoptose-Induktion
durch p53 (Geske et al.,, 2001). Ein positiver Einfluss des FPR2 auf die
Progression fruh-apoptotischer Zellen in spatere Stadien des programmierten
Zelltodes konnte diese Ergebnisse also erklaren.
Thompson et al. fanden aul3erdem eine Aminosaure-Sequenz im C-Terminus
des FPR2, welche das Recycling des FPR2 nach Interaktion mit bestimmten
Liganden initiiert. Bei Interaktion mit anderen Liganden wird jedoch uber den
FPR2 Apoptose ausgeldst (Thompson et al., 2014). Wenn der FPR2 also die
Apoptose, abhangig von verschiedenen Liganden, fordert oder hemmt, kdnnte
dies ebenfalls diese Ergebnisse beeinflussen.
Das Uberleben der Milz-DCs sowie ihrer Subpopulationen ist in FPR27--M&usen
verbessert. Passend hierzu konnte in den Milz-DCs (und all ihren
Subpopulationen) der FPR2’-Mause signifikant hohere Mengen des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 nachgewiesen werden. Eine erhdhte Menge in
Milzzellen, die nicht zu den DCs gezahlt werden, wurde nicht beobachtet. Dies
konnte auf einen Effekt des FPR2, der im murinen Organismus auf DCs limitiert
ist, hindeuten.
Die alleinige Betrachtung von Bcl-2, ohne Bericksichtigung anderer Mitglieder
der Bcl-2-Familie (besonders der pro-apoptotischen), lasst hier noch keine
absoluten Aussagen zu. Denn die Apoptose-Sensibilitat von Zellen wird vor allem

durch das Verhaltnis von pro- und anti-apoptotischen Mitgliedern dieser Familie
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bestimmt. Doch wenn ein verbessertes Uberleben der DCs sowie ihrer
Subpopulationen im Zusammenhang mit hdheren intrazellularen Mengen an Bcl-
2 beobachtet wird, liegt eine Induktion oder zumindest Forderung der DC-
Apoptose durch den FPR2 sehr nah. Nopora und Brocker konnten bereits 2002
eine verbessertes Uberleben von DCs bei erhdhter Expression von Bcl-2
nachweisen (Nopora and Brocker, 2002). Auch aktuellere Untersuchung zeigen
eine zentrale Rolle von Bcl-2 in der Regulation der Lebensspanne von DCs
(Carrington et al., 2017). Die zusatzliche Betrachtung von anderen pro- und anti-
apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie wird jedoch in allen Arbeiten immer
wieder betont. Sowohl im wissenschaftlichen als auch im therapeutischen
Bereich sei dies ein relevanter Schritt, um handfeste Aussagen treffen zu konnen.
Der FPR2 induziert in humanen Neutrophilen Granulozyten Apoptose und fordert
deren Phagozytose durch Makrophagen (Solito et al., 2003). Weiter konnte eine
wichtige anti-inflammatorischen Rolle des FPR2 beobachtet werden (Dufton et
al., 2010). Daruber hinaus spielt die DC-Apoptose bei der Verhinderung von
Autoimmunitat und Hypersensitivitat eine entscheidende Rolle (Chen et al.,
2006). Einen Einfluss des FPR2 in der Apoptose-Induktion von DCs erscheint
vor diesem Hintergrund wie ein sinnvolles Konzept und zur anti-
inflammatorischen Funktion dieses Rezeptors passend. Zur abschlielienden
Klarung dieses Einflusses durch den FPR2 muissten nun noch weitere
Untersuchungen  durchgefuhrt werden. Besonders eine erweiterte
Expressionsanalyse von Bcl-2 durch qPCR und die Analyse weiterer pro- und
anti-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie, in FPR2”- und C57BL/6-DCs,

waren nun wichtige Untersuchungen.

4.2.4 FPR2"-und C57BL/6-BMDCs gleichen sich in ihrer Maturation

Die FPR2'- und C57BL/6-BMDCs zeigten sehr ahnliche Reifungszeichen in
Form von MHC II, costimulatorischen Molekulen und CD54 nach 6 und 24 h LPS-
Stimulation. Signifikante Unterschiede in den Reifemerkmalen fielen weder nach
6 noch nach 24 h Stimulation mit LPS auf. Dies zeigt abweichende Ergebnisse
zu Chen et al. die in Bezug auf MHC Il und CD86 signifikant niedrigere
Expressionen durch FPR27--BMDCs nach 4 h beobachtet hatten. Vor dem
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Hintergrund der beobachteten Heterogenitat von BMDCs (Helft et al., 2015)
konnten die eindeutigeren Ergebnisse mit einer Aufreinigung der BMDCs durch
CD11c* MACS (engl.: magnetic cell separation) vor der Stimulation
zusammenhangen (Chen et al., 2014). Dies wurde im Versuchsaufbau dieser
Arbeit nicht durchgefiihrt. Hier wurden die Zellen erst im Zuge der
durchflusszytometrischen Analyse in Bezug auf ihre CD11c und MHC I
Expression betrachtet und alle CD11c Zellen wurden nicht in die Analyse
miteinbezogen. Im humanen Organismus beobachteten Yang et al. eine
reduzierte Expression des FPR2 durch unreife DCs (generiert aus humanen
HSC) nach 7 Tagen in Kultur im Vergleich zu humanen HSCs (Yang et al., 2001).
Sollte sich diese Beobachtung auch auf den murinen Organismus ubertragen
lassen ware fraglich, inwiefern der FPR2 mit verringerter Expression noch
Einfluss auf den Reifungsprozess ausiiben kann. Andere Studien konnten jedoch
in murinen BMDCs eine Hochregulation des FPR2 nach Aktivierung beobachten
(Migeotte et al., 2006, Schreiner et al., 2013). Eine verringerte Expression des
FPR2 in murinen BMDCs scheint also in der Konsequenz eher unwahrscheinlich.

4.2.5 Der FPR2 beeinflusst die Sekretion von IL-10

Die 24 h mit LPS stimulieten FPR27-BMDCs zeigten eine vergleichbare
Sekretion der pro-Inflammatorischen Zytokine TNF und IL-12. Die Sekretion des
anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 durch die FPR27-BMDCs war jedoch
signifikant reduziert. Hieraus lasst sich eine wichtige Rolle des FPR2 bei der IL-
10 Sekretion ableiten. IL-10 nimmt als anti-inflammatorisches Zytokin eine
relevante Funktion in der Toleranzentwicklung und Verhinderung von
Autoimmunitat ein. Die Funktion von verschiedenen Immunzellen (DCs, T-
Lymphozyten etc.) wird dabei autokrin, parakrin und endokrin durch IL-10
beeinflusst (Dolch et al., 2019, Roncarolo et al., 2001, Saraiva and O'Garra,
2010). Der positive Einfluss des FPR2 auf die Sekretion dieses Zytokins, lasst
sich sehr gut mit seiner anti-inflammatorischen Funktion vereinbaren. Bestarkt
wird dies durch Beobachtungen, nach denen Annexin A1, ein Ligand des FPR2,
seine anti-inflammatorische Wirkung unter anderem uber die Induktion einer IL-

10-Ausschittung entfaltet (Ferlazzo et al., 2003). Die anti-inflammatorische
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Relevanz des murinen FPR2 wurde ebenfalls im Zuge einer verstarkten
inflammatorischen Reaktion nach LPS-Stimulus in der Leber von FPR27--M&usen
gezeigt (Giebeler et al., 2014). In einer Studie zum Einfluss der phenol-soluble
modulins (engl.: Phenol-l6sliche Moduline) von S. aureus auf die Funktion von
murinen DCs zeigten Schreiner et al. jedoch eine FPR2-unabhangige Steigerung
der IL-10 Sezernierung. Zwar konnte gezeigt werden, dass PSM an den murinen
FPR2 binden, die gesteigerte IL-10 Sezernierung wurde aber bei WT-DCs und
FPR2/-DCs gleichermalien beobachtet (Schreiner et al., 2013). Inwieweit der
FPR2 bei der Regulierung der Sezernierung von II-10 eine Rolle spielt, ist also
nicht abschliel’end geklart.

Der FPR2 verfugt jedoch, als promiskuitiver Rezeptor mit mehreren Domanen
und noch mehr Liganden, auch Uber eine pro-inflammatorische Funktion.
Trotzdem konnten keine Unterschiede in der TNF- oder IL-12-Sekretion zwischen
FPR2'-- und C57BL/6-BMDCs gezeigt werden. DCs sezernieren TNF und IL-12
in Reaktion auf einen Stimulus (in diesem Fall LPS). An humanen Neutrophilen
Granulozyten wurde gezeigt, dass SAA, ein pro-inflammatorischer Ligand des
FPR2, die Sekretion von u.a. TNF induziert (Furlaneto and Campa, 2000). Der
FPR2 konnte also einen Einfluss auf die Sekretion von TNF haben,
maoglicherweise ist hierfir aber die Stimulation durch SAA ndétig, welches in
unseren Versuchen nicht verwendet wurde. Eine Stimulation von FPR2--BMDCs
durch SAA ware also ein interessanter weiterfUhrender Ansatz. Chen et al.
konnten zeigen, dass FPR27--BMDCs nach Stimulation mit LPS weniger IL-12
sezernieren (Chen et al., 2014). Dies unterstreicht die vielfaltigen Funktionen des

FPR2, konnte so in dieser Arbeit jedoch nicht reproduziert werden.

4.3 Ausblick

Diese Arbeit konnte einen Einfluss des FPR2 auf das Uberleben und die anti-
inflammatorische Funktion von Dendritischen Zellen zeigen. Der FPR2
beeinflusst hierbei die intrazellulare Menge an Bcl-2, welches schon in anderen
Studien einen Einfluss auf die Langlebigkeit von DCs gezeigt hat (s.Kap. 4.2.3.).
Der FPR2 spielt weiterhin ein Rolle in der Sezernierung des anti-
inflammatorischen Zytokin IL-10 durch BMDCs. Sowohl die IL-10 Sekretion durch
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DCs als auch deren Apoptose nehmen eine zentrale Rolle in der Verhinderung
von Autoimmuntitdt und Uberschiefenden Immunantworten ein. Trotzdem
scheint der volle Umfang des FPR2-Einflusses auf die DC-Homoostase damit
nicht ganz erfasst zu sein. Denn durch die Interaktion mit verschiedenen
Liganden und die resultierenden vielfaltigen Funktionen des FPR2, sowie die
Heterogenitat der DCs bleiben noch viele Fragen ungeklart und weitere
Untersuchungen sind erforderlich.

In den nachsten Schritten ist es wichtig zu klaren, wie genau der FPR2 auf die
Apoptose Dendritischer Zellen einwirkt. Hierzu sollte eine genaue
Expressionsanalyse von pro- und anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie
erfolgen, um deren Verhaltnis und die damit einhergehende Apoptosesensibilitat
zu ermitteln. Weiterhin sollte die Maturation von Flt3L-generierten DCs in Kultur
untersucht werden, um bessere Aussagen uber steady state DCs treffen zu

kbnnen.

5 Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DC) sind von entscheidender Relevanz fur das
Zusammenspiel von angeborenem und erworbenem Immunsystem. Hierbei wird
die Funktionalitat dieses System unter anderem durch die Homoostase des DC-
Netzwerkes gewabhrleistet, die sich auf einem schmalen Grat zwischen
Immundefizienz und Autoimmunitat bewegt. Vorarbeiten zeigten, dass sich der
promiskuitive und G-Protein-gekoppelte FPR2 auf die Anzahl Dendritischer
Zellen im lymphatischen Gewebe auswirkt. Dieser mogliche Einfluss auf die DC-
Homoostase sollte hier untersucht werden.

Hierzu wurden die Zellzahl und Verteilung von DCs, sowie ihren Subpopulationen
und Vorlaufern in Knochenmark und Milz von C57BL/6- und FPR27-M&ausen
durchflusszytometrisch analysiert. Ebenso wurde das Apoptose-Verhalten der
DCs sowie die intrazellulare Menge des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 per
Durchflusszytometrie untersucht. AulRerdem wurden in Kultur generierte
C57BL/6- und FPR27--BMDCs in Bezug auf ihre Maturation und die Sezernierung

von Zytokinen nach Stimulation mit LPS analysiert.
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Hohere DC Zahlen in der Milz von FPR27-Mausen, wie in den vorherigen
Versuchen, konnten nicht gezeigt werden, jedoch wurden veranderte prozentuale
Anteile von DC-Subpopulationen beobachtet. Die FPR27--DCs in der Milz zeigten
ein besseres Uberleben und hoéhere intrazellulare Mengen des antiapoptotischen
Proteins Bcl-2. Die FPR27-BMDCs sezernierten nach Stimulation mit LPS
signifikant geringere Konzentrationen des anti-apoptotischen Zytokins IL-10.

Der FPR2 zeigt also einen Einfluss auf die Apoptose der Dendritischen Zellen
sowie auf ihre anti-inflammatorische Funktion. Zur abschlieenden Klarung
seines Einflusses auf die DC-Homobostase sind jedoch noch weitere

Untersuchungen angezeigt.
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