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1. Einleitung

Im Fokus dieser Arbeit stehen die mononukledren Phagozyten der Nebenniere. Nach
Immunprovokation migrieren sie rapide in die Nebenniere und kdnnen dort schnell grol3e
Mengen proinflammatorischer Zytokine freisetzen. Auf diesem Wege konnten sie die
Nebenniere in ihrer lebensnotwendigen Produktfreisetzung wahrend systemischer

Inflammation beeinflussen.

1.1 Sepsis

Sepsis ist eine der haufigsten Todesursachen weltweit (Gaieski et al., 2013; Mayr et al.,
2014; Fleischmann-Struzek und Rudd, 2023). Sie stellt eine der grofdten
Herausforderungen fir das Immunsystem dar. Ein Infekt 16st bei diesem Krankheitsbild
eine dysregulierte Immunantwort mit Uberschiel3ender proinflammatorischer
Komponente aus. Der septische Schock stellt die Maximalvariante der Sepsis dar, bei
dem es zu einem Multiorganversagen kommen kann, mit oftmals todlichem Ausgang
(Shankar-Hari et al., 2016; Singer et al., 2016). Eine rasche Diagnose sowie eine
entschlossene Behandlung der Ursachen und Symptome sind hierbei fir das Uberleben

der Patienten von immenser Bedeutung (Chaudhary et al., 2014).

Die Nebenniere produziert Katecholamine und Glukokortikoide und spielt somit eine
wichtige Rolle in der Antwort des Organismus auf eine Sepsis (Chan et al., 2012;
McKechnie et al.,, 1985). Wahrend einer Sepsis kann es zu einer multifaktoriell
verursachten Nebenniereninsuffizienz kommen, einer potentiell letalen Komplikation
(Prigent et al., 2004). In der Nebenniere existieren CX3CR1-positive mononukleare
Phagozyten, welche das Potential besitzen koénnten, die Synthese der
Nebennierenprodukte in solch einer kritischen Situation, wie der Sepsis, zu

beeinflussen.

1.2 Die Nebenniere
Die Nebennieren sind paarig angelegte endokrine Drisen, jeweils lokalisiert auf dem
oberen Nierenpool. In ihrer Rinde produzieren sie Gluko- sowie Mineralokortikoide,

namentlich Corticosteron, welches in der Maus eine Rolle dhnlich des Cortisons im
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Menschen erflllt, sowie Aldosteron. Im Nebennierenmark werden die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin synthetisiert (Ehrhart-Bornstein et al., 1998). Sie sind
malf3geblich an der Kreislaufregulation des Organismus beteiligt. Nebennierenmark und
-rinde lassen sich histologisch nicht scharf voneinander abgrenzen, sondern gehen
flieBend ineinander Uber (Berka et al., 1996; Bornstein et al., 1991; Bornstein et al.,
1994; Gallo-Payet et al., 1987; Palacios und Lafarga, 1975). Die unterschiedlichen
Zelltypen der Nebenniere kommunizieren (Bornstein et al., 1994; Gallo-Payet et al.,
1987) Uber ihre Produkte (Katecholamine, Steroidhormone, Zytokine, Chemokine,
Neurotransmitter und Neuropeptide (Ehrhart-Bornstein et al., 1998; Kanczkowski et al.,
2015)) auf parakrinem Wege als auch tiber Gap Junctions (Black et al., 1979; Decker et
al., 1978; Usadel et al., 1993). Diese dynamisch-effizienten Austauschwege zwischen
den, in ihren Spezialisierungen so unterschiedlichen, Zellpopulationen sind im

Krankheitsbild der Sepsis von grof3 Bedeutung (Nicolaides et al., 2015).

Die Nebenniere ist ein wichtiger Bestandteil zweier fundamentaler Achsen einer akuten
Stressantwort: Zum einen (1) der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse (HPA), zum anderen (2) des Sympathoadrenomedullaren Systems (SAM). Die
HPA sorgt fur eine, den Umstdnden entsprechende, Plasmakonzentration
adrenokortikaler Steroide, das SAM regelt dies bei Katecholaminen (Bornstein und
Chrousos, 1999; Chrousos, 1995; Chrousos, 2009). HPA und SAM unterliegen sowohl
zahlreichen intra-adrenalen Interaktionen (Ehrhart-Bornstein et al., 1998) als auch einer
neuronalen Kontrolle (Bornstein et al., 1990; Ehrhart-Bornstein et al., 1994; Bergmann,
2022; Gorain et al., 2020).

Unter homoostatischen Bedingungen unterliegt die Glukokortikoidproduktion sowie -
freisetzung einem ultradianen Rhythmus, gesteuert durch die HPA (Spiga et al., 2014).
Der morgendlich erhéhte Spiegel des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH) bewirkt
einen Anstieg des Adrenocorticotropen Hormon-Spiegels (ACTH), was wiederum zu
einem Anstieg des Glukokortikoid-Spiegels fuhrt. Die Ausschittung von
Glukokortikoiden ist unter physiologischen Umstdnden durch negative Rickkopplung
selbstlimitiert, sie hemmen direkt am Hypophysenvorderlappen sowie an den

hypothalamischen Neuronen die weitere Freisetzung von ACTH respektive CRH (Evans
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et al., 2013; Gillies et al., 1982; Hinz und Hirschelmann, 2000). Der Plasmaspiegel der
Katecholamine wird hingegen direkt neuronal durch das sympathische Nervensystem
kontrolliert (Bergmann, 2022; Gorain et al., 2020). Anhand der Aktivierung durch
Nervenfasern kommt es zur Ausschittung monoaminer Neurotransmitter (Adrenalin,
Noradrenalin) in der Nebenniere. Dank ihrer ausgepragten Vaskularisation kann die
Nebenniere Adrenalin und Noradrenalin innerhalb von kirzester Zeit im gesamten
Organismus verteilen (Elenkov et al., 2000; Winkler et al., 1986; Gorain et al., 2020).

Wahrend einer Sepsis reagiert der Organismus mit erhbhten Plasmaspiegeln an
Glukokortikoiden (Bornstein und Briegel, 2003; Mueller et al., 2022) sowie
Katecholaminen (Hahn et al., 1995; Mueller et al., 2022). Ihre protektives Wirkungsprofil
besteht aus  metabolischen, kardiogenen  sowie  anti-inflammatorischen
Charakteristiken. Sie erhohen die Konzentration der Glukose im Plasma, steigern den
Blutdruck sowie die kardiale Ejektion und wirken so einer Hypotonie entgegen, zudem
schitzen sie vor UbermaRiger Inflammation (Bornstein und Briegel, 2003; Ensinger et
al., 2002; Galon et al., 2002; Trager und Radermacher, 2003; Gorain et al., 2020;
Mueller et al., 2022). In der Regulation der Plasmaspiegel von Glukokortikoiden und
Katecholaminen  scheint wahrend einer Sepsis interessanterweise ein
Paradigmenwechsel stattzufinden, wonach die Sekretion der Nebenniere nicht langer
zentral sondern wahrscheinlich vielmehr peripher gesteuert wird (Annane et al., 2006;
Bornstein et al., 2008; Mueller et al., 2022). In der Vergangenheit wurden immer wieder
Erklarungsversuche zu diesem Phanomen angestrengt (Boonen et al., 2015), darunter
ein verminderter Abbau der Glukokortikoide (Boonen et al.,, 2013), parakrine
Interaktionen via intra-adrenaler Zytokine (Mazzocchi et al.,, 1993), eine erhdhte
Perfusion der Nebenniere (Lang et al., 1984) oder eine GroRenveranderung
(Kanczkowski et al., 2013c) der Nebenniere. Auch eine, durch Glukokortikoide
verursachte, Hochregulation des Gens fir das Enzym Phenylethanolamin N-
methyltransferase, welches fur die Synthese von Adrenalin aus Noradrenalin
verantwortlich ist, konnte nachgewiesen werden (Yoshida-Hiroi et al., 2002), genau wie
Katecholamin-verursachte Steigerung des Glukokortikoid-Plasmaspiegels (Haidan et
al.,, 1998) sowie eine ACTH-unabhangige Produktion von Glukokortikoiden nach
Zytokinstimmulation (Bethin et al., 2000).
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Weil die Zellen der Nebennierenrinde eine hohe Rezeptordichte fir intra-adrenale
Zytokine aufweisen, sind, von den oben genannten ineinandergreifenden Mechanismen,
die intra-adrenalen Zytokine von besonderem Interesse (Bornstein et al., 2004;
Gonzalez-Hernandez et al., 1995; Judd et al., 2000). Jedoch sind die in vivo
Plasmaspiegel jener Zytokine weder unter homdoostatischen noch unter pathologischen
Umstanden annéhernd hoch genug, um die Hormonproduktion der Nebenniere in jener
Art und Weise zu beeinflussen, wie es in vitro gezeigt werden konnte (Ehrhart-Bornstein
et al., 1998). Solche Zytokinspiegel waren theoretisch in vivo auf parakrinem Wege zu
erreichen. Dies wirde bedeuten, dass jene Zytokine in der Nebenniere selbst
synthetisiert und sezerniert werden muassten, um die dortigen Nebennierenzellen in ihrer
Hormonproduktion und -freisetzung entsprechend beeinflussen zu kénnen (Ehrhart-
Bornstein et al., 1998). Wahrend einer Sepsis wird die Nebenniere durch mononukleare
Phagozyten infiltriert (Engstrom et al., 2008) welche in der Lage sind, gro3e Mengen

inflammatorischer Zytokine zu produzieren.

1.3 Das angeborene Immunsystem

Diese mononukledren Phagozyten sind Teil des Immunsystems, welches der Mensch
benotigt, um in der standigen Auseinandersetzung mit seiner Umwelt bestehen zu
kénnen. Das Immunsystem lasst sich in zwei Entitdten unterteilen: (1) das angeborene
Immunsystem, mit welchem alle héheren Organismen ausgestattet sind, sowie eine
Erweiterung dessen (2), das erworbene Immunsystem, welches sich auf die Wirbeltiere
beschrankt. Wahrend das erworbene Immunsystem vornehmlich aus B- und T-Zellen
besteht, setzt sich das angeborene Immunsystem aus verschiedenen Granulozyten,
naturlichen Killerzellen sowie mononuklearen Phagozyten zusammen. Die Vertreter des
erworbenen Immunsystems bedirfen erst eines Kontaktes mit einem Pathogen oder
Fremdkdorper fur die Entwicklung spezieller Abwehrmechanismen, wie z.B. der Synthese
passender Antikdrper. Dagegen sind die Zellen des angeborenen Immunsystems von
Geburt an zur aktiven Verteidigung des Organismus fahig. Die Zellen des angeborenen
Immunsystems erkennen potenzielle Pathogene mit ihren pattern-recognition-
rezeptoren (PRR) anhand von pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) oder
damage-associated molecular patterns (DAMPS) (Abb. 1). Einer dieser Rezeptoren ist
der Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR-4). Er erkennt unter anderem das PAMP des
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Lipopolysaccharids (LPS), welches ein Hauptbestandteil der &uf3eren Membran Gram-
negativer Bakterien ist (Park und Lee, 2013).

Das mononukleére Phagozytensystem ist Teil des angeborenen Immunsystems und ist
hier fur die rasche Erkennung und Elimination potenzieller Pathogene zustandig, indem
sie diese phagozytieren und in Peptide zersetzen. Die mononukledren Phagozyten
migrieren dann in das lymphatische System und prasentieren dort jene Peptide im
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC)-Kontext den Zellen des erworbenen Systems.
Auf diesem Weg bilden mononukledre Phagozyten eine Briucke zwischen dem
angeborenen und erworbenen Immunsystem und treiben so die Involvierung des
erworbenen Systems in der Immunabwehr des Organismus voran (Chen et al., 2023).
Zudem beschleunigen mononukleare Phagozyten nach Erkennung eines potenziellen
Pathogens die Immunantwort, indem sie grof3e Mengen inflammatorischer Zytokine
freisetzen, durch welche wiederum weitere Immunzellen aktiviert und rekrutiert werden
(Chen et al., 2023).
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Abb. 1: Immunologische Aktivierung via PAMPs und DAMPs
Uber die Erkennung verschiedener PAMPs und DAMPs werden Immunzellen aktiviert, welche nun proinflammatorische

Zytokine sezernieren. Diese wiederum aktivieren weitere Immunzellen, was den, fir die dysregulierte Immunantwort
typischen, circulus vitiosus resultiert (Chousterman et al., 2017).
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1.4 Die CX3CL1-CX3CR1-Achse

Die oben genannten inflammatorischen Zytokine sind fur eine effektive Zusammenarbeit
zwischen dem angeborenen Immunsystem sowie den Zellen der Nebenniere von grof3er
Bedeutung. Eine Zytokin-Untergruppe bilden die Chemokine, welche sich wiederum in
die C-, CC-, CXC- sowie die CX3C-Familie, unterteilen lassen. Chemokine entfalten ihre
Wirkung Uber G-Protein-gekoppelte 7-Transmembranhelix-Rezeptoren (Zlotnik und
Yoshie, 2000). Das bis dato einzige bekannte Mitglied der CX3C-Familie,
CX3CL1/Fraktalkin (Pan et al., 1997; Bazan et al., 1997; Rivas-Fuentes et al., 2021) ist
im oben beschriebenen Szenario einer Sepsis von besonderem Interesse, da eine
positive Korrelation zwischen dem mRNA-Gehalt seines einzigen Rezeptors, namentlich
CX3CR1/Fraktalkin-Rezeptor (Ludwig et al., 2002), und dem Uberleben von Patienten
nachgewiesen werden konnte (Cazalis et al., 2024; Pachot et al., 2008; Friggeri et al.,

2016). Eine umfassende Erklarung dieser Korrelation ist bis heute ausstehend.

Eine Aufgabe von Chemokinen ist die Chemotaxis, die Rekrutierung von Immunzellen
in entzindetes Gewebe. Wie oben beschrieben, werden bei Detektion von Pathogenen
neben anderen inflammatorischen Zytokinen auch l6sliche Chemokine freigesetzt,
welche sich dann an Proteoglykane der extrazellularen Matrix anheften. So bauen
I6sliche Chemokine ein Konzentrationsgefalle auf, anhand dessen Immunzellen mit
passenden Rezeptoren in das entsprechende Gewebe gefihrt werden. CX3CL1 kann
in zwei verschiedenen Formen vorliegen: Zum einen kann es (1) als
Transmembranprotein vorliegen, wobei es seine Chemokindomé&ne an einem
muzinahnlichen Proteinstrang prasentiert (Pan et al., 1997; Bazan et al., 1997). In dieser
Form ermdglicht es CX3CR1-exprimierenden Leukozyten die Integrin-unabhangige
Adhasion und somit deren Leukodiapedese (Ludwig et al., 2002; Fong et al., 1998).
Monozyten stellen einen Grol3teil dieser CX3CR1-exprimierenden Leukozyten dar (Jung
et al., 2000; Imai et al., 1997). Weiter kann CX3CL1 (2) in l6slicher Form (soluble
CX3CL1/sCX3CL1) vorliegen. Unter homoostatischen Umstanden wird hierfur
transmembranstandiges CX3CL1 durch die Metalloprotease ADAM10, wéhrend
Inflammation durch die Metalloprotease ADAM17, abgespalten (Abb. 2). Bei
Inflammation  werden Endothelzellen unter anderem durch LPS oder

proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IFN-y aktiviert, woraufhin sie ihre
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Expression von CX3CL1 steigern (Bazan et al, 1997). So entsteht ein
Konzentrationsgradient, welcher der Rekrutierung CX3CR1-positiver Immunzellen in

inflammatorisch verandertes Gewebe dient (Bazan et al., 1997; Ludwig et al., 2005).

‘| N-terminal domain: v
Residues 1-76 I I II

| Mucin-like stalk:
Residues 77-317

ADAM7/TACE{@ . &

ADAM 101 € %%
Transmembrane
o helix: Residues

}Cell
318-336 Membrane

Cytoplasmic tail:
Residues 337-373

Abb. 2: CX3CL1 (Jones et al., 2010)

Das humane Gen fur CX3CL1 ist auf Chromosom 16 lokalisiert. Typisch ist das CX3C-
Motiv sowie der mucindhnliche, membranstandige Proteinstrang, welcher die
Chemokindoméne prasentiert. In Homoostase ist ADAM10 hauptverantwortlich fur die
Abspaltung und einhergehende Bildung von sCX3CL1, unter inflammatorischen
Bedingungen geschieht dies vornehmlich durch ADAM17/TACE.

Uber die Funktion des CX3CR1 gibt es bereits einige Erkenntnisse: Die Affinitat von
CX3CL1 zu CX3CR1 st ausreichend, um Zellen unter physiologischen
Flussbedingungen zu immobilisieren (Imai et al., 1997; Goda et al., 2000; Fong et al.,
1998). Jedoch wird vermutet, dass die Leukodiapedese-unterstiitzende Adhasion von
Makrophagen am Endothel eher durch die CCL2-CCR2-Achse vermittelt wird (Boring et
al., 1997; Gomes et al., 2006; Kurihara et al., 1997; Kuziel et al., 1997; Matsukawa et
al., 1999; Robben et al., 2005). Geissmann et al. (2003) konnten Monozyten in Hinsicht
auf ihr Migrationsverhalten in zwei Subpopulationen unterteilen: (1) klassische,
zirkulierende CCR2MCX3CR1° und (2) lokal patrouillierenden, nicht-klassische
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CCR2°CX3CR1" Monozyten (Sunderkoétter et al., 2004). Uber die erwahnte CCL2-
CCR2-Achse migrieren vornehmlich CCR2"CX3CR1' Monozyten in inflammatorisch
verandertes Gewebe. Diese Bindung fiihrt zu einer Internalisierung des CCR2 mitsamt
dessen Liganden und zu einer Hochregulation der Zelloberflichenexpression von
CX3CR1 (Green et al.,, 2006). So liegen in entzindlich verandertem Gewebe
(Kanczkowski et al., 2013c) vermehrt CCR2°CX3CR1M Monozyten vor (Dal-Secco et
al., 2015). Durch dieses angepasste Rezeptorprofil von CCR2 und CX3CR1 kommt es
zu einer vermehrten Aktivierung dieser Immunzellen durch CX3CL1, wodurch die
Abwehrfahigkeit von Monozyten gegentber Bakterien deutlich gesteigert wird (Ishida et
al., 2008).

1.5 Fragestellung und Ziel

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war zu untersuchen, ob CX3CR1-positive
mononukledre Phagozyten in der Nebenniere wahrend einer Sepsis Einfluss auf die
Plasmakonzentration verschiedener Nebennierenprodukte haben. Parallel sollte
ermittelt werden, ob der genetische Knockout von CX3CR1 in Mausen mit einer

veranderten hamodynamischen Reaktion wéahrend einer Sepsis einhergeht.

Ziel war es zu prifen, ob hier ein Erklarungsansatz fiir den Uberlebensvorteil von
Wildtyp Mausen gegentber CX3CR1-Knockout Mausen nach CLP (cecal ligation
puncture) (Ishida et al., 2008) liegen konnte.

Um eine vergleichbare und verlasslich reproduzierbare Immunreaktion zu provozieren,
wurde ein Modell genutzt, in welchem per intraperitonealer LPS-Injektion bei Mausen
eine systemische Inflammation induziert wurde. Um die Funktion CX3CR1-positiver
mononukledrer Phagozyten in jenem Versuchsszenario ndher charakterisieren zu
kénnen, wurden die Ergebnisse von Wildtyp Mausen mit den Ergebnissen von CX3CR1-

Knockout M&usen verglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Tab. 1: Laborgerate

Modell

Hersteller

LightCycler® 480

Roche, Basel, Schweiz

Labofuge™ 400 Tischzentrifuge

Heraeus™, Hanau, Deutschland

BP-2000 Blood Pressure Analysis
System™

Vistech Systems, Inc., Apex, NC, USA

NanoDrop 2000

Thermo Scientific™, Waltham, MA,
USA

FastPrep-24™

MP Biomedicals, Irvine, CA, USA

Safire 2 microplate reader

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Mastercycler® nexus X2 - PCR

Thermocycler

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

BD FACSCanto I Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA
QuadroMACS™ Separator Miltenyi, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Tab. 2: Software

Name

Firma

Microsoft® Word fiir Mac v16.16.27

Microsoft®, Redmond, WA, USA

Microsoft® Excel fir Mac v16.16.27

Microsoft®, Redmond, WA, USA

GraphPad Prism 6

GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA

FlowJo™ v10.5.3

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

BP 2000 Analysis Software

Vistech Systems, Inc., Apex, NC, USA

BD FACSDiva™ Software

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA




Tab. 3: Tierlinien

20

Fur diese Arbeit wurden Mause vom C57BL/6J Genotyp, im Folgetext als Wildtyp Mause

bezeichnet, sowie B6.129P-Cx3critmlLitt/J,

folgend CX3CR1-Knockout Mause

genannt, verwendet. Wie durch Jung et al. (2000) beschrieben, exprimieren die
CX3CR1-Knockout Mause keinen funktionellen CX3CR1.

Tierlinie Artikelnumm Firma

er
C57BL/6J Mause (Kernzucht HET) | 664 The Jackson Laboratory,
Wildtyp Méause Bar Harbor, ME, USA
B6.129P-Cx3crltmlLitt/J 5582 The Jackson Laboratory,
(Kernzucht HET) Bar Harbor, ME, USA
CX3CR1-Knockout (CX3CR17)

Tab. 4: Puffermedien und angesetzte Reagenzien

Medium

Inhalt

Verdaulésung

500 ml RPMI mit GlutaMAX™
Supplement + 50 ml FCS + 5 ml
Penicillin/Streptomycin + unmittelbar vor
Benutzung 100 pl DNAse/10 ml Medium
+ 100 ul Kollagenase/ 10 ml Medium

FACS-Puffer

500 ml PBS + 500 pl FCS alternativ 5 mg
BSA + 1,7 ml 30 % NaN

FACSFix

500 ml PBS + 10 g Glukose + 13,5 ml
Formaldehyd aus 37 % Stock (1 % finale
Konzentration) + 350 ul 30 % NaN

MACS-Puffer

500 mPBS +5mFCS +2 ml 0,5 M
EDTA

Nahrmedium fur Zellkultur

500 ml RPMI Medium mit GlutaMAX™ +
50 ml FCS + 5 ml Penicillin/Streptomycin
+ 5 ml 5 mM Betamercaptoethanol

cDNA MasterMix

2ul rtPuffer, 2ul 10-fach rtPrimer, 1ul
Ribonuklease-Inhibitor, 1pg reverse
Transkriptase, 0,8ul 25-fach
Desoxyribose-Nukleotidtriphosphat




Tab. 5: Chemikalien und Reagenzien
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bovinem Pankreas, 750 U

Substanz Artikelnummer Hersteller/Lieferant
Kollagenase von Clostridium | C5138-1G Sigma Aldrich,
histolyticum Burlington, MA, USA
Lipopolysaccharid aus Escherichia | L4516-1MG Sigma Aldrich,
coli 0127:B8 Burlington, MA, USA
Desoxyribonuklease 1 Typ IV aus | D5025-750KU Sigma Aldrich,

Burlington, MA, USA

PowerTrack SYBR Green MasterMix | A46113 LifeTechnologies,
Gaithersburg, MD, USA

DEPC behandeltes Wasser 786-117 G Biosciences, St. Louis,
MO, USA

Todd-Hewitt-Bouillon X936.1 Carl Roth, Karlsruhe,

Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA) | P06-1391500 PAN-Biotech, Aidenbach,
Fraction V Deutschland
Ethylendiamintetraessigsaure 324503-1 VWR, Wayne, PA, USA
(EDTA) Dinatriumsalz-Dihydrat
Phosphatgepufferte Salzlésung | 18912014 LifeTechnologies,
Tabletten Gaithersburg, MD, USA
Salzsaure 1 Mol/l - 1 N Maflésung K025.1 Carls Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Penicillin/Streptomycin a 100 ml P0781-100ML Sigma Aldrich,

Burlington, MA, USA

Gibco
Institute
GlutaMAX

Roswell Park Memorial
1640 Medium (RPMI)

72400054

LifeTechnologies,
Gaithersburg, MD, USA
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Tab. 6: Antikdrper Durchflusszytometrie (FACS)

Antikdrper Artikelnummer Firma

APC  anti-Maus CD1lc |550261 Becton, Dickinson and

Antikorper (HL3) Company, Franklin Lakes,
NJ, USA

PeCy7 anti-Maus CX3CR1 | 149016 BioLegend, San Diego, CA,

Antikdrper USA

Viability Dye eFluor780 | 65-0865-18 eBioscience

(Life/Dead) (ThermoFisher), Waltham,
MA, USA

Bv421 anti-Maus CD45 | 103134 BioLegend, San Diego, CA,

Antikorper (30-F11) USA

FITC anti-Maus CCR2 | 150608 BioLegend, San Diego, CA,

Antikorper (SA203G11) USA

FITC (I-A/I-E) anti-Maus | 107606 BioLegend, San Diego, CA,

MHC Il Antikorper USA

(M5/114.15.2)

PE anti-Maus CD11b | 553311 Becton, Dickinson and

Antikorper (M1/70) Company, Franklin Lakes,
NJ, USA

PerCPCy5.5 anti-Maus | 123128 BioLegend, San Diego, CA,

F4/80 Antikdrper (BM8) USA

PerCPCy5.5 anti-Maus | 101228 BioLegend, San Diego, CA,

CD11b Antikorper (M1/70) USA

PerCPCy5.5 anti-Maus | 104722 BioLegend, San Diego, CA,

CD80 Antikorper (16-10A1) USA

IgG anti-Maus Fc-Block | PZN-07580302 Grifols, Sant Cugat del

Flebogamma Vallés, Spanien

Tab. 7: Primer rtPCR

Primer Artikelnummer Firma

Mm_Cx3cll_1 SG QT00128345 Qiagen, Venlo,
QuantiTect Primer Assay Niederlande
Mm_Slicl2al 1 SG QT00108738 Qiagen, Venlo,
QuantiTect Primer Assay Niederlande
Mm_Slcl2a3 1 SG QT00110600 Qiagen, Venlo,
QuantiTect Primer Assay Niederlande
Mm_Scnnla_1 SG QT00198289 Qiagen, Venlo,
QuantiTect Primer Assay Niederlande
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Tab. 8: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

alkine DuoSet
Elisa

Artikel Artikel- Firma Protokoll
nummer
Aldosterone ADI- Enzo https://www.enzolifesciences.com/fil
Elisa 900-173 | LifeSciences eadmin/files/manual/ADI-900-
173 _insert.pdf
Corticosterone | ADI- Enzo https://www.enzolifesciences.com/fil
Elisa 900-097 | LifeSciences eadmin/files/manual/ADI-900-
097 _insert.pdf
Mouse DY472 R&D https://resources.rndsystems.com/p
Cx3CL1/Fract Systems dfs/datasheets/dy472.pdf?v=202208

18& 0ga=2.20160248.1133663176.1
660805784-
1672656848.1656393668&_gac=1.5
0064146.1660805993.EAlalQobCh
MihfyjyufP-
QIVVojVCh3bagnREAAYAIAAEQKS
YvD BwE




Tab. 9: Verbrauchsmaterialien
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Material Artikelnummer Firma

Zellkultur-Testplatten 24 | TPPA92424 VWR, Wayne, PA, USA

Wells F

Zellkultur-Testplatten 96 | TPPA92697 VWR, Wayne, PA, USA

Wells rund 6,7 mm

SafeSeal Reagiergefall 1,5 | 72.706 Sarstedt, Numbrecht,

mi Deutschland

SafeSeal Reagiergefald 2 ml | 72.695.400 Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland

FACS-Tubes (R6hre 5 ml |551.579 Sarstedt, NuUmbrecht,

75x12 mm PS far Deutschland

FACSCanto)

Siebgewebe 100 pm, Gr. |2009773 Labomedic, Bonn,

102x100 cm Deutschland

Corning™ Falcon™ 188271 VWR, Wayne, PA, USA

Zentrifugenrdéhrchen 15 ml

PCR-Tubes 0,2 ml, | 711090 Biozym Scientific GmbH,

Flachdeckel, farblos Hessisch Oldendorf,
Deutschland

NucleoSpin RNA Isolation | 740.955.250 MachereyNagel, Duren,

Kit Deutschland

LS Colums 130-042-401 Miltenyi, Bergisch
Gladbach, Deutschland

BD Columbia Agar mit 5% | PA-254005.6 Becton, Dickinson and

Schafblut Company, Franklin Lakes,
NJ, USA

Einmalkaniulen Gr.18 braun | 1798067 Labomedic, Bonn,

0,45x25mm Deutschland

Einmalkantlen Gr.16 blau | 1798065 Labomedic, Bonn,

0,60x25mm a 100Stk. Deutschland

Tuberkulinspritze 115105 B. Braun Melsungen,
Melsungen, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuche

Alle Tierversuche wurden nach den Standards der institutionellen Tierschutzrichtlinien
durch autorisiertes Personal nach Genehmigung durch die zustandigen Behdrden
81-02.04.2018.A089) durchgefihrt. Wildtyp Mé&ause
respektive CX3CR1-Knockout Mause (siehe Tab. 3) wurden je nach Ké&figgrof3e in

(Tierversuchsantragnummer:
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Gruppen von 1-3 oder 4-6 Mausen pro Kafig bei invertiertem Tag-Nach-Rhythmus
(Helligkeit ab 19:00Uhr, Dunkelheit ab 09:00 Uhr) gehalten. Die Mause hatten stets

freien Zugriff auf Wasser und standardisiertes Pelletfutter.

2.2.1.1 LPS-Provokation

Die intraperitoneale Injektion von Lipopolysacchariden (LPS) ist ein etabliertes Modell
zur Simulation einer systemischen Infektion mit gramnegativen Bakterien (Seemann et
al., 2017). Durch die genaue Dosierbarkeit des LPS lasst sich so in den Mausen
verlasslich eine vergleichbare Immunreaktion reproduzieren. Der Vorrat an
Lipopolysaccharid (LPS) wird bei -20 °C gelagert und vor Gebrauch schonend aufgetaut.
Er hat eine Konzentration von 5 mg/ml und wird bis zur angestrebten Zielkonzentration
fur ein Injektionsvolumen von 10 pl/g Kérpergewicht (KG) mit PBS-Puffer verdinnt. Fur
die Berechnung der gewichtsadaptierten Injektionsmenge wurden die Mause
unmittelbar bei Versuchsbeginn gewogen. Die LPS-Injektion erfolgt intraperitoneal (i.p.)

per steril verpackter 1 ml Tuberkulinspritze mit Einmalkanile Gréf3e 16.

2.2.1.2 Hamodynamische Analyse

TAG -2 TAG -1 TAG O

Eingewdhnung Eingewodhnung Experiment

Oh 1h Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h

’ — ‘:’/_?i‘ii B6.129p- f i.p. Injektion LPS verdinnt mit @@ Vessung Puls und I Totung und
N 0 Blutdruck

3 oaaimiLit)) PBS entsprechend Organentnahme
Kérpergewicht

Abb. 3: Versuchsablauf LPS-Provokation

Wahrend der vorrausgehenden Eingewothnungsmessungen werden Daten lber die
hamodynamischen Parameter in Homdostase erfasst, zudem lernen die Mause den
Ablauf der Puls- und Blutdruckmessung kennen. An Tag -1 und -2 erfolgen jeweils zwei
Probemesszyklen, an Tag 0 wird das LPS gewichtsadaptiert den Mausen intraperitoneal
injiziert. Nachdem fur 7 Stunden Puls und Blutdruck sttindlich gemessen wurden erfolgt
die Totung der Mause und die Organentnahme.
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Um die hamodynamische Reaktion von Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout
Mé&ausen zu analysieren, werden die Versuchstiere wie in Kapitel 2.2.3.1 beschrieben an
den Messvorgang gewohnt. Am Versuchstag werden sie dann gewichtsadaptiert mit
LPS intraperitoneal injiziert (siehe Kapitel 2.2.1.1) und im Anschluss entsprechend
Kapitel 2.2.3.1 dberwacht (Abb. 3). Nach 7 Stunden erfolgt die Totung zur
Probengewinnung (siehe Kapitel 2.2.3.2 und Kapitel 2.2.3.3)

2.2.1.3 Dynamik in Populationen mononukleérer Phagozyten der Nebenniere

Um Unterschiede in der Immunantwort zwischen Wildtyp Mausen und CX3CR1-
Knockout Mausen dynamisch zu erfassen, werden die Mause, getrennt nach Genotyp,
in jeweils 5 Gruppen aufgeteilt und erhalten eine intraperitoneale LPS-Injektion (Abb.
4). Im Anschluss werden sie wieder in ihren Kafigen untergebracht. Zu den Zeitpunkten
0 Stunden, 0,5 Stunden, 3 Stunden, 6 Stunden und 24 Stunden werden die Mause der
entsprechenden Gruppe zur Probengewinnung getotet. Die Gruppe ,Zeitpunkt O

Stunden® erhalt kein LPS, sie wird als Basalwert verwendet.

Cx3crtmiLitt/) PBS entsprechend
n=3 Korpergewicht

C578L/6) I Totung und
O n=4 00  QOrganentnahme
[T B LA) y B6.129P- f i.p. Injektion LPS verdiinnt mit
oh 0.5h 3h 6h 24h

Abb. 4: Versuchsablauf zur Dynamik mononuklearer Phagozyten in der Nebenniere
Die Mause des jeweiligen Genotyps werden in jeweils gleichgroRe Gruppen unterteilt
(Wildtyp Mause (C57BL/6J) jeweils n=4, CX3CR1-Knockout Mause (Cx3crltmlLitt/J)
jeweils n=3). Die Wildtyp Mause und CX3CR1-Knockout Méause des Zeitpunktes 0
Stunden erhalten kein LPS, sie dienen als Basalwert.

2.2.1.4 LPS-Provokation nach Dexamethason-Vorbehandlung

Wildtyp Mause und CX3CR1-Knockout Mause werden jeweils in zwei Gruppen
unterteilt, von denen jeweils eine Gruppe intraperitoneal mit 0,2 mg/kg KG
Dexamethason-Injektion vorbehandelt wird (Abb. 6). 30 min spater erfolgt eine
intraperitoneale Injektion von 0,8 mg/kg KG LPS. Uber die folgenden 6 Stunden wird per

transmissions-Photoplethysmographie stindlich Blutdruck und Puls gemessen (Abb. 5).
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TAG -2 TAG -1 TAG O

Eingewdhnung Emgewohnung Experiment

e @ lllllllllA

0 C57BL/6) T¥ B6.129P- } i.p. Injektion LPS verddnnt mit @@ essung Puls und Tétung und
“,“ W iudruck

Cx3critmiLitt) ) PBS entsprechend Organentnahme
Korpergewicht

Abb. 5: Versuchsablauf der LPS-Provokation mit oder ohne Dexamethason-
Vorbehandlung

Wildtyp Méause (C57BL/6J) und CX3CR1-Knockout Mause (Cx3crltmlLitt/J) wurden
Uber zwei Tage hinweg durch mehrmalige Durchfiihrung an das Messverfahren von Puls
und Blutdruck gewohnt. Am dritten Tag erfolgte bei den entsprechenden Gruppen 30
min vor LPS-Provokation die Dexamethason-Vorbehandlung. Im Anschluss erfolgte die
intraperitoneale Injektion von 0,8 mg/kg KG LPS. Blutdruck und Pulsfrequenz wurden
stiindlich gemessen, nach 6 Stunden erfolgte die Totung der aller Mause und die
Organentnahme.

o~ @ 1 B6.129P-
C5/7BL/6) — IQ Cxécmmmtt/J
DX ®

Dexamethason Keine
DX Vorbehandlung @ Vorbehandlung

Jeweils Nn=6 Jeweils n=5

Abb. 6: Gruppeneinteilung hinsichtlich der Dexamethason-Vorbehandlung

Jeweils parallel durchgeftihrt wurden die Gruppen ohne, respektive mit Dexamethason-
Vorbehandlung. Verglichen wurden Wildtyp Mause (C57BL/6J) mit CX3CR1-Knockout
Mausen (Cx3crltmlLitt/J). Somit lagen insgesamt 4 verschiedene Gruppen vor: Zwei
Gruppen mit Wildtyp Mausen, mit oder ohne Dexamethason-Vorbehandlung, sowie zwei
Gruppen mit CX3CR1-Knockout Mausen, mit oder ohne Dexamethason-
Vorbehandlung.
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Um vergleichbare Basalwerte in Homoostase zu gewinnen und um die Mause mit der
Umgebung sowie mit dem Messverfahren vertraut zu machen, werden an den zwei, dem
Experiment vorangehenden Tagen, Probemessungen durchgefiihrt (siehe Kapitel
2.2.1.1). Pro Tag erfolgt hier die zweimalige Durchfihrung der Messungen. Der
Mittelwert der hier gewonnenen Daten wird als Basalwert etabliert. Der weitere
Versuchsablauf sowie die Probengewinnung erfolgen wie unter Kapitel 2.2.3

beschrieben.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Magnetische Zellsortierung (MACS, magnetic activated cell sorting)

Die magnetische Zellsortierung wird genutzt, um aus einem Zellkonglomerat eine
Zellpopulation anhand eines bestimmten Zelloberflachenantigens zu isolieren. Bei der
Niere wird dafur nach der Totung die Organkapsel entfernt, im Anschluss das
vollstandige Organ entnommen und in einer 24-Well-Platte in jeweils 2 ml Verdauldosung
(Tab. 4) erst per Spritzenstempel homogenisiert, dann fir 45 min bei 37°C und 5% CO:
inkubiert. Im Anschluss wird der Inhalt durch ein 100 um Sieb in 15 ml fassende,
konische Corning™ Falcon™ Zentrifugenrdhrchen gegeben. Das Sieb wird jeweils mit
1 ml PBS gespult. Nachdem die Proben fiir 5 min bei 4 °C mit 1250 Umdrehungen pro
Minute (revolutions per minute, rpm) zentrifugiert wurden wird der Uberstand
abdekantiert, die verbleibenden Zell-Sedimente werden in 2 ml Red Blood Cell (RBC)
Lysis Buffer resuspendiert und bei Raumtemperatur fir 2 min inkubiert. Im Anschluss
wird die Reaktion mit jeweils 4 ml MACS-Puffer abgestoppt, die Proben fur 5 min bei 4
°C mit 1250 rpm zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und das Sediment in jeweils
500 pl MACS-Puffer mit 160 ul CD11c Perlen aufgenommen. Nun werden die Proben
bei 4 °C fur 15 min inkubiert. Im Anschluss werden die Proben jeweils mit 2 ml MACS-
Puffer versetzt und fur 5 min bei 4 °C mit 1250 rpm zentrifugiert, der Uberstand wird
abdekantiert und das Sediment in 2 ml MACS-Puffer aufgenommen. Die sich im
QuadroMACS™ Separator, inklusive Magnet, befindenden LS-Saulen werden zuerst
von 2 ml MACS-Puffer durchlaufen, dann werden die Proben hineingegeben, der
Durchfluss wird in 15 ml fassenden, konischen Corning™ Falcon™ Zentrifugenréhrchen

aufgefangen. Die Saulen werden dann noch mit jeweils 3 x 2 ml MACS-Puffer
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gewaschen. Der Magnet wird entfernt und in einen separaten Raum gebracht, damit
sich die magnetisch markierten Zellen vollstandig aus der Saule I6sen konnen. Mit
jeweils 5 ml MACS-Puffer pro Saule werden die CD11c positiven Zellen nun ausgespult
und in frischen konischen Corning™ Falcon™ Zentrifugenrohrchen aufgefangen. Die
Proben werden erneut mit 1250 rpm bei 4 °C fur 5 min zentrifugiert und der Uberstand
abdekantiert. Das Sediment wird in insgesamt 2 ml Nahrmedium (Tab. 4) gemeinsam
aufgenommen, 20 ul daraus werden mit 180 ul Tryptan-Blau geféarbt und anschlie3end
unter Zuhilfenahme eines C-Chips auf 100.000 Zellen / 100 ul eingestellt. In dieser
Konzentration werden die Zellen nun auf eine 96-Well-Platte mit Rundboden mit jeweils
100 pl pro Well gegeben. Zuletzt werden 100 pl des Behandlungsmediums (Tab. 10)

hinzugeflgt, sodass sich in jedem Well ein Volumen von 200 pl befindet.

Die Zellkulturen werden unter Standardbedingungen (Temperatur: 37 °C, Atmosphére:
5 % CO2) inkubiert. Die erste Gruppe wird nach 6 Stunden, wie in Kapitel 2.2.3.4
beschrieben, fir die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung gefarbt, die zweite Gruppe nach
24 Stunden. Dazu werden die Kulturen in ihrer 96-Well-Platte bei 4°C fur 5 min mit 1250
rom zentrifugiert, der Uberstand wird abdekantiert und das Sediment in 200 ul PBS
resuspendiert, erneut bei 4°C fur 5 min mit 1250 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird

im Anschluss abdekantiert. Weiter wird wie in Kapitel 2.2.3.4 verfahren.

Tab. 10: Uberblick tiber die Gruppen mit inren jeweiligen Behandlungen

Behandlungsmedium | Konzentration 6 Stunden 24 Stunden
Ohne Behandlung 3 Replikate 3 Replikate
LPS 10 ng/ ml 3 Replikate 3 Replikate
Dexamethason 10 M 3 Replikate 3 Replikate
I'TNF a 100 ng / ml 3 Replikate 3 Replikate

2.2.3 Probengewinnung und Analyse

2.2.3.1 Messung von Puls und Blutdruck
Die Puls- sowie Blutdruckmessung nach LPS-Provokation erfolgt mittels transmissions-

Photoplethysmographie durch das BP-2000 Blood Pressure Analysis System™. Das
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Gerat sendet infrarote Strahlung durch den Schwanz der Maus. Die hier erfolgende
Absorption durch das Hamoglobin unterliegt Schwankungen, welche durch die
pulssynchrone Dilatation der kaudalen Arterie der Maus bedingt sind. Anhand dieser
Absorbtionsschwankungen wird der Puls ermittelt. Der Blutdruck wird ermittelt, indem
die kaudale Arterie durch eine Schwanzmanschette so weit komprimiert wird, dass kein
Puls mehr gemessen wird. Der Druck der Manschette, unter welchem der Puls wieder
messbar wird entspricht der Systole, der, bei dem die Pulsamplitude nicht mehr weiter
steigt, der Diastole (Abb. 7).

Die Werte werden in Echtzeit durch die kompatible BP-2000 Analysis Software
analysiert und dokumentiert. Wahrend der Messung befinden sich die Mause in einem
Restriktionskafig, welcher magnetisch auf einer Plattform befestigt wird. Die Plattform
ist auf 37 °C vorgewarmt. Der Schwanz der Maus ragt aus dem hinteren Ende des Kéfigs
bis zur Schwanzwurzel heraus und wird zur Photoplethysmographie-Messung durch die
Manschette hindurch geleitet. Durch die Restriktion der Maus werden
Bewegungsartefakte minimiert, die Warme der Plattform wirkt einer Zentralisation des
Kreislaufes entgegen. Insbesondere bei Infektionsmodellen ist dies von Wichtigkeit, da
es hier, bedingt durch periphere Vasokonstriktion im Rahmen der
Kreislaufzentralisation, zu Messschwierigkeiten kommen kann. Pro Messzyklus wird die

Systole, Diastole sowie die Pulsfrequenz zuerst finfmal gemessen.

[
Diaztolic=87

Sypsholic=103

500 +

-500

Pulze=E5083

T T T
] 14 25

Abb. 7: Exemplarisches Messergebnis, erstellt durch die BP-2000 Analysis Software.
Die Absorptionsschwankungen werden durch die Software als Puls analysiert. Die
Systole entspricht dem Druck der Manschette, unter welchem der Puls wieder
gemessen werden kann.
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Diese Messungen dienen der Akklimatisierung der Mause an die Umgebung und werden
verworfen. Im Anschluss erfolgen sechs weitere Messungen, von denen der Mittelwert
berechnet wird. Die Versuchsumgebung spielt eine wichtige Rolle, da fremde Eindriicke,
wie zum Beispiel ungewohnte Gerlche oder Gerausche, die Maus stressen kdnnen. Um
diese aufleren Storfaktoren zu minimieren, werden die Messungen in einem kleinen,

stillen, dunklen Raum durch jeweils immer dieselbe Person durchgefiihrt.

Da es zusatzlich einer Etablierung der hamodynamischen Parameter unter
homdostatischen Bedingungen bedarf und die Mause an die Umgebung sowie das
Messverfahren gewohnt werden sollen, durchlaufen sie an den beiden dem eigentlichen
Experiment vorangehenden Tagen zur gleichen Uhrzeit wie das eigentliche Experiment
jeweils zwei Messzyklen (Abb. 3). Wahrend des Experiments werden die Mause zur
Akklimatisierung eine Stunde vor Messbeginn in den Versuchsraum gebracht. Da ein
Messzyklus inklusive der Handhabung der M&use 30 min andauert, durchlaufen die
Versuchs- und Kontrollkohorten jeweils abwechselnd diese Prozedur. Die Plattform
sowie die Restriktionskafige werden nach jedem Zyklus grindlich gereinigt. Aufgrund
der Dauer der Messzyklen, der Reinigung sowie der Handhabung der Mause ist bei zwei
Kohorten jeweils ein Messzyklus pro Stunde mdglich. Da das BP-2000 Blood Pressure
Analysis System™ auf sechs Messstationen limitiert ist, wird jede Gruppe auf 6 Mause

begrenzt.

2.2.3.2 Gewebegewinnung

Die Organentnahme erfolgt nach der Tétung der Mause durch Isofluran. Nach
Desinfektion der ventralen Seite des Thorax sowie des Abdomens der Maus wird per
substernaler Punktion Blut entnommen und in 1,5 ml fassende Eppendorf
Reaktionsgefal3e gegeben (siehe Kapitel 2.2.3.3). Im Anschluss erfolgt die mediane
Laparotomie, erganzt durch beidseitige quere Oberbauchschnitte. Die Nebennieren
werden schnellstmoéglich entweder in 1,5 ml fassende Eppendorf Reaktionsgefalle
gegeben und in flussigem Stickstoff schockgefroren oder in eine 24-Well-Platte mit
Verdaulésung gegeben. Jede Nebenniere wird in einen separaten Well gegeben,
welcher pro Nebenniere 1 ml Verdaulosung enthélt. Nachdem die Nebennieren fir 40

min in der Verdaulosung bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert wurden, werden sie mit
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Spritzenstempeln manuell homogenisiert und jeweils durch ein 100 um Sieb in separate
15 ml fassende, konische Corning™ Falcon™ Zentrifugenréhrchen pipettiert. Um den
Zellverlust zu minimieren wird das Sieb mit 1 ml FACS-Puffer nachgesplilt. Bei 4 °C
werden die Proben mit 1300 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand wird abdekantiert
und verworfen, das Sediment wird zum Waschen und Transport in 100 pl FACS-Puffer
resuspendiert und auf eine 96-Well-Platte mit U-Boden gegeben. Nun werden die
Proben erneut bei 4 °C mit 1300 rpm fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand wird
abdekantiert und das Sediment in 30 pl MasterMix aufgenommen. Das Sediment
inkubiert fir 20 min bei 4°C, dann wird es in 150 pyl FACS-Puffer resuspendiert. Im
Anschluss wird es bei 4 °C mit 1300 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen

und das Sediment in 150 pl FACS-Puffer resuspendiert.

2.2.3.3 Blutgewinnung

Unmittelbar nach Totung der Maus wird ihr Thorax oberflachlich mit Ethanol (70%)
desinfiziert und substernal mittels Einmalkanile GroBe 16 und Tuberkulinspritze
punktiert. Das gewonnene Blut wird in 1,5 ml fassende, mit EDTA beschichtete,
Eppendorf Reaktionsgefal3e gegeben. Das Blut wird fir 6 min mit 11000 rpm bei 4 °C
zentrifugiert, das Uberstehende Serum abpipettiert und in 0,5 ml Eppendorf

ReaktionsgefalRen bei -20 °C gelagert.

2.2.3.4 Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS)

Verschiedene Zellpopulationen lassen sich anhand der von ihnen exprimierten
Oberflachenantigene voneinander unterscheiden. In der fluoreszenzaktivierten
Zellsortierung werden mit Fluorophor konjugierte Antikdrper genutzt, um solche
Oberflachenstrukturen bestimmter Zellpopulationen zu markieren (Abb. 8). Die
fluoreszenzaktivierte Zellsortierung ermdglicht die Beurteilung von Zellen beziglich ihrer
GroRRe, Granularitdt, Komplexitat aber auch hinsichtlich der Intensitat mit welcher sie
bestimmte Oberflachenantigene prasentieren. Die Verwendung eines MasterMix, einer
Kombination von Antikdrpern mit unterschiedlichen Emissionsspektren, ermdglicht die

simultane Identifizierung mehrerer Oberflachenantigene.
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Abb. 8: Die rekombinanten Antikorper fur die FACS-Analyse

Die Antikdrper sind mit Fluorophor konjugiert. Der MasterMix muss so aus den
Antikdrpern von Interesse zusammengesetzt werden, dass sich ihre Emissionsspektren
mdoglichst wenig Uberschneiden. Um ungewollte Bindungen zu vermeiden werden die
Enden der Fc-Abschnitte der Antikdrper durch einen Fc-Block besetzt.
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Abb. 9: Prinzip der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung
(Biomol GmbH - Life Science Shop, 15.12.2022)

Fur die Kompensierung des Durchflusszytometers BD FACS Canto Il (beispielhaft Abb.
9) werden Einzelfarbungen mit Kompensierungsperlen (compensation beads)
vorbereitet. Hier werden in einer 96 Well Platte mit U-Bdden jeweils 50 pl FACS-Puffer
mit jeweils einem der Antikdrper aus der ausgewahlten Antikdrper-Palette im selben
Verhdltnis wie im MasterMix gemischt. Anschlieend werden 50 pl

Kompensationsperlen mit jeweils 30 pl des Antikorpers vermischt und bei 4 °C far 20



34

min inkubiert. Im Anschluss wird die 96 Well Platte mit U-Boden mit 1250 rpm fur 5 min
bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment wird jeweils in 200 pl

FACS-Puffer resuspendiert.

2.2.3.5 Gating-Strategie
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Immunzellen
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Abb. 10: Gating-Strategie fur die Identifikation mononuklearer Phagozyten der
Nebenniere

Nachdem Leukozyten anhand des Profils ihrer vorwarts- sowie seitwarts Streuung
isoliert worden sind, werden Dubletten aussortiert. Von den verbliebenen Zellen werden
die lebendigen, CD45+ Zellen, und als letztes die CD11b+ F4/80+ Zellen, isoliert.
SSC: Seitliche Streuung, FSC: Vorwarts Streuung Breite, FSC-A: Vorwarts Streuung
Flache
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Die Analyse der FACS-Daten erfolgt unter der Verwendung des Analyseprogramms
FlowJo™. Nachdem zu Beginn die Leukozyten identifiziert und fiir die weitere Analyse
isoliert wurden, folgt nun die Aussortierung der Dubletten und toten Zellen, sowie eine
weitere Isolation von CD45+ Zellen. Aus der nun bereinigten Population an lebendigen
CD45+ Leukozyten werden fir diese Arbeit mononukledre Phagozyten anhand ihrer
Expression von CD11b und F4/80 identifiziert und isoliert (Abb. 10).

2.2.3.6 Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (rt-PCR)

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid/RNA) -Aufreinigung
Die bei -80 °C gelagerten Nebennieren werden langsam auf Zimmertemperatur
aufgetaut, die RNA wird nach Anleitung des NucleoSpin™ RNA Isolation Kit

aufgereinigt.

Komplementare Desoxyribonukleinsdure (complementary DNA/cDNA)

Fur die Synthese von cDNA wird die aufgereinigte RNA in entsprechendem Verhaltnis
mit DEPC behandeltem Wasser versetzt, sodass die Probe eine RNA-Konzentration von
1000 ng/ml aufweist. Dann werden 13,2 pl einer jeden Probe mit 6,8 pl des cDNA
MasterMix versetzt (Tab. 4). Das Gemisch betragt pro Probe nun 20 pl und wird jeweils
in einem einzelnen PCR-GefalR in den PCR-Cycler gegeben (Tab. 11). Im Anschluss
wird die cDNA bei -80°C gelagert.

Tab. 11: Programmphasen des Mastercycler® nexus X2 — PCR Thermocycler

Phase Zieltemperatur (°C) Zeit (Minuten)

1 25 10

2 37 120

3 85 5

4 4 bis Probenentnahme, bis
zu 12 Stunden
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Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (real time/rt-PCR)

Die bei -80 °C gelagerte cDNA wird schonend auf Zimmertemperatur aufgetaut und im
Anschluss, pro Probe, mit jeweils 20 ul DEPC behandeltem Wasser im Volumen 1:1
verdinnt. Wahrenddessen werden entsprechende Mixe angesetzt, pro Probe
bestehend aus 5 pl PowerTrack SYBR Green MasterMix, 0,5 ul des jeweiligen Primers
und 3,5 pl DEPC behandeltem Wasser. Das Haushaltsgen GAPDH dient als
Referenzgen. Diese Mixe werden nach einem vorher erstelltem Belegungsplan auf eine
384 Well-Platte pipettiert, 9 pl pro Well. Ebenfalls werden oben genanntem
Belegungsplan die verdiinnten cDNA-Proben mit jeweils 1 ul hinzugegeben, sie werden
in Triplets angeordnet. Zur jeweiligen Kalibrierung wird pro Primer ein Triplet negativer
Kontrollen mit DEPC behandeltem Wasser anstatt der Probe pipettiert. Die Platte wird
nach Vollendung mit g°PCR Seal verschlossen und fir 5 min mit 1250 rpm bei 4 °C
zentrifugiert. Im LightCycler® 480 durchlaufen die Proben im Anschluss das in Tab. 12
beschriebene Programm. Die relative mRNA-Quantifizierung erfolgt dann durch

komparative Cp-Methode im Vergleich zur GAPDH-EXxpression.

Tab. 12: Die einzelnen Phasen des LightCycler® 480

Name Ziel- Geschwindigkeit Halte | Anzahl | Analyse-
Programm temperatur | Temperaturrampe -zeit Zyklen modus
(°C) (°Cls) (s)
Denaturieren1 | 50 4,8 120 1 keiner
Denaturieren 2 | 95 4,8 600 1 keiner
Amplifikation 95 4,8 15 35 Quantifi-
60 2,4 60 kation
Schmelzen 50 2,5 1 1 Schmelz
95 0,11 -kurve
Abklhlen 40 2,5 1 1 keiner
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3. Ergebnisse

Immunprovokation durch die intraperitoneale Injektion mit LPS

Corticosteron Aldosteron
##
i ok ok
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Abb. 11: Corticosteron- und Aldosteron-Plasmaspiegel nach intraperitonealer LPS-
Injektion

Wildtyp Méause (C57BL/6J, n=4) oder CX3CR1-Knockout Mause (CX3CR1”, n=3)
wurden mit 0,5 mg/kg KG LPS i.p. injiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten getotet.
Die Plasmaspiegel von A Corticosteron sowie B Aldosteron wurden per ELISA bestimmt.
Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Two-way
Analysis of Variance (two-way ANOVA) und Tukey’s respektive Dunnett’'s multiple
comparisons test mit Signifikanzniveau p < 0,05.

Vergleich mit Basalwert: **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p < 0,0001

Vergleich der Zeitpunkte: ## p < 0,01

3.1 Veranderungen der Plasmaspiegel von Corticosteron und Aldosteron

Bei systemischer Inflammation kommt es bei Mausen, sowohl bei Corticosteron als auch
bei Aldosteron, zu einem Anstieg der Plasmaspiegel (Bornstein und Briegel, 2003).
Entsprechend war die zeitliche Entwicklung der Plasmaspiegel von Mausen nach LPS-
Provokation von Interesse (Abb. 11). Wie bei Corticosteron, kam es auch bei Aldosteron
bereits 30 min nach intraperitonealer LPS-Injektion zu einem Anstieg des
Plasmaspiegels von Corticosteron. Nach 3 Stunden ist der gemessenen Corticosteron
Plasmaspiegel, im Vergleich zum Basalwert, sowohl bei den Wildtyp Mausen als auch
bei den CX3CR1-Knockout Mausen jeweils signifikant erhdht. Wahrend die CX3CR1-
Knockout Mause im Folgenden wieder einen niedrigeren Plasmaspiegel fur
Corticosteron verzeichnen, wird bei den Wildtyp Mausen nach 6 Stunden der héchste

Plasmaspiegel gemessen. Er ist zu jenem Zeitpunkt signifikant hoher sind als jender der
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CX3CR1-Knockout Mause. Nach 24 Stunden wird bei beiden Versuchsgruppen wieder,
ein dem Basalwerten ahnlicher, Corticosteron Plasmaspiegel gemessen, ohne
signifikanten Unterschied. Der Plasmaspiegel fur Aldosteron der Wildtyp und CX3CR1-
Knockout Mause unterscheidet sich in Homdostase nicht signifikant. Er steigt bei den
Wildtyp M&usen und den CX3CR1-Knockout Mausen nach 30 min an und ist nach 6
Stunden signifikant erhoht. Der nachste gemessene Plasmaspiegel fir Aldosteron nach
24 Stunden ist bei beiden Gruppen jeweils wiederum niedriger als unter

homdostatischen Bedingungen, wenn auch nicht signifikant.

3.2 Hamodynamische Unterschiede nach intraperitonealer LPS-Injektion

Nach intraperitonealer Injektion der Mause mit 0,5 mg/kg KG LPS wurde bei ihnen
stiindlich per transmissions-Photoplethysmographie der Blutdruck und der Puls
gemessen. Unter homoostatischen Bedingungen unterscheiden sich weder der
Blutdruck noch die Pulsfrequenz der beiden Gruppen. Nach der intraperitonealen
Injektion von LPS andert sich dies jedoch: Der Blutdruck der Wildtyp Méause steigt an,
der Blutdruck der CX3CR1-Knockout Mausen sinkt. Nach 4 Stunden sind diese
Unterschiede erstmals signifikant: Die Wildtyp Mause haben zu diesem Zeitpunkt einen
signifikant héheren Blutdruck als die CX3CR1-Knockout M&ause. Beim Vergleich der
Verlaufswerte mit denen aus der Eingewdhnungsphase gibt es bei beiden Gruppen zu
keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede. Gespiegelt verhalt es sich mit der
Pulsfrequenz: Auch hier sind wahrend der EingewOhnungsphase keine signifikanten
Unterschiede zwischen Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout Mausen auszumachen.
Nach LPS-Injektion kommt es bei beiden Gruppen, im Vergleich zu den Basalwerten,
zu einem Abfall der Pulsfrequenz, welcher bei den CX3CR1-Knockout Mausen nach 3
Stunden, bei den Wildtyp Mausen nach 4 Stunden signifikant ist. Dies setzt sich bis zum
Ende des Experiments fort, die niedrigsten Werte werden bei beiden Gruppen wéhrend

den jeweils letzten Messungen nach 7 Stunden registriert.
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Abb. 12: Hamodynamik nach intraperitonealer LPS-Injektion

Wildtyp Mause (C57BL/6J, n=6) oder CX3CR1-Knockout Mause (CX3CR17, n=6)
wurden mit 0,5 mg/kg KG LPS i.p. injiziert und im Anschluss h&modynamisch
Uberwacht.

A zeigt den systolischen Blutdruck der beiden Versuchsgruppen, B zeigt ihren Puls
zu den jeweiligen Zeitpunkten.

Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Two-
way Analysis of Variance (two-way ANOVA) und Tukey’s respektive Dunnett’s
multiple comparisons test sowie zweiseitiger studentischer t-Test mit
Signifikanzniveau p < 0,05.

Vergleich mit Eingewdhnung: **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p < 0,0001

Vergleich der Zeitpunkte: # p < 0,05
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3.3 Mononukleére Phagozyten der Nebenniere in Wildtyp Mausen

Im Vergleich zu den Wildtyp M&ausen, welche keine LPS-Provokation bekamen, befinden
sich, bei den Wildtyp Mausen mit LPS-Provokation, 3 Stunden nach intraperitonealer
LPS-Injektion, signifikant mehr mononukleére Phagozyten in der Nebenniere (Abb. 13).
Die Anzahl mononuklearer Phagozyten in der Nebenniere nimmt im Anschluss
kontinuierlich ab, nach 6 Stunden respektive 24 Stunden werden immer weniger lebende
Zellen dieser Population in der Nebenniere identifiziert. Der Anteil CX3CR1-positiver
Zellen an dieser Population steigt nach einer halben Stunde an und ist nach 3 Stunden
signifikant. Im weiteren Verlauf nimmt ihr Anteil wieder ab und ist nach 24 Stunden
signifikant niedriger als nach 3 Stunden respektive 6 Stunden, er ist dennoch weiterhin

signifikant hoher als in Homdoostase.

Mononukleare Phagozyten Anteil CX3CR1+
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Abb. 13: Mononukleare Phagozyten der Nebenniere nach LPS-Provokation

Wildtyp Mause (C57BL/6J, n=4) bekamen 0,5 mg/kg KG LPS i.p. injiziert und wurden zu
den angegebenen Zeitpunkten getotet.

A zeigt die Anzahl mononukledrer Phagozyten zu den jeweiligen Zeitpunkten in der
Nebenniere, B stellt den Anteil CX3CR1-positiver Zellen an deren Gesamtpopulation in
der Nebenniere dar.

Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM). One-way
Analysis of Variance (one-way ANOVA) und Tukey’s respective Dunnett’s multiple
comparisons test mit Signifikanzniveau p < 0,05.

Vergleich mit Basalwert: *p < 0,05, *** p < 0,001, **** p < 0,0001

Vergleich der Zeitpunkte: # p < 0,05, ### p < 0,001
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3.4 Die Dynamik der Oberflachenantigene mononuklearer Phagozyten der Nebenniere
von Wildtyp Mausen anhand der geometrischen Mitte der Fluoreszenz-Intensitat
(gMFI)

Zu den jeweiligen Zeitpunkten nach LPS-Provokation (Abb. 14) wird die Population

mononukledrer Phagozyten der Nebenniere auf die Fluoreszenz-Intensitat der, mit

einem Fluorophor konjugierten Antikbrper gegen verschiedene Oberflachenantigene hin
analysiert. Die gMFI der Antikdrper gegen die Oberflachenantigene F4/80 sowie CD11b
ist nach 3 Stunden, im Vergleich mit den jeweiligen Basalwerten, signifikant erhéht, nach

6 Stunden kommt es zu einem Abfall, welcher bei F4/80 signifikant ausfallt. Vergleicht

man die Werte von F4/80 und CD11b nach 6 Stunden mit denen nach 24 Stunden, so

ist es bei beiden Oberflachenantigenen wieder zu einem signifikanten Anstieg der gMFI

auf das Niveau der Werte nach 3 Stunden, gekommen.

Die gMFI des Antikdrpers gegen CD11c ist nach 3 Stunden signifikant geringer als zu
Versuchsbeginn. Nach 6 Stunden wird die geringste gMFI fur CD11c registriert. Nach
24 Stunden ist sie auf dem Niveau von 3 Stunden, weiterhin signifikant niedriger als bei
Homdostase.

Die gMFI des Antikdrpers gegen CCR2 nimmt kontinuierlich ab, fur die Population
mononukledrer Phagozyten der Nebenniere wird nach 3 Stunden eine signifikant
geringere gMFI fur den Antikdrper gegen CCR2 registriert, dies setzt sich nach 6

Stunden respektive 24 Stunden fort.
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Abb. 14: Die Dynamik der Oberflachenantigene mononukledrer Phagozyten der
Nebenniere nach LPS-Provokation

Wildtyp Mause (C57BL/6J, n=4) wurden mit 0,5 mg/kg KG LPS i.p. injiziert und zu den
angegebenen Zeitpunkten getotet. A-D zeigen die geometrische Mitte der Fluoreszenz-
Intensitat (gMFI) der jeweiligen Antikorper.

Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM). One-way
Analysis of Variance (one-way ANOVA) und Tukey’s respektive Dunnett’'s multiple
comparisons test mit Signifikanzniveau p < 0,05.

Vergleich mit Basalwert: *p < 0,05, ****p < 0,0001

Vergleich der Zeitpunkte: ## p < 0,01, ### p < 0,001, ###H# p < 0,0001
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nach LPS-Provokation einen nicht signifikanten Anstieg der gMFI fir den Antikérper
gegen CX3CRL1. Nach 3 Stunden wird eine signifikant geringere gMFI fir den Antikérper

Die mononuklearen Phagozyten der Nebenniere bei Wildtyp Mausen zeigen 30 min
gegen CX3CRL1 registriert, nach 6 Stunden ist die gMFI mit noch hoherer Signifikanz

3.5 Die Dynamik der CX3CL1-CX3CR1-Achse der Nebenniere

geringer.
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Nach 24 Stunden ist es zu einem Anstieg der gMFI fur den Antikbrper gegen CX3CR1
gekommen, sie ist weiterhin signifikant niedriger als vor LPS-Injektion (Abb. 15 A). Die
Analyse des Serumspiegels von sCX3CL1 ergibt, dass er bei den CX3CR1-Knockout
Mausen zu jedem gemessenen Zeitpunkt um bis zu 30-fach hdher ist als bei den Wildtyp
Méausen. Nach 6 Stunden wird bei den CX3CR1-Knockout Mausen ein signifikant
erhohter Spiegel fur sSCX3CL1 gemessen, zu den Zeitpunkten 0,5 Stunden, 3 Stunden
sowie 24 Stunden ist der Unterschied gegeniber den unbehandelten CX3CR1-
Knockout Mausen nicht signifikant. Bei den Wildtyp Mausen ist der Plasmaspiegel fur
SCX3CL1 nach 0,5 Stunden signifikant erhoht, nach 3 Stunden erhoht sich die
Signifikanz, nach 6 Stunden wird der hochste Plasmaspiegel registriert. Nach 24
Stunden ist der Plasmaspiegel fir sCX3CL1 bei den Wildtyp Mausen soweit wieder
gesunken, dass keine Signifikanz mehr besteht (Abb. 15 B).

3.6 Mononukle&re Phagozyten in der Nebenniere bei Wildtyp Mausen und CX3CR1-

Knockout Mausen nach LPS-Provokation

Mononukleare Phagozyten
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1
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Abb. 16: Vergleich der Populationsgrof3e mononukleérer Phagozyten der Nebenniere
bei Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout Mausen nach LPS-Provokation

Wildtyp Mause (C57BL/6J, n=6) oder CX3CR1-Knockout Mause (CX3CR1+ n=6)
erhielten eine i.p. Injektion mit jeweils 0,5 mg/kg KG LPS. Nach 6 Stunden erfolgte die
Totung zur Probengewinnung. Zu sehen ist die Anzahl mononuklearer Phagozyten in
der Nebenniere der jeweiligen Genotypen.

Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Zweiseitiger studentischer t-Test mit Signifikanzniveau p < 0,05.
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Die Analyse der Populationsgrof3e der mononuklearen Phagozyten der Nebennieren bei
Wildtyp Mausen sowie CX3CR1-Knockout M&usen nach LPS-Provokation ergibt nach
6 Stunden keinen signifikanten Unterschied (Abb. 16). Die Populationen mononukleérer
Phagozyten der Nebenniere bei beiden Versuchsgruppen werden weiter auf die gMFI
der Antikdrper gegen F4/80 oder CD11b analysiert: Die mononuklearen Phagozyten der
CX3CR1-Knockout Mause zeigen im Vergleich zu den Wildtyp Mausen eine signifikant
erhdhte gMFI fur den Antikdrper gegen CD11b sowie eine signifikant geringere gMFI fur
den Antikdrper gegen F4/80 (Abb. 17).

gMFI CD11b gMFI F4/80
2000m Mononukleare Phagozyten 9000 Mononukleare Phagozyten
J #H#

1900 | | 80004 i
o 1800~ L !
= 7000+
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o< T 0= T
C57BL/6J CX3CR17 C57BL/6J CX3CR1™"

Abb. 17: Oberflachenmarker mononukledrer Phagozyten der Nebenniere in Wildtyp
Méausen und CX3CR1-Knockout Mausen nach LPS-Provokation

Wildtyp Mause (C57BL/6J, n=6) oder CX3CR1-Knockout Mause (CX3CR1”, n=6)
erhielten eine i.p. Injektion von jeweils 0,5 mg/kg KG LPS, nach 6 Stunden erfolgte die
Totung zur Probengewinnung. Gezeigt sind die geometrischen Mittelwerte der
Fluoreszenz-Intensitat (gMFI) fur den jeweiligen Antikorper.

Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Zweiseitiger studentischer t-Test mit Signifikanzniveau p < 0,05.

Vergleich der Zeitpunkte: ## p < 0,01



46

CX3CL1 CCL2
0.10- 0.00004=
- 0.084 0.00003- T
z T |
g 0.06- T
< 0.00002-
5 0.04+
E 0.00001-
0.02-
0.00 . 0.00000 .
C57BL/6J CX3CR1 C57BL/6J CX3CR1™"
IL-1R IL-6
0.004- 0.0015+
— 0.003-
2 1 0.0010+ T
? 1
|
< 0.002- L
=z
DEf 0.00054
0.001+
0.000 . 0.0000 .
C57BL/6J CX3CR17- C57BL/6J CX3CR17-
TNF-a IFN-y
0.0025+ 0.00003=
0.00204
g 0.00002- T
5.') 0.0015+
<
0.0010+
o T -
c 1 0.00001
0.00054
0.0000: . 0.00000 T
C57BL/6J CX3CR1 C57BL/6J CX3CR1™

Abb. 18: Zytokine in der Nebenniere per rtPCR nach LPS-Provokation

Wildtyp Méause (C57BL/6J, n=6) oder CX3CR1-Knockout Mause (CX3CR1”, n=6)
erhielten eine i.p. Injektion von jeweils 0,5 mg/kg KG LPS. Nach 6 Stunden erfolgte die
Totung zur Probengewinnung.

Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Zweiseitiger studentischer t-Test mit Signifikanzniveau p < 0,05.
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3.7 Zytokine in der Nebenniere nach LPS-Provokation
Zwischen Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout Méausen fallen nach LPS-
Provokation, bei der relativen Quantifizierung der gezeigten inflammatorischen Zytokine

in der Nebenniere mittels MRNA-Gehalt, keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 18).

Fur CCL2 und IFN-y ist der mRNA-Gehalt in der Nebenniere der Wildtyp Mause im
Vergleich mit dem der CX3CR1-Knockout Mause leicht erhdht, der Gehalt fir CX3CL1
und TNF-a ist hingegen dezent niedriger. Bei IL-113 und IL-6 sind keine Unterschiede

festzustellen.

3.8 Auswirkung von Stressmediatoren auf die Expression von CX3CR1 in vitro

Von Wildtyp Mausen werden renale CD11c+ Zellen isoliert (siehe Kapitel 2.2.2.1) und
in vitro mit LPS, Dexamethason oder TNF-a behandelt (siehe Kapitel 2.2.2). Alle renalen
CD11c+ Zellen zeigen nach 24 Stunden eine niedrigere gMFI des Antikérpers gegen
CX3CR1 als nach 6 Stunden. Mit Ausnahme der Dexamethason-behandelten Zellen fallt
dieser gMFI-Unterschied fur alle Gruppen jeweils signifikant aus (Abb. 19). Zu den
beiden Zeitpunkten 6 Stunden und 24 Stunden ist die gMFI des Antikdrpers gegen
CX3CR1 bei den LPS-behandelten Zellen signifikant geringer als bei den
unbehandelten Zellen. Die Dexamethason-behandelten Zellen haben sowohl nach 6
Stunden als auch nach 24 Stunden eine signifikant hohere gMFI des Antikdrpers gegen
CX3CRL1 als die unbehandelte Kontrollgruppe. Die TNF-a-behandelten Zellen zeigen
weder nach 6 Stunden noch nach 24 Stunden signifikante Unterschiede zu den Zellen

der unbehandelten Kontrollgruppe in der gMFI des Antikorpers gegen CX3CRL1.
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Abb. 19: Die gMFI des Antikdrpers gegen CX3CR1 renaler CD11c+ Zellen von
Wildtyp Méausen nach in vitro Behandlung mit LPS, Dexamethason oder TNF-a
CD11c+ renale Zellen von Wildtyp M&usen (n=3) wurden isoliert und in
Nahrmedium kultiviert. Nach 6 Stunden respektive 24 Stunden wurden die Zellen
per FACS auf die gMFI des Antikorpers gegen CX3CR1 auf der Zelloberflache
analysiert.

Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Two-way Analysis of Variance (two-way ANOVA) und Tukey’'s respektive
Dunnett’s multiple comparisons test mit Signifikanzniveau p < 0,05.

Vergleich mit Basalwert: **p < 0,01, ***p < 0,001

Vergleich der Zeitpunkte: ## p < 0,01, #### p < 0,0001

3.9 Hamodynamische Veranderungen durch LPS-Provokation nach Dexamethason
Vorbehandlung

Ohne Dexamethason-Vorbehandlung (Abb. 20A):

Wahrend der Eingewdhnung der, nicht mit Dexamethason vorzubehandelnden, Mause

ist die Pulsfrequenz der Wildtyp Mause signifikant hoher als die der CX3CR1-Knockout

Mause. Dies ist ebenfalls akut vor der LPS-Provokation der Fall. Zu diesem Zeitpunkt

ist die Pulsfrequenz der Wildtyp Mause und CX3CR1-Knockout Mause signifikant héher
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als wahrend der Eingewdhnung. 1 Stunde nach LPS-Provokation sinkt die Pulsfrequenz
der Wildtypmause und ist nicht mehr signifikant erhoht. Die Pulsfrequenz der CX3CR1-
Knockout Mause sinkt ebenfalls, ist aber weiter signifikant hoher als wahrend der
Eingewbhnung. Es besteht 1 Stunde nach LPS-Provokation kein Signifikanter
Unterschied zwischen den Pulsfrequenzen der Wildtyp Mause und CX3CR1-Knockout
Mause. Die Pulsfrequenz der Wildtyp Mause ist 2 Stunden nach LPS-Provokation
wieder signifikant hoher als bei der Eingewthnung, nun auch wieder signifikant hoher
als bei den CX3CR1-Knockout Mausen. Die Pulsfrequenz der CX3CR1-Knockout
Mé&use ist 2 Stunden nach LPS-Provokation signifikant hoher als noch 1 Stunde zuvor.
3 Stunden nach LPS-Provokation ist die Pulsfrequenz der Wildtyp Mause weiter
angestiegen und ist signifikant hoher als 1 Stunde zuvor. Die Pulsfrequenz der CX3CR1-
Knockout Mause ist ebenfalls signifikant héher als 1 Stunde zuvor. Der Unterschied in
der Pulsfrequenz zwischen Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout M&usen ist 3
Stunden nach LPS Provokation signifikant gréf3er als 2 Stunden nach LPS-Provokation.
Die Pulsfrequenz der Wildtyp Mause ist 4 Stunden nach LPS-Provokation nicht mehr so
stark signifikant erhéht wie noch 3 Stunden nach LPS-Provokation. Die Pulsfrequenz
der CX3CR1-Knockout Mause ist zu diesem Zeitpunkt unverandert signifikant erhoht.
Es besteht nun kein signifikanter Unterschied mehr zwischen der Pulsfrequenz der
Wildtyp Mause und jener der CX3CR1-Knockout Mause. 5 Stunden nach LPS-
Provokation ist die Pulsfrequenz der Wildtyp Méause im Vergleich zu der Eingewdhnung
nicht mehr signifikant erhéht. Die Pulsfrequenz der CX3CR1-Knockout Mause ist zu
diesem Zeitpunkt im Vergleich mit der Eingewdhnung weiterhin unverandert signifikant
erhdht. Auch 5 Stunden nach LPS-Provokation besteht kein signifikanter Unterschied

zwischen der Pulsfrequenz der Wildtyp Mause und der CX3CR1-Knockout Mause.

Der Blutdruck der nicht mit Dexamethason vorbehandelten Wildtyp Mause ist 2 Stunden
und 3 Stunden nach LPS-Provokation signifikant niedriger als wahrend der
Eingewbhnung. Zu allen anderen Zeitpunkten ist der Blutdruck nicht signifikant hoher
oder niedriger als wahrend der Eingewohnung. Der Blutdruck der CX3CR1-Knockout
Mé&use ist zu keinem Zeitpunkt signifikant verandert im Vergleich zu der Eingewdhnung.
Der Blutdruck der Wildtyp Mause unterscheidet sich zu keinem Zeitpunkt signifikant von
dem Blutdruck der CX3CR1-Knockout Mause.
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Mit Dexamethason-Vorbehandlung (Abb. 20B):

Wahrend der Eingewdhnung der mit Dexamethason vorzubehandelnden Mause zeigt
sich kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout
Mausen in der Pulsfrequenz und im Blutdruck. Zu Beginn des Experiments ist die
Pulsfrequenz der Wildtyp Mause signifikant hoéher als wahrend der
Eingewdhnungsphase. Wahrend des weiteren Verlaufes des Experiments werden keine
weiteren signifikanten Unterschiede in der Pulsfrequenz, im Vergleich mit der
Eingewbhnung, gemessen. Bei den CX3CR1-Knockout Mausen werden zu keinem
Zeitpunkt signifikante Unterschiede bei der Pulsfrequenz im Vergleich mit dem

Basalwert gemessen.

Die mit Dexamethason vorbehandelten Wildtyp Mause zeigen zu keinem Zeitpunkt
wéhrend des Experiments einen signifikant veranderten Blutdruck im Vergleich zu ihrer
Eingewdhnung. Die CX3CR1-Knockout Mause zeigen 2 Stunden nach LPS-Provokation
einen signifikant niedrigeren Blutdruck als wahrend der Eingewdhnung, ebenso 4
Stunden und 5 Stunden nach LPS-Provokation. Zu den anderen Zeitpunkten wird keine

signifikante Veranderung gemessen.
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3.9.1 Die CX3CL1-CX3CR1l-Achse in der Nebenniere nach Dexamethason-
Vorbehandlung

A Mononukleare Phagozyten C sCX3CL1
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Abb. 21: Die CX3CL1-CX3CR1-Achse in der Nebenniere bei LPS-Provokation nach
Dexamethason-Vorbehandlung

Wildtyp Mause (C57BL/6J) oder CX3CR1-Knockout Mause (CX3CR1”) wurden,
entsprechend ihrer Versuchsgruppe, teils mit 0,2 mg/kg KG Dexamethason i.p.
(jeweils n=6), teils mit der Tragerlosung als Kontrollgruppe (jeweils n=5), vorbehandelt.
Alle bekamen 0,8 mg/kg KG LPS i.p. injiziert und wurden nach 6 Stunden zur
Probengewinnung getotet.

A zeigt die Anzahl an mononuklearen Phagozyten in der Nebenniere, gemessen per
Durchflusszytometrie. B zeigt den Anteil, welchen CX3CR1-positive Zellen an der
Gesamtpopulation mononukleérer Phagozyten in der Nebenniere darstellen. In C wird
der Serumspiegel von sCX3CL1 gezeigt, D beschreibt die geometrische Mitte der
Fluoreszenz-Intensitat (gMFI) des Antikoérpers, welcher CX3CR1 auf der
Zelloberflache markiert.

Abgebildet sind die Mittelwerte = die Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Two-way
Analysis of Variance (two-way ANOVA) und Tukey’s respektive Dunnett’'s multiple
comparisons test sowie zweiseitiger studentischer t-Test mit Signifikanzniveau p <
0,05.

Vergleich mit Basalwert: **p < 0,01

Vergleich der Zeitpunkte: #### p < 0,0001
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Die mit Dexamethason vorbehandelten Wildtyp Mause und CX3CR1-Knockout Mause
weisen 6 Stunden nach LPS-Provokation eine erhdhte Anzahl mononukleérer
Phagozyten in der Nebenniere auf (Abb. 21 A). Bei den Wildtyp Méausen fallt dieser
Unterschied groRRer aus als bei den CX3CR1-Knockout-Mausen, beide sind jedoch nicht
signifikant. Der Anteil CX3CR1l-positiver Zellen an der Gesamtpopulation
mononukledrer Phagozyten in der Nebenniere ist bei den nicht vorbehandelten Wildtyp
Mausen héher, aber nicht signifikant (Abb. 21 B). Die gMFI des Antikérpers gegen
CX3CRL1 ist bei den Wildtyp Mausen ohne Dexamethason-Vorbehandlung signifikant
hoher (Abb. 21 D).

Die Wildtyp Mause ohne Dexamethason-Vorbehandlung zeigen einen signifikant
hoheren Plasmaspiegel von sCX3CL1 als die Wildtyp Mause mit Dexamethason-
Vorbehandlung. Bei den CX3CR1-Knockout Mausen zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem sCX3CL1-Plasmaspiegel von Dexamethason
vorbehandelten und nicht Dexamethason vorbehandelten Mausen. Der Serumspiegel
fur sCX3CL1 ist bei den Wildtyp Mausen sowohl mit als auch ohne Dexamethason-
Vorbehandlung signifikant niedriger als bei den CX3CR1-Knockout Mausen (Abb. 21
C).

3.10 Oberflachenantigene mononuklearer Phagozyten der Nebenniere

Mit Dexamethason vorbehandelte Wildtyp Mause zeigen bei mononuklearen
Phagozyten der Nebenniere 6 Stunden nach LPS-Provokation eine signifikant héhere
gMFI gegen den Ly6C markierenden Antikorper als Wildtyp Mause ohne
Dexamethason-Vorbehandlung. Bei CX3CR1-Knockout Mausen ist dies ebenfalls der
Fall. Die gMFI des Ly6C markierenden Antikorpers ist bei Dexamethason
vorbehandelten Wildtyp Mausen signifikant geringer, als bei Dexamethason
vorbehandelten CX3CR1-Knockout Mausen (Abb. 22 A).

Mit Dexamethason vorbehandelte Wildtyp Ma&ause zeigen bei mononuklearen
Phagozyten der Nebenniere 6 Stunden nach LPS-Provokation eine signifikant geringere
gMFI fur den CD11c markierenden Antikdrper als Wildtyp Mause ohne Dexamethason-
Vorbehandlung. Bei CX3CR1-Knockout Mausen ist dies ebenfalls der Fall. Die gMFI des
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CD11lc markierenden Antikorpers ist bei nicht vorbehandelten Wildtyp Mausen
signifikant geringer, als bei nicht vorbehandelten CX3CR1-Knockout Mausen. Dies ist
ebenfalls bei den Dexamethason vorbehandelten Wildtyp Méausen und CX3CR1-
Knockout Mausen der Fall (Abb. 22 B).

Die gMFI des Antikorpers gegen CD11b ist bei mononukledren Phagozyten der
Nebenniere von Dexamethason vorbehandelten Wildtyp Mausen 6 Stunden nach LPS-

Provokation nicht signifikant erhéht.
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Abb. 22: Die Oberflachenantigene mononuklearer Phagozyten der Nebenniere bei LPS-
Provokation nach Dexamethason-Vorbehandlung

Wildtyp Mause (C57BL/6J) oder CX3CR1-Knockout Mause (CX3CR17) wurden,
entsprechend ihrer Versuchsgruppe, teils mit 0,2 mg/kg KG Dexamethason i.p. (jeweils
n=6), teils nur mit der Tragerldésung als Kontrollgruppe (jeweils n=5), vorbehandelt. Alle
bekamen 0,8 mg/kg KG LPS i.p. injiziert und wurden nach 6 Stunden zur
Probengewinnung getotet.

A-D zeigen die geometrische Mitte der Fluoreszenz-Intensitat (QMFI) der jeweiligen
Antikorper fur die Population der mononukleédren Phagozyten der Nebenniere.
Abgebildet sind die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Two-way
Analysis of Variance (two-way ANOVA) und Tukey’s respektive Dunnett's multiple
comparisons test mit Signifikanzniveau p < 0,05.

Vergleich mit Basalwert: *p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001, *** p < 0,0001

Vergleich der Zeitpunkte: # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001, #HH# p < 0,0001
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Bei CX3CR1-Knockout Mausen ist die gMFI des Antikorpers gegen CD11b im gleichen
Szenario signifikant erhoht. Die Dexamethason vorbehandelten CX3CR1-Knockout
Mause haben zudem eine signifikant héhere gMFI des Antikérpers gegen CD11b als die
Dexamethason behandelten Wildtyp Méause (Abb. 22 C). Bei den gemessenen gMFI
der Antikorper gegen F4/80 auf mononuklearen Phagozyten der Nebenniere von
Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout M&ausen gibt es weder nach Dexamethason-
Vorbehandlung noch ohne Dexamethason-Vorbehandlung 6 Stunden nach LPS-
Provokation signifikante Unterschiede (Abb. 22 D).
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4. Diskussion

Die Sepsis stellt fur das Immunsystem des menschlichen Korpers eine der groéf3ten
Herausforderungen dar (Fleischmann-Struzek und Rudd, 2023). Um sie zu tberleben
braucht der Organismus eine suffiziente Stressantwort, bei der die Nebenniere und ihre
Produkte eine wichtige Rolle spielen (Chan et al., 2012; Gorain et al., 2020). Im Rahmen
dieses Krankheitsbildes wird die Nebenniere rapide von einer Vielzahl an Immunzellen
infiltriert, von denen ein Grol3teil mononukleare Phagozyten sind (Kanczkowski et al.,
2013c). Begleitet wird dieser Influx mononuklearer Phagozyten in die Nebenniere durch
einen dortigen lokalen Anstieg proinflammatorischer Zytokine (Jennewein et al., 2016).
Die meisten dieser infiltrierenden mononukledren Phagozyten exprimieren CX3CR1,
durch welchen sie via CX3CL1 zur Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine
angeregt werden konnen (Ishida et al., 2008). Liegen jene proinflammatorischen
Zytokine in entsprechend hoher Konzentration vor, so kénnen sie die Zellen der
Nebenniere auf parakrinem Wege zu einer gesteigerten Synthese sowie zur Freisetzung
von Nebennierenprodukten anregen (Bornstein et al., 2004; Judd et al., 2000;
Bechmann et al., 2021).

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob mononukledre Phagozyten in der
Nebenniere durch die CX3CL1-CX3CR1-Achse nach LPS-Provokation Einfluss auf die
Synthese von Nebennierenprodukten, und somit die Hamodynamik des Organismus
ausuben. Hierzu wurde ein Mausmodell genutzt, bei dem die Ergebnisse von Wildtyp
Mausen mit den Ergebnissen von CX3CR1-Knockout Mausen nach LPS-Provokation

verglichen wurden.

4.1 Aldosteron und Corticosteron

Nach LPS-Provokation wurden die Plasmaspiegel der stressassoziierten
Nebennierenprodukte Aldosteron und Corticosteron in CX3CR1-Knockout Mausen
gemessen und mit den Plasmaspiegeln von Wildtyp Mausen verglichen (Abb. 11). Fir
Aldosteron zeigte sich hier sowohl bei den Wildtyp Mausen als auch bei den CX3CR1-
Knockout Méausen ein signifikanter Anstieg des Plasmaspiegels. Diese Ergebnisse

korrelieren mit der aktuellen Literatur (Huang et al., 2010). Der genetische Knockout von
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CX3CRL1 fihrte in diesem Szenario hinsichtlich des Aldosteron-Plasmaspiegels zu
keinem signifikant verédnderten Ergebnis. Interessanterweise konnte beim
Plasmaspiegel von Corticosteron ein signifikanter Unterschied beobachtet werden.
Wahrend bei den Wildtyp Mausen eine signifikante Steigerung des Corticosteron-
Plasmaspiegels, gipfelnd nach 6 Stunden, gemessen wurde, so erreichten die CX3CR1-
Knockout Mause bereits nach 3 Stunden ihren hochsten Corticosteron-Plasmaspiegel.
Dieser war zu jenem Zeitpunkt (3 Stunden) ohne signifikanten Unterschied zu dem
Corticosteron-Plasmaspiegel der Wildtyp Mause (Abb. 11). Ein Vergleich der
Verlaufskurven lasst die Interpretation zu, dass die Corticosteron-Stressantwort der
Wildtyp Mause und CX3CR1-Knockout M&use einen zu Beginn ahnlichen Verlauf hat.
Die Wildtyp Mause weisen nach 6 Stunden aber einen signifikant h6heren Gipfel auf,
wahrend zu diesem Zeitpunkt der Plasmaspiegel der CX3CR1-Knockout Mause bereits
wieder sinkt. Zahlreiche Verdffentlichungen thematisieren bereits den Nutzen von
Glukokortikoiden wahrend Sepsis (Ai et al., 2015; Pitre et al., 2024), und da wahrend
CLP, einem weit verbreiteten Sepsis-Modell bei Mausen, bereits ein signifikanter
Uberlebensvorteil von Wildtyp Méausen gegeniiber CX3CR1-Knockout Mausen
dokumentiert wurde (Ishida et al., 2008) bestand die Frage, ob dieser Uberlebensvorteil
in Teilen durch eine vorteilhafte hamodynamische Reaktion zu erklaren sei.

4.2 Hamodynamik nach LPS-Provokation

Bei akut verlaufenden Krankheitsbildern wie der Sepsis stellt die Hypotonie eine haufig
auftretende Komplikation dar. Hypotonie wird unter anderem verursacht durch eine
Kreislaufzentralisation sowie das Auftreten von Endotheldefekten (Joffre et al., 2020).
Unter diesen Umstanden herrscht kein FlUssigkeits-, sondern vielmehr ein
Volumenmangel, weswegen es zur Minderperfusion im peripheren Gewebe und in den

Organen kommt.

Wahrend die langsamer werdende Pulsfrequenz der Wildtyp Mause als auch der
CX3CR1-Knockout Mause im Einklang mit der Klinik einer Sepsis bei Mausen steht (Li
et al., 2018), so spricht der steigende Blutdruck der Wildtyp Méause nach 0,5 mg/kg KG
LPS (Abb. 12) allerdings eher gegen eine ausgepragte Kreislaufzentralisation. Er

kbnnte Stress widerspiegeln, welchen die Mause durch den Messprozess, insbesondere
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durch die Restriktion, empfinden (Wilde et al., 2017). Dahingegen kann der, im Vergleich
mit den Wildtyp Mausen zwischenzeitlich signifikant niedrigere Blutdruck der CX3CR1-
Knockout Mause, welche ebenfalls demselben Restriktionsstress wie die Wildtyp Mause
ausgesetzt sind, als eine komprimierte Stressantwort auf die LPS-Provokation
interpretiert werden. Vergleicht man aber bei den Wildtyp Mausen sowie bei den
CX3CR1-Knockout Mausen nach 0,5 mg/kg KG LPS die Blutdruck-Daten mit den
jeweiligen Daten aus der Eingewdhnungsphase, so besteht zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Unterschied. Untersttitzt wird die These der komprimierten Stressantwort
auf die Restriktion von den hamodynamischen Daten nach 0,8 mg/kg KG LPS-
Provokation, unter welcher es bei den Wildtyp M&usen nun nicht mehr zu einer
Blutdrucksteigerung gekommen ist. Die Wildtyp Mause zeigen in diesem Szenario nun
keinen signifikanten Unterschied mehr zu dem gemessenen Blutdruck der CX3CR1-
Knockout Mause (Abb. 20). Unter gesteigerter LPS-Provokation scheinen die Wildtyp
Mause nicht mehr zu einer Blutdrucksteigerung als Antwort auf den stressbehafteten
Blutdruckmessprozess imstande zu sein. Unerwartet ist in diesem Kontext, dass sowohl
die Wildtyp Mause als auch die CX3CR1-Knockut Mause nach 0,8 mg/kg KG LPS eine
gesteigerte Pulsfrequenz aufwiesen, was wiederum nicht dem Krankheitsbild einer
akuten Sepsis entsprechen wirde (Li et al., 2018).

Auffallig ist, dass es sowohl nach 0,5 mg/kg KG LPS als auch nach 0,8 mg/kg KG LPS
hauptséachlich zu Veranderungen der Pulsfrequenz gekommen ist. Wahrend es zwar zu
vereinzelten signifikanten Unterschieden des Blutdrucks zwischen Wildtyp Mausen und
CX3CR1-Knockout Mausen kam (Abb. 12), so war der Blutdruck bei beiden LPS-
Dosierungen nicht signifikant verandert im Vergleich mit der Eingewdhnungsphase. Die
Pulsfrequenz verhielt sich gegenteilig der Erwartungen (Li et al., 2018), bei einer
gesteigerten LPS-Dosis kam es zu einer Pulsfrequenzsteigerung, bei der niedrigeren
LPS-Dosis zu einer Pulsfrequenzminderung, beides sowohl bei den Wildtyp Mausen als
auch bei den CX3CR1-Knockout Mausen. Zudem zeigten sich zwischen Wildtyp
Mausen und CX3CR1-Knockout Mausen kein verwertbar signifikanter Unterschied bei
der Pulsfrequenz. Die Daten der Pulsfrequenz der Wildtyp Mause aus Abb. 20A waren
bereits signifikant unterschiedlich zu den Eingewdhnungsdaten der Wildtyp Mause aus

Abb. 20B sowie denen der Wildtyp Mause aus Abb. 12. Die Daten der Pulsfrequenz
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der Wildtyp Mause aus Abb. 20A werden daher als nicht repréasentativ fur die Reaktion
von Wildtyp Mausen angesehen und somit nicht mit den Daten der anderen Wildtyp
Mause oder CX3CR1-Knockout Mause verglichen. Somit lasst sich schlussfolgern, dass
weder bei Wildtyp Mausen noch bei CX3CR1-Knockout Mausen nach 0,5 mg/kg KG
LPS respektive 0,8 mg/kg KG LPS eine fulminante hamodynamische Reaktion im Sinne
einer Sepsis (Li et al., 2018) erfolgt ist. Das wurde bedeuten, dass, zumindest fir diese
LPS-Dosis, kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der hAmodynamischen Reaktion
zwischen Wildtyp Méausen und CX3CR1-Knockout Mausen besteht. Denkbar ist, dass
bei einer hoheren LPS-Dosis Unterschiede in der hdmodynamischen Reaktion zwischen
Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout Mausen provoziert werden konnten, welche
einen weiteren Erklarungsansatz fiir den Uberlebensvorteil von Wildtyp Mausen
gegentiber CX3CR1-Knockout Mausen wahrend einer Sepsis aufzeigen kdénnten (Ishida
et al., 2008). Da es bei der Dosis 1 mg/kg KG LPS allerdings bereits erhebliche
Schwierigkeiten bei der hamodynamischen Uberwachung per transmissions-
Photoplethysmographie, am ehesten aufgrund von Kreislaufzentralisation gab, ware
hier eine alternative hamodynamische Ubermachungsmethodik notwendig (siehe
Kapitel 4.8).

4.3 Migration mononuklearer Phagozyten in die Nebenniere

Die CX3CL1-CX3CR1-Achse spielt eine Rolle im Migrationsverhalten mononuklearer
Phagozyten. Dies wurde insbesondere bereits fur die Niere (Hochheiser et al., 2013)
gezeigt. Zudem gibt es starke Indikationen, dass inflammatorische Zytokine auf die
Steroidsynthese der Nebenniere und ihre Produktfreisetzung aktivierend wirken
(Kanczkowski et al., 2013a). Aufgrund dieser Datenlage lautete die Arbeitshypothese,
dass, wahrend einer Sepsis, eine verminderte Migration mononuklearer Phagozyten in
die Nebennieren zu einer geringeren lokalen Konzentration inflammatorischer Zytokine,

und so zu einer geringeren Ausschittung von Corticosteron fiihren kann.

Mononukledre Phagozyten der Nebenniere wurden fir diese Arbeit anhand des
Rezeptorprofils CD45+F4/80+CD11b+ (Dolfi et al., 2022) identifiziert. In
Ubereinstimmung mit zahlreichen Veroffentlichungen (Jung et al., 2000; Dolfi et al.,
2022) waren 80 % von ihnen positiv fir CX3CR1. Auch die beschriebene rapide



60

Infiltration der Nebenniere durch mononukleare Phagozyten nach LPS-Provokation
(Kanczkowski et al., 2013c) konnte robust reproduziert werden. Interessanterweise sind
die hier infiltrierenden mononuklearen Phagozyten fast alle CX3CR1-positiv (Abb. 13).
Die Analyse der gMFI der Antikorper gegen CD11b und F4/80 zeigte, dass oben
genannte mononukleére Phagozyten F4/80 sowie CD11b in hohem Mafl3e exprimieren
und somit in der Differenzierung zu Makrophagen fortgeschritten sind (Abb. 14). Da
diese beiden Marker speziell unter inflammatorischen Bedingungen normalerweise eine
Hochregulation erfahren, war ihre verminderte Expression zum 6 Stunden-Zeitpunkt
unerwartet. Die vorliegenden Daten lassen sich jedoch suffizient in das von
Kanczkowski et al. (2013c) beschriebene Szenario einfigen, bei dem es nach LPS-
Provokation zu einem Influx von Monozyten und Makrophagen in die Nebenniere
kommt. Bei den ausdifferenzierten Makrophagen vermuten Kanczkowski et al. (2013c),
dass diese nach Antigenaufnahme fiir die Antigenprasentation aus der Nebenniere in
das lymphatische System, migrieren. Dies wirde den initialen Anstieg der gMFI fur die
Antikdrper gegen die, auf ausdifferenzierten Makrophagen vermehrt exprimierten
Oberflachenantigene, F4/80 und CD11b, erklaren. Die Verminderung der gMFI der
Antikbrper gegen F4/80 und CD11b, was als Verjungung des Profils der
Oberflachenantigene der mononukledren Phagozyten der Nebenniere gewertet wird,
geht zeitlich einher mit dem Efflux ausdifferenzierter Makrophagen aus der Nebenniere
und dem Influx von weniger ausdifferenzierten Monozyten. Weniger ausdifferenzierte
Monozyten exprimieren F4/80 und CD11b in geringerem Mal3e als ausdifferenzierte
Makrophagen. Ab dem Zeitpunkt 3 Stunden bis zum Zeitpunkt 24 Stunden nimmt die
Anzahl mononukledrer Phagozyten in der Nebenniere, nach dem initialen massiven
Influx, nun stetig ab. Das Profil der Oberflachenantigene verandert sich vom Zeitpunkt
6 Stunden zum Zeitpunkt 24 Stunden dabei in Richtung der mehr ausdifferenzierten
Makrophagen. Dies legt nahe, dass die zum Zeitpunkt 6 Stunden, infiltrierten Monozyten
zu Makrophagen ausdifferenzieren und im Anschluss zu einem grof3en Teil die
Nebenniere verlassen (Kanczkowski et al., 2013c). Gleichzeitig sistiert der anfangliche
Influx von Monozyten, was sich in der fallenden Zellanzahl der Gesamtpopulation

mononukledrer Phagozyten der Nebenniere widerspiegelt (Abb. 13 und Abb. 14).
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Um den Einfluss der CX3CL1-CX3CR1-Achse auf das Migrationsverhalten
mononukledrer Phagozyten in die Nebenniere wahrend Sepsis darzustellen, wurden bei
CX3CR1-Knockout Mausen die Population der mononukleédren Phagozyten 6 Stunden
nach LPS-Provokation analysiert und mit der von Wildtyp Mausen verglichen. Liu et al.
(2020) zeigte unter homdoostatischen Bedingungen in der Nebenniere keine
Unterschiede zwischen Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout M&ausen in der
PopulationsgréRe mononukledrer Phagozyten. Zum Zeitpunkt 6 Stunden nach
intraperitonealer LPS-Provokation zeigten sich in der hier vorliegenden Arbeit
Diskrepanzen zwischen Wildtyp M&usen und CX3CR1-Knockout Mausen in der
Gesamtpopulation mononuklearer Phagozyten in der Nebenniere, welche allerdings
kein signifikantes Ausmal3 annahmen (Abb. 16 und Abb. 21). Bei der folgenden
Auswertung der Expressionsintensitat bestimmter Oberflachenantigene von
mononukledren Phagozyten der Nebenniere im oben beschriebenen Szenario, fanden
sich interessante Ergebnisse: Die Expression fur F4/80, einem Differenzierungsmarker
(Nordlohne et al., 2021), war bei CX3CR1-Knockout Mausen signifikant reduziert.
CD11b, ein Aktivierungsmarker myeloider Zellen (Yu et al., 2023), wurde daftr umso
mehr auf mononukledren Phagozyten der Nebenniere von CX3CR1-Knockout Mausen
exprimiert (Abb. 17). Dies spricht fur eine veranderten Ausdifferenzierung der, sich zu

diesem Zeitpunkt in der Nebenniere befindlichen, mononuklearen Phagozyten.

Die aktuelle Datenlage bezuglich der CX3CR1-Expression sowie der Effekt, welcher
durch die Stimulation durch CX3CL1 bei CX3CR1 exprimierenden mononuklearen
Phagozyten hervorgerufen wird, unterstreicht die Wichtigkeit dieses Rezeptors in der
akuten Inflammation: Wie bereits bei Panek et al. (2015), so zeigen auch die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit, dass CX3CR1 wahrend der, durch LPS ausgel6sten,
Immunprovokation auf mononukledren Phagozyten vermehrt exprimiert wird. Zudem
l&sst sich die Lebensdauer CX3CR1-exprimierender mononukledrer Phagozyten durch
sCX3CL1-Stimmulation verlangern (Panek et al., 2015; Niess et al., 2005; Landsman et
al., 2009). Auch fuhrt die Aktivierung zu einer gesteigerten Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine (Ishida et al., 2008). Im Umkehrschluss kann vermutet
werden, dass Mause mit CX3CR1-Knockout Defizite in den oben genannten Bereichen

aufweisen. Die Daten der vorliegenden Arbeit werden dahingehend interpretiert, dass
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mononukledre Phagozyten, nach LPS-Provokation, in ihrem initialen Infiltrationsprozess
in die Nebenniere nicht in signifikantem Ausmalfd durch CX3CR1 beeinflusst werden,

wohl aber in ihrer Aktivierung respektive ihrer Differenzierung.

4.4 Inflammatorische Zytokine in der Nebenniere

Als nachster Schritt wurde untersucht, welchen Einfluss die veranderte Aktivierung und
Ausdifferenzierung mononuklearer Phagozyten in der Nebenniere bei CX3CR1-
Knockout Mausen nach LPS-Provokation auf die Synthese respektive Sezernierung
inflammatorischer Zytokine (IL-1(3, IL-6, CCL2, IFN-y und CX3CL1) hat. Es wurden die
Daten von Wildtyp M&usen mit denen von CX3CR1-Knockout M&ausen nach LPS-

Provokation verglichen.

IL-1f3 und IL-6 sind proinflammatorische Zytokine und werden durch mononukleére
Phagozyten freigesetzt. Sie sind in der Lage, die Synthese sowie Freisetzung von
Corticosteron wahrend systemischer Inflammation zu beeinflussen (Bethin et al., 2000).
Wahrend LPS-induzierter Immunprovokation kommt es zu einem massiven Anstieg von
IL-13 und IL-6 in der Nebenniere (Kanczkowski et al., 2013c). In der vorliegenden Arbeit
konnten nach LPS-Provokation hinsichtlich des mRNA-Gehalts der oben genannten
Zytokine keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp Mausen und CX3CR1-
Knockout Mausen festgestellt werden (Abb. 18). Lediglich fur CCL2 und IFN-y wurde
bei den Wildtyp Mausen ein geringfligig héherer mRNA-Gehalt in der Nebenniere
gemessen, bei den CX3CR1-Knockout Mausen war dies bei TNF-a der Fall.
Bemerkenswert ist hier, dass auch die Transkription von CX3CL1 zwischen den beiden
Genotypen nicht signifikant verandert ist, wohingegen die Plasmakonzentration von
SCX3CL1 zum gleichen Zeitpunkt bei CX3CR1-Knockout Mausen bis zu 30-fach erhéht
ist (Abb. 15). Nach LPS-Provokation wird bei Wildtyp M&ausen eine kontinuierliche
Konzentrationssteigerung von sCX3CL1 gemessen, welche nach 6 Stunden ihren
Hohepunkt und nach 24 Stunden wieder das Homobostase-Niveau erreicht.
Interessanterweise gilt dies auch in einem gewissen Mal3e fir CX3CR1-Knockout
Mause: Sie haben zwar unter Ruhebedingungen bis zu 30-fach hohere sCX3CR1-
Plasmaspiegel als Wildtyp Mause, so kann aber auch bei ihnen ein signifikanter Anstieg

nach 6 Stunden, sowie eine Rickkehr auf Homoostase-Niveau nach 24 Stunden
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verzeichnet werden. Diese Ergebnisse passen ebenfalls in den aktuellen
wissenschaftlichen Kontext: Dieser besagt, dass sCX3CL1 hauptsachlich durch die
Aufnahme in CX3CR1-exprimierende Zellen eliminiert wird (Nakayama et al., 2010) und
dass es so bei Fehlen dieses Rezeptors zu einer Akkumulation von sCX3CL1 kommen
kann (Cardona et al., 2008). Einen Anhalt fir einen Feedback-Mechanismus (Vietinghoff
und Kurts, 2021) konnte diese Arbeit, hinsichtlich der mononuklearen Phagozyten der

Nebenniere, nicht gezeigt werden.

4.5 Oberflachenexpression von CX3CR1 auf mononukledren Phagozyten

Die bisherigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten eine hohe Dynamik der
Zelloberflachenexpression von CX3CR1 auf mononuklearen Phagozyten der
Nebenniere nach LPS-Provokation. In vitro wurden nun renale CD11c-positive Zellen
von Wildtyp M&ausen mit LPS und dem proinflammatorischen Zytokin TNF-a stimuliert
und deren Zelloberflachenexpression von CX3CR1 analysiert. Aufgrund der, durch
Yeager et al. (2016) beschriebenen, gesteigerten Migration mononuklearer Phagozyten
in inflammatorisch verandertes Gewebe nach Vorbehandlung mit Hydrocortison, und
der Beteiligung von CX3CR1 an der Migration mononukledrer Phagozyten in
Inflammation (Hamon et al., 2017), wurden CD11c-positive renale Zellen ebenfalls mit
Dexamethason stimuliert und die Auswirkungen auf ihre Zelloberflachenexpression von
CX3CRL1 analysiert (Abb. 19). Ramos et al. (2010) haben bereits gezeigt, dass es in
vitro bei unbehandelten, mononuklearen Phagozyten zu einer verminderten Expression
von CX3CR1 kommt, welcher durch Co-Kultivierung mit LPS beschleunigt werden
konnte. Diese Beobachtungen kénnen in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden: Es
zeigte sich in vitro eine, mit der Zeit schwacher werdende, Expression von CX3CR1 bei
unbehandelten CD11c-positiven renalen Zellen. Ramos et al. (2010) kamen zu dem
Ergebnis, dass die Behandlung mit LPS zu einer Akzeleration dieses Prozesses fuhrt.
Diese Interpretation bestatigen die Daten der vorliegenden Arbeit. Dem
entgegengesetzt verhalten sich die, in vitro mit Dexamethason behandelten, CD11c-
positiven renalen Zellen: lhre, zu beiden Zeitpunkten gemessene, jeweils signifikant
hohere gMFI des Antikdrpers gegen CX3CR1 fihren zu der Annahme, dass die
Behandlung mit dem Glukokortikoid Hydrocortison in einer verlangsamten

Internalisierung von CX3CR1 resultiert. Diese Beobachtungen hinsichtlich der
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Stimulation durch LPS sowie durch Hydrocortison lassen sich folgendermaflen in
Kontext setzen: Pro-inflammatorisches LPS ist mit einer akzelerierten Internalisierung
von CX3CR1 (Tumpara et al., 2021; Ramos et al., 2010), das anti-inflammatorische
Dexamethason mit einer gesteigerten Zelloberflachenexpression von CX3CR1 auf
mononukledren Phagozyten assoziiert (Yeager et al., 2016). Interessanterweise zeigten
sich bei den renalen CD11c-positiven Zellen nach Behandlung mit TNF-a keine
signifikanten Unterschiede zu den unbehandelten renalen CD11c-positiven Zellen.
Dieses Resultat war dahingehend unerwartet, als dass TNF-a ein prominentes

proinflammatorisches Zytokin ist.

Entsprechend groR war das Interesse daran herauszufinden, ob ein Priming mit
Glukokortikoiden auch zu einem gesteigerten Infiltrationsverhalten mononuklearer
Phagozyten in die Nebenniere fihren, was dann wiederum zu einer gesteigerten lokalen
Konzentration inflammatorischer Zytokine fuhren sollte und welche Rolle CX3CR1 hier

spielen wirde.

4.6 Hamodynamik nach Dexamethason-Vorbehandlung

Um zu analysieren, ob eine Behandlung mit Dexamethason vor LPS-Provokation mit
Veranderungen in der hamodynamischen Reaktion von Wildtyp-Mausen oder CX3CR1-
Knockout Mausen einhergeht, wurden Mause beider Genotypen teils mit Dexamethason
vorbehandelt. Allen Mausen wurden anschlieBend LPS i.p. injiziert. Die Dosierung des
LPS wurde mit 0,8 mg/kg KG hoher als in Kapitel 4.1 - 4.4 gewéhlt, um eine deutlichere
inflammatorische Reaktion als mit 0,5 mg/kg KG LPS hervorzurufen. Im Anschluss an
die LPS-Injektion erfolgte eine Uberwachung der Hamodynamik mittels transmissions-

Photoplethysmographie.

Im Vergleich der hdmodynamischen Daten der Wildtyp Mause sowie der CX3CR1-
Knockout Mause mit Dexamethason-Vorbehandlung fallen keine signifikanten
Unterschiede auf, weder hinsichtlich des Blutdrucks noch der Pulsfrequenz. Bei den
nicht Dexamethason-vorbehandelten Mausen kam es sowohl bei den Wildtyp Mausen
als auch bei den CX3CR1-Knockout Mausen nicht zu einer signifikanten Veranderung

des Blutdruckes, wohl aber zu einer Steigerung der Pulsfrequenz bei beiden Genotypen.
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Zwischen Dexamethason-vorbehandelten und nicht Dexamethason-vorbehandelten
CX3CR1-Knockout Mausen bestanden hinsichtlich der Pulsfrequenz, nicht aber des
Blutdruckes, signifikante Unterschiede nach LPS-Provokation. Die Daten der nicht
Dexamethason-vorzubehandelnden Wildtyp Mause (Abb. 20A) wurden in diesem
Kontext als nicht mit den drei anderen Versuchsgruppen (Abb. 20) vergleichbar
gewertet. Wahrend es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Eingewdhnungs-
Daten der Pulsfrequenz zwischen den Wildtyp Mausen aus Abb. 12 und Abb. 20B gab,
so war unerwarteter Weise bereits wahrend der Eingewdhnungsphase die Pulsfrequenz
der Wildtyp Mause aus Abb. 20A signifikant hoher als die der Wildtyp Mause aus Abb.
12 und Abb. 20B.

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die hAmodynamische Reaktion
auf LPS-Provokation hauptséchlich aus einer Veranderung der Pulsfrequenz zu
bestehen scheint (siehe Kapitel 4.2). Eine Vorbehandlung mit Dexamethason geht hier
einher mit der Verminderung dieser Reaktion. Somit war es von Interesse, ob sich diese
Unterschiede nach Dexamethason-Vorbehandlung auch auf immunologischer Ebene in

der Nebenniere widerspiegeln.

4.7 Mononukleare Phagozyten der Nebenniere nach Dexamethason-Vorbehandlung

Um herauszufinden, ob die unter Kapitel 4.6 beschriebenen hamodynamischen
Unterschiede mit Veranderungen in der Zellpopulation mononukle&rer Phagozyten in
der Nebenniere assoziiert sind, wurden jene Populationen per Durchflusszytometrie im

Anschluss an das unter Kapitel 2.2.1.4 beschriebene Experiment analysiert.

Der Vergleich der Populationen mononukledarer Phagozyten in der Nebenniere von
Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout Mausen ohne Dexamethason-Vorbehandlung
bestétigt die Ergebnisse aus Kapitel 3.6: Auch hier wurden keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Gréf3e der Zellpopulation mononuklearer Phagozyten in
der Nebenniere nach LPS-Provokation gefunden. Auch die Vorbehandlung mit
Dexamethason fuhrte nicht zu einer signifikanten Veranderung in der Populationsgrofe
mononukledrer Phagozyten in der Nebenniere nach LPS-Provokation.



66

Bei der Analyse der Oberflachenantigene fallen jedoch signifikante Unterschiede auf:
Sowohl die Wildtyp Mause als auch die CX3CR1-Knockout Mause, beide mit
Dexamethason vorbehandelt, weisen ein Markerprofil auf, welches fiur eine deutlich
geringere Differenzierung der mononukleéaren Phagozyten der Nebenniere, im Vergleich
mit den nicht vorbehandelten Mausen der jeweiligen Genotypen, spricht (Abb. 22).
Zusétzlich zeigen in der Gruppe ohne Dexamethason-Vorbehandlung die Wildtyp
Mause gegentiber den CX3CR1-Knockout-Mausen ein signifikant ausdifferenzierteres
Oberflachenmarker-Profil. Ebenso verhielt es sich in den beiden Gruppen, welche mit
Dexamethason vorbehandelt wurden. Im Einklang mit Abb. 17 fihrten diese Ergebnisse
zu der Interpretation, wonach mononuklearen Phagozyten der Nebenniere bei CX3CR1-
Knockout Mausen eine langsamere, geringgradigere oder schlicht andere

Differenzierung nach LPS-Provokation durchlaufen als jene der Wildtyp Mause.

Vergleicht man zusatzlich Wildtyp Mause mit Dexamethason-Vorbehandlung mit
solchen ohne Dexamethason-Vorbehandlung hinsichtlich der CX3CL1-CX3CR1-Achse,
so sieht man signifikant geringere Plasmaspiegel von sCX3CL1 in den mit
Dexamethason vorbehandelten Mausen. Zudem exprimieren mononukleare
Phagozyten der Nebenniere in nicht mit Dexamethason vorbehandelten Wildtyp Mausen
nach LSP-Provokation signifikant weniger CX3CRL1 als jene von, mit Dexamethason
behandelten, Wildtyp Mausen im gleichen Szenario (Abb. 21). Die Zusammenschau
dieser Ergebnisse liel? die Schlussfolgerung zu, dass eine Vorbehandlung mit
Dexamethason vor LPS-Provokation nicht mit einer signifikant veranderten Migration
mononukledrer Phagozyten in die Nebenniere assoziiert ist. Wohl aber kommt es in
diesem Szenario zu einer signifikant veranderten Ausdifferenzierung mononukleéarer
Phagozyten in der Nebenniere, sichtbar anhand der Oberflachenantigene CD11b,
CD11c, F4/80, Ly6C sowie CX3CR1. Interpretiert werden diese Unterschiede zwischen
Wildtyp Méausen und CX3CR1-Knockout Mausen als eine, am ehesten verlangsamte,
Ausdifferenzierung dieser Zellpopulation in der Nebenniere nach LPS-Provokation in
den CX3CR1-Knockout Mausen. Interessanterweise hatte die Dexamethason-
Vorbehandlung ahnliche Effekte sowohl auf die Zelloberflachenantigene bei Wildtyp
Méausen als auch bei CX3CR1-Knockout Mausen. Welchen Effekt dies letzten Endes

auf die Funktion der mononukledren Phagozyten der Nebenniere hat, insbesondere auf
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ihre Rolle im Inflammationsprozess und der damit verbundenen Freisetzung von
Zytokinen (Ehrchen et al., 2019), wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht und kann

Subjekt weiterer Forschung sein.

4.8 Limitationen und Perspektiven dieser Arbeit

Ein zentraler Bestandteil dieser Arbeit war die Analyse der Verdnderungen, welche
durch den genetischen Knockout des CX3CR1 in der Hamodynamik in M&ausen nach
LPS-Provokation auftreten konnen. Die hierfir verwendete Messung per transmissions-
Photoplethysmographie ist weit verbreitet und wurde bereits in zahlreichen
Veroffentlichungen zur Dokumentation h&modynamischer Ereignisse genutzt. Die
einfache Handhabung sowie die minimale Invasivitit machen sie zu einer leicht
einsetzbaren Option, hierbei ist es gangige Praxis, die Versuchsmause durch
vorausgehende Testmessungen an den Prozess der Blutdruckmessung zu gewohnen.
Die Annahme, dass die Mause durch diese Mal3hahme beim eigentlichen Experiment
weniger Stress empfinden wirden, konnte mittlerweile wiederlegt werden (Wilde et al.,
2017). Auch in dieser Arbeit wurde beobachtet, dass insbesondere die Restriktion in den
Messkafigen bei diesem Prozedere einen wesentlichen Stressfaktor darstellt. Wie in
Abb. 20 zu sehen ist, hat diese Herangehensweise davon unabhangige Limitationen:
Bereits in der Eingewdhnungsphase wurden signifikante Unterschiede bezuglich der
Pulsfrequenz zwischen den beiden Gruppen von Wildtyp Mausen gemessen, obwohl
beide Gruppen den gleichen Genotypen reprasentieren, unter den gleichen,
standardisierten Bedingungen (Kapitel 2.2.1) gehalten wurden und bis zu diesem
Zeitpunkt noch keiner Behandlung unterzogen worden waren. Dies muss bei der
spateren Datenanalyse entsprechend berilicksichtigt werden. Tatsachlich sind
Tierversuche im Allgemeinen, gerade wenn es um so leicht beeinflussbare Daten wie
Stressparameter geht, sehr anfallig fir eine Vielzahl an externen Beeinflussungen
respektive Storfaktoren. So finden sich in einer Veroffentlichung von Sorge et al. (2014)
Ergebnisse, welche insbesondere flr diese Arbeit von grol3em Interesse sind: Sogar
durch die olfaktorische Stimulation mit dem Geruch eines Mannes bei Wildtyp Mausen
eine signifikant héhere Stressantwort im Sinne des Plasma-Corticosteron-Spiegels
ausgelost werden, als durch den Geruch einer Frau. Diese olfaktorische Stimulation

fuhrte zu keinen signifikanten hamodynamischen Unterschieden (Wilde et al., 2017).
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Ein weiterer Einflussfaktor, welcher die hamodynamische Uberwachung der M&use im
akuten Infekt negativ beeinflussen kann, ist die Beschaffenheit des Schwanzes der
Maus: Er ist bei der Maus ein wichtiges Organ fir ihre Thermoregulation (Cassell et al.,
1988; Sittiracha et al., 1987), abhangig von der Aullentemperatur schwankt das
Perfusionsvolumen hier von 1-5 % des Gesamtblutvolumens der Maus, weshalb die
Blutdruckmessung hier entsprechend kalte-, und generell zentralisationsanfallig ist. Eine
aussagekraftige Blutdruckmessung im Rahmen der vorliegenden Arbeit war bereits
nach der Injektion von 1 mg/kg KG LPS aufgrund der massiven Zentralisation (Li et al.,
2018) nach kurzer Zeit nicht mehr suffizient moglich. Auch die adaquat vorgeheizte
Plattform, auf welcher die Mause in den Restriktionskafigen wahrend des
Messvorganges gehalten werden, wirkte der Kreislaufzentralisation nur bedingt
entgegen. Dies hatte zur Konsequenz, dass die LPS-Dosis fur weitere Experimente
entsprechend geringer gewahlt wurde. Eine alternative Uberwachungsmethode der
Hamodynamik bei Mausen stellt die Telemetrie dar: Hier wird der Blutdruck direkt Gber
eine chirurgisch implantierte Sonde im Aortenbogen ermittelt. Die hohe Invasivitat, durch
welche diese Methode zwar sehr genaue Daten in Echtzeit liefern kann und auch
vergleichsweise unanféallig gegenlber einer Kreislaufzentralisation ist, stellt aber
gleichzeitig auch eine groRe Schwache dar. Wundinfekt sowie Blutverlust im Rahmen
der Operation sind nur einige wenige der Faktoren, durch welche die Immunreaktion der
Mause malfgeblich beeinflusst werden kann, weswegen diese Methodik mit einer
signifikanten Mortalitdt sowie Morbiditat assoziiert ist (Drieke und Devuyst, 2019).
Trotzdem durfte sie, aufgrund ihrer Uberlegenheit, auch wahrend fortgeschrittener
Kreislaufzentralisation und ausgepragter Hypotonie weiter genaue Daten liefern zu
kénnen in zuklUnftigen Untersuchungen, bei vorhandener Expertise eine gute Option fur

die hamodynamische Uberwachung akuter Infekte darstellen.

Eine weitere Herausforderung bei der Investigation der akuten Immunreaktion auf LPS-
Provokation stellt die teils rapide Dynamik dar. In der vorliegenden Arbeit konnte
bestatigt werden, dass sich innerhalb nur weniger Minuten respektive Stunden
(Nakayama et al., 2010; Ge et al., 2016) die Oberflachenexpression, insbesondere von
Chemokinrezeptoren wie CX3CR1, veradndern kann. So ist die in Kapitel 2.2.1.3

beschriebene Herangehensweise fir eine sinnvolle Interpretation solch rapider
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Prozesse von Wichtigkeit. Wird diese, in ihrer Anfangsphase so hochrasante und
multidimensionale, immunologische Dynamik bei der Datenanalyse nicht bericksichtigt,
so kann dies dazu fuhren, dass Ergebnisse als unstimmig angesehen werden kdnnten,
weil sie zu, wenn auch nur leicht, verschiedenen Zeitpunkten in der Zeitachse erhoben
wurden (vergleich Kapitel 4.3). Zwar wurden 6 Stunden nach LPS-Provokation keine
Unterschiede zwischen den Populationsgrof3en mononuklearer Phagozyten der
Nebenniere bei Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout Mausen festgestellt, so deutete
ihr signifikant unterschiedliches Markerprofil jedoch auf einen unterschiedlichen
Differenzierungsstatus hin. Folglich kénnte die Zellanzahl mononuklearer Phagozyten in
der Nebenniere gleich sein, diese Zellen kdnnten aber aufgrund ihres unterschiedlichen
Differenzierungsgrades sehr unterschiedliche Funktionen ausuben. Eine genauere
Analyse dieser Population hinsichtlich einer Unterscheidung zwischen Monozyten und
Makrophagen ware hier von Interesse, ebenso hinsichtlich klassischer, zirkulierender
CCR2"" CX3CR1"° sowie lokal patrouillierender, nicht-klassischer CCR2'°© CX3CR1"
Monozyten (Geissmann et al., 2003; Sunderkétter et al., 2004). Von zukunftsweisender
Wichtigkeit hinsichtlich der Methodik zur Identifikation dieser Populationen von
Immunzellen kann die Veréffentlichung von Meghraoui-Kheddar et al. (2020) angesehen
werden. Hier wurde gezeigt, dass eine signifikante Diskrepanz hinsichtlich der
Identifikation CX3CR1-positiver Zellen anhand von GFP (Jung et al., 2000) und der
tatsachlichen CX3CR1-Zelloberflachenexpression, festgestellt anhand von gMFI von

Antikérpern gegen CX3CR1, herrscht.

Die fur die vorliegende Arbeit untersuchten Zytokine zeigten auf mMRNA-Ebene in der
Nebenniere keine signifikanten Unterschiede, weswegen sich die Frage der
Vergleichbarkeit dieser Population mononuklearer Phagozyten mit der des Peritoneums
stellt (Ishida et al., 2008; Gautier et al., 2012). Eine in vitro LPS- sowie CX3CL1-
Stimulation dieser Zellen mit anschlieRender Analyse der sezernierten Zytokine, etwa
per LEGENDplex™, wiirde einen Anhalt geben, ob das durch Ishida et al. (2008) fiir
mononukledre Phagozyten des Peritoneums beschriebene Prinzip der Beeinflussbarkeit
der Zytokinfreisetzung durch die CX3CL1-CX3CR1-Achse auch auf die mononuklearen
Phagozyten der Nebenniere tUbertragbar ist. Zwar durfte das sehr begrenzt vorhandene

Zellmaterial der murinen Nebenniere eine Herausforderung darstellen, doch wuirde
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solch ein Experiment, gerade mit Hinblick auf die zahlreichen Verdoffentlichungen
beziglich der neuro-immunologischen Kommunikation innerhalb der Nebenniere
(Kanczkowski et al., 2013c; Engstrém et al., 2008; Deak, 2008; Kanczkowski et al.,
2013a) vermutlich weiterfiihrende Einsichten hinsichtlich der Mdéglichkeiten der
Einflussnahme auf die Hormonsekretion der Nebenniere liefern. Zudem kénnte dies
einen Ansatz in der Pravention der, mit einem schwierigen Krankheitsverlauf
assoziierten Nebenniereninsuffizienz (Prigent et al., 2004), darstellen. Neutrophile
Granulozyten infiltrieren hier das Organ (Kanczkowski et al., 2013b) und schéadigen es.
Da sie durch mononukledre Phagozyten per CX3CL1 aktiviert werden konnen (Ishida et
al., 2008), konnte eine Blockade dieser Aktivierung sich positiv auf den

Krankheitsverlauf auswirken.

Ein weiterer diskutabler Aspekt dieser Arbeit ist die intraperitoneale Injektion von LPS
zur Provokation einer Immunantwort im Sinne einer Infektion. Nur in wenigen Szenarien
kommt es zu solch einer explosionsartigen Exposition des Organismus mit einer
vergleichbar hohen Dosis an LPS. Oftmals wird daher eine alternative Methode zur
Ausldsung einer Sepsis verwendet: die Ligatur und Punktion des Caecums (CLP)
(Siempos et al., 2014), 16st Uber die Perforation des Caecums eine fulminante Peritonitis
mit septischem Krankheitsverlauf aus, was am ehesten den, aullerhalb des
experimentellen Umfeldes, auftretenden Krankheitsverlauf wiederspiegelt. Doch auch
dieses Model ist mit Herausforderungen behaftet, welche insbesondere dessen
Reproduzierbarkeit betrifft. Aufgrund der oben beschriebenen Dynamik ist eine prazise
zeitliche Einordnung des immunologischen Geschehens fur die Vergleichbarkeit
verschiedener Gruppen unabdingbar, welche allein wegen des aufwandigen Verfahrens

der CLP nur schwer zu gewahrleisten ist.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine stressbedingte Produktfreisetzung
der Nebenniere durch mononukleare Phagozyten anhand von CX3CR1 beeinflussbar
sein konnte. LPS-Provokation fuhrt in Mausen zu einer Stressantwort, bei der die
Produkte der Nebenniere wichtig sind, u.a. steuern sie die Hamodynamik. Die
Nebenniere kann durch Zytokine, wie sie z.B. auch mononukledre Phagozyten
freisetzen, in ihrer Produktfreisetzung moduliert werden. So ist es moglich, dass es nach
LPS-Provokation zu einer Beeinflussung der Nebennierenprodukt-Spiegel durch

CX3CR1-positive mononukleare Phagozyten per Stimulation durch sCX3CL1 kommt.

Es wird gezeigt, dass nach LPS-Provokation eine massive Infiltration mononuklearer
Phagozyten in die Nebenniere stattfindet ohne quantitativ signifikanten Unterschied
zwischen Wildtyp Mausen und CX3CR1-Knockout Mausen, weder mit noch ohne
Dexamethason-Vorbehandlung. Bei den Oberflachenantigen-Profilen mononuklearer
Phagozyten der Nebenniere von Wildtyp Mausen wurden signifikante Unterschiede zu
mit Dexamethason-vorbehandelten Wildtyp Mausen sowie zu CX3CR1-Knockout
Mausen, jeweils mit oder ohne Dexamethason-Vorbehandlung gesehen. Diese
Unterschiede kdnnen als Indiz fur eine veranderte Ausdifferenzierung gewertet werden.
Hinsichtlich des mRNA-Gehalts proinflammatorischer Zytokine in den Nebennieren von
Wildtyp Mausen sowie CX3CR1-Knockout Mausen wurden nach LPS-Provokation keine
signifikanten Unterschiede festgestellt. Bei den untersuchten Nebennierenprodukten
Corticosteron und Aldosteron hatte erstgenanntes in Wildtyp Mausen einen signifikant
hoheren Spitzenspiegel nach LPS-Provokation als in CX3CR1-Knockout Mausen.
Hamodynamisch zeigten sich hier teils signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp

Mausen und CX3CR1-Knockout Mausen, die u.a. bereits in Homoostase bestanden.

In dieser Arbeit wurden erste Hinweise erarbeitet, dass mononukleédre Phagozyten eine
stressbedingte Produktfreisetzung der Nebenniere beeinflussen kénnten. Eine
Konkretisierung dieser Hinweise konnte durch eine Quantifizierung lokal in der
Nebenniere vorkommender Zytokine in Korrelation mit weiteren Nebennierenprodukten

erreicht werden.
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