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1 Einleitung

Die Bauchspeicheldriise (Pankreas) ist ein serdses Driisenorgan des menschlichen Kdrpers mit
essenziellen Funktionen im Stoffwechsel und der Verdauung. Das mit seinen circa 80 g Gewicht
retroperitoneal gelegene Pankreas ldsst sich makroanatomisch in 3 Teile gliedern: Diese sind der
in der c-formigen Schleife des Zwolffingerdarms (Duodenum) liegende Pankreaskopf (Caput)
sowie der Pankreaskdrper (Corpus) und der Pankreasschwanz (Cauda), der bis unmittelbar an den
Milzhilus im linken Oberbauch reicht.

Histologisch betrachtet, vereint das Pankreas in sich eine exokrine und eine endokrine
Driisenfunktion. Die Hauptmasse des Driisengewebes bildet dabei der exokrine Anteil, der aus den
azindren und duktalen Zellen besteht. Die Azinuszellen synthetisieren etwa 20 verschiedene
Verdauungs(pro)enzyme. Die wichtigsten dieser Enzyme sind die fiir den Kohlenhydratverdau
essenzielle Amylase, die Fette spaltende Lipase sowie die Proteasen Trypsin und Chymotrypsin.
Auf neurale (N. vagus) und hormonelle (durch Cholezystokinin) Reize hin werden die meisten
dieser Enzyme, mit Ausnahme der Amylase und Lipase, in ihren inaktiven Vorstufen als
Proenzyme (Zymogene) in das Gangsystem (Ductus pancreaticus) sezerniert und erst im
Duodenum durch Enterokinasen aktiviert. Die Enteropeptidase katalysiert dabei die proteolytische
Prozessierung von Trypsinogen in seine enzymatisch aktive Form Trypsin. Dieses wiederum stof3t
auf gleichem Wege die Aktivierungskaskaden seines eigenen Propeptids und die weiterer
Proenzyme — wie Chymotrypsinogen, Procarboxy- und Proaminopeptidasen — an.

Die duktalen Zellen sezernieren — stimuliert durch Sekretin — Natriumbikarbonat, Kationen (z.B.
Ca?"), Anionen (z.B. CI), Wasser und Muzine, die zusammen mit den aziniren Enzymen das
alkalische Pankreassekret in einem Tagesvolumen von 1,5 bis 3 Liter bilden.

Die endokrinen, hormonproduzierenden Zellen des Pankreas machen dagegen lediglich circa 2 %
der Organmasse aus. Sie liegen dicht umgeben von zahlreichen Blutkapillaren in kleinen Gruppen
— den sogenannten Langerhans-Inseln — im exokrinen Gewebsanteil verstreut. Diese Inseln
vereinigen in sich spezialisierte hormonproduzierende Zellverbidnde. Sie bestehen zu etwa
60 — 70 % aus insulinproduzierenden Zellen, den B- oder auch B-Zellen und zu 20 — 25 % setzen
sie sich aus glukagonproduzierenden Zellen, den A- oder a-Zellen, zusammen. Die {ibrigen Zellen
bilden das Somatostatin (D- oder 8-Zellen) oder das pankreatische Polypeptid (PP-Zellen). Das
Pankreas ist somit an der Funktion der Verdauungsvorginge beteiligt und maligeblich in den
Regelkreis des Glukosestoffwechsels involviert.

Es wird deutlich, dass Erkrankungen des Pankreas sowohl Storungen der Verdauung als auch eine

Dysregulation des Hormonhaushalts hervorrufen konnen. Vor allem Entziindungen des Organs
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(Pankreatitiden), aber auch Neoplasien bis hin zum Pankreaskarzinom gehdren dabei zu den
bedeutsamen Pankreaserkrankungen und konnen bei progredienten Verldufen von schweren
systemischen Komplikationen begleitet werden. Alle relevanten Erkrankungen, wie die akuten
(AP) und chronischen (CP) Pankreatitiden sowie das Pankreaskarzinom (PC), stellen dabei grof3e
therapeutische Herausforderungen dar. Das PC weist zudem noch eine sehr hohe Letalitét auf.

Die CP und das PC sind beide unabhiingig von ihrer Atiologie durch eine massive und durch
fehlregulierte Wundheilungsprozesse ausgeldoste Organfibrose charakterisiert. Eine besondere
Rolle spielt aulerdem die iiberschiissige Produktion extrazelluldrer Matrix (EZM), die aktiv an der

Krankheitsprogression beteiligt ist 2738,

1.1 Stand der Forschung

1.1.1 Pankreatitiden

Die Pankreatitis ldsst sich auf Grund klinischer und morphologischer Kriterien in eine akute und
eine chronische Verlaufsform unterteilen.

Die AP gehort mit einer Inzidenz von 13-45/100.000 zu den hdufigeren Krankheitsbildern der
Gastroenterologie. Die Sterblichkeit bei dieser Erkrankung wird je nach Schweregrad zwischen
2 % (milde, 6dematdse Pankreatitis) und 15 % (schwere, nekrotisierende Pankreatitis) angegeben.
Die grofite Gefahr liegt, wie bei einer Vielzahl internistischer Krankheitsbilder, in der Entstehung
einer unkontrollierten systemischen Inflammation (,, systemic inflammatory response syndrom “,
SIRS) und einem damit einhergehenden Multiorganversagen 122 138. 141]

Bei der Entwicklung einer AP kommt es meist zu einer ethyltoxischen priméren Schidigung des
Sekretionsapparates der azindren Zellen. Die durch den Zellschaden bedingte Freisetzung von vor
allem lipo- und proteolytisch wirksamen Pankreasenzymen kann zu einem Selbstverdau des
Organs mit Odemen, Fettgewebsnekrosen und Blutungen bis hin zur Abszessbildung fiihren. Vor
allem die freigesetzte, Kinine-spaltende Phospholipase A und das Kallikrein konnen massive
Schmerzen und eine starke Vasodilatation mit hdmodynamischer Schocksymptomatik
herbeiflihren, die wiederum einen erneuten Zellschaden des Sekretionsapparates induzieren und
somit eine AP unterhalten kann 5%,

Zu den haufigsten Ursachen einer AP zédhlen in erster Linie die Gallenwegserkrankungen
(Choledocholithiasis mit Stenose der Papilla Vateri) und der libermidfige Alkoholkonsum.
Seltenere Ursachen konnen eine Hypertriglyzeriddmie, bakterielle oder virale Infektionen (z.B.
Mumps), eine endokrinologisch bedingte Hyperkalzidmie (Hyperparathyreodismus),

Medikamente (Arabinoside, Furosemid, Metronidazol, Tetrazykline, Tamoxifen u. a.) und auch
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Traumata (z.B. Sturz auf den Fahrradlenker im Kindesalter) darstellen. Gelegentlich kénnen auch
die im Rahmen einer endoskopisch retrograden Cholangiopankreatikographie (ERCP)
durchgefiihrten Manipulationen am Organ als iatrogener Ausloser akuter (post-ERCP)
Pankreatitiden wirken. Die seltene idiopathische AP stellt nach Abklarung der aufgefiihrten

122, 146

Ursachen eine anamnestische Ausschlussdiagnose dar [ 1. Unabhiingig von ihrer Atiologie
imponieren nahezu alle Formen der AP klinisch mit plotzlich einsetzenden, schweren anhaltenden
Oberbauchschmerzen und je nach Schweregrad zudem mit Erbrechen, Fieber und Tachykardie 53,
Neben der Einteilung unter morphologischen Gesichtspunkten in eine interstitielle, ddematdse
Pankreatitis oder eine nekrotisierende Pankreatitis, erfolgt auch eine Einstufung der Pankreatitiden
nach der aktuellen Atlanta-Klassifikation. Diese beinhaltet die Unterscheidung einer leichten
akuten Pankreatitis ohne Organversagen und ohne lokale oder systemische Komplikationen von
einer mittelschweren akuten Pankreatitis mit voriibergehendem Organversagen (<48 h) oder mit
lokalen oder systemischen Komplikationen. Diese Formen konnen wiederum von einer schweren
akuten Pankreatitis mit anhaltendem (>48 h), ein oder auch mehrere Organe betreffenden,
Organversagen abgegrenzt werden. Zur Beurteilung des Organversagens konnen zusétzlich auf
Basis des modifizierten Marschall-Scores das respiratorische und kardiovaskuldre System sowie
die Nierenfunktion evaluiert werden 8],

Dariiber hinaus gibt es zahlreiche weitere Scoring-Systeme (z.B. Acute Physiology And Chronic
Health Examination (APACHE)-11-Score, Ranson-Kriterien, Bedside Index of Serverity of Acute
Pancreatitis (BISAP)-Score und CT-Severity-Index), die zur Beurteilung des Schweregrades und
der Prognose der Erkrankung herangezogen werden konnen. Zur Berechnung der Scores sind
laborchemische und vor allem bildgebende diagnostische Verfahren unerlisslich 122/,

So bildet die Abdomensonographie den essenziellen Bestandteil der initialen bildgebenden
Diagnostik von Gallensteinen. Im Gegensatz dazu sind eine CT oder MRT nicht zwingend

137 Die Pankreasenzymdiagnostik und die Bestimmung weiterer laborchemischer

notwendig [
Parameter komplettieren die Untersuchungsmethoden. Bei einer AP geniigt jedoch die
Bestimmung der Lipase im Serum, wobei die Werte meist liber dem 3-fachen der Norm liegen.
Andere aufschlussreiche Laborparameter sind u.a. das C-reaktive Protein (CrP, >15 mg/dl) und
die Laktatdehydrogenase (LDH), die bei engmaschiger Verlaufskontrolle den Verdacht auf eine
nekrotisierende Pankreatitis begriinden. Bei Obstruktion des Ductus choledochus werden
entsprechend cholestaseanzeigende Parameter (y-Glutamyltransferase (y-GT), alkalische

Phosphatase) erhoben. Beim Vorliegen oder Verdacht eines SIRS sind in kurzen Abstinden

zweimal nacheinander Sepsis-Parameter (Vitalzeichen, pCO,, Temperatur, Leukozyten-
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Konzentration, Ca?’-Konzentration 1S, Himatokrit (Hkt) u.a.) zu untersuchen, um eine
immunologisch ungiinstige Superinfektion des Organismus auszuschlieBen 3% 5% 1221,
Unbehandelte und rezidivierende APs kdnnen bei Vorliegen von Komplikationen wie bakteriell

infizierter Pseudozysten oder Risikofaktoren wie einem Alkoholabusus chronifizieren.

1.1.2 Chronische Pankreatitis

Die CP stellt eine rezidivierende, entziindlich-fibrosierende Erkrankung des Driisenparenchyms
dar. Sie ist durch den progredienten Umbau und die Einbettung des Organs in eine fibrotische
Matrix mit einem nachhaltigen Verlust der exo- und endokrinen Funktionen charakterisiert.
Weitere typische Komplikationen dieses Krankheitsbildes stellen das Vorhandensein von
Pseudozysten, Stenosen des Ductus pancreaticus und des Duodenums mit entsprechender
Malnutrition, vaskuldren Komplikationen und allen voran chronischen Schmerzen dar. Die
Erkrankung ist zudem ein Risikofaktor flir die Entstehung eines PC und erhoht das Risiko der
Krebsentstehung um das bis zu 16-fache. Das relative Risiko, als Patient mit einer CP ein
Krebsleiden zu entwickeln, liegt bei 13,1 %. Bei Patienten mit einem zusitzlichen Nikotinabusus
miissen diese Werte noch nach oben korrigiert werden 778791,

Die CP hat in Deutschland eine Inzidenz von etwa 23 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner
im Jahr und tritt damit relativ selten auf. Uberwiegend sind Minner im Alter zwischen 20 und 40
Jahren betroffen 7,

GemiB der epidemiologischen Datenlage trigt in bis zu 80 % der Krankheitsfélle ein chronischer
Alkoholabusus zur Entstehung der CP bei [%]. Statistisch gesehen erhdhen demnach Personen mit
einem téglichen Alkoholkonsum von iiber 80 g maBigeblich ihr Risiko, in den ndchsten 6 — 12
Jahren eine CP zu entwickeln. So erkranken etwa 5 % der chronisch alkoholabhéngigen Menschen
an einer CP. Weiterhin stellen ein starker Zigarettenkonsum, Infektionen durch Helicobacter
pylori sowie massives Ubergewicht pridisponierende Faktoren zur Entstehung einer CP dar (2576,
Die Fiille an Erkenntnissen flihrte zu dem Vorschlag, Patienten mit einer CP gemiR ihrer
Erkrankungsitiologie einzuteilen und eine einheitliche, vergleichbare Klassifikation zur
Beurteilung der Krankheitsverldufe zu erstellen. Auf Basis der Datenlage klinischer und
experimenteller Forschungsergebnisse wurde die M-ANNHEIM Klassifikation entwickelt. Diese
siecht eine dtiologische Einteilung der CP gemidBl multipler (M) Risikofaktoren vor und
unterscheidet die fiir die Erkrankung priddisponierenden Faktoren Alkohol (A), Nikotin (N),
nutritive Faktoren (N), heriditire Faktoren (H), Faktoren des efferenten Gangsystems (E),

immunologische Faktoren (I) und seltene metabolische Faktoren (M, miscellaneous/metabolic).

Sie integriert weiterhin alle bildgebenden Untersuchungsmethoden (US, CT, MRT/MRCP, ERCP)
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191 Liegt keine der genannten

und ermdglicht den klinischen Vergleich der Krankheitsstufen |
Ursachen vor, spricht man von einer idiopathischen CP. In dem Mafle, wie neue Erkenntnisse zur
Atiologie der CP gewonnen werden, nimmt auch der Anteil an ,,idiopatischen* Erkrankungen ab,
liegt aber immer noch bei ca. 20 % bzw. 20 — 30 % bei Fillen von rekurrenter AP 71,

Zur Rolle genetischer Faktoren in der Pathogenese der CP konnten vor allem
Genomuntersuchungen und Stammbaumanalysen genauere Erkenntnisse liefern. Schon 1952
wurde ein genetischer Hintergrund als fiir wahrscheinlich befunden, als bei der Analyse CP-
belasteter Familienstammb#iume autosomal-dominante Erbfolgen offensichtlich wurden 2%, Alle
bis heute entdeckten und mit der Entstehung einer CP in Verbindung gebrachten Gene
beeintrichtigen in bestimmter Art und Weise die Zellphysiologie azindrer und duktaler
Zellverbdnde.

Vor allem Mutationen des Gens fiir das kationische Trypsinogen (PRSS/) sind mit der Entstehung
heriditdrer Pankreatitiden assoziiert. Whitcomb et al. identifizierten 1996 neben zwei anderen
Forschergruppen (Le Bodic et al, Pandya et al) die wichtigste und bekannteste RI122H-
Genmutation. Sie fiihrt zu einem Anstieg der intrapankreatischen Aktivitdt und Stabilitidt des
Trypsins auf Grund des Wegfalls autolytisch und degradierend wirksamer Peptidstrukturen
(Arginin122 und Valin123). Folgeuntersuchungen zeigten auflerdem, dass der Effekt der R/22H-
Mutation nicht nur in einer erhohten Trypsin-Stabilitdt, sondern auch in einer erhohten Zymogen-
Stabilitdit und Autoaktivierung besteht. PRSS/-Genmutationen fithren demnach kausal zu
heriditiren Pankreatitiden 196133, 136],

Eine weitere, die CP begiinstigende Mutation, findet sich im SPINKI-Gen (vorherrschend N34 S-
Mutation). Dieses kodiert flir den Serin-Protease-Inhibitor vom Kazaltyp-1. Eine Mutation kann
zu einem Wegfall (loss-of-function-Mutation) der durch SPINK-1 vermittelten inhibitorischen
Wirkungen auf eine friihzeitige, unkontrollierte Enzymaktivierung fithren. Dadurch kann die

100, 1351 ' [ oss-of-function-Mutationen

Entwicklung und Progression einer CP begiinstigt werden [
treten weiterhin auch im PRSS2-Gen auf, das fiir das anionische Trypsinogen (zweite Isoform des
Trypsins, PRSS2) kodiert. Diese Gen-Varianten haben jedoch protektive Eigenschaften in Bezug
aufdie Entwicklung einer CP. Aberrationen der fiir Chymotrypsin C (CTRC), den calcium-sensing
receptor (CASR) und den cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
kodierenden Gene komplettieren das komplexe Zusammenspiel genetischer Risikofaktoren in der
Pathogenese einer CP [134),

Die Gesamtheit dieser Risiko- und Umweltfaktoren konnen schlielich zu ortlich und zeitlich
versetzten Parenchymuntergéingen des Organs flihren. Die entstandenen nekrotischen

Gewebeareale werden im Prozess der Defektheilung durch kollagenreiches Gewebe ersetzt und
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umgebaut. Das Abwechseln von autodigestiv induzierten Parenchymnekrosen im Pankreas und
anschlieBender Vernarbung des Organs durch Wundheilungsprozesse ldsst sich nach Kloppel et
al. als ,Nekrose-Fibrose-Sequenz‘ bezeichnen. Sie geht mit einem fortschreitenden Untergang des
exo- und endokrinen Pankreasgewebes einher und fithrt somit zum Funktionsverlust der
Bauchspeicheldriise bzw. zur Pankreasinsuffizienz. Im klinischen Verlauf sind daher
Verdauungsstorungen (exokrin) und eine diabetogene Stoffwechsellage (endokrin) obligat [68],
Unterhalten wird dieser Pathomechanismus durch eine Vielzahl humoraler und zelluldrer
Faktoren.

In der Bauchspeicheldriise vorkommende, Vitamin-A speichernde pankreatische Sternzellen
(PSZ) konnten auf zelluldrer Ebene als Hauptverantwortliche der Bindegewebsproduktion
ausgemacht werden. Sie befinden sich zusammen mit Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile),
Monozyten und Makrophagen in einer fiir die CP charakteristischen fibrotischen Matrix 7). Das
dort vorherrschende Mikro-Milieu wird durch pro- und anti-inflammatorische Zytokine
(Interleukin(IL-)1, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, IL-33, und Tumornekrosefaktor(TNF-)a)
mitbestimmt. Es begiinstigt ebenfalls durch die Induktion profibrotischer Prozesse in den
Stromazellen die Pathogenese der CP. Die weitere Aktivierung der PSZ und die Aufrechterhaltung
der EZM-Produktion werden wahrscheinlich durch die humoralen Faktoren des Mikromilieus

mitbestimmt. Dies ldsst die Vermutung zu, dass autokrine Regelmechanismen der PSZs existieren
[58, 145]

Seit kurzem wird neben den erwédhnten Mechanismen zur Entstehung einer CP auch eine
chronische Inflammation des Organs mit einer autoimmunen Atiologie in Betracht gezogen. Auf

diese fiir die eigenen Arbeiten relevante Sonderform der CP geht der folgende Abschnitt niher ein.

1.1.3 Autoimmune Pankreatitis (AIP)

1.1.3.1 Eine eigene Entitiit, die es zu unterscheiden gilt

1961 erfolgte eine erste Beschreibung einer idiopathisch chronisch inflammatorischen
Sklerosierung des Organs durch Sarles ef al. Drei Jahrzehnte spiter wurde 1991 durch Kawaguchi
et al. eine lymphoplasmatisch sklerosierende Pankreatitis beschrieben. Erst 1995 verwendeten
Yoshida ef al. in Japan den Terminus einer autoimmunen Pankreatitis (AIP) zur Beschreibung
einer neu entdeckten Form der CP [67- 108, 144]

Die AIP stellt eine eigenstindige Form chronischer Pankreatitiden dar. Das klinische
Erscheinungsbild sowie die Auffilligkeiten in der Bildgebung dhneln jedoch oft denen von

malignen pankreatischen Prozessen. Es bestehen Schwierigkeiten in der Abgrenzung und
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Unterscheidung des Krankheitsbildes einer AIP von einer CP anderer Genese und vor allem von
einem PC — wobei selbst eine pradoperative Diagnose einer AIP eine Co-Existenz eines PC nicht
ausschlieBen kann 175,

Unterschiede bestehen in der Wirksamkeit einer Pharmakotherapie. Die wirksame Therapieoption
zur Behandlung einer AIP stellen Steroide dar. Diese sind bei anderen Formen chronischer
Pankreatitiden nicht wirksam und kénnen beim PC auf Grund ihrer immunmodulatorischen
Wirkungen sogar zu einer Diagnoseverschleppung flihren. Trotz der adidquaten konservativ
medikamentds gefiihrten Kortikosteroidtherapie und einigen Studien, herrscht bis dato kein
wissenschaftlicher Konsens zur Therapiedauer und dem Langzeittherapieerfolg 3!, Es treten
vereinzelt Rezidive auf und die Patienten haben dariiber hinaus mit den bekannten

831 Die Erforschung der

Nebenwirkungen einer Glukokortikoid-Langzeittherapie zu kidmpfen !
Erkrankung mit dem Ziel der Verbesserung diagnostischer Kriterien zur Sicherung einer AIP und
dem Ausschluss eines Malignititsverdachts ist angezeigt. Eine verbesserte Diagnostik ist auch
aufgrund der therapeutischen Konsequenzen fiir den einzelnen individuellen Patienten
erforderlich.

Es miissen am besten schon a priori vergleichbare, validierte und allgemein anwendbare
Untersuchungskriterien geschaffen werden, die eine statistisch wahrscheinliche Diagnose und

Abgrenzung der AIP ermoglichen. Ein Therapieversuch als Methode der Diagnosesicherung

wiirde dann entbehrlich sein.

1.1.3.2 Pathologie und Subtypen

Zur genaueren Charakterisierung und Diagnose einer AIP wurden daher weltweit verschiedene
Scoring-Systeme entwickelt und herangezogen. In den USA zum Beispiel definierten Chari ef al.
2006 die HISORt-Kriterien, die eine Adaptation der bis dato existierenden Kriterien der "Japanese
Pancreas Society” (PJS) darstellen 8. Die HISORt-Kriterien beinhalten die umfangreiche
Histologie (H), eine charakteristische Bildgebung (I), eine ausfiihrliche IgG4-Serologie (S), das
Ausmal} der Beteiligung anderer Organe (O) sowie die fiir eine AIP typische Glukokortikoid-
Therapieempfindlichkeit (Rt) zur Charakterisierung der Erkrankung % 621 Die Histologie stellt
dabei den diagnostischen "Goldstandard" der AIP dar.

In den letzten Jahren flihrte die zunehmende Erforschung der AIP zu einem néheren Verstdndnis
dieser Erkrankung mit ihrer komplexen Pathogenese, den genetischen Pradispositionen sowie
moglichen extrapankreatischen Manifestationen. Basierend auf neueren histologischen und
pathogenetischen Untersuchungen wird die AIP in 2 Subtypen unterteilt. Dem tragen auch die

2010 von einer internationalen Expertengruppe formulierten "international consensus diagnostic
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criteria” (ICDC) zur Diagnose der AIP Rechnung 6% 1951121 Dje AIP vom Subtyp 1 tritt dabei
zum einen als isoliertes Krankheitsgeschehen des Driisenapparates auf, kann aber zum anderen
auch assoziiert als Teil einer systemischen Erkrankung mit hohen Anteilen an IgGa-
produzierenden Plasmazellen imponieren. Nicht selten sind bei dieser zuletzt genannten Form
auch andere Organsysteme wie das Speicheldriisengewebe, mit Symptomen dhnlich eines Sjogren
Syndroms, die Nieren oder auch die Gallenwege mit Strikturen der extra- und intrahepatischen
Ausflihrungsginge involviert [61: 102 117],

Die AIP Typ 1 wird den IgGy-related disease (IRDs) zugeordnet, die sich typischerweise in einer
massiven periduktalen lymphoplasmazytiren Infiltration mit einem hohen Anteil IgGs-positiver
Plasmazellen, einer starken storiformen Fibrose und obliterativen Phlebitiden manifestiert 7).
Das Krankheitsbild wurde deshalb auch als lymphoplasmazytdre sklerosierende Pankreatitis
(LPSP) bezeichnet. Die 1gG4 produzierenden Plasmazellen sind auch hier wiederum in eine
fibrotische Matrix eingebettet, die von aktivierten PSZ synthetisiert und unterhalten wird [27-%%],
Die zweite Form der AIP wird als idiopathische dukt-zentrische Pankreatitis (IDCP, AIP Typ 2)
bezeichnet. Histologisch finden sich charakteristische duktale granulozytére epitheliale Lasionen
(GEL), die mit einer Destruktion des Gangsystems und gelegentlich auch mit Mikroabzessen
einhergehen konnen. Die IDCP ist im Gegensatz zur LPSP durch eine neutrophile Infiltration des
Epitheliums des Ductus pancreaticus charakterisiert, wobei das gleichzeitige Vorliegen von 1gGs-

positiven Plasmazellinfiltrationen ungewdhnlich ist 44 8%,

1.1.3.3 Epidemiologie

Das noch relativ junge Konzept der Existenz einer AIP als eigene Entitét spiegelt sich auch in der
epidemiologischen Datenlage wider. Derzeit existieren weltweit nur wenige Studien zur genauen
Privalenz und Inzidenz dieser Erkrankung. Fest steht jedoch, dass die AIP ein seltenes
Erkrankungsbild darstellt. Eine zunehmende Inzidenz scheint wahrscheinlich, wird jedoch durch
den Anteil der nun steigenden Diagnosemdglichkeiten mitbeeinflusst.

Valide Daten liegen in erster Linie fiir Japan vor. In einer landesweit durch das "Research
Commitee of Intractable Pancreatic Diseases” (RCIPD) durchgefiihrten Studie wurde eine
Préavalenz der AIP von 0,9/100.000 erhoben. Eine zweite, 2006 durchgefiihrte Studie erbrachte
unter Anwendung der bereits erwdhnten neuen Diagnosekriterien eine Pravalenz von 2,2/100.000.
Das Erkrankungsalter der AIP-Patienten lag dabei statistisch gesehen in der siebten Dekade, wobei
zugleich 95 % aller Patienten das 45. Lebensjahr {iberschritten hatten [6338],

Fiir Deutschland existieren aktuelle Daten zur Pravalenz und Inzidenz der Erkrankung lediglich

fiir Einwohner im Siidwesten der Republik. Die Gruppe um Schneider et al. beschrieb bei
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Patienten mit einer nicht-alkoholbedingten Pankreatitis eine Pravalenz der AIP von ca. 9 %. Bei
Patienten mit Alkohol-bedingten Pankreatitiden konnte eine AIP nicht beobachtet werden. Die
Inzidenz der AIP wird anhand der Daten auf weniger als eine Neuerkrankung pro 100.000

Einwohner und Jahr geschitzt 1191,

1.1.3.4 Pathophysiologie — Zusammenspiel zelluléirer und humoraler Faktoren

Sowohl die Pathogenese als auch die Pathophysiologie der AIP wurden im Detail noch nicht
vollstdndig verstanden. Als wahrscheinlich gelten die Beteiligung krankheitsspezifischer oder mit
der AIP assoziierter Antigene sowie Fehlfunktionen des angeborenen oder erworbenen humoralen
und zelluliren Immunsystems 1:94: 101,

Kawa et al. fiilhrten zuerst die Anfilligkeit japanischer Patienten, an einer AIP zu erkranken, auf
die Expression von Klasse-II-Haupthistokompatibilititskomplexen (Major Histocompatibility
Complex, MHC) zuriick (speziell HLA(Human Leukocyte Antigen)-DRB1*0405 — DQB1*0401)
[66]  Etwas spéter konnten Umemura et al. zeigen, dass die Serum-IgGsi-Konzentrationen
japanischer Patienten mit einer AIP signifikant positiv mit der Anzahl auf B-Lymphozyten
exprimierten Fc-receptor like 3 (FCRL3) Molekiilen korrelieren. FCRL3 wird auch in erhdhtem
MaBe auf B-Lymphozyten von Patienten mit anderen autoimmunen Erkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis (RA), autoimmunen Formen von Schilddriisenerkrankungen und dem SLE
nachgewiesen. Dieselbe Korrelation mit den Immunglobulin-Konzentrationen konnte auch fiir das
auf CD(cluster of differentiation)4” und CD8" T-Lymphozyten exprimierte cytotoxic T lymphocyte

1241251 2011 untersuchten Ota et al. die Assoziation

antigen 4 (CTLA-4) nachgewiesen werden !
der AIP mit single nucleotide polymorphisms (SNPs) und traten den Beweis an, dass ein
Polymorphismus im KCNA3 (Potassium voltage-gated channel, member 3)-Gen mit dieser
Erkrankung vergesellschaftet ist ). Auch Gen-Varianten des CFTR, der schon in der Pathogenese
anderer chronischer Pankreatitiden eine Rolle spielt, sollen mit der Entstehung der AIP assoziiert

sein [17-%6],

1.1.3.4.1 Potenzielle humorale Faktoren

Von Seiten des humoralen Immunsystems trigt die Bildung von Autoantikérpern durch
Plasmazellen zur Pathogenese bei. Als pathohistologisches Korrelat finden sich die bereits
erwdhnten zahlreichen Plasmazell-Infiltrate. AIP-assoziierte Autoantikdrper sind unter anderem
gegen Lactoferrin (LF), die Carboanhydrase (CA) II und IV, den pancreatic secretory trypsin

3, 5,87

inhibitor (PSTI) sowie gegen das Plasminogen-bindende Protein (PBP) gerichtet | . Im
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Zusammenhang mit dem zuletzt genannten PBP konnten durch Frulloni et al. Homologien
zwischen humanen und bakteriellen Proteinsequenzen aufgezeigt werden, die zu einer
Autoimmunitdt via AntikOrper gegen die bakterielle Form beitragen konnten. Die Gruppe
detektierte beim Screening der Blutproben von AIP-Patienten unter anderem die Peptide AIP1.7,
die Homologien zum PBP von Helicobacter pylori aufwiesen. Des Weiteren sollen auch
Sequenzhomologien mit der humanen E3 Ubiquitin-Protein Ligase (UBR2) bestehen, die vermehrt
in den Azinuszellen exprimiert wird. Dies konnte wiederum die Azini als mogliche Targets der
Autoimmunitit identifizieren B%. Hinzu kommt, dass die hohen Serum-Konzentrationen des IgGa
die Beteiligung einer humoralen Immunantwort nahelegen, auch wenn dessen Rolle in der
Pathogenese bei weitem noch nicht geklirt werden konnte und zurzeit kontrovers diskutiert wird.
Zumindest ist eine Beteiligung bei anderen Autoimmunerkrankungen wie dem Pemphigus

foliaceus und einigen Fiillen membrandser Glomerulonephritiden beschrieben worden [%24:128,130],

1.1.3.4.2 Potenzielle zellulire Faktoren — und die Rolle dendritischer Zellen (DCs) in der

(Auto-)Immunitdt

Der Beitrag zelluldrer Immunreaktionen zur Autoimmunitit und Pathogenese der AIP wird
hingegen besser verstanden. Das Vorhandensein von CD4" und CD8" T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten sowie die Expression von HLA-DR-Antigenen im Pankreasgewebe gelten als
akzeptiert und stiitzen die These immunologischer zellulédrer Mechanismen in der Entstehung und
Unterhaltung einer AIP *.. Die potenzielle Rolle und der Einfluss dendritischer Zellen (DCs) als
essenzielle Mediatoren zwischen humoralen und zelluldren Immunantworten blieben bis dato bei
der Betrachtung der Entstehung einer AIP nahezu unbeachtet.

Seit ihrer ersten Beschreibung im Jahre 1973 durch den kanadischen Immunologen Ralph M.
Steinman wird DCs eine wichtige Rolle in der Initiation, Adaptation und Regulation von
Immunantworten zugeschrieben. Diese Relevanz spiegelt sich auch in der Vergabe des
Nobelpreises 2011 fiir Physiologie oder Medizin an Steinman zur Entdeckung der DCs und ihrer
Rolle in der adaptiven Immunitit wider 3],

DCs fungieren als spezialisierte ,,Wachterzellen* des angeborenen Immunsystems als Bindeglied
zwischen dem adaptiven humoralen und zelluldren Immunsystem. Sie schreiten dabei nicht aktiv
in zelluldr vermittelte Abwehrreaktionen ein. Vielmehr erkennen und binden sie als Antigen-
prasentierende Zellen (APZs) potenzielle Pathogene mithilfe so genannter Mustererkennungs-
rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs), zu denen auch die toll-like receptors (TLRs)
gezdhlt werden. Nach der Inkorporation (Phagozytose) eines gebundenen potenziellen

Antigen/Antigen-Rezeptor-Komplexes, wird dieser innerhalb der Zelle neu prozessiert und in

10
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Form von Fragmenten bzw. Antigenstrukturen via MHC-Komplexen auf der Zelloberfldche
présentiert. Die Antigen-Prozessierung fiihrt auch bei den DCs zu phédnotypischen Verédnderungen
und einer Zellreifung. Ausgereifte DCs exprimieren eine Vielzahl von MHC- und
kostimulatorischen Molekiilen wie CD40, CD80 und CD86 72!, Auch CD83 wird spezifisch von
reifen DCs exprimiert und scheint fiir die Zellfunktion und Vermittlung immunologischer
Abwehrreaktionen von Bedeutung zu sein. Eine Herabregulation dieses Oberflaichenmarkers wird
bei Infektionen mit dem Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) und dem Humanen Zytomegalie Virus
(HCMV) beobachtet 47481,

Erst einmal aktiviert, beginnen reife DCs in T-Zell-reiche sekundéir lymphatische Organe
(vorrangig Lymphkoten) zu migrieren, um Antigen-spezifischen T-Zellen ihre prozessierten
Antigen-Fragmente présentieren zu konnen. DCs beginnen in diesem Aktivierungszustand auch
pro-inflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel IL-12, zu sezernieren. Sie initiieren und bahnen
damit die T-Zell-Differenzierung hin zu Effektorzellen (Tul) und aktivieren dariiber hinaus eine

6] Dafiir sind auf molekularer Ebene

Reihe weiterer Typen immunologisch wirksamer Zellen [
zundchst 2 Hauptsignale notig: Das erste Signal besteht in der DC-T-Zell-Interaktion via des T-
Zell-Rezeptors (TCR) mit den MHC-Molekiilen von DCs (CD8" T-Zellen binden an MHC-I;
CD4" T-Zellen an MHC-II). Eine Bindung der kostimulatorischen Molekiile CD80/86 (B7-
Komplex) auf den DCs mit dem T-Zell-seitigen CD28 stellt das zweite essenzielle Signal dar. Nur
T-Zellen, die beide Signale und Interaktionen durchlaufen haben, reifen zu aktivierten Effektor-T-
Zellen heran 35381,

Humane DCs gehen aus CD34" Stammzellen (HSC bzw. HSZ) hervor und kénnen in drei
Subtypen unterteilt werden. Die einzelnen Subpopulationen entwickeln sich unter der strengen
Kontrolle eines spezifischen Repertoires und Zusammenspiels von Transkriptionsfaktoren, die
schlussendlich mit der Expression des Interferon Regulatory Factor (IRF) 4 und 8 korrelieren 41
38, 46 Dies fiihrte unter anderem zur Einteilung der Zellen in pDCs und zweier Typen
konventioneller/myeloider DCs — cDC1 und ¢DC2. Hierbei definieren sich die humanen ¢DCs vor
allem durch die Expression von CD141 (Thrombomodulin) und CDIc 48], Die DC-Subtypen
werden weiterhin strikt von DCs monozytirer Vorlduferzellen (Mo-DC) und Makrophagen-
Populationen (Mo-Mac) von primitiven myeloiden Progenitorzellen (CMP bzw. MPZ)
unterschieden. Die folgende Abbildung 1 gibt einen Uberblick bzgl. der Differenzierung und
Ontologie humaner DCs und sollen dazu beitragen, die in dieser Arbeit untersuchten Zellen

weitesgehend einzuordnen.

11
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Abbildung 1. A: Ontologie humaner DCs. Aus CD34" hamatopoetischen Stammzellen (HSZs/HSCs) hervorgegan-
gene myeloide (CMPs/MPZs) sowie multipotente lymphoide (MLPs) Progenitorzellen besitzen das Potenzial DCs zu
generieren. CMPs rufen Makrophagen- und DC-Progenitorzellen (MDPs) hervor, die weiter hin zu gemeinsamen DC-
Vorlauferzellen (CDP) differenzieren. CDPs wiedrum rufen pDCs und zirkulierende pra-DCs hervor, die aus dem
Knochenmark in die Blutbahn entlassen werden und in der Peripherie hin zu ¢cDC1s und ¢DC2s differenzieren.

(Mit freundlicher zur Verfligungstellung des Elsevier Verlags mit der Creative Commons Attribution License (CC
BY) aus Cell Reports, Juli 2017)

B: Klassifikation humaner DCs anhand ihrer relativen IRF4- und IRF8-Expression. Die Abbildung zeigt den
Ursprung der DC-, Monozyten- und Makrophagen-Klassifikation. Die unterschiedliche Zelldifferenzierung kann
durch die relative Expression von Interferon Regulatory Factor (IRF) 4 und 8 erklért werden. Monozyten exprimieren
selbst nur wenig bis gar kein IRF4 oder IRFS, kénnen jedoch induziert hin zu Mo-DCs differenzieren. Aus Monozyten
hervorgegangene Makrophagen (Mo-Mac) unterscheiden sich ebenfalls in ihrer Ontologie von langlebigen
gewebestindigen Makrophagen (Histiozyten), die wiederum aus frithen myeloiden Progenitorzellen (CMP/MPZ)
hervorgegangen sind. ¢cDCls sind stark positiv fiir IRF8 (+) und negativ fiir IRF4 (-). cDC2s exprimieren lediglich nur
wenig IRF4 (+). pDCs hingegen exprimieren beide der Transkriptionsfaktoren in hohem MaB (++).

12



In vitro Studien zur Rolle dendritischer Zellen im MRL/MpJ-Mausmodell der chronischen Pankreatitis - Einleitung

DCs spielen eine essenzielle Rolle im immunologischen Gleichgewicht und bei der Ausiibung
immunologischer Toleranz gegeniiber Organismus-eigenen Antigenstrukturen. Sie kdnnen via
TGF-B und Retinoinsdurederivate T-regulatorische Zellen (Tregs) induzieren sowie deren
Proliferation und Uberleben durch die Expression und Interaktion kostimulatorischer Molekiile
(CD80/86) begiinstigen 1% 1421 Eg ist verstéindlich, dass Fehlentwicklungen und Fehlfunktionen
in der Zellphysiologie der DCs Auswirkungen auf die Immunantworten und die immunologische
Toleranz besitzen. Autoimmunitdt kann demnach eng mit den Dendriten-Funktionen
vergesellschaftet sein. So ist auch bei der Pathogenese der AIP, dem Sjogren-Syndrom und
weiterer Autoimmunerkrankungen eine Beteiligung von dysfunktionalen Dendriten denkbar 3,
2011 identifizierten Asghari et al. bei der Untersuchung untereinander gekreuzter Mausarten
mehrere quantitative trait loci (QTLs) der AIP, also Abschnitte von Chromosomen, die einen
Einfluss auf die Auspridgung dieser Erkrankung haben. Die Forscher fanden dabei potenzielle
Risikogene der AIP, darunter auch solche mit Funktionen in den DCs !¢, Zwei dieser QTLs waren
von groflem Interesse flir diese Arbeit, da sie eng im Zusammenhang mit der Zellphysiologie und
den Zellfunktionen von DCs stehen. Dies waren zum einen der C-type lectin domain family 4
member a2 (Clec4a2?) und zum anderen der triggering receptor expressed on myeloid cells
(TREM?2). Clec4a? wird unter anderem auch als dendritic cell immunoreceptor (DCIR)
bezeichnet, und gehort zur Familie der Kohlenhydrat-bindenden Lektine. Sie sind im weiteren
Sinne PPRs und damit immunologisch wichtige Proteinstrukturen, die ihrer Aufgabe als
Zuckersequenz-bindende  Antigen-Rezeptoren  nachkommen und die  Aktivierung
immunkompetenter Zellen unterstiitzen. Clec4a2 wird hauptsichlich auf DCs exprimiert 12!, In
Analogie dazu kann Studien zufolge bei DCIR-defizienten Méusen eine Inhibierung der DC-
Expansion und DC-Aktivierung beobachtet werden 3% 1211,

TREM? wird auf myeloiden Zellen und damit auch auf mDCs exprimiert. Es ist ein
immunmodulierender Rezeptor mit einer zentralen Rolle fiir die Aktivierung und das Uberleben

myeloider Zellen [,

Die Meinungen iiber die Rolle von TREM?2 beziiglich eines
Inflammationsgeschehens gehen zurzeit noch weit auseinander *!. In experimentellen Versuchen
zur Darmwandschddigung infiltrierten 7REM2-exprimierende Makrophagen verstirkt die
Wundareale, inhibierten die Expression pro-inflammatorischer Zytokine und unterstiitzten
zugleich die Expression der Tu2-Zytokine IL-4 und -13. Andererseits konnte in Studien zur
chemischen Schidigung bei entziindlichen abdominellen Erkrankungen ein durch TREM?2
vermittelter pro-inflammatorischer Phénotyp der APZs ausgemacht werden, der im Endeffekt den

Wundheilungsprozess sogar behinderte 211,

13
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Als weitere mogliche Risikogene der AIP wurden in dieser Arbeit zusitzlich cytohesin 1
interacting protein (Cytip) sowie der UDP-N-acetyl-o-d-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 5 (Galnt5) untersucht. Cytip wird schwach auf NK-Zellen
exprimiert und spielt eine Rolle bei der Zelladhdsion und Interaktion von DCs und T-Zellen. Es
ist ein Guanin Nukleotid-Austausch Protein und moduliert die Aktivierung von Adenosyl-
Ribosylierungs-Faktoren (ARFs) 31, Galnt5 wird hingegen mit der Progression maligner Tumore
in Verbindung gebracht und zumindest bei einigen Tumorentitdten als prognostisch relevanter
Verlaufsmarker angesehen [/,

2015 konnten Arai et al. im Mausmodell eine Beteiligung von plasmazytoiden DCs (pDCs) bei
der Entstehung und Unterhaltung einer IgGs vergesellschafteten AIP herausarbeiten. Bei ihren
Untersuchungen konnten sie beobachten, dass die Aktivierung und Kumulation von pDCs sowie
das von ihnen sezernierte IFN-a eine mafgebliche Rolle bei der Entstehung der murinen AIP
spielen. Sie nahmen weiter an, dass diese molekularen Mechanismen in Relation zur 1gGa-
Produktion ebenfalls mitursdchlich fiir eine Entstehung der Erkrankung beim Menschen sind. Die
gleiche Gruppe untersuchte in einer weiteren Studie die Beteiligung von pDCs bei dem
chronischen fibro-inflammatorischen Umbau des Pankreasgewebes im Rahmen einer AIP. Die
Forscher beobachteten, dass die Gewebereaktion von der Anwesenheit des IFN-a und des 1L-33

abhéngig ist, welche wiederum von pDCs produziert werden 4 132,

1.1.3.4.3 Der MRL/MpJ-Mausstamm als geeignetes Mausmodell

Asghari ef al., Arai et al. sowie Watanabe et al. nutzten bei ihren Untersuchungen zur AIP den
MRL/MpJ-Mausstamm. Diese Méuse bilden spontan — obwohl sie als Kontrollstamm des Fas-
mutierten Stammes MRL/MpJ-Fas”" iiber das normale Fas-Gen verfiigen — im Laufe ihres Lebens
autoimmune Erkrankungen aus 7). Die Symptome dieser Autoimmunkrankheiten manifestieren
sich vor allem im hoheren Lebensalter der Miuse. Neben Erkrankungen wie dem Systemischen
Lupus Erythematosus (SLE) und dem Sjégren Syndrom, entwickeln Mause dieses Stammes auch
eine mit diesen Erkrankungen vergesellschaftete AIP %21 Auffallend sind dabei alters- und
geschlechtsspezifische Eigenarten, da sich die Erkrankung tendenziell bei weiblichen Tieren
fortgeschrittenen Alters (etwa zwischen der 34. und 38. Lebenswoche) mit einer Inzidenz von
74 % manifestiert (4. Das Auftreten muriner AIPs ist hierbei maBgeblich durch das Ausmal
fehlerhafter Immunantworten sowie mikrozirkulatorischen Stérungen determiniert 4],

Experimentell ldsst sich eine AIP in MRL/MpJ-Midusen durch die Applikation von
Polyinosin: Polycytidyl-Sdure (Poly 1:C) und Interferon-gamma (IFNy) induzieren bzw. verstiarken

[28,104] poly I:C ist ein synthetisch generiertes doppelstringiges Ribonukleotid-Analogon, welches
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die Struktur viraler RNA nachahmt. Es nimmt unter anderem die Rolle als Ligand fiir den to/l-
like-receptor-3 (TLR3) ein, aktiviert in diesem Zusammenhang APZs und kann dariiber hinaus
immunmodulierend in Richtung einer Tu2-Zell Antwort wirksam sein . Fest steht, dass
MRL/MpJ Miuse mit einer Poly I:C induzierten autoimmunen Pankreatitis frither und schwerer
erkranken als Tiere des gleichen Stammes mit einer spontan einsetzenden Erkrankung 11104,
Als genetischer Defekt fillt bei diesen Miusen eine spontane Mutation im /L2™-Allel auf, welches
fiir die Auspriagung eines Teils der Bindungsseite des Interleukin-2-Rezeptors verantwortlich ist.
Die resultierende hypoaktive Variante des IL2-Rezeptors und die assoziierte Abnahme der T-Zell-
Aktivierung tragen maBgeblich zu der Minderung der Apoptose von Immunzellen in autoimmun
anfilligen MRL/MpJ-Miusen bei 1),

Die MRL/MplJ-Maiuse bildeten auch in dieser Arbeit den AIP-suszeptiblen Stamm und wurden zur

Untersuchung grundlegender Prozesse dieser Erkrankung verwendet.

1.1.3.5 Aktuelles Konzept der Erkrankung — DCs und Tregs

Auch das aktuelle Konzept der AIP beriicksichtigt die Dendritenfunktionen und die Rolle dieser
Zellen in der Pathogenese und Unterhaltung der Erkrankung und fiigt diese in einen groBeren
Kontext ein. Wichtig ist hierbei unter anderem die Interaktion der DCs mit T-regulatorischen
Zellen (Tregs), welche einen groBen Einfluss auf die (Auto-)Immunitit besitzt [193123],

Tregs (CD4"'CD25") besitzen vorwiegend inhibitorische Wirkungen auf die T-Zell-vermittelten
Immunantworten. Diese Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor forkhead box P3 (FOXP3),
der eine Schliisselrolle im Immunsystem spielt und unverzichtbar fiir die Aufrechterhaltung der
immunologischen Selbsttoleranz und Homdostase ist Y. Eine Dysfunktion von FOXP3 wird bei
einer Vielzahl autoimmuner Erkrankungen, Immunopathologien und Allergien beobachtet und
steht mit diesen im direkten kausalen Zusammenhang B4, FOXP3*CD4*CD25" Tregs konnen die
Aktivierung und Proliferation von Effektor-Immunzellen wie CD4" und CD8" T-Zellen,

[107] Diese

natiirlichen Killerzellen (NK), B-Zellen und APZs in vitro und in vivo supprimieren
einzigartige Fihigkeit 1dsst FOXP3" Tregs komplexe Immunantworten und damit die Entstehung
autoimmuner Erkrankungen, Immunopathologien und Allergien kontrollieren.

Die Entwicklung und Differenzierung von Tregs erfolgt ausgehend von in der Peripherie
aktivierten CD45RA" naiven T-Zellen hin zu konventionellen und regulatorischen Unterformen.
Konventionelle Tregs differenzieren sich weiter zu memory-Tregs, die erneut reaktiviert werden
konnen. Sie triggern die Organfibrose und sind in der Lage, B-Lymphozyten durch die Sekretion

von IL-10 zu aktivieren. Die B-Zellantworten und die hohen IgGs-Konzentrationen werden bei

Patienten mit einer 1gG4-bedingten AIP zudem durch die Aktivierung von Nucleotide-binding
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oligomerization domain-containing protein(NOD)-2 und TLR auf Monozyten und basophilen
Granulozyten gefordert. Die Signalwege miinden in einer Hochregulation von B-cell activating
factor (BAFF) und IL-13 31, Das Resultat ist eine massive Steigerung der IgGs-Produktion.
CD45RA" naive T-Zellen differenzieren auch in CD45RA™ Effektor-Tregs. Diese Zelluntergruppe
ist sehr heterogen, was die Expression des inducible T-cell costimulatory molecule (ICOS)
anbelangt. Dieses gehort zur CD28- und CTLA-4-Rezeptor-Familie und spielt eine entscheidende
Rolle im T-Zell-signaling, bei Immunantworten und der Zellproliferation. Im peripheren Blut
konnten zwei funktionell unterschiedliche ICOS" und ICOS-Unterarten der Effektor-Tregs
ausgemacht werden. ICOS™ wie auch ICOS™ Effektor-Tregs produzieren dabei immunsuppressive
Zytokine wie IL-10 bzw. TGF-B 7). Entscheidend ist, dass das Wachstum IL-10-produzierender
Tregs maB3geblich von der Expression eines Liganden flir ICOS durch DCs abhingt. Eine Blockade
des ICOS/ICOS-Ligand-signalings verhindert entsprechend das Wachstum dieser Zellen 2. DCs
besitzen damit einen hohen Stellenwert in der Proliferation ICOS* und ICOS™ Effektor-Tregs und
stellen ein essenzielles Bindeglied in der Modulation von (Auto-)Immunantworten dar. Wahrend
aktivierte pDCs vornehmlich die Proliferation ICOS™ Tregs durch den ICOS-Ligand unterstiitzen,
fordern aus monozytidren Vorstufen differenzierte mDCs eher die Proliferation von autologen
ICOS™ Tregs durch den B7-Signalweg 37,

Im Falle einer AIP ist die Anzahl zirkulierender CD45RA" Tregs in Analogie zu einer erhdhten
CTLA-4-Konzentration signifikant erniedrigt 34, Weitere flusszytometrische Untersuchungen
belegen eine signifikant erhdhte Anzahl ICOS'IL-10" Tregs im peripheren Blut von AIP-Patienten
(7], Die Untersuchungen konnten auch ein Repertoire aus drei verschiedenen DC-Typen
nachweisen. Es handelt sich um HLA-DR'CD11¢" mDCs, HLA-DR'CDI11¢” pDCs und HLA-
DR'CD11¢'CD123" pDCs. Die Wechselwirkungen unter Tregs und DCs bei einer AIP sind dabei
noch nicht vollig verstanden worden und bediirfen weiterer intensiver molekularer Beforschung.
Aus dieser Fiille an Erkenntnissen entwickelten Okazaki et al. ein hypothetisches Konzept zur
Pathogenese der AIP, welches die Beteiligung und die Wechselwirkungen des angeborenen und
erworbenen humoralen und zelluliren Immunsystems mit einbezieht % ®3). Die Abbildung
illustriert die inhaltlichen zwei Hauptpfeiler ,,Induktion und , Progression der Uberlegungen zur
Entstehung einer AIP. Die Basis des Konzepts bilden vor allem die Fehlfunktionen des zelluldren

Immunsystems mit einer erniedrigten Aktivitdt und Anzahl von Tregs dar (s. f. S. Abb. 2).
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Abbildung 2: Hypothetische Pathogenese der autoimmunen Pankreatitis (AIP) und IgG4-bedingter
Erkrankungen. Hinsichtlich der zentralen immunologischen Toleranz supprimieren naive und natiirliche Tregs
normalerweise Thymus-eigene autoreaktive CD4" und CDS8' Zellen. Im Falle von IgG4-vergesellschafteten
Erkrankungen — zu denen auch die AIP zihlt — treten biphasische Mechanismen von ,.Induktion® und ,,Progression®
in Kraft. Die initiale Immunantwort gegeniiber Selbst-Antigenen (wie bereits erwahnt LF, CA-II und -1V, PSTIL.
Amylase-a, und PBP) konnte durch eine verminderte Anzahl naiver Tregs bedingt sein (,,Induktion®). Eine verstérkte
Tu2-Immunantwort, im Anschluss an eine zunéchst Tyl-Zell-vermittelte Immunantwort mit der Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine (IFN-y, IL-1, IL-2 und TNF-a), wire die Folge. Diese Tu2-Zell-typische Immunantwort
konnte mit der Unterstiitzung der B-Zell-Funktionen und der Produktion von Immunglobulinen (IgG4) und Auto-
antikorpern in die Pathogenese und Pathophysiologie der AIP involviert sein und diese unterhalten (,,Progression®).
Die IgG4-Konzentrationen und die Organfibrose konnen durch erhohte IL-10- und TGF-B-Konzentrationen
beeinflusst sein, die entsprechend von induzierbaren memory-Tregs sezerniert werden. Andererseits erhoht aber auch
die Aktivierung von NOD-oder foll-like-Rezeptoren auf Monozyten und Basophilen die IgG4-Konzentration via einer
Expressionssteigerung von BAFF und IL-13. Der Einfluss und die Beteiligung von Antigen-priasentierenden DCs auf

die beschriebenen Mechanismen der ,,Induktion* und ,,Progression® gelten als wahrscheinlich.

(Mit freundlicher zur Verfliigungstellung des Elsevier Verlags mit der Creative Commons Attribution-

NonCommercial-No Derivates License (CC BY NC ND) aus dem Journal of Hepatology, September 2015)
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1.2 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, das Verstidndnis der Pathogenese einer AIP weiter zu vertiefen.
Speziell sollte dabei durch in vitro Studien ein mdglicher Beitrag dendritischer Zellen zu dieser
Erkrankung genauer herausgearbeitet werden, da aus solchen Studien langfristig neue
Therapieansitze und diagnostische Verfahren erwachsen konnen.

Dafiir wurden, basierend auf den Vorarbeiten von Lutz ef al., DCs aus den Knochenmarkszellen
von MRL/MpJ-Miusen generiert 74!, Es folgten anschlieBende in vitro Untersuchungen an den
DCs, um mogliche krankheitsspezifische funktionale Charakteristika genauer herauszuarbeiten
und einen besseren Uberblick der DC-Funktionen im Kontext einer AIP zu schaffen. Konkret
wurden Versuchsvorhaben zum Proliferationsverhalten, zur Rezeptor-Expression und Expression
humoraler Faktoren durch flusszytometrische Analysen, Proliferationsassays (BrdU), Enzyme-
linked Immunosorbent Assays (ELISAs) sowie Echtzeit-PCR-Analysen realisiert. Auf Grundlage
der Hypothese, dass DCs im Rahmen einer AIP eine fehlregulierte, pro-inflammatorische
Immunantwort unterhalten und begiinstigen, wurden die folgenden in dieser Arbeit beschriebenen

Experimente durchgefiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Mausstiamme/ Mausmodelle der autoimmunen Pankreatitis

Fiir die detaillierte Untersuchung der Rolle der DCs in der Pathogenese der AIP wurde sich in
dieser Arbeit der MRL/MplJ- und CAST/EiJ-Mausmodelle bedient.

Die bereits in der Einleitung beschreibenen MRL/MpJ-Méiuse bildeten in dieser Studie den AIP-
suszeptiblen Stamm und wurden zur Untersuchung grundlegender Prozesse dieser Erkrankung
verwendet.

Dagegen wurde als Kontrolle ein AIP-resistenter Mausstamm — CAST/EiJ — genutzt. Diese Méduse
leiten sich wie ihre Artverwandten des CAS A/RkJ-Mausstammes von thaildndischen Wildméusen
ab. Sie werden hédufig flir genetische Forschungszwecke mit gidngigen Labor-relevanten
Mausstdmmen verpaart, um F1-Hybride mit einem hohen Mal} an Heterozygotie zu generieren.
Als genetische Besonderheiten fallen bei diesen Médusen Mutationen in Genen auf, die fiir den
aryl-hydrocarbon receptor (Ahr®) und die 2"-5' oligoadenylate synthetase 1B (Oas1b'¥™) kodieren
54,991 Dies spiegelt sich, in Anbetracht einer verinderten Mastzell-Homdostase sowie einer

generalisierten geringeren Infektanfilligkeit, in einer modifizierten Immunsystemleistung wider
[113, 126, 147]

CAST/EiJ-Miduse bilden somit einen von vielen anderen Laborméusen genetisch stark
differierenden Stamm, der durch seine komplexen phenotypischen Charakteristika als wertvolles
Werkzeug systematischer Untersuchungen dienen kann.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Tiere stammen urspriinglich von den Jackson Laboratories aus
den USA und wurden weiterfithrend in der im Rudolf-Zenker-Institut fiir Experimentelle Chirurgie
(IEC) ansissigen Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung der Universititsmedizin Rostock
weitergeziichtet. Die Miuse wurden unter spezifischen Pathogen-freien (SPF-) Bedingungen in
einem zwolfstiindlich wechselnden hell/dunkel Rhythmus gehalten und mit unbegrenzt zur

Verfiigung stehender Nahrung und Wasser versorgt.
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2.2 Préparation, Isolierung und Kultivierung dendritischer Zellen

(DCs) aus dem Knochenmark

Weibliche sowie ménnliche MRL/MplJ- und CAST/EiJ-Méuse dienten der Gewinnung von DCs
aus dem Knochenmark. Die Vorgehensweise fiir die Generierung von DCs aus
Knochenmarkszellen  basierte dabei mafBgeblich auf den etablierten in vitro
Kultivierungsmethoden aus den Vorarbeiten von Manfred B. Lutz et al. "¥. Nur so war es moglich,

eine geniligend grofle Ausbeute dieser Zellen fiir die Studien zu erzielen.

2.2.1 Praparation der Mause

Die Tiere wurden zunidchst durch die intraperitoneale Applikation eines iiberdosierten
Ketamin/Xylazin-Stoffgemisches (Stammlosung: 0,2 ml Xylazin 2% + 0,6 ml Ketamin 10% = 4
mg Xylazin sowie 60 mg Ketamin in 0,8 ml) in tiefe Narkose versetzt. AnschlieBend erfolgte das
Ausbluten der Tiere iiber den retrobulbdren Venenplexus. Durch das Einstechen einer Kapillare
wurde dabei das gewonnene Blut in koagulationsinduzierende Serum-Réhrchen tiberfiihrt. Zur
Sicherstellung des definitiven Todes diente die zervikale Dislokation durch Druck mit einer
Pinzette am Nacken unter gleichzeitigem Zug am Schwanz des Tieres. AnschlieBend wurde das
Abdomen durch einen Medianschnitt zur Organentnahme er6ffnet. Das Pankreas, die Leber und
die Milz wurden entnommen. Jeweils ein Teil der Organe wurde in Tissue-Tek® eingebettet, in
fliisssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingelagert. Der
andere Teil der Gewebe wurde bei 4 °C in mit Formalin 4 % befiillten Rohrchen aufbewahrt und
anschlielend fiir eine lédngerfristige Lagerung in Paraffin eingebettet. Im Anschluss wurden die
unteren Extremititen vom Fell befreit, um diese inkl. des Femurkopfes (fiir eine moglichst hohe
Ausbeute an KM-Zellen) frei zu préparieren und durch einen Schnitt vom kndchernen Becken zu
trennen. Die Achillessehnen wurden durchtrennt und die Fii3e vorsichtig abgeschnitten. Nach dem
Durchschneiden des Lig. patellae wurden Ober- und Unterschenkel voneinander gelost und
anschlieBend Tibia und Femur unter Verwendung von Kimwipe-Tilichern von Muskel- und
Bindegewebe befreit. Wahrend der gesamten Praparation wurden die Knochen in einer Petrischale
mit PBS auf Eis gelagert, um eine Dehydration des Materials zu vermeiden.

Nun wurde begonnen, die Knochen durch einen Schnitt kondylenseitig zu erdffnen und dabei so
wenig wie moglich von den Kondylen abzuschneiden, da hier in Epiphysennihe eine hohe
Zelldichte vorherrscht. Die diaphysdren Markhohlen wurden durch eine mit 5 ml eiskaltem PBS

befiillte Spritze und mit verschiedenen Kaniilen gespiilt und so die PBS/Zell-Suspension in
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ebenfalls auf Eis lagernde 50 ml Tubes iiberfiihrt. Die weitere Aufarbeitung der
Knochenmarkszellen wurde im Labor fortgefiihrt.

2.2.2 Kultivierung dendritischer Zellen (DCs) — Tag 0

Die so gewonnene Zellsuspension (ZS) wurde steril unter laminarem air flow Bedingungen unter
einer flow bench nach einigem Auf- und Abpipettieren durch ein 150 um-Sieb filtriert und
anschlieend in ein frisches 50 ml Tube iiberfiihrt.

Der bei der anschlieBenden Zentrifugation (300 x g, 4 °C, 10 min) entstandene Uberstand (US)
wurde verworfen und das verbliebene Zellpellet in 5 ml DC-Medium resuspendiert. Das Medium
basierte auf RPMI-1640 (Biochrom) Zellkultur-Medium mit zusitzlichen 10 % fetalem
Kilberserum (FKS), 1 % Penicillin/Streptomycin, B-Mercaptoethanol (B-ME, [50 pl/500 ml
RPMI]) und fiir den jeweiligen aktuellen Volumenverbrauch frisch zugefithrtem Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF, [100 pg/ml — 1:5000]).

Zur anschlieBenden Zellzédhlung wurden 100 pl der ZS abgenommen und mit 100 pl
Erythrozytenlyse-Puffer fiir 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Der Lyse-Puffer
beinhaltete dabei die Salze NaHCO3 (0,839 g), NH4Cl1 (8,290 g) und Na,EDTA (0,037 g), welche
durch Zugabe von 1000 ml zweifach destilliertem Wasser in Losung gebracht und auf einen pH
von 7,3 eingestellt wurden.

SchlieBlich stoppte die Zugabe von 800 nl PBS die Lyse ab und jeweils 20 pl der ZS konnten nach
Vermischung mit 20 pl Trypanblau zur Zihlung in einer ,,Neubauer improved*“-Zdhlkammer
aufgetragen werden. Durch die zweimaligen 1:2 Verdiinnungen ergab sich folgende Gleichung zur

Zellzahlbestimmung:

Anzahl gezahlter Zellen x 20 x 10000
4

Zellzahl pro ml (insges. meist ca.60x10° Zellen) =

So konnten die entsprechenden Volumina berechnet und die Zellen in einer Konzentration von 3
x 10° / ml und 3 ml pro well auf 6 well-Platten eingesit werden. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C
und 5 % COz-Atmosphére im wasserdampfgesattigten Brutschrank.

2.2.2.1 Tag 3

Nach der Kultivierung der Knochenmarkszellen erfolgten die Zugabe von frischem DC-Medium
und die Erhohung des Gesamtvolumens pro well auf 4 ml. Ohne Schwenken oder Schiitteln der

Platte wurde je 1 ml Medium verworfen, um dann erneut 2 ml frisches DC-Medium zuzufiihren.
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Bei der Zugabe konnten die Zellen nun durchgespiilt und aufgewirbelt werden, damit 20 pl fiir die
anschlieBende Zellzdhlung zur Verfligung standen. Analog der vorherigen Zellzédhlung erfolgte

dies mit Hilfe der bereits geschilderten Gleichung.

2.2.2.2 Tag 6 und 8

An den Tagen 6 und 8 nach der Knochenmarksisolation folgten weitere Mediumwechsel durch
Spiilen der wells. Hierfiir wurden je well 2 ml der erzeugten ZS verwendet, wobei 20 pl als Aliquot
fiir die sich erneut anschlieBende Zellzdhlung dienten. Nach der Zentrifugation mit 300 x g bei
4 °C fiir 10 min wurde das entstandene Zellpellet im Nachhinein in derselben Menge frischem

DC-Medium resuspendiert und die ZS schlussendlich wieder den wells zugefiihrt.

2.2.2.3 Tag9

Die Suspensionszellen wurden geerntet (wells mit ZS griindlich gespiilt und US komplett entfernt)
und 20 pl der ZS zur Zellzahlung genutzt. Der Rest wurde mit 300 x g bei 4 °C 10 min
abzentrifugiert, der Uberstand anschlieBend verworfen und das Pellet in so viel frischem DC-
Medium aufgenommen, wie wells abgeerntet wurden (1 well = 1 ml). Zur Einsaat von wiederum
3 x 10° Zellen/ml auf 6-well-Platten erfolgte eine weitere Zellzdhlung. Es schloss sich die
Stimulation eines Teils der Zellen mit Lipopolysaccharid (LPS, 1 pg/ml) im Rahmen der
jeweiligen Versuchsanforderungen an. Die nicht stimulierten Zellen dienten dabei als Kontrollen.
Angestrebt war, je eine 6-well-Platte /- LPS pro Tier einzuséen.

Des Weiteren wurde ein Teil der Zellen fiir den folgenden 5-Bromo-2’-Deoxyuridin (BrdU)-
Proliferationsassay reserviert und das restliche Zellvolumen nach erneuter Zentrifugation in 500
ul FKS resuspendiert, um anschlieBend in ebenfalls 500 pl Einfriermedium (FKS + 20 % DMSO)

bei zundchst -80 °C weggefroren und spéter dauerhaft bei -150 °C gelagert zu werden.

2.2.2.4 Tag 10

Die Suspensionszellen wurden wie am Vortag erneut geerntet und mit 300 x g bei 4 °C fiir 10 min
abzentrifugiert. Hierbei wurden dieses Mal die Medium-Uberstéinde (je 5 mal 1 ml) in 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefdfle iberfiihrt und fiir anschlieBende Untersuchungen bei -20 °C
weggefroren. Die verbliebenen Zellpellets wurden in PBS aufgenommen, sodass etwa 5 x 10° —
1 x 10° Zellen pro Ansatz in 45 pl Gesamtvolumen fiir die anstehenden Antikdrperfirbungen und

durchflusszytometrischen Untersuchungen eingesetzt werden konnten.
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2.3 BrdU-Assay

Zur Untersuchung des Zellwachstums und damit auch der Proliferationsleistung der Zellen wurden
die DCs einem 5-Bromo-2’"-Deoxyuridin (BrdU)-Assay unterzogen. Das Prinzip des Assays sieht
den Einbau des BrdU in die zelluldire DNA vor. Bei dem BrdU handelt es sich um ein Thymidin-
Analogon, welches in der S-Phase des Zellzyklus als Falschbase in die DNA der Zellen eingebaut
wird und durch eine anschlieBende Antikorper-gestiitzte photometrische Detektion eine
quantitative Aussage iiber die Zellteilung ermdglicht.

Dazu wurden die Zellen am Tag 9 nach der Knochenmarksisolation (jeweils 1,5 x 10* pro well) in
96-well-half-area-Platten kultiviert und mit LPS sowie GM-CSF — die spezifischen
Konzentrationen und Kombinationen der Wachstumsfaktoren in den jeweiligen wells sind dabei
im Ergebnisteil beschrieben — flir 24 h inkubiert. Nach weiteren 24 h erfolgte die Zugabe von 5 pl
BrdU (10 uM), an die sich eine weitere 24-stiindige Inkubation anschloss.

Danach wurden die Zellen nach Angaben des Herstellers weiter aufgearbeitet: Kurz gefasst,
folgten das Abpipettieren des Mediums und die anschlieBende Fixierung der Zellen mit einer
Fixierlosung. Darauthin wurde ein Antikorper gegen BrdU hinzugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 90 min wurden die Zellen dreimal mit einem Waschpuffer gewaschen und auf
einem Tuch abgeklopft, um Pufferreste zu beseitigen. Das anschlieBend zugegebene
Substratreagenz (50 pl) wurde von dem an dem BrdU-Antikdrper gekoppelten Enzym in einer
chemischen Reaktion umgesetzt. Diese Reaktion bedingte eine optische Blaufirbung der in den
wells befindlichen Losungen. Die Stérke der Farbung korrelierte mit der Menge an BrdU, welches
zuvor in die zelluldire DNA eingebaut wurde. Gestoppt wurde die Enzymreaktion durch Zugabe
von 25 pl 1 M HaSO4 pro well, was einen Farbumschlag nach Gelb mit sich trug. Die Extinktion

wurde dann mithilfe eines ELISA-Readers bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.

2.4 Durchflusszytometrie - Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Die Durchflusszytometrie erlaubt die morphologische und strukturelle Vermessung von Zellen,
die einzeln in einem hohen Tempo an einer elektrischen Spannung oder einem Laserstrahl
vorbeiflieBen 2!, Bei einer Form der Zytometrie werden die Zellen mit einem flow sorter in
unterschiedliche Reagenzgefille sortiert. Entsprechende Gerdte nutzen zur Sortierung die
verschiedenen Firbungen der zuvor Fluoreszenz-markierten Zellen aus und beschreiben das
Verfahren der Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung (FACS).

Das Prinzip dieser Zellsortierung beruht auf der Emission von optischen Signalen vonseiten der

Zellen, wenn diese einen Laserstrahl passieren. Die Zellen werden fiir die gezielte Passage des
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Messbereiches des Lasers durch einen Hiillstrom fokussiert und in einem Mikrokanal einer
hochprizisen Kiivette einzeln nacheinander am Laserstrahl vorbeigefiihrt 127, Die dabei
entstehenden Fluoreszenzsignale werden von einem Detektor ausgewertet. Das detektierte
Vorwirtsstreulicht (FCS = Forward Scatter) ist dabei ein Mal} fiir die Beugung des Lichts und
korreliert mit dem Volumen der Zelle 3% 271, Das Seitwirtsstreulicht (SSC = Side Scatter)
beschreibt das Ausmal} der Brechung des Lichts im rechten Winkel und gibt Aufschluss iiber die

127

Granularitit, die GroBe, die nukledre Struktur und Menge der Vesikel einer Zelle 1?71, Somit

konnen innerhalb eines kurzen Zeitintervalls (>1000 Zellen/s) repriasentative Aussagen iiber die
verschiedenen Zell-Populationen getroffen werden 15321,

In dieser Studie wurden die DCs am FACSCalibur™ des Herstellers BD Biosciences vermessen.
Hierflir wurden unbehandelte sowie eintdgig mit LPS vorbehandelte Zellen am Tag 10 nach der
Knochenmarksisolation in 45 ul PBS aufgenommen. Die ca. 5 x 10° — 1 x 10° Zellen pro Ansatz
wurden auf Antikorper/Oberflichenmarker-Interaktionen basierenden Fluoreszenz-Féarbungen
unterzogen. Die Antikorper (AK) waren zur Fluoreszenz-vermittelten Detektion entweder mit
fluorescien isothiocyanate (FITC, griin), anti-allophycocyanin (APC, blau) oder phycoerythrin
(PE, rot) markiert, um eine effiziente Kombination der Anséitze in den Reaktionsgefd3en bei der
Detektion zu ermoglichen.

Vor den Farbungen wurden alle Ansétze mit F.R-Blocking-Reagent (1ul/45 pl, 10 min, 4 - 8 °C)
geblockt, um das Gros an unspezifischen Bindungen vorab zu minimieren. Parallel hierzu konnten
die entsprechenden AK schon in den Reaktionsgefdflen vorgelegt werden. Die eingesetzten AK
der Firma Miltenyi Biotec waren: anti-CD11c-FITC/-APC (#130-102-466/-493), anti-MHC-I1-
APC (#130-102-139), anti-CD40-PE (#130-102-599), anti-CD80-PE (#130-102-613), anti-CD83-
PE (#130-104-474), anti-CD86-APC (#130-102-558). Die prinzipiell auftretenden unspezifischen
Bindungseffekte der AK wurden durch das Mitfithren von Isotyp-Kontrollen und deren
Subtraktion von den Ergebnissen korrigiert. Hierfiir eingesetzt wurden: anti-hamster [gG-FITC/-
PE/-APC, anti-rat IgG2a-PE, anti-rat IgG2b-APC und REA Control.

Die Ansitze wurden nach der Zugabe der Zellsuspension auf die vorgelegten AK gut durchmischt
und fiir 20 min bei 4 — 8 °C im Dunkeln gelagert. AnschlieBend erfolgten das Waschen der Ansétze
mit 1 - 2 ml PBS und die Zentrifugation mit 1000 x g fiir 5 min bei 4 °C. Nach der Entfernung der
Uberstéinde wurden die Zellen in 200 pl PBS aufgenommen und gevortext. Schlussendlich folgte
die Vermessung am FACSCalibur™. Die spezifischen Settings der Messung sind dem Ergebnisteil

zu entnehmen.
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2.5 Immunoassays - Detektionsverfahren zur Quantifizierung

humoraler Faktoren in Zellmedien

2.5.1 Interleukin (IL)-12 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Basierend auf dem Kenntnisstand, dass Monozyten iiber humorale Faktoren — wie dem IL-12 —
die Tul-Zell-Aktivierung und Entwicklung beeinflussen konnen, wurden die am Tag 10 nach der
Knochenmarksisolation weggefrorenen Medium-Uberstinde hinsichtlich ihres IL-12-Gehalts
untersucht 52,

Hierfiir wurde ein als ELISA bezeichnetes Antikorper-basiertes Nachweisverfahren eingesetzt. Im
Gegensatz zum Radioimmunassay (RIA) zihlt zwar auch der ELISA zur Gruppe der Immunassay-
Verfahren, basiert jedoch auf enzymatisch gekoppelten Farbreaktionen und wird daher den
enzymatischen Immunadsorptionsverfahren (EIA) zugeschrieben.

Die in dieser Arbeit verwendete Sandwich-ELISA-Technik der Firma R&D Systems bediente sich
dabei zweier Antikorper, die beide spezifisch an das zu detektierende Antigen binden. Hierfiir
wurde zundchst der erste AntikOrper (capture antibody) an die feste Phase einer 96-well
Mikrotiterplatte in einer 24-stiindigen Ubernachtinkubation gebunden. Am darauffolgenden Tag
wurde mit dem Auftragen der Proben begonnen. Dazu wurde zunéchst der capture antibody durch
Abkippen und griindlichem Abklopfen der Mikrotiterplatte auf einem Tuch entfernt und die wells
anschlieBend mit je 400 pl Wasch-Puffer befiillt. Es folgten nach erneutem Abkippen und
Abklopfen der Platte noch 3 weitere Waschschritte mit je 300 pl Wasch-Puffer. Danach wurden
die wells durch Zugabe von Blocking-Reagent fiir 1 h bei RT geblockt, um unspezifischen
Bindungen der folgenden Zugabe des Antigens vorzubeugen. AnschlieBend wurde das Blocking-
Reagent analog dem capture antibody entfernt und die Platten erneut weiteren 3 Waschschritten
unterzogen. Nun konnten je 100 pl der jeweiligen Proben auf die wells aufgetragen werden. Zur
abschlieBenden Konzentrationsbestimmung des IL-12 in den Proben wurde eine Standard-
Verdiinnungsreihe mit festgelegten Konzentrationen des IL-12 mitgefiihrt. Alle Ansédtze wurden
iiber Nacht bei RT im Dunkeln inkubiert.

Am nédchsten Tag konnten die Proben durch die Detektion des IL-12 ausgewertet werden. Hierfiir
wurde die Mikrotiterplatte erneut iiber dem Abfluss abgekippt, griindlich abgeklopft und den
bereits geschilderten Waschschritten unterzogen, sodass nur der vom capture antibody gebundene
Antigen-Komplex zuriickblieb. AnschlieBend erfolgte die Zugabe eines zweiten spezifischen
Antikdrpers zur Detektion (detection antibody), der ein anderes Epitop erkennt und der nun

ebenfalls an das zuvor vom capture antibody festgehaltene und gebundene IL-12 bindet.
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Nach einer 2-stiindigen Inkubation bei RT im Dunkeln folgten erneut 3 Waschschritte, um ein
hohes AusmaB reiner spezifischer Antikdrper/Antigen-Bindungen zu gewihrleisten. AnschlieBend
wurden die wells mit je 100 pl einer Streptavidin-Losung, an dessen Ende ein Reporterenzym
gekoppelt war, fiir 20 min bei RT inkubiert. Das gekoppelte Reporterenzym setzt dabei in einer
enzymatischen Reaktion ein Substrat unter einem Farbumschlag der Losung zu einem
Reaktionsprodukt um. Die Farbintensitdt bzw. die Signalstirke korreliert dabei mit der Anzahl an
zuvor gebundenen Antikorper-Antigen-Komplexen und bietet daher zuverldssige quantitative
Nachweise des zu detektierenden Antigens. So wurde im Anschluss nach 3-maligem Waschen der
wells je 100 pl einer Sustrat-Losung hinzugegeben und ebenfalls fiir 20 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. Um die enzymatische Reaktion zu beenden, wurden als letzter Schritt je 100 pl stop
solution hinzu pipettiert und die Platten am ELISA-Reader vermessen. Die erhaltenen Werte
konnten in Relation zu den mitgefiihrten Standard-Proben anhand einer Regressionsfunktion bzw.
Eichgeraden ihren spezifischen IL-12 Konzentrationen zugeordnet werden. Die spezifischen

Settings sind dabei dem Ergebnisteil zu entnehmen.

2.5.2 Biolegend’s LEGENDplex™ Assay

Zusitzlich wurden die am Tag 10 nach der Knochenmarksisolation weggefrorenen Medium-
Uberstinde hinsichtlich ihres Gehalts an anti-inflammatorisch wirksamen IL-10 und
chemotaktisch wirksamen MCP-1 untersucht (401401,

Hierflir wurde ein als LEGENDplex™ Assay bezeichnetes — ebenfalls Antikorper-basiertes —
Nachweisverfahren der Firma BioLegend® (San Diego, CA, USA) eingesetzt. Dieser Assay ist ein
bead-basierter Immunoassay, der denselben Prinzipien anderer Sandwich-Immunoassays (ELISA-
Assay s. 2.5.1) unterliegt, wobei der zwischen den beiden Antikorpern (capture und detection
antibody) gebundene und geloste Analyt nachfolgend flusszytometrisch vermessen wurde. Pro
Ansatz konnen mit diesem Assay gleichzeitig bis zu 13 verschiedene spezifische
Analyt/Antikorper-Bindungen detektiert und damit eine hohe Effizienz erzielt werden.

Der Assay wurde entsprechend des Hersteller-Manuals in 96-well-Platten durchgefiihrt. Die
schlussendliche flusszytometrische Vermessung der Analyten mit dem LEGENDplex Multi-
Analyte Flow Assay-Kit, erfolgte am FACSVerse der Firma BD Bioscience. Die Daten wurden
anhand der LEGENDplex™ Datenanalyse-Software ausgewertet.

Die folgende Abbildung 3 (s. f. S. Abb. 3) veranschaulicht das Prinzip des LEGENDplex™ Assays

anhand kurzer Skizzen und dient zur Erlduterung der Durchfiihrung.
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Abbildung 3: Prinzip des LEGENDplex™ Assays. A: Die bead-Populationen (Bl, B2 etc.) sind mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Fluorochroms anti-allophycocyanin (APC) markiert, um sie klar voneinander
unterscheiden zu konnen. Jeder bead ist auf seiner Oberfldche mit einem spezifischen Antikorper (capture antibody)
gekoppelt. Die beads wurden mit den zu untersuchenden Mediumiiberstinden inkubiert, wobei jeder Analyt von

seinem spezifischen capture bead gebunden wurde.

B: Nach dem Herunterwaschen nichtgebundener Bestandteile wurden die biotinylierten defection antibodys
hinzugefiigt, welche an ihre spezifischen Analyten binden, die bereits vom capture antibody gebunden waren (capture
bead/Analyt/detection antibody-Sandwich). AnschlieBend wurde mit phycoerythrin (PE) markiertes Streptavidin
hinzugefiigt, das die biotinylierten detection antibodies bindet und so ein Fluoreszenzsignal vermittelt, welches
anschlieffend flusszytometrisch quantifiziert wurde. Die Intensitdten der Fluoreszenzsignale sind dabei proportional

zur Menge an gebundenem Analyten.

C: Fiir jede bead-Population wurde anschlieBend die PE-Fluoreszenzsignal-Intensitit am Flusszytometer FACSVerse

quantifiziert.

D: Die Konzentrationen jedes Analyten wurden mittel bereits bestehender standardisierter Eichgeraden innerhalb der

LEGENDplex™ Datenanalyse-Software quantifiziert.
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2.6 RNA-Isolation

Zur Untersuchung der Genexpression ist die Extraktion der Gesamt-RNA aus den Zellen
erforderlich. Daflir wurde die 77ifast®-Methode verwendet. Als Ausgangspunkt dienten die
Zellen, die am Tag 10 nach der Knochenmarksisolation als Zellpellets bei -80 °C in einer
Konzentration von ca. 1 x 10° weggefroren worden waren. Alle Pipettierschritte erfolgten mit
speziellen RNA-Filter-Tips, um eine Kontamination der Spitzen mit RNA-abbauenden Enzymen
auszuschlieBen.

Die schon zuvor abzentrifugierten weggefrorenen Zellpellets wurden in 300 pl Trizol
aufgenommen. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren wurden die nun abgelosten und
lysierten Zellen in zuvor beschriftete 1,5 ml Reaktionsgefie {iiberfiihrt. Es folgte die
Durchmischung der Proben mittels Vortexen. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden je 50 pl
Chloroform hinzugegeben. Wiederum wurde das Lysat gevortext und flir 10 bis 15 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch fiir 15 min bei maximaler Umdrehung und einer
Temperatur von 4 °C zentrifugiert. Es bildete sich eine dreiphasige Schichtung aus. Die obere und
farblose Phase mit der Gesamt-RNA wurde abpipettiert und wiederum in neue 1,5 ml
Reaktionsgefdfe tiberfiihrt. Nun wurden 125 pl Isopropanol hinzu pipettiert, was die Ausfillung
der RNA ausloste. AnschlieBend wurden die Reaktionsgefdfie erneut gevortext und fiir 10 min bei
RT inkubiert. Es erfolgte eine 10-miniitige Zentrifugation bei maximaler Umdrehung und 4 °C.
Dabei bildete sich ein weilles Pellet am unteren Rand der Reaktionsgefife aus.

Der Uberstand wurde verworfen und die RNA mit 1 ml 75%-igem Ethanol (mit DEPC-Wasser
verdiinnt) gewaschen, wiederum alles miteinander gemischt und fiir 5 min bei maximaler
Umdrehung und 4 °C erneut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde nun vollstindig entfernt und
das sich unten am Boden des Reaktionsgefdfles befindliche RNA-Pellet getrocknet. Nach dem
Trocknen wurde das Pellet in 20 pl DEPC-Wasser aufgenommen und fiir 10 min bei 65 °C erhitzt.

Bis zur weiteren Aufbereitung wurde die RNA bei -80 °C weggefroren.

2.7 DNase-Verdau und Qualitdtskontrolle der RNA

Zum Ausschluss von DNA-Kontaminationen der zuvor gewonnen RNA wurden die Proben einem
DNase-Verdau unterzogen. Dafiir wurde ein DNase-free-Kit von Ambion verwendet. Alle Schritte
wurden auf Eis durchgefiihrt.

Zu den RNA-Proben wurden je 2 pl DNase-Puffer (10x) und 1 pl rDNase hinzugegeben. Es folgte
eine 30-miniitige Inkubation der Proben bei einer Temperatur von 37 °C. Zum Beenden der

Reaktion wurden je 2 pl DNase Inaktivator zu jedem Ansatz hinzugegeben. Nach einer
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2-miniitigen Inkubation bei 25 °C unter leichtem Schiitteln (600 rpm) wurden die Reaktionsgefaf3e
schlieBlich fiir 1,5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Vom Uberstand wurden mindestens 20 pl in
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und am Photometer die Konzentration der reinen RNA
bestimmt.

Zur Qualitatskontrolle der isolierten RNA wurden die Proben nach der Konzentrationsbestimmung
auf Agarose-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt. Agarose ist ein aus D-Galaktose und 3,6-
Anhydro-L-Galaktose  glykosidisch  verbundenes Polysaccharid und wird aus den
Rotalgengattungen Gelidium und Gracillaria gewonnen. Dieses Polysaccharid enthdlt im
Gegensatz zum Agar sehr viel weniger negative Ladungen und ist als starker Gelbildner fiir die
Gelierfihigkeit des Agar verantwortlich. Durch das Aufkochen der Agarose in TRIS-Borat-
EDTA-Pufter (TBE-Puffer (0,5-fach), bestehend aus TRIS Base + Borsdure + EDTA-Na,) wird
ein Agarose-Gel hergestellt, das je nach Konzentration des Polysaccharids in seiner spéteren
PorengrofBe variiert werden kann 5,

In dieser Arbeit wurden 1 %-ige Gele zur Auftrennung der RNA verwendet, welche einen Bereich
von 500 bis 10.000 bp groBen Molekiilen abdecken. Hierfiir wurden 1,5 g Agarose (Biozym) mit
150 ml TBE-Puffer (in DEPC-Wasser) im Erlenmeyerkolben unter wiederholtem Schwenken in
der Mikrowelle bis zum Aufkochen erhitzt. Vor dem ca. 15-miniitigen Abkiihlen der Losung
wurden 7,5 pl Roti®-Safe GelStain — ein Fluoreszenzfarbstoff zum Sichtbarmachen von
Nukleinsduren in Agarose-Gelen — hinzugefiigt. Die abgekiihlte Losung wurde in die bereits
vorgefertigten mit Autoklavierband abgeklebten und mit Auftragskimmen versehenden Schlitten
der Elektrophoresekammern gegossen. AnschlieBend polymerisierten die Gele fiir ca. 30 min unter
einem Abzug vollstindig aus.

Zuletzt wurden die Schlitten nach Entfernung des Klebebandes und der Kémme in die mit
ausreichend TBE-Puffer befiillten Elektrophoresekammern eingelegt. Danach wurden die Taschen
der Gele mit je 15 pl der jeweiligen RNA-Probe (12 ul Probe + 3 ul Lauf-Puffer) beladen und die
RNA anschlieend durch das Anlegen einer Spannung von 100 V fiir etwa 1 h im elektrischen
Feld in Richtung der Anode aufgetrennt.

Die Abbildung 4 =zeigt beispielhaft das Bild eines Agarose-Gels mit elektrophoretisch
aufgetrennter RNA. Die Sichtbarmachung der Banden erfolgte mittels Roti®-Safe GelStain unter
UV-Licht. Die deutlich erkennbaren Banden der 18S und 28S RNA belegen, dass die RNA intakt

und nicht degradiert war, so dass sie flir die Expressionsanalysen verwendet werden konnte.
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Abbildung 4: Beispielhafte Darstellung einer RNA-Gelelektrophorese. 1 % Agarosegel, 1 h bei 100 V; Banden 1
— 7: RNA- Proben von MRL/MpJ und CAST/EiJ-Mausen; Kennzeichnung der unteren 1.8 kb-Banden der 18S rRNA
sowie der oberen 2.8 kb-Banden der 28S rRNA (dominante RNA Spezies in eukaryotischen Zellen).

2.8 Reverse Transkription

Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (RT-PCR) kommen ausschlielich DNA-Polymerasen zum
Einsatz. Daher musste die RNA zunéchst in cDNA umgeschrieben werden, um {iberhaupt als
Reaktionstemplate dienen zu konnen. Fiir die RT-PCR wurde ein Kit von Applied Biosystems
eingesetzt. Es wurde ein 0,25 pg RNA entsprechendes Volumen der Proben in ein 1,5 ml
Reaktionsgefdl pipettiert und auf 10 pl mit DEPC-H>O aufgefiillt. Hinzu kamen jeweils 10 pl

Mastermix, der sich wie folgt zusammensetzte:

2 ul 10 x RT-Puffer

0,8 ul ANTPs

2 ul Random Hexanucleotide Primers
1 pl Reverse Transkriptase

4,2 ul DEPC-H,O

Darauthin wurden die Reaktionsgefdf3e zunichst fiir 10 min bei 25 °C und anschlieend bei 37 °C
fiir 2 h inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Hitzeinaktivierung bei 85 °C flir 5 min. Die so

gewonnene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

30



In vitro Studien zur Rolle dendritischer Zellen im MRL/MpJ-Mausmodell der chronischen Pankreatitis - Methoden

2.9 TaqMan-PCR (qRT-PCR)

Das Prinzip der quantitativen Echtzeit-PCR beruht auf dem der klassischen PCR, mit dem
Unterschied, dass die qRT-PCR prizise quantitative Aussagen iiber die zuvor gewonnenen
mRNA-Mengen ermdglicht 5%/,

Zusétzlich zum Primerpaar, welches den Amplifikationsbereich determinierte, wurde eine mit
einem Donor-(Reporter-) und einem Akzeptor-Fluorochrom (Quencher) markierte Sonde
eingesetzt, die in dem gewliinschten und genspezifischen Bereich bindet. Am 5 Ende befand sich
der Reporter- und am 3’ Ende der Quencher-Fluorophor. Der durch eine Lichtquelle angeregte
Reporter gibt einen Teil seiner Energie an den in ausreichender Nédhe befindlichen Quencher ab.
Reduziert sich der Abstand, so nimmt bei gleichzeitiger Zunahme der Fluoreszenzintensitédt des
Reporters das Fluoreszenzsignal des Quenchers ab. Wenn die Tag-Polymerase, welche eine 5°-3"-
Exonuclease-Aktivitdt besitzt, wihrend der Synthese des Gegenstranges der cDNA bei ihrer
Replikation die Sonde am 5’-Ende abbaut, entfernen sich dadurch auch der Quencher- und
Reporter-Fluorophor voneinander. Die steigende Reporter-Fluoreszenz kann am Ende der
Elongations-Phase eines jeden Zyklus gemessen werden. Dafilir wurden die Farbstoffe mit einem
Licht einer bestimmten Wellenléinge angeregt und emittierten ihrerseits wiederum Licht einer
Farbstoff-spezifischen Wellenldnge. Nach Abbau der Sonde am Gegenstrang durch die Tag-
Polymerase dnderte sich auch die Wellenldnge des vom Reporterfluorophor emittierten Lichtes.
Die Signalintensitdt dieses Lichtes ist dabei proportional zur Konzentration der amplifizierten
cDNA B3],

In der exponentiellen Phase der PCR konnte ein signifikanter Anstieg des Signals beobachtet
werden. Dieser erlaubt es, Riickschliisse auf die urspriingliche mRNA-Konzentration zu ziehen.
Zum Abgleich der Unterschiede in der Gesamtmenge der RNA wurde als Housekeeping-Gen
Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) eingesetzt. Fiir die Durchfiihrung der qRT-PCR
wurden genspezifische Primer-Sonden-Gemische (Assays on Demand) von Applied Biosystems
verwendet. Die zu analysierende cDNA wurde zuvor 1:2 mit DEPC-H>0 verdiinnt. In einer 96-
well Mikrotiterplatte wurden anschlieend jeweils 2,5 pl der cDNA und 10 pl eines Mastermix

pipettiert, der sich wie folgt zusammensetzte:

0,625 ul Assay on Demand Primer-Sonden-Gemisch
3,125 ul DEPC-H>O
6,25 ul TagMan Mastermix
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Im Anschluss wurde die Platte mit einer Folie beklebt, welche vor dem Verdunsten der Proben
schiitzen sollte, und kurz anzentrifugiert. Nach folgendem Algorithmus wurde der TagMan Cycler

Viia 7 der Firma Thermo Fischer Scientific gestartet:

1 x 95 °C fiir 10 min
95 °C fiir 15 sec und anschlieBend 60 °C fiir 1 min (45 Zyklen)

Fiir jede Probe wurden je nach technischer Mdglichkeit 3-fach Bestimmungen durchgefiihrt. Die
Auswertung der Rohdaten erfolgte nach der ACt-Methode mittels der Viia 7 Gerdtesoftware, wobei
die relative Menge an Target-RNA durch 274V ausgedriickt und iiber die Formel ACtiurget = Ctiarget

— Ctnpre errechnet wurde.

2.10 Statistik

Sdmtliche Daten wurden mit der /BM SPSS Statistics 22.0-Software statistisch ausgewertet und
verarbeitet. Die Werte wurden als arithmetische Mittel + dem Standardfehler des Mittelwertes
(standard error oft the mean = SEM) fiir die angegebene Anzahl der unterschiedlichen Proben in
den jeweiligen Experimenten ausgedriickt. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe
parametrischer Tests zum Vergleich der Mittelwerte mehrerer Gruppen — so zundchst mit einer
Varianzanalyse (,,einfaktorielle-ANOV A*) — untersucht, an die sich eine ,,Bonferroni-Korrektur*
als post-hoc Test anschloss. Erfiillten die Daten nicht die Annahmen fiir eine ANOVA, so wurde
die Varianz zunidchst durch den Kruskal-Wallis-Test untersucht, bevor einzelne Untergruppen
gebildet und mit Hilfe des Mann-Whitney U-Tests auf ihre Signifikanz getestet wurden. In allen
Fillen wurde ein P-Wert < 0,05 (Bonferroni-korrigiert) als statistisch signifikant betrachtet. Eine
genaue Information tiber die jeweils verwendeten Tests ist den Abbildungen im Ergebnisteil zu
entnehmen.

Konkret erfolgten Untergruppenvergleiche zwischen CAST/EiJ-, élteren (erkrankten) MRL/MplJ-
und zusitzlich jiingeren (gesunden) MRL/MpJ-Méusen (bereits aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
des Doktoranden gewonnene Datensitze, die hier nicht gezeigt werden), auch wenn in den
Abbildungen letztendlich nur die Signifikanzen zwischen CAST/EiJ- und MRL/MpJ-Méusen

gezeigt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 BrdU

Die GM-CSF- und LPS-Effekte auf das Wachstum in vitro generierter dendritischer Zellen wurden
in einem BrdU-Einbauassay erfasst (Abb. 5 A/B). Die folgende Abbildung 5 A soll dabei zunéchst
als Ubersichtsgrafik dienen, die Tendenzen aufzeigen und einen Gesamtiiberblick der GM-CSF-
und LPS-Wirkungen auf die DNA-Synthese der in vitro generierten cDCs geben. Eine statistische
Auswertung der Daten erfolgte an dieser Stelle noch nicht.

Prinzipiell zeigte sich bei beiden Mausstimmen die Tendenz, dass hohere GM-CSF-
Konzentrationen mit einer erhohten BrdU-Einbaurate einhergingen, was fiir eine gesteigerte DNA-
Synthese und Proliferation der Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollansétzen spricht.
Die Proben, die zusitzlich mit verschiedenen Konzentrationen von LPS kultiviert wurden, waren
hingegen mit einem reduzierten Einbau des BrdU in die cDCs assoziiert (Abschn. II-IV).

Diese Einfliisse beider Stoffe auf die DNA-Synthese waren in Bezug auf die beiden Mausstimme
unterschiedlich stark ausgeprigt. Sie zeigten sich vor allem in den verschieden kombinierten
Stimulationen der Kulturen mit GM-CSF und LPS noch wesentlich deutlicher.

cDCs des CAST/EiJ-Stammes wiesen dabei die groBere GM-CSF- als auch LPS-Responsibilitit
auf. Die BrdU-Einbaurate dieser Zellen lag wunter der reinen GM-CSF-Stimulation
konzentrationsabhédngig deutlich iiber der von MRL/MpJ-Médusen (Abschn. 1/1-4). Bereits die
geringste Dosis an LPS (0,01 pg/ml) fithrte dazu die DNA-Synthese auf das Ausgangsniveau der
Kontrollansitze zu senken. Auch die erneute stufenweise Erhohung der GM-CSF-Konzentration
konnte die LPS-Wirkung nicht kompensieren (Abschn. II-IV/1-4). Weitere Erhohungen der LPS-
Konzentration auf bis zu 1 pg/ml lieBen den Einbau von BrdU in die Zellen unwesentlich weiter
sinken und bestétigten einen konzentrationsunabhdngigen LPS-Effekt (Abschn. IV/1-4).

cDCs des MRL/MplJ-Stammes zeigten dabei ein qualitativ gleichartiges Reaktionsprofil, wenn
auch die Hohe der Absolutwerte und die damit verbundenen Differenzen geringer ausfielen. Die
cDCs dieses Stammes waren weitaus weniger GM-CSF-responsibel. Sie konnte ihre DNA-
Synthese unter LPS-freien Bedingungen und bei hochster GM-CSF-Stimulation gerade einmal
verdoppeln (Abschn. 1/4). Die geringste Dosis an LPS (0,01 pg/ml) lieB auch hier die DNA-
Synthese der Zellen auf das Ausgangsniveau des Kontrollansatzes sinken, blieb jedoch stets
konstant iiber deren von Zellen des CAST/EiJ-Mausstammes (Abschn. 11/1-4). Gesteigerte
Konzentrationen des GM-CSF vermochten auch hier den LPS-Effekt nicht suffizient zu
kompensieren. Hohere Konzentrationen des Endotoxins lieBen den BrdU-Einbau eher noch bis

unter das Ausgangsniveau der Kontrollansétze sinken (Abschn. 11/1-4).
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Abbildung 5: A: Einfluss unterschiedlicher GM-CSF- und LPS-Konzentrationen auf die DNA-Syntheserate
der ¢DCs. Fiir den Versuch wurden die Zellen am Tag 9 nach der Knochenmarksisolation mit den angegebenen
Kombinationen aus GM-CSF und LPS fiir 24 h in 96-well-half-area-Platten (Zellzahl: 3 x 10%/ml) kultiviert. Am
folgenden Tag wurde BrdU hinzupipettiert und die Inkubation fiir weitere 24 h fortgesetzt. Anschlieend erfolgte die
Quantifizierung des BrdU-Einbaus nach Herstellerangaben. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte (n > 19) £ SEM.
100 % BrdU-Einbau entsprechen den ¢cDCs ohne GM-CSF- und LPS-Stimulation.

B: Einfluss von LPS auf die DNA-Syntheserate der ¢cDCs unter hochster Wachstumsfaktor-Stimulation. Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte (n > 19) + SEM. 100 % BrdU-Einbau entsprechen den cDCs ohne

Wachstumsfaktorstimulation. *P < 0,05 im Vergleich zu identisch kultivierten ¢cDCs derselben experimentellen

Gruppe ohne LPS; *P < 0,05 im Vergleich zu identisch kultivierten cDCs von CAST/EiJ Miusen.
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Diese Ergebnisse untersetzt die folgende Abbildung 5 B noch einmal im Detail. Sie fasst den
Einfluss von LPS auf die BrdU-Einbaurate mit konkreten signifikanten Unterschieden zwischen
den beiden Mausstimmen graphisch zusammen.

Erneut werden in der Abb. 5 B die unterschiedlich starken GM-CSF-Responsibilitdten beider cDC-
Kohorten ersichtlich (Sdulen 3, 4). cDCs von CAST/EiJ-Méusen zeigten mit ihrer Steigerung der
DNA-Synthese auf das bis zu 7-fache des Ausgangswertes unter der hochsten GM-CSF-
Stimulation das beste Ansprechverhalten (Abb. 5 B, Sdule 3). Nach der Zugabe von LPS fiel mit
der drastischen Abnahme des BrdU-Einbaus in die Zellen dieses Mausstammes die iiberaus starke
Responsibilitdt gegeniiber diesem Endotoxin auf (Sdule 5). Der Abfall der DNA-Synthese reichte
bis unter das Niveau nicht stimulierter Kontrollansitze und fiihrte zu signifikanten Unterschieden,
sowohl gegeniiber der LPS-freien Kultivierung als auch im Vergleich zu MRL/MpJ-Méusen.
Deren ¢DCs wiederum folgten einem &hnlichen Trend. Der BrdU-Einbau in die ¢cDCs konnte
ebenfalls durch GM-CSF gesteigert werden (Séule 4). Die Zugabe von LPS fiihrte anschlieBend
auch hier zu einem signifikanten Abfall der DNA-Synthese bis unter das Niveau nicht stimulierter
Kontrollansitze (Sdule 6). Unter diesen Bedingungen inkorporierten ¢cDCs des MRL/MplJ-
Mausstammes jedoch immer noch signifikant mehr BrdU als Zellen von CAST/EiJ-Méausen
(Saulen 5, 6).

Auch wenn sich die ¢cDCs beider Mausstimme in ihren Reaktionsprofilen gegeniiber den GM-
CSF- und LPS-Wirkungen dhnelten, wurden vor allem quantitative signifikante Unterschiede

beider Kohorten ersichtlich.

3.2 FACS

Die aus dem Knochenmark isolierten und in vitro mit GM-CSF generierten ¢cDCs wurden zur
Charakterisierung ihrer Funktionszustéinde bei An- und Abwesenheit von LPS einer Fluoreszenz-
vermittelten Detektion DC-spezifischer Oberflichen-Marker unterzogen. Die Zellen der beiden
Maus-Kohorten wurden immer auf ihren Oberflichenbesatz mit CDIllc — einem DC-
charakterisierenden Transmembranprotein — getestet, um die Gesamtanteile der in den Proben

enthaltenen ¢DCs zu ermitteln 22

. Des Weiteren erfolgte die Detektion der DC-typischen
Oberflachen-Marker CD40, CD80, CD83, CD86 und MHC-II. In der Ergebnisauswertung wurden
die Anteile der CD11¢c/DC-Oberflichen-Marker doppelt positiven Zellen in Relation zu allen
CDl1c-positiv getesteten Zellen gesetzt, um ausschlielich mogliche Verdnderungen der reinen
cDCs zu betrachten. Die folgenden Abbildungen 6-10 A/B stellen die Ergebnisse in Abhédngigkeit

von der An- oder Abwesenheit des LPS fiir jeden Oberflichen-Marker dar.
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Abbildung 6 A/B: Charakterisierung von ¢DCs via Durchflusszytometrie: Ko-Expression von CD11c¢ und
CD40. Fiir diesen Versuch wurden Zellen an Tag 9 nach der Knochenmarksisolation verwendet und ohne bzw. mit
LPS [1 pg/ml] fiir 24 h in 6-well-Platten (Zellzahl: 3 x 10°/ml) kultiviert. Die Expression der Oberflichen-Proteine
CDl1lc und CD40 wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A): reprédsentative Dotplots der Fluss-
zytometrischen Untersuchungen aller Gruppen und Kulturbedingungen. (B): Anteil CDI11c*/CD40M¢" doppelt
positiver Zellen in Relation zu allen CD11c-positiven Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte (n > 19) + SEM. *P <
0,05 im Vergleich zu identisch kultivierten cDCs derselben experimentellen Gruppe ohne LPS; *P < 0,05 im Vergleich
zu identisch kultivierten cDCs von CAST/Ei] Méusen.
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Abbildung 7 A/B: Charakterisierung cDCs via Durchflusszytometrie: Ko-Expression von CD11c und CD80.

Experimentelle sowie statistische Auswertungsdetails s.o. Abb. 4.
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Abbildung 8 A/B: Charakterisierung cDCs via Durchflusszytometrie: Ko-Expression von CD11¢ und CD83.

Experimentelle sowie statistische Auswertungsdetails s.o0. Abb. 4.

38



In vitro Studien zur Rolle dendritischer Zellen im MRL/MpJ-Mausmodell der chronischen Pankreatitis - Ergebnisse

A ohne LPS mit LPS [1 pg/ml]
vC) 10
- 231% 39,64% 30,22% 3 0,07%
o 1 low high o 1
= Q1 S
I..I.J — 4 — b
w o~ 1 w o 1
[ g "] 91 [} S"!
2 5 3 1
S a - 4 S _ 3
) .‘?-! o .C.’-i K
o 19,1754 -
2 ey (-7 WL N —
100 10! 102 108 104 100 ol 102 0% 104
CD86 APC CD86 APC
vo '?9
“1 o16% 52,19% | 41,10% g 003%
- B ] low high no:
= E -
> T ! - 3
u o~ B LL N R
— o Q o
= : ‘-'! : --'!
= S - ] Q - :
1 O £ i
= R ST
- 5,90% & 1 oo
=) = ;
(S S o —— =] "R U S————
10 10" 102 10 10f 100 10 102 100 104
CD86 APC CD86 APC
B W CAST/EiJ (n=19) EMRL/Mp)  (n=20)
100% - * #
3 90%
—i
8 80% A "
X 70% -
8| 60% -
G 50% -
L
o
v 40% -
[»0]
8 30% -
‘5-\
ol 20% -
= .
S 10% -
(@]
0% -
ohne LPS mit LPS [1 pg/ml]

Abbildung 9 A/B: Charakterisierung cDCs via Durchflusszytometrie: Ko-Expression von CD11c und CD86.

Experimentelle sowie statistische Auswertungsdetails s.o. Abb. 4.
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Abbildung 10 A/B: Charakterisierung von ¢DCs via Durchflusszytometrie: Ko-Expression von CD11¢ und
MHC-II. Experimentelle sowie statistische Auswertungsdetails s.o. Abb. 4.

Bei CD40, CD80, CD86 und MHC-II ergab die durchflusszytometrische Analyse Belege fiir die
Existenz von Subpopulationen, die den jeweiligen Oberflichenmarker unterschiedlich stark
exprimierten. Fiir die quantitativen Ergebnisauswertungen wurde anschliefend nur die

Zellpopulation ,,high* selektiert und betrachtet.
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Grundsitzlich exprimierten alle CD11c-positiven Zellen beider Mauskohorten die DC-typischen
Oberflichenmarker CD40, CD80, CD83, CD86 und MHC-II. Beziiglich der Verhéltnisse doppelt
positiver Zellen zu allen CD11c-positiven Zellen fielen jedoch signifikante Unterschiede zwischen
den Maus-Kohorten auf.

Zunichst waren unter LPS-freien Bedingungen die Anteile CDI11c/CD40Me", CD11¢/CD83,
CD11/CD80"e" und CD11¢/CD86"e" doppelt positiver Zellen in den Kulturen der MRL/MpJ-
Mause im Vergleich zu Zellen des CAST/EiJ-Mausstammes tendenziell, aber ohne statistische
Signifikanz, hoher (Abb. 6-9, Sdulen 1, 2). Lediglich die Anteile CD11¢/MHC-II doppelt positiver
Zellen zeigten statistisch signifikante Unterschiede beider Maus-Kohorten: Es konnten mehr cDCs
aus MRL/MpJ-Miusen, als Zellen aus CAST/EiJ-Miusen doppelt positiv getestet werden (Abb.
10, Sdulen 1, 2).

Die Anwesenheit von LPS fiihrte in den meisten Proben zu einem prozentualen Anstieg doppelt
positiver CD11¢/DC-Oberflichen-Marker tragender Zellen (Sdulen 3, 4 in allen Abb.). Besonders
in den cDC-Kulturen der MRL/MpJ-M4iuse fiihrte die Zugabe von LPS zu einem starken Anstieg
des Anteils CD11c-positiver Zellen, die gleichzeitig den Reifungs-Marker CD83 exprimierten
(Abb. 8 B). Ein prozentual statistisch signifikanter Anstieg CD11¢/CD40"&", CD11/CD80"e" und
CD11c/CD86M2" doppelt positiver Zellen konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Abb. 6, 7, 9 B).
Hingegen wiesen die mit LPS behandelten Zellkulturen des CAST/EiJ-Mausstammes nur einen
geringen Anstieg des Anteils doppelt positiver Zellen ohne jegliche statistische Signifikanz fiir die
meisten untersuchten Oberflichen-Marker-Kombinationen auf (Abb. 6-9 B). Lediglich bei der
Analyse CD11c/CD86"2" doppelt positiver Zellen konnte eine geringe Steigerung statistisch belegt
werden (Abb. 9 B).

Der Oberflichen-Marker MHC-II unterschied sich in seinem Expressionsprofil erneut von den
anderen bereits betrachteten Markern (Abb. 10 B). Nach der Zugabe von LPS gab es bei den Zellen
des CAST/EiJ-Mausstammes keine signifikanten Verdnderungen. Die ¢cDCs des MRL/MpJ-
Mausstammes hingegen konnten noch einmal ihren doppelt positiven Anteil unter LPS-
Stimulation signifikant erhdhen, obwohl sie schon auf einem hohen Niveau unter LPS-freien
Bedingungen gestartet waren.

In der Gesamtschau exprimierten ¢cDCs des MRL/MpJ-Mausstammes vor allem nach LPS-
Stimulation von allen Oberflichenmarkern mehr als Zellen des CAST/EiJ-Mausstammes und
erreichen dadurch einen offenbar hoheren Ausreifungsgrad. Unter LPS-freien Bedingungen liegen
beide Kohorten etwa gleich auf, was eine stirke Ausreifungsfihigkeit der cDCs von MRL/MplJ-

Maiusen zusitzlich unterstreicht.
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3.3 IL-12 ELISA und LEGENDplex™-Assays

Zum ndheren Verstindnis der Aktivitdtszustdnde der verschiedenen cDC-Populationen wurden die
Mediumiiberstiande hinsichtlich ihres IL-12-Gehalts untersucht.

Die folgende Abbildung 11 zeigt die in den Medium-Uberstinden detektierten IL-12-
Konzentrationen der verschiedenen cDC-Populationen in Abhingigkeit von der Prisenz des

Stimulationsfaktors LPS.
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Abbildung 11: LPS-Effekte auf die IL-12-Konzentrationen in cDC-Kulturiiberstinden. Die am Tag 10 nach der
Knochenmarksisolation und alleinigen Routinekultivierung mit GM-CSF [20 ng/ml] — sowie zum Teil zusitzlicher
LPS-Stimulation [1 pg/ml] — gewonnenen Medium-Uberstinde wurden fiir diesen Versuch verwendet. Die I1L-12-
Konzentrationen der Uberstinde wurden mittels der Sandwich-ELISA-Technik eines Kits der Firma R&D Systems
detektiert und nach anschlieBender Regression mitgefiihrter Standardproben mithilfe einer Eichgeraden vermessen.
Die Abbildung zeigt die Mittelwerte (n > 19) + SEM der IL-12-Konzentrationen der Medium-Uberstéinde ohne und
mit LPS-Stimulation. *P < 0,05 im Vergleich identisch kultivierter cDCs desselben Stammes ohne LPS, *P < 0,05 im
Vergleich identisch kultivierter cDCs von CAST/EiJ Méusen.

Bei beiden Mausstimmen konnten weitaus niedrigere IL-12 Spiegel in den Uberstiinden der LPS-
freien Kulturmedien detektiert werden (Abb. 11, Sdulen 1, 2). Auch lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Mauskohorten feststellen, wenngleich die cDCs der CAST/EiJ-

Maiuse mit ihren Werten tendenziell hoher lagen.
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In den Mediumiiberstdnden der mit LPS kultivierten Proben konnten dann bei beiden Stdmmen
signifikant hohere IL-12-Spiegel nachgewiesen werden. Dabei lagen die IL-12-Konzentrationen
der cDC-Kulturen von CAST/EiJ-Midusen im Mittel signifikant hoher als die der cDC-Kulturen
aus MRL/MpJ-Maiusen (Sdulen 3, 4).

In den Mediumiiberstinden wurde dariiber hinaus der Gehalt an IL-10 bestimmt, einem
immunsupprimierenden und antiinflammatorischen Interleukin [4*!,

Die folgende Abbildung 12 zeigt dabei analog der Abbildung 11 die in den Medium-Uberstéinden
detektierten IL-10-Konzentrationen der verschiedenen cDC-Populationen in Abhdngigkeit von der

Priasenz des Stimulationsfaktors LPS.
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Abbildung 12: LPS-Effekte auf die IL-10-Konzentrationen in cDC-Kulturiiberstinden. Die am Tag 10 nach der
Knochenmarksisolation und alleinigen Routinekultivierung mit GM-CSF [20 ng/ml] — sowie zum Teil zusétzlicher
LPS-Stimulation [1 ug/ml] — gewonnenen Medium-Uberstinde wurden fiir diesen Versuch verwendet. Die IL-10-
Konzentrationen der Uberstéinde wurden mittels des LEGENDplex™-Assays der Firma Biolegend detektiert und nach
anschlieBender Regression mitgeflihrter Standardproben mithilfe einer Eichgeraden vermessen. Die Abbildung zeigt
die Mittelwerte (n > 6) + SEM der IL-10-Konzentrationen der Medium-Uberstinde ohne und mit LPS-Stimulation.
P < 0,05 im Vergleich identisch kultivierter cDCs desselben Stammes ohne LPS, *P < 0,05 im Vergleich identisch
kultivierten cDCs von CAST/EiJ Méusen.

In Abwesenheit von LPS war IL-10 in den Mediumiiberstinden von MRL/MpJ-Mausen iiberhaupt
nicht und in denen von CAST/EiJ-M4&usen nur in minimalen Konzentrationen nachweisbar. Der

Unterschied zwischen den beiden Stimmen war keineswegs signifikant.
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Nach der Zugabe von LPS kam es bei ¢cDCs aus CAST/EiJ-Miusen zu einer signifikanten
Steigerung der IL-10 Sekretion. Zellen der MRL/MpJ-Méuse konnten ihre Sekretion dagegen so
gut wie gar nicht steigern. Im Ergebnis waren die IL-10-Konzentrationen der CAST/EiJ-Tiere
verglichen mit denen von MRL/MpJ-Tieren signifikant stark erhoht.

Die folgende Abbildung 13 zeigt analog den vorangegangenen Abbildungen die in den Medium-
Uberstéinden detektierten MCP-1-Konzentrationen. MCP-1 kann als chemotaktisch wirksames
Protein die Migration dendritischer Zellen in vitro beeinflussen 14!,

Dargestellt sind die in den Uberstinden der Kulturmedien beider cDC-Populationen enthaltenen

Mengen des Chemoattractants in Abhéngigkeit von der Prasenz des LPS.
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Abbildung 13: LPS-Effekte auf die MCP-1-Konzentrationen in cDC-Kulturiiberstinden. Die am Tag 10 nach
der Knochenmarksisolation und alleinigen Routinekultivierung mit GM-CSF [20 ng/ml] — sowie zum Teil zusétzlicher
LPS-Stimulation [1 pg/ml] — gewonnenen Medium-Uberstinde wurden fiir diesen Versuch verwendet. Die MCP-1-
Konzentrationen der Uberstéinde wurden mittels des LEGENDplex™-Assays der Firma Biolegend detektiert und nach
anschlieBender Regression mitgefiihrter Standardproben mithilfe einer Eichgeraden vermessen. Die Abbildung zeigt
die Mittelwerte (n > 6) = SEM der MCP-1-Konzentrationen der Medium-Uberstéinde ohne und mit LPS-Stimulation.
P < 0,05 im Vergleich identisch kultivierter cDCs desselben Stammes ohne LPS, *P < 0,05 im Vergleich identisch
kultivierten cDCs von CAST/EiJ Méusen.

44



In vitro Studien zur Rolle dendritischer Zellen im MRL/MpJ-Mausmodell der chronischen Pankreatitis - Ergebnisse

In Abwesenheit von LPS war MCP-1 in den Mediumiiberstdnden von MRL/MpJ-Méusen als auch
von CAST/EiJ-Miusen nachweisbar. Dabei lag die Sekretion der cDCs von CAST/EiJ-Miusen
signifikant iiber der von MRL/MplJ-Tieren.

Nach der Zugabe von LPS kam es bei ¢cDCs aus CAST/EiJ-Méusen zu einer Steigerung der
MCP-1 Sekretion, wenn auch ohne signifikante Unterschiede zu den LPS-freien Proben. Zellen
der MRL/MpJ-Miuse konnten ihre Sekretion dagegen nicht steigern und fielen im Mittel sogar
tendenziell leicht ab, was den signifikanten Unterschied zu Proben von CAST/EiJ-Tieren noch

einmal verstérkte.

3.4 qRT-PCR

Ein weiterer Teil der Arbeit bestand darin, die mRNA-Expression ausgewéhlter Gene in den cDCs
der unterschiedlichen Versuchsgruppen zu analysieren. Die Untersuchungen konzentrierten sich
dabei vor allem auf solche Gene, die gemi anderer Untersuchungen der Arbeitsgruppe in einem
moglichen Zusammenhang zur Genetik der murinen AIP stehen. Konkret handelte es sich dabei
um Clec4a2, Cytip und TREM?2, die allesamt inhibierende Wirkungen auf die Dendriten-Funktion
ausiiben konnen, sowie Galnt5 (Einzelheiten und Referenzen s. Kapitel Diskussion).

Die folgende Abbildung 14 zeigt die relativen Mengen der jeweiligen mRNAs in den ¢cDCs der
beiden Versuchsgruppen in Abhéingigkeit von der Prasenz des LPS.

In Bezug auf die Expression von Clec4a2 (Abb. 14 A) in den ¢cDCs lieBen sich — unabhingig von
der Gegenwart bzw. Abwesenheit von LPS — keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Mausstimmen feststellen. Innerhalb der Kohorte von MRL/MpJ-Méusen fielen jedoch
nach der LPS-Stimulation die Clec4a2 mRNA-Konzentrationen signifikant ab. Dem gleichen
Trend folgten auch cDCs von CAST/EiJ-Madusen, wenngleich hier keine statistische Signifikanz
erhoben werden konnte.

Die Expression des Galnt5-Gens (Abb. 14 B) war in den cDCs beider Versuchsgruppen sehr
gering, wie die sehr niedrigen 24T

zwischen den cDCs der CAST/EiJ-Méuse einerseits und cDCs aus MRL/MpJ-Miusen anderseits.

-Werte erkennen lassen. Es fanden sich jedoch Unterschiede

Am auffilligsten war dabei das qualitativ unterschiedliche Reaktionsmuster auf die LPS-
Stimulation: Wéhrend das LPS bei cDCs aus CAST/EiJ-Miusen einen tendenziellen Abfall der
Galnt5-Expression bewirkte, kam es bei den cDCs aus MRL/MpJ-Méusen zu einem signifikanten
Anstieg. Lag die Galnt5-Expression in den cDCs aus CAST/EiJ-Miusen unter LPS-freier
Kultivierung noch tendenziell iiber der des MRL/MpJ-Mausstammes, so zeigten die cDCs aus dem

AIP suszeptiblen Stamm eine sogar signifikant hohere Expression.

45



In vitro Studien zur Rolle dendritischer Zellen im MRL/MpJ-Mausmodell der chronischen Pankreatitis - Ergebnisse

A Clec4a2 B Galnt5 * #
1,2 4,E-04 -|-
1,0
3,E-04
0,8
- -
g g
70 d 2,604
& ~N
04
* 1,6-04
0,2 f
0,0 — 0,E+00 —
ohne LPS mit LPS [1 pg/ml] ohne LPS mit LPS [1 pg/ml]
B CAST/Ei) (n=6) O MRL/Mpl (n=12)
C D .
TREM2 Cytip x #
0,8 20
0,6 15
- ~
o Q
T 04 7 10
< <
~ ]
0,2 5
*
| el 0
ohne LPS mit LPS [1 pg/ml] ohne LPS mit LPS [1 pg/ml]

Abbildung 14: Gen-Expressionsprofile in vitro generierter cDCs. Fiir diesen Versuch wurden Zellen an Tag 9 nach
der Knochenmarksisolation verwendet und ohne bzw. mit LPS [1 pg/ml] fiir 24 h in 6-well-Platten (Zellzahl: 3 x
10°/ml) kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurde die RNA mit Trifast® isoliert und im Anschluss mittels der
Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die Real-Time-PCR Analyse fiir die angegebenen Gene Clec4a2,
Galnt5, Cytip, TREM2 und das Housekeeping-Gen HPRT wurde mittels spezifischer ,, Assays on Demand “* auf einer
96-well-Mikrotiterplatte realisiert. Die Quantifizierung nach Abgleich mit dem Housekeeping-Gen HPRT erfolgte
durch die Viia 7 Software. Dargestellt sind die Mittelwerte (n > 6) + SEM der relativen Mengen der mRNA der
jeweiligen Gene mit und ohne LPS-Stimulation. * P < 0,05 im Vergleich zu demselben Mausstamm ohne LPS-

Stimulation; * P < 0,05 im Vergleich zu identisch kultivierten cDCs vom CAST/EiJ Miusen.

Wie weitere Untersuchungen zeigten, exprimierten ¢cDCs von MRL/MpJ-Médusen unter LPS-
freien Bedingungen signifikant weniger TREM2-mRNA als die cDCs von CAST/EiJ-Tieren (Abb.
14 C). Die anschlieBende Stimulation mit LPS induzierte beim AIP-resistenten CAST/EiJ-
Mausstamm einen signifikanten Abfall der TREM2-mRNA-Konzentrationen, wenngleich sich ein
dhnlicher Trend der cDCs von MRL/MpJ-Méiusen abzeichnete.
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Hinsichtlich der Cytip-Genexpression (Abb. 14 D) konnten zwischen den Kohorten der nicht
stimulierten Kulturen keine signifikanten Unterschiede ausgemacht werden. Nach Stimulation mit
LPS hingegen exprimierten die cDCs der MRL/MpJ-Méuse signifikant mehr Cytip-mRNA als
Zellen des AlP-resistenten CAST/EiJ-Kontrollstammes und konnten dabei ihre Expression

gegeniiber den nicht stimulierten Kultur-Ansétzen signifikant steigern.
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4 Diskussion

In kiirzlich durchgefiihrten Untersuchungen an AIP-suszeptiblen MRL/MpJ-Miusen konnte die
Arbeitsgruppe des Doktoranden groBe Zahlen an DCs in Nachbarschaft zu CD3" Zellen innerhalb
pankreatischer Gewebsldsionen erkrankter Tiere nachweisen. Diese und weitere Beobachtungen
standen damit in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Arai et al. *). In den meisten Fillen
legten die Studien nahe, dass das Auslosen von Autoimmunitdt nicht blof mit der Zu- oder
Abnahme der DCs korreliert, sondern vielmehr von der Funktionalitdt dieser Zellen abhéngig ist
B35], Um die Funktionalitit und das Verhalten der DCs weiter zu untersuchen und Einblicke in
molekulare Abldufe zu gewinnen, wurden in dieser Arbeit in vitro Studien mit aus

Knochenmarkszellen generierten cDCs der jeweiligen Mausstimme durchgefiihrt.

4.1 Aus MRL/MpJ-Mausen in vitro generierte cDCs weisen einen

reiferen, aktiven Phédnotyp auf

Zur ndheren Charakterisierung ihrer Funktionszustinde wurden die ¢DCs einer
durchflusszytometrischen Detektion der DC-typischen Oberflichenmarker CD40, CD80, CD83,
CD86 und MHC-II unterzogen.

Das wohl auffilligste Resultat dabei ist, dass ein Grofiteil der cDCs von MRL/MpJ-Méusen mit
einer fortgeschrittenen AIP bereits vor einer Stimulation mit LPS einen reifen Phénotyp
(CD11c¢"/CD83*/MHC-11"g"/CD40"e/CD8OMe/CD86"eY)  aufweist. Die in dieser Arbeit
erhobenen FACS-Daten belegen auflerdem, dass mit LPS stimulierte c¢DC-Kulturen der
MRL/MpJ-Mauskohorte einen hoheren Anteil gereifter cDCs zeigen, als es bei dem CAST-
Kontrollstamm der Fall ist. MRL/MpJ-cDCs befinden sich nicht nur vorab auf einem hdheren
Aktivitatsniveau, sondern sie zeigten zusétzlich noch die Eigenschaft, nach der LPS-Stimulation
im Vergleich zu ¢cDCs der CAST/EiJ-Mauskohorte zu noch groferen Anteilen auszureifen.
Zusammen sprechen diese Daten dafiir, dass c¢DCs der MRL/MpJ-Mduse eine stdrkere
Ausreifungsfahigkeit besitzen.

Ein spontanes Ausreifen bzw. die spontane Aktivierung von DCs wurde auch in anderen Modellen
zur Untersuchung von Autoimmunitét beobachtet, was genetisch determinierte Unterschiede und

3542] Tn die zellulire Differenzierung wihrend der Ausreifung von

Regulationen vermuten lisst [
DCs sind sowohl die Expression immunstimulatorischer Oberflichenmolekiile — allen voran

kostimulatorischer Molekiile fiir die T-Zell-Aktivierung — als auch das Aufrechterhalten eines
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Zytokin-reichen Mikromilieus involviert, was die Chancen erhoht, mit weiteren spezifischen
Immunzellen zu interagieren (7).

Speziell die Untersuchungen zur Expression von MHC-II auf CDI1lc¢" ¢DCs stiitzen diesen
Eindruck. MRL/MpJ-cDCs waren schon unter LPS-freien Kulturbedingungen stark positiv fiir
diesen Oberflichenmarker und wiesen in Relation zu den CAST/EiJ-cDCs signifikante
Unterschiede auf. MHC-Molekiile spielen eine essenzielle Rolle in der Antigen-Prozessierung und
-Présentation gegentiber Effektorzellen und sind somit an der Initiation zelluldrer Reaktionen des
adaptiven Immunsystems beteiligt. Speziell MHC-Molekiile der Klasse II prédsentieren
vorwiegend extrazelluldre Peptide und potenzielle Antigenstrukturen, die durch vorherige
rezeptorvermittelte Endozytose als ,,Bruchstiicke erneut auf der Zelloberfliche der Dendriten
exprimiert und von CD4" Zellen erkannt werden konnen. Gleichzeitig konnen quantitative
Unterschiede bzgl. des Oberflichenbesatzes dieses Molekiils Aufschluss {iber den
Aktivierungsstatus der DCs geben. Eine intrazelluldre Retention von MHC-II-Molekiilen bei
unreifen DCs via einer Ubiquitinierung durch das Membrane Associated Ring-CH-Type Finger 1
(MARCHI1) Protein wurde bereits als Besonderheit der DC-Biologie beschrieben 2!, Bei der
Aktivierung und Reifung von DCs sistiert in Analogie dazu der Ubiquitinierungsprozess und
MHC-II-Molekiile akkumulieren auf der Zelloberfléiche ). AuBerdem weisen in vitro generierte
cDCs MARCH1-defizienter Méuse einen gro3en Anteil MHC-II-Molekiile auf ihrer Oberfldche
auf und konnen als stark ausgereift angesehen werden [** 1 Der bis dato beschriebene
Zusammenhang zwischen den intrazelluldr zuriickgehaltenen MHC-II-Molekiilen und den daraus
resultierenden DC-Funktionen kann durch die positive Wirkung der MHC-II-Dimere selbst auf
die Transduktion von toll like receptor (TLR)-Signalen erklirt werden 73!, Der Mechanismus, wie
MHC-Molekiile TRL-Signale beeinflussen, beeinhaltet die Assoziation von intrazelluliren MHC-
[I-Molekiilen selbst mit der Bruton’s tyrosin kinase (Btk). Diese wird wéhrend einer TLR-
Stimulation phosphoryliert, bindet myeloid differenciation primary response 88 (MyD88) und
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-ff (TRIF) und verstirkt somit die TLR-
Transduktion 73,

Interessanterweise vermittelt auch das in den Experimenten dieser Arbeit eingesetzte LPS als
pathogen-associated molecular pattern (PAMP) seine Wirkungen als Rezeptoragonist via TLR4
(1431 Es beeinflusst bei den cDCs moglicherweise auf eine dhnliche Art und Weise das TLR-
Signaling, den MHC-II-Oberflichenmolekiilbesatz sowie damit den Reifungsprozess. Speziell der
MHC-II-Oberflichenmolekiilbesatz auf cDCs von MRL/MpJ-Médusen konnte demnach durch
dhnliche Signalwege und Feedback-Mechanismen reguliert sein. Es miisste auch bei der

Zellbiologie dieser cDCs AlP-erkrankter Tiere an molekulare Besonderheiten des MARCH1- bzw.
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MHC-II/Btk-Signalings gedacht werden, auch wenn diese in dieser Arbeit nicht untersucht
wurden.

cDCs von MRL/MpJ-Méusen sind trotz ihres hoheren Grundaktivititsniveaus weiterhin responsiv
gegeniiber LPS. Auch in anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein
von LPS in seiner Funktion als PAMP Verdnderungen im Membranrezeptor-Besatz (allen voran

131 Diese Verinderungen im

auch von MHC-II) bei einer Vielzahl von APZs induzieren kann !
Membranrezeptorbesatz konnten sich wohl genetisch als auch epigenetisch manifestiert und auf
weitere Tochtergenerationen iibertragen haben.

Zur Betrachtung ihrer Funktionszustinde und ihres Wachstums, wurden die Zellen einem 5-
Bromo-2'-Deoxyuridin (BrdU)-Assay unterzogen und mit verschiedenen Konzentrationen und
Kombinationen von GM-CSF-Wachstumsfaktor sowie LPS stimuliert. In der Gesamtschau der
Daten lassen sich dhnliche Tendenzen beider Mausstimme herausarbeiten: Unter der Stimulation
mit GM-CSF vermogen beide cDC-Kohorten stérker zu proliferieren, wohingegen die Prisenz von
LPS die Proliferation zu hemmen vermag. Lediglich die Intensititen und die Auspriagung dieser
Reaktionen unterscheiden die beiden Zell-Kohorten voneinander.

DCs sind als potente APZs ein fundamentales Bindeglied zwischen humoralen und zelluldren
Immunantworten. Bei einer Stimulation durch potenzielle Pathogene/Antigene durchlaufen die
Zellen mafigebliche Verdnderungen in ihrem Motilitdts- und immunstimulatorischen Verhalten

7 115] Ubertriigt und deutet man die LPS-Stimulation in vitro als

sowie in ihrem Aktivititsniveau !
mogliches inflammatorisches Geschehen in vivo, kdnnte dies als Ausdruck fiir eine Sensitivierung
der cDCs gegeniiber potenziellen Pathogenen bei Antigenkontakt gewertet werden. Die Tatsache,
dass bereits geringste Konzentrationen von LPS wirksam sind, unterstiitzt diese Vermutung.

Wie bereits erwéhnt, fallt bei den in dieser Arbeit erhobenen Daten auf, dass cDCs der (erkrankten)
MRL/MpJ-Mauskohorte auch ohne LPS-Zugabe nicht die Proliferationsraten der ¢cDCs von
(gesunden) CAST/EiJ-Kontrollméusen erreichen. Zugleich ist LPS nicht in der Lage, die
Proliferationsraten der MRL/MpJ-cDCs so stark zu senken, wie es bei cDCs der CAST/EiJ-Méuse
der Fall ist. cDCs erkrankter Tiere scheinen demnach weniger sensitiv gegeniiber den LPS- und
GM-CSF-Wirkungen und somit einem mdglichen entziindlichen Geschehen zu sein. Diese
Ergebnisse stiitzen die Vermutung, dass Unterschiede (in puncto Signaltransduktion via
Oberflachenrezeptoren bzw. Rezeptorexpression) bei der Aktivierung von cDCs der MRL/MpJ-
Mauskohorte bestehen oder die Zellen von vornherein ein anderes Aktivitdtsniveau und andere
Funktionszusténde aufweisen.

Der BrdU-Assay kann nur einen indirekten Anhalt fiir die Proliferationsraten der cDCs liefern und

fur sich allein keinen ausreichenden Aufschluss tiber das Aktivitdtsniveau und den Zustand der
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Zellen geben. Zusammen mit den Ergebnissen der flusszytometrischen Untersuchungen zum
Oberflichenmolekiilbesatz der cDCs konnte das Bild der cDC-Funktionen und des Verhaltens
dieser Zellen in der experimentellen AIP erweitert werden. Aktivierte cDCs AIP-erkrankter Tiere
sind wohlmdglich deshalb weniger sensitiv gegeniiber einer Stimulation durch LPS und GM-CSF,
weil sie bereits unstimuliert einen gereifteren und immunkompetenteren Phénotyp aufweisen, als

es bei ¢cDCs von Kontrolltieren der Fall ist.

4.2 Zytokin- und Chemokin-Expressionsprofile aktivierter cDCs

Wie bereits zuvor erwihnt, kann das Vorhandensein und das Aufrechterhalten eines Zytokin-
reichen Mikromilieus die DC-Physiologie, die Ausreifung und das Verhalten dieser Zellen
mafgeblich beeinflussen 7). Mit den bereits erworbenen Erkenntnissen aus den Analysen der
FACS- und Proliferationsassay-Daten kann weiter diskutiert werden, ob nicht auch die aus den
Knochenmarkszellen in vitro generierten cDCs selbst Anteil an der Zusammensetzung des
Mikromilieus haben. Die Zellen konnten somit via para- und autokriner Regelkreise selbst
Immunzellfunktionen beeinflussen. Diese Reaktionsmuster sind vermutlich sowohl genetisch als
auch epigenetisch determiniert, so dass sie sich auch in den hier untersuchten neu in vitro
generierten Zellen wiederfinden lassen. Daher wurden die Mediumiiberstinde der cDC-Kulturen
hinsichtlich ihres Gehalts an pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen
untersucht.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten belegen deutliche Verdnderungen und Unterschiede der
Interleukin- und Chemokinsekretion der ¢cDCs der einzelnen Mausstimme. MRL/MpJ-cDCs
sezernierten unter LPS-freien Kulturbedingungen signifikant weniger IL-12 und MCP-1, als es bei
cDCs des Kontrollstammes der Fall war. Nach einer Stimulation mit LPS steigerten die Zellen
lediglich ihre IL-12-Sekretion, wobei sie jederzeit signifikant unter den jeweiligen
Konzentrationen der Kontrollstamm-cDCs lagen. Beziiglich des IL-10 konnte bei den MRL/MplJ-
cDCs zu keinem der Zeitpunkte (mit oder ohne LPS) eine Sekretion des anti-inflammatorisch
wirksamen Interleukins beobachtet werden.

IL-12 wird klassisch den pro-inflammatorischen Zytokinen zugeordnet und ma3geblich von APZs
sowie speziell DCs sezerniert. Bereits in anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass aus
Knochenmarkszellen isolierte DCs IL-12-abhidngig die Effektorzellen des adaptiven
Immunsystems zur Stimulation von INF-y anregen und so unspezifische Immunreaktionen
induzieren kdnnen 821, Unter LPS-Stimulation sollten in den Kulturiiberstinden MRL/MpJ-cDCs

eher (signifikant) hohere IL-12-Konzentrationen zu erwarten sein, beobachtet wurde jedoch das
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Gegenteil. Die Hintergriinde dieses Befundes sollten in Folgeuntersuchungen weitergehend
analysiert werden.

IL-10 ist ein immunsupprimierend wirksames Zytokin, das auch die DC-Funktionen mit
beeinflussen kann %, Der IL-10-Rezeptor vermittelt seine Signale durch die Aktivierung des
Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3). IL-10 fordert durch eine
transkriptionelle Repression inflammatorischer Gene anti-inflammatorische Zustdnde. Weiterhin
supprimiert IL-10 die Expression von MHC-II-Molekiilen durch eine gesteigerte Synthese des
MARCH]1-Proteins "%, Die essenzielle Rolle des IL-10 fiir anti-inflammatorische Funktionen in
vivo kann im IL-10-defizienten Mausmodell veranschaulicht werden. Hierbei entwickeln nahezu
alle Méuse spontan entziindliche Darmerkrankungen und andere entziindliche, die Mukosa-
Barriere betreffende, Storungen "', Auch Miuse mit einer spezifischen Deletion des STAT3-
Signalweges entwickeln spontan Kolitiden und mukosale Barrierefunktionsstérungen mit dem
Verlust der immunologischen Toleranz 8% Diesbeziiglich interessant ist die Tatsache, dass auch
IL-6 seine Wirkungen via STAT3 vermittelt, so dass die Grundlagen der Unterschiede zu den
Wirkungen von IL-10 noch unklar erscheinen. Die vorrangige Funktion von IL-10 in vivo scheint
die Suppression der Zytokinproduktion zu sein, wohingegen die IL-6/STAT3-Signalkaskade eher
die MHC-II- und CD86-Expression supprimiert (421,

Es gibt jedenfalls keinen Anhalt dafiir, dass (via LPS) aktivierte cDCs AlP-erkrankter Tiere
relevante Mengen IL-10 sezernieren. Zusitzlich dazu verdffentlichte eine Arbeitsgruppe um Mittel
et al. im November 2015 eine Studie, in der gezeigt werden konnte, dass IL-10-abhidngige
immunsupprimierende Effekte lediglich durch die Regulation der Antigenexpression durch
Makrophagen — nicht aber durch DCs — induziert werden 8!l Diese Erkenntnisse gliedern sich
damit in die Daten dieser Arbeit ein und stiitzen die Vermutung, dass cDCs AlIP-erkrankter
Individuen eher dazu neigen, inflammatorische Funktionszustinde zu begiinstigen.

Das Vorhandensein von MCP-1 spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese entziindlicher
Erkrankungen und der Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch die Rekrutierung
monozytdrer Zellen. MCP-1 kontrolliert dariiber hinaus auch die Differenzierung von T-

1L,23] In Arbeiten zur Untersuchung des

Helferzellen in die Tul- oder Tu2-Subpopulationen [
Einflusses von MCP-1 auf die Pathogenese autoimmuner Erkrankungen konnte gezeigt werden,
dass die Inhibition dieses Chemokins und seiner Signalwirkungen die Krankheitsaktivitit zu

11,651 Bezogen auf das komplexe Bild der cDC-Funktionen in dieser Arbeit, wiirde

senken vermag [
man (zumindest nach einer Stimulation mit LPS) bei cDCs AIP-erkrankter Tiere hohere MCP-1

Konzentrationen als bei cDCs des Kontrollstammes erwarten. Aktivierte und immunkompetente
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Dendriten sollten sich durch ihre Fahigkeit zur gezielten und gesteigerten Migration auszeichnen,
die indirekt durch MCP-1 mit initiiert wird.

Die erhobenen Daten zeigen jedoch, wie bereits erwihnt, das genaue Gegenteil an. Dieser Fakt
unterstiitzt damit die These und das Bild, dass cDCs AlIP-erkrankter Tiere (unabhingig davon, ob
aktiviert oder nicht) weniger sensitiv gegeniiber den Wirkungen von LPS und einer weiteren
Aktivierung sind. Diese Art der ,,Resistenz* konnte sich durch verdnderte Rezeptorstrukturen oder
ein verdndertes Rezeptorrepertoire erkldren lassen, denn nachweislich weisen diese ¢cDCs einen
reiferen, immunkompetenten Phinotyp auf, der synergistisch ein pro-inflammatorisches Zytokin-
Milieu fordern und aufrechterhalten sollte.

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Mediumiiberstinde hinsichtlich ihres Zytokin- und
Chemokingehalts lassen das Gesamtbild bis hierhin etwas unbalanciert erscheinen. Es gibt viele
Anhalte fiir Unterschiede zwischen den beiden cDC-Kohorten, die jedoch nicht immer fiir die

jeweilige Kohorte im Konsens miteinander stehen.

4.3 Genexpressionsprofile aktivierter cDCs und ihre funktionellen

Implikationen

Die bisherigen in vitro Untersuchungen konnten bereits Erkenntnisse beziiglich des
Oberflichenmolekiilbesatzes, des Wachstumsverhaltens und der Wirkung humoraler Faktoren der
cDCs erbringen. Fiir die bisher herausgearbeiteten funktionellen Unterschiede der c¢DCs der
untersuchten Mausstimme erscheinen genetische oder epigenetische Ursachen als wahrscheinlich,
vor allem auch, weil die cDCs zunichst in vitro generiert wurden und dennoch diese Eigenschaften
zeigen.

In einem weiteren Schritt wurde daher auf Transkriptionsebene die Expression der Gene Clec4a?2,
Galnt5, TREM?2 und Cytip ndher untersucht. Untersuchungen der Arbeitsgruppe des Doktoranden
zufolge handelt es sich hierbei um potenzielle Risikogene, die filir die Entstehung einer AIP mit
Funktionen innerhalb der DCs interessant sind %),

Clec4a2 wird unter anderem auch als Dendritic Cell Immunoreceptor (DCIR) bezeichnet und
gehort zur Familie der Kohlenhydrat-bindenden Lektine. Sie sind im weiteren Sinne Pattern
Recognition Receptors (PRRs) und damit immunologisch wichtige Proteinstrukturen, die ihrer
Aufgabe als Zuckersequenz-bindende Antigen-Rezeptoren nachkommen und die Aktivierung
immunkompetenter Zellen unterstiitzen. Clec4a2 wird hauptsichlich auf DCs exprimiert [121],

Bei der Untersuchung der relativen mRNA-Mengen konnten signifikante Unterschiede in der
Expression dieses Gens beobachtet werden. Die Clec4a2-mRNA-Expression nimmt bei beiden

cDC-Kohorten nach einer LPS-Stimulation ab. Lediglich ¢cDCs der MRL/MpJ-Mauskohorte
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weisen jedoch einen signifikanten Unterschied in der mRNA-Expression nach LPS-Stimulation
auf. Dies konnte einen Anhalt dafiir bieten, dass aktivierte cDCs AIP-erkrankter Individuen einen
mangel- oder fehlerhaften PPR-Besatz aufweisen und so fehlregulierte Immunreaktionen initiieren
konnten.

Beziiglich der Galnt5-Expression lassen sich allenfalls nur Vermutungen anstellen, da der mRNA-
Gehalt bei beiden cDC-Kohorten nur marginal iiber den Nachweisgrenzen lag und geringste
Unterschiede statistisch zu stark ins Gewicht fallen. Die Tendenz zeigt jedoch in Richtung einer
hoheren Expression dieses Gens in cDCs erkrankter Tiere nach einer Simulation mit LPS,
wohingegen die Expression bei cDCs des Kontrollstammes unter diesen Bedingungen eher abfiel.
Galnt5 wird mit der Progression maligner Tumore in Verbindung gebracht und zumindest bei
einigen Tumorentitdten als prognostisch relevanter Verlaufsmarker angesehen 1. Inwiefern diese
Beobachtungen relevant fiir die Gesamtbetrachtung der cDC-Funktionen sind, bleibt fraglich.
Hinsichtlich des TREM2-Gens zeigte sich, dass die Expression innerhalb LPS freier Kulturen von
cDCs erkrankter Miuse signifikant geringer ist, als es bei cDCs von CAST/EiJ-Méusen der Fall
ist. Nach einer Stimulation mit LPS sinkt die Expression der cDCs des CAST/EiJ-Kontrollstamms
signifikant ab. Im Vergleich dazu vermindert sich die Expression auf Seiten der cDCs AIP-
erkrankter Tiere nur marginal.

TREM? wird auf myeloiden Zellen und damit auch auf DCs exprimiert. Es ist ein
immunmodulierender Rezeptor mit einer zentralen Rolle fiir die Aktivierung und das Uberleben

myeloider Zellen [,

Die Meinungen iiber die Rolle von TREM?2 beziiglich eines
Inflammationsgeschehens gehen — wie bereits in dieser Arbeit beschrieben — weit auseinander. Die
Effekte auf die Expression pro-inflammatorischer Zytokine als auch ein TREM2-induzierter
menthemmter* Phinotyp von DCs stehen bei der Diskussion im Mittelpunkt ?!!. Die in dieser
Arbeit erhobenen Daten lassen den Schluss zu, dass cDCs erkrankter Tiere diesen Rezeptor auf
mRNA-Ebene bereits unter physiologischen Bedingungen weitaus weniger exprimieren, als es bei
cDCs des CAST/EiJ-Kontrollstammes bzw. gesunder Tiere der Fall ist. Vollstdndig (via LPS)
aktivierte ¢cDCs des AIP-suszeptiblen Mausstammes zeigen eine nur tendenziell geringere
Expression von TREM2, wohingegen es bei cDCs des Kontrollstammes zu einem signifikanten
Abfall der Expression dieses Rezeptors kommt. Erneut kann die Annahme von weniger sensitiven
cDCs AlP-erkrankter Tiere gegeniiber den Wirkungen von LPS gestellt werden. Dies korreliert
mit dem Bild bereits (vor)aktivierter ¢cDCs, die einen reifen, immunkompetenteren Phinotyp
aufweisen.

Unterstellt man eine eher anti-inflammatorische Wirkung von TREM?2 auf die DC-Funktionen,

konnte man diskutieren, dass im Falle von ¢cDCs AIP-suszeptibler Miuse ein eher hoheres
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Potenzial bestiinde, inflammatorische Immunreaktionen zu initiieren und zu unterhalten. Diese
Uberlegungen sind jedoch nur hypothetisch. Eine vollstindige Interpretation setzt ein besseres
Verstandnis der Rolle von TREM?2 in der DC-Aktivierung voraus, welches in Folgearbeiten erzielt
werden miisste.

Weiterhin wurden die cDCs auch hinsichtlich ihres Gehalts und der Expression von Cytip-mRNA
untersucht. Cytip ist mallgeblich an der Regulation von Funktionen der DCs bei
Hypersensitivitdtsreaktionen und der Zell-Adhésion beteiligt. Die Expression dieses Proteins wird
wihrend der DC-Reifung und -Differenzierung sowie bei der Aktivierung von T-Zellen induziert.
Es konnte gezeigt werden, dass Cytip auch direkt in die Regulation von Immunantworten
involviert ist. Weiterhin belegen Untersuchungen, dass DCs aus Cytip-defizienten Knock-out-
Miusen ein gesteigertes inflammatorisches Reaktionspotenzial aufweisen 3. Cytip iibt damit
wahrscheinlich vielféltige immunregulatorische Funktionen aus, die sich nicht einheitlich als pro-
oder anti-inflammatorisch klassifizieren lassen. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten belegen,
dass (via LPS) aktivierte cDCs erkrankter MRL/MpJ-Méuse im Vergleich zu identischen, nicht
stimulierten Zellen sowie zu aktivierten CAST/EiJ-cDCs eine signifikant erhohte mRNA-
Expression des Cytip-Gens aufweisen. Wie genau sich diese Beobachtungen auf mRNA-Ebene
schlussendlich in den Funktionen und der Physiologie dieser Zellen in vitro und in vivo
wiederspiegeln, bleibt weiterhin fraglich und miisste in weiteren Folgeuntersuchungen genauer

herausgearbeitet werden.
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5 Integrative Betrachtung und Ausblick

5.1 MRL/MpJ-cDCs im Kontext der (Auto)lmmunitét sowie der AIP

In fritheren Studien zur Pathogenese humaner und experimenteller Autoimmunerkrankungen (z.B.
DMT 1, SLE und Psoriasis) konnten bereits der Einfluss und die Funktion vieler DC-Subtypen
niher herausgearbeitet werden %), Zur Rolle von DCs fiir die Entstehung einer AIP war jedoch
bis vor kurzem noch nichts bekannt. Erst Arai ef al. konnten ab 2015 mit dem ebenfalls in dieser
Arbeit verwendeten MRL/MpJ-Mausmodell den Beitrag des pDC-Subtyps fiir die Entstehung und
Aufrechterhaltung muriner AIPs genauer herausarbeiten. Sie postulierten, dass zuvor durch
neutrophil extracellular traps (NETs) stimulierte pDCs die Hauptverantwortlichen der IFN-a-
Produktion im Rahmen der murinen AIP sind. Dariiber hinaus fanden die Forscher in
Pankreasgewebeproben von Patienten mit einer IgGg-vergesellschafteten AIP IFN-a-
exprimierende pDCs und zusitzlich signifikant hohere Serum-Spiegel an IFN-o. . Auch in der
2017 erschienenen weiterfithrenden Arbeit der Gruppe um Watanabe et al. wurden am MRL/MplJ-
Mausmodell die Rolle der pDCs als Hauptverantwortliche der IFN-a- sowie IL-33-Produktion und
damit der Initiation der Entstehung einer AIP bekriiftigt ['*2. Welche Rolle speziell die Zellen des
cDC-Subtyps fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung dieser Erkrankung spielen, ist hingegen
auch bis dato noch nicht bekannt.

DCs sind als potente APZs mafgeblich an der Initiation, Regulation und Interaktion des
angeborenen und adaptiven Immunsystems beteiligt. Eine dysfunktionale Physiologie sowie eine
fehlregulierte Aktivierung dieser Zellen kdnnen demnach als mogliche Induktoren einer Reihe von
Autoimmunkrankheiten in Frage kommen B!, Besonders die DC-T-Zell-Interaktionen stehen
dabei oft im Mittelpunkt immunologischer Betrachtungen und sind Gegenstand zahlreicher
Studien zur Atiologie und Pathogenese autoimmuner Erkrankungen. Eine Interaktion zwischen
DCs und T-Zellen entscheidet immer iiber eine Aktivierung hin zu inflammatorisch aktiven
Funktionszustinden oder der Induktion tolerogener Effekte. T-Zellen haben hierfiir effiziente
Mechanismen entwickelt, um suffizient auf potenziell gefdhrliche Antigene durch das Erkennen
von auf MHC-Komplexen exprimierten pathogenen Peptidbausteinen (pep-MHCs) zu reagieren.
Es ist gut bekannt, dass T-Zellen, die Organismus-eigene pep-MHCs (self-pep-MHCs) erkennen
und binden, wihrend ihrer Himatopoese und Ausreifung im Thymus einer aktiven und gezielten

13, 86

negativen Selektion unterliegen ['* %), Eine periphere Toleranzentwicklung dieser Effektorzellen

gegeniiber se/f-pep-MHCs zu fordern, um so einer Aktivierung autoreaktiver T-Zell-Populationen
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entgegenzuwirken, wird als essenzielle Eigenschaft effizient operierender Immunsysteme erachtet
(18] Hierbei bestimmt der Anteil von auf aktivierten DCs dargebotenen self-pep-MHCs
maligeblich die Funktionszustinde von T-Zellen. Diese reichen von freibeweglichen, rasch
Antigene abtastenden Phdnotypen hin zu immunologisch stabilen, DC-T-Zell-interagierenden
Varianten 1641 Solche stabilen DC-T-Zell-Interaktionen (> 8 h) stellen die Grundvoraussetzung
einer effizienten T-Zell-Differenzierung und sich anschlieBender zelluldrer Immunreaktionen dar
26] Die T-Zellzahlen sinken in Gegenwart einer gesteigerten self-pep-MHC-Expression auf
aktivierten DCs dabei rapide. Ein reziproker Effekt der Zellzahl wird physiologischer Weise bei
einer geringen self-pep-MHC-Expression aktivierter DCs beobachtet 133,

Eine weitere Komponente, die Einfluss auf die Interaktionen und T-Zellzahl nimmt, stellen die
bereits in der Einleitung erwihnten CD4'CD25'Tregs dar. Tregs inhibieren DC-T-Zell-
Interaktionen und senken die T-Zellzahlen. Diese Effekte beruhen nicht auf kompetitiven
Antagonismen der Tregs und T-Zellen an exprimierten self-pep-MHCs. Sie basieren eher auf
direkten Kontakten mit responsiven T-Zellen bzw. indirekt auf den Interaktionen mit DCs 136],

Im Kontext der AIP und den in dieser Arbeit erhobenen Daten zur Rolle, Physiologie und Funktion
von MRL/MpJ-cDCs liegt es nahe, auch diese Zellen hinsichtlich relevanter Interaktionen mit
Effektorzellen des Immunsystems genauer zu betrachten. Bereits die Studien der Arbeitsgruppe
des Doktoranden zu AIP-relevanten Kandidatengenen, zu denen auch Cytip zéhlte, stiitzten diese

6, 12

Uberlegungen ® 2. Cytip scheint mitverantwortlich fiir ein Sistieren der DC-T-Zell-Interaktion

101 So untersuchte die Gruppe parallel zu dieser Arbeit,

wihrend einer Immunreaktion zu sein [
welche Effekte cDCs AIP-erkrankter Méuse in vitro auf syngene T-Zellpopulationen ausiiben. Die
Hypothese, dass Milzen erkrankter Tiere einen hoheren Anteil immunologisch vorgereifter T-
Zellen enthalten, die einen Einfluss auf die T-Zellproliferation bei DC-Kontakt haben, fiihrte zu
in vitro Untersuchungen in einem Ko-Kultursystem. Die Daten belegen, dass zuvor mit LPS
behandelte sowie unbehandelte cDCs effizient die DNA-Synthese syngener T-Zellen von jungen
und ilteren MRL/MpJ-Miusen zu steigern vermdgen 4. Eine MRL/MpJ-cDC-abhiingige
Proliferation syngener T-Zellen gilt unter Ko-Kultur-Bedingungen somit als wahrscheinlich.
Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung zu friiheren Untersuchungen DC-abhingiger T-
Zellproliferationen innerhalb von in vitro T-Zell-DC-Ko-Kultursystemen 3¢,

In jlingsten Folgestudien betrachtete die Arbeitsgruppe einzelne T-Zell-Subpopulationen, die mit
der Induktion und Progression einer AIP in Verbindung stehen konnten, genauer. Es wurden
unaufgereinigte Splenozyten, CD3"-T-Zellen, CD4 " -Theirer-Zellen, CD8" zytotoxische T-Zellen
sowie CD4"CD44Me T Gegicnmis-Zellen AIP-erkrankter Tiere in bis dato gesunde — aber dennoch

suszeptible — MRL/MpJ-Méuse transferiert. Die Ergebnisse belegen, dass Splenozyten sowie
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CD3"-T-Zellen effizient eine AIP induzieren konnen, wihrend CD4"-Theifer-Zellen und CD8*
zytotoxische T-Zellen fiir sich allein genommen dazu nicht befédhigt sind. Als besonders effektives
Beispiel erwiesen sich CD4"CD44"80- T gegscnmis-Zellen, die trotz ihrer geringeren transfundierten
Zellzahl mit hoher Effizienz eine AIP in den Empfinger-Tieren auslosten (26, Die Hypothese, dass
Tregs in der Lage sind, die Progression einer spontanen murinen AIP zu inhibieren bzw. zu
beeinflussen, konnte hingegen nicht belegt werden.

Die in vitro Untersuchungen dieser Arbeit zu cDCs AlIP-erkrankter MRL/MpJ-Méuse konnten
weitere Erkenntnisse zur Rolle der Zellen in der Pathogenese der murinen AIP liefern. MRL/MplJ-
cDCs weisen einen (vor)gereiften, aktiven und immunkompetenten Phanotyp auf. Als besonders
auffillig erscheint unter physiologischen Bedingungen eine erhdhte Expression von MHC-II auf
der Oberfliche der cDCs, was die Zellen als potente APZs ausweisen konnte. In Gegenwart
potenziell pathogener Antigenstrukturen zeigen die Zellen zusétzlich die Eigenschaft, zu noch
groBBeren Anteilen auszureifen. Aktivierte cDCs sezernieren vorwiegend pro-inflammatorische
Mediatorsubstanzen wie IL-12 und MCP-1, die in direktem Zusammenhang mit humoralen
Immunreaktionen stehen. Auf Ebene der Genetik weisen MRL/MpJ-cDCs Auffilligkeiten
beziiglich der Expression AIP-relevanter Kandidatengene auf, die sich zusammenfassend nicht
einheitlich als pro- oder anti-inflammatorisch einordnen lassen. Einige dieser Gene stehen, wie
bereits erwihnt, in Zusammenhang mit der DC-T-Zell-Interaktion. Dies kann zusdtzlich auf
Einfliisse der cDCs auf zelluldre Immunreaktionen hinweisen.

In der Gesamtbetrachtung weisen cDCs AlP-erkrankter Tiere eine Vielzahl funktioneller
Auffilligkeiten auf, die die Zellen hinsichtlich ihrer pathophysiologischen Rolle von ebenfalls mit
der Pathogenese einer AIP in Verbindung gebrachten pDCs unterscheiden. cDCs AIP-erkrankter
Tiere sind potenziell in die Initiation und Stabilisierung von zelluldren Immunreaktionen
involviert. Thr unter physiologischen Bedingungen (vor)gereifter Phinotyp und das Mikromilieu
befdhigen die Zellen moglicherweise zu unphysiologisch gesteigerten Antigen-Présentationen und
Interaktionen mit CD4" T-Zellen, die wiederum zu hohen Anteilen hin zu T-Effektorzellen
differenzieren konnen. Die folgende Abbildung 15 veranschaulicht eine hypothetische
Betrachtung der potenziellen Rolle von MRL/MpJ-cDCs in der Pathogenese der murinen AIP
(s. f. S. Abb. 15).
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Abbildung 15: Hypothetische Betrachtung der potenziellen Rolle von MRL/MpJ-cDCs in der Pathogenese der
murinen AIP. MRL/MpJ-cDCs weisen schon unter physiologischen Bedingungen einen aktiven, (vor)gereiften und
immunologisch wirksamen Phénotyp auf. Die Zellen besitzen zusétzlich die Fahigkeit, zu noch groBeren Anteilen
auszureifen. (Via LPS) Aktivierte cDCs sind positiv fiir die DC-typischen Oberflichenmarker CD40, CD80, CDS3,
CD86 und stark positiv fiir MHC-II. Sie sezernieren vorwiegend pro-inflammatorische Mediatorsubstanzen wie
IL-12 und MCP-1, jedoch nur sehr wenig anti-inflammatorisch wirksames IL-10. In der Folge entsteht ein eher pro-
inflammatorisches Mikromilieu. ¢cDCs AlIP-erkrankter Mduse zeigen zusitzlich Auffilligkeiten hinsichtlich der
Expression AIP-relevanter Gene (wie Clec4a2, Cytip, Galnt5, TREM?), die auf vielfiltige immunregulatorische
Funktionen der Zellen hinweisen. Konkret zeigen sich relevante Unterschiede in der Clec4a2- und Cytip-Expression.
Speziell Cytip scheint in die Interaktion von DCs mit T-Zellen involviert zu sein. Der unter physiologischen
Bedingungen (vor)gereifte Phénotyp und das Mikromilieu befihigen die MRL/MpJ-cDCs moglicherweise zu
unphysiologisch gesteigerten Antigen-Prisentationen und Interaktionen mit CD4* T-Zellen, die wiederum zu hohen
Anteilen hin zu T-Effektorzellen (Tul, Tu2) differenzieren konnen. Inwiefern zusétzlich Tregs die DC-T-Zell-

Interaktionen beeinflussen und somit tolerogene Effekte induzieren, bleibt weiterhin fraglich.
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5.2 Ausblick

Das MRL/MpJ-Mausmodell ist flir in vitro Untersuchungen zur Pathogenese der murinen AIP
geeignet. Aus den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen zur Rolle und Funktion von cDCs
konnten deshalb langfristig neue Therapieansitze oder diagnostische Verfahren fiir die Klinik
erwachsen. Zu beachten sind dabei jedoch auch die Grenzen eines Tiermodells. Ein Ubertragen
der Erkenntnisse aus dem Mausmodell in vitro auf eine Situation beim Patienten in vivo ist
natiirlich nicht unmittelbar moglich. /n vivo Studien zur Rolle von DCs in der Pathogenese der
AIP sollten sich daher in Zukunft anschlieen.

Weiterhin konnten Folgestudien bzgl. des Proliferationsverhaltens, der Rezeptor-Expression und
der Expression humoraler Faktoren an direkt aus dem Blut von AIP-Patienten gewonnenen cDCs
realisiert werden. Ziele wiren, die Charakteristika dieser humanen Zellen in der in vivo Situation
abzubilden und die Erkenntnisse der in vitro Studien zu erweitern und zu bewerten. Ebenso kann
versucht werden, die cDCs im Mausmodell in vivo zu depletieren, um weitere Informationen zu
DC-Funktionen im Kontext der AIP zu gewinnen. Auch Studien am Mausmodell mit gezielten
Knock-outs AIP- und DC-relevanter Gene sind denkbar, ebenso wie die Gabe und Testung

immunmodulierender (z.B. die DC-T-Zell-Interaktion inhibierender) Biologika.
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6 Zusammenfassung

Die AIP stellt als eigene Entitdt chronischer Pankreatitiden eine heterogene Erkrankung
multifaktorieller Genese dar. Eine Charakterisierung und Diagnosestellung ist schwierig, kann
aber anhand der seit 2006 entwickelten HISORt- und ICDC-Kriterien erfolgen. Basierend auf
neueren histologischen und pathogenetischen Untersuchungen wird die AIP in 2 Subtypen
unterteilt. Der Subtyp 1 stellt ein Krankheitsbild dar, das als lymphoplasmazytire sklerosierende
Pankreatitis (LPSP) bezeichnet wird. Der Subtyp 2 wiederum wird als idiopathische dukt-
zentrische Pankreatitis (IDCP) definiert. Beiden Formen ist eine Infiltration des Pankreas und
umliegender Strukturen mit immunkompetenten Zellen gemeinsam.

Die Atiologie und die Pathogenese der Erkrankung wurden bis heute nur unzureichend verstanden.
Der Beitrag sowohl zelluldrer als auch humoraler Immunreaktionen zur Autoimmunitét gilt dabei
jedoch als wahrscheinlich. Das aktuelle Konzept der AIP nach Okazaki et al. sieht ein biphasisches
Model der ,Induktion und Progression der Erkrankung vor. Die initiale Immunantwort
gegeniiber Selbstantigenen konnte durch eine verminderte Anzahl naiver Tregs bedingt sein
(,,Induktion®). Die nachfolgende Tu2-Zell-typische Immunantwort mit der Unterstiitzung von B-
Zell-Funktionen sowie der Produktion von Immunglobulinen (IgG4) und Autoantikérpern kdnnte
in die Pathogenese und Pathophysiologie der AIP involviert sein und diese unterhalten
(,,Progression®). Eine Beteiligung von Antigen-prisentierenden dendritischen Zellen (DCs) gilt
als wahrscheinlich, wurde bisher jedoch noch wenig untersucht.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, speziell den Beitrag von DCs zur AIP genauer
herauszuarbeiten, da aus solchen Studien langfristig neue Therapieansitze und diagnostische
Verfahren erwachsen konnen.

Die AIP kann nur in einem geringen Ausmal in etablierten Tiermodellen und Experimenten
reproduziert werden. Dennoch konnte der MRL/MpJ-Mausstamm als Tiermodell bei der Analyse
autoimmuner Erkrankungen iiberzeugen und erwies sich als niitzliches Instrument zur
Untersuchung vieler Aspekte der AIP. Die Erkrankung entwickelt sich in diesem Mausmodell
spontan und mit einer hohen Inzidenz, vor allem bei dlteren weiblichen Tieren. Im Rahmen von in
vitro Studien wurden in dieser Arbeit DCs aus Knochenmarkszellen von MRL/MpJ-Médusen
generiert. Durch die Zellkultur und die gezielte Zugabe von Granulocyte Macrophage Colony-
stimulating Factor (GM-CSF) wurden speziell konventionelle DCs (cDCs) generiert. Es folgten
Untersuchungen an den c¢DCs zum Proliferationsverhalten, zur Rezeptor-Expression und
Expression humoraler Faktoren mittels flusszytometrischer Analysen, Proliferationsassays

(BrdU), enzyme linked immunosorbent assays (ELISAs) sowie Echtzeit-PCR-Arbeiten.
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Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen auffillige Besonderheiten der Funktionen und
Eigenschaften von cDCs AIP-suszeptibler Tiere, ergeben dabei jedoch kein komplett einheitliches
Bild. ¢DCs erkrankter Tiere weisen bereits ohne Zugabe von Reifungsinduktoren wie
Lipopolysaccharid (LPS) einen (vor-)gereiften und potenziell immunkompetenten Phinotyp auf.
Sie sind dabei dennoch befihigt, zusdtzlich aktiviert zu werden und zu noch hoheren Anteilen
auszureifen. Dabei vermindern die Zellen ihre Proliferationsraten bei zugleich gesteigerter
Expression DC-typischer Oberflaichenmarker — vor allem von MHC-II.

Weiterhin zeigen cDCs AIP-suszeptibler Méduse im Vergleich zu ¢cDCs gesunder Kontrollméiuse
Auffilligkeiten und Unterschiede in der Sekretion pro- sowie anti-inflammatorischer
Mediatorsubstanzen. Konkret konnten bei aktivierten cDCs signifikante Unterschiede in der
Sekretion der pro-inflammatorischen Mediatoren Interleukin-12 (IL-12) und Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) beobachtet werden. Eine Sekretion des anti-
inflammatorischen Mediators Interleukin-10 (IL-10) konnte nicht bestétigt werden. In der
Konsequenz spielt der Wegfall von IL-10 eine moglicherweise weitaus grof3ere Rolle fiir die cDC-
Funktionen als die geringe Sekretion pro-inflammatorischer Mediatorsubstanzen. Pro-
inflammatorische Funktionszustinde der Zellen werden somit begiinstigt.

Komplettiert wurden die Beobachtungen durch die Untersuchung der Genexpressionsprofile AIP-
relevanter Kandidatengene. Konkret zeigen sich auf mRNA-Ebene Unterschiede bei aktivierten
cDCs in der Expression des Dendritic Cell Immunorezeptor (Clec4a2/DCIR) und des Cytohesin 1
Interacting Proteins (Cytip). Diese Verdnderungen der mRNA-Expression von cDCs AIP-
suszeptibler-Mause weisen auf mogliche vielfdltige immunregulatorische Funktionen der Zellen
hin, die sich abschlieend nicht einheitlich als pro- oder anti-inflammatorisch einordnen lassen.
In der Gesamtschau aller Daten ergibt sich ein komplexes Bild der DC-Funktionen und der DC-
Biologie im Kontext der murinen AIP. Zunéchst einmal zeigen die durchflusszytometrischen
Daten deutlich, dass cDCs AIP-erkrankter Tiere eine hohe spontane Ausreifungstendenz mit einer
zusétzlich starken Induzierbarkeit aufweisen. Die bis dafo untersuchten Mediatoren und Gene
konnen diesen Befund jedoch noch nicht hinreichend stiitzen und erkldren. Eine Beteiligung von
cDCs an der Aktivierung und Proliferation von T-Effektorzellen gilt dennoch als wahrscheinlich.
T-Zellen und besonders ihr CD4*CD44"¢"-Tgschimis-Subtyp sind in der Lage, im murinen Modell
eine AIP auszuldsen.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zu cDCs AlP-erkrankter MRL/MpJ-Méuse konnten weitere
Erkenntnisse zur Rolle der Zellen in der Pathogenese der murinen AIP liefern. Besonders die
molekularen Mechanismen der DC-Aktivierung und der Immunzell-Interaktionen im Kontext der

AIP bediirfen jedoch weiterer aussagekréftiger Folgestudien.
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7 Thesen

1. Adulte MRL/MpJ-Miuse entwickeln spontan eine AIP, die dem humanen Typ-1 dhnelt.

2. Das MRL/MplJ-Mausmodell eignet sich zur Untersuchung und Charakterisierung der Rolle
konventioneller dendritischer Zellen (cDCs) in der Pathogenese autoimmuner
Pankreatitiden.

3. Aus dem Knochenmark generierte cDCs von MRL/MpJ-Midusen weisen physiologisch
einen (vor-)gereiften, aktiven und immunologisch wirksamen Phénotyp auf.

4. Das Wachstum und die Proliferation der MRL/MpJ-cDCs hédngen von der Prdsenz des
Granulocyte-Macrophage  Colony-stimulating ~ Factor  (GM-CSF) und  von
Lipopolysaccharid (LPS) ab.

5. In Gegenwart von pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), wie LPS, zeigen
MRL/MpJ-cDCs die Eigenschaft, zu noch groferen Anteilen auszureifen.

6. MRL/MpJ-cDCs sezernieren vorwiegend pro-inflammatorische Mediatorsubstanzen, die
in direktem Zusammenhang mit humoralen Immunreaktionen stehen.

7. ¢DCs von MRL/MpJ-Méusen sezernieren sehr wenig Interleukin 10. In der Folge entsteht
ein pro-inflammatorisches Mikromilieu.

8. Das Zytokin- und Chemokin-Sekretionsprofil von MRL/MpJ-cDCs erscheint unbalanciert.

9. MRL/MpJ-cDCs weisen Auffilligkeiten beziliglich der Expression AIP-relevanter
Kandidatengene auf.

10. Einige der in MRL/MpJ-cDCs nachgewiesenen Kandidatengene, wie Cytip und TREM?2,
stethen in direktem Zusammenhang mit der DC-T-Zell-Interaktion und
immunregulatorischen Zellfunktionen.

11. MRL/MpJ-cDCs unterscheiden sich hinsichtlich ihrer pathophysiologischen Rolle von

ebenfalls mit der Pathogenese einer AIP in Verbindung gebrachten plasmazytoiden DCs
(pDCs).
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Anhang

Material

Gerite
Geriit Hersteller
Eismaschine (AF 10) Scotsman
Feinanalysenwaage (Chyobalance JL 200 ) Dynatech

Heizblock (Test Tube Heater SHT1)

Stuart Scientific

Heizblock (Thermomixer Comfort)

Eppendorf

Inkubator (HeraCell 150)

Thermo Scientific

Magnetriihrer (MR 2002) Heidolph
Phasenkontrastmikroskop (Axiovert 25) ZEISS

PipetBoy accu IBS
Iz)lggtﬁnl(()R%%aﬁhzoolzg()s ﬁl 1063- | 80%1 ul) Eppendorf
Schiittler CAT

Schiittler (Rocky® 3D) Frobel Labortechnik
TagMan-Reader (ABI PRISM 7000 Sequence Detection System) Applied Biosystems
Vortexer (MS2 Minishaker) IKA Works Inc.
Wasserbad (1083) GFL

Zentrifuge (5415D) Eppendorf
Zentrifuge (Galaxy 16DH) VWR

Zentrifuge (Labofuge 400R) Heraeus

Zentrifuge (MIKRO 200R) Hettich

Zentrifuge (Rotina 46R) Hettich
Begasungsbrutschrank Heraeus
Gelelektrophoresekammer BioRad
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Allgemeines Verbrauchsmaterial

Anhang

Material Hersteller
0,2 ml 96-Well Multiply® PCR- Platte & Adhesive Covers Sarstedt
15 ml und 50 ml Tubes Greiner
6-well Kulturplatten Greiner, BD Falcon
96-well-half-area Mikrotiterplatten BD Falcon
Deckgléschen Roth
Dual Filter Tips 0,1— 1000 pl Eppendorf
Objekttrager Marienfeld
Reaktionsgefifle 0,6; 1,5; 2,0; 5,0 ml Eppendorf
Pipettenspitzen 0,1— 1000 pl Eppendorf
Sterile Pipetten 5, 10 und 25 ml Greiner
Chemikalien/Reagenzien
Allgemein
Reagenz Hersteller
PBS (10x posphate buffered saline), pH 7,4 Gibco
Ethanol Apomix
Isopropanol J.T. Baker
Zellkultur
Reagenz Hersteller
Trypsin-EDTA (0,05 % in PBS) Gibco
FKS (Fetales Kilberserum) Invitrogen
RPMI Medium (1x) Biochrom
Penizillin-Streptomyzin Stammlésung (100x) Gibco
Trypanblau Gibco
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Zellproliferations/Wachstums-Aassay (BrdU)

Reagenz Hersteller
BrdU-(5-Bromo-2’-Deoxyuridin)-Zellproliferations-ELISA Roche
1 M H2S04 Merck

Nukleinsidureanalytik

Reagenz Hersteller
peqGOLD TriFast™ PEQLAB
Chloroform J.T. Baker
DEPC-H20 (Aqua bidest. mit 0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat) Sigma-Aldrich
DNase-Kit (DNA-free™ DNase Treatment&Removal) Ambion

RT-Kit (High Capacity cDNA Reverse-Transcription Kit) Applied Biosystems

TagMan-Master Mix (Universal PCR Master Mix, No AmpErase®) | Applied Biosystems

,»Assay on demand* Clec4a2 Applied Biosystems
,»Assay on demand* HPRT Applied Biosystems
,»Assay on demand* Galnt5 Applied Biosystems
,Assay on demand*“ TREM2 Applied Biosystems
,»Assay on demand* Cytip Applied Biosystems
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