Aus der Klinik fir Dermatologie, Allergologie und Venerologie
der Universitat zu Libeck

Direktor: Prof. Dr. med. D. Zillikens

Morphologische und funktionelle
Charakterisierung neutrophiler Granulozyten in
Alox15-defizienten Mausen

INAUGURALDISSERTATION
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der Sektion Medizin -

Vorgelegt von
TILL MALTE SEUTTER

aus Bad Oldesloe

Libeck 2020



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Christian Sadik
2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Siegfried Gorg
Tag der mindlichen Prifung: 25.02.2021

Zum Druck genehmigt. Liibeck, den 25.02.2021

-Promotionskommission der Sektion Medizin-



Ayla, meiner Schwester Ann-Rristin und meinem Vater

in lebender Erinnerung gewidmet



Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS Vil
ABBILDUNGSVERZEICHNIS IX
TABELLENVERZEICHNIS X
1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 1
1.1 NEUTROPHILE GRANULOZYTEN 1
1.2 LIPOXYGENASEN 2
1.3 12/15-LIPOXYGENASE 3
1.3.1 12/15-LOX UND HAMATOLOGIE 4
1.3.2  12/15-LOX IN ENTZUNDUNG 5
1.3.2.1 Beendigung einer Entziindungsreaktion 5
1.3.2.2 Pro- und antientziindliche Produkte der 12/15-LOX 6
1.3.3 12/15-LOX UND AUTOIMMUNITAT 7
1.3.3.1 Autoimmunitat 7
1.3.3.2 Die Bedeutung der 12/15-LOX fiir den Erhalt der immunologischen Toleranz 8
1.4 NEUTROPHILE GRANULOZYTEN IN 12/15-LIPOXYGENASE-GENDEFIZIENTEN MAUSEN 9
1.5 ZIEL DER ARBEIT 11
2. MATERIAL UND METHODEN 12
2.1 MATERIALIEN 12
2.2 MAUSE 12
2.3 METHODEN 12
2.3.1 TeIL1: MORPHOLOGISCHE UND FUNKTIONELLE /N VITRO CHARAKTERISIERUNG DER SUBPOPULATIONEN

NEUTROPHILER GRANULOZYTEN IN 12/15-LIPOXYGENASE-GENDEFIZIENTEN MAUSEN 12
2.3.1.1 Durchflusszytometrie 12
2.3.1.2 Isolierung von murinem Knochenmark 15
2.3.1.3 Isolierung von PMN aus murinem Knochenmark 15
2.3.1.4 Isolierung von Alox157 SSC"&"and Alox157- SSC'°* PMN 16
2.3.1.5 ROS-Freisetzungs-Assay 17
2.3.1.6 NETosis-Assay 18
2.3.1.7 Transmissionselektronenmikrospkopie 19
2.3.1.8 Phagozytose-Assay 20



2.3.1.9 Zell-Zyklus-Analyse 21
2.3.1.10 Statistik 22
2.3.2  TEIL 2: FUNKTIONELLE /N VIVO CHARAKTERISIERUNG NEUTROPHILER GRANULOZYTEN IN
12/15-LIPOXYGENASE-GENDEFIZIENTEN MAUSEN 22
2.3.2.1 Epidermolysis bullosa acquisita 22
2.3.2.2 EBA-Modelle 24
2.3.2.3 Versuchsablauf des passiven EBA-Modells 25
2.3.2.4 Generierung von Kaninchen-anti-Maus-COL7c-1gG 25
2.3.2.5 Knochenmarkstransplantationschimaren 28
2.3.2.6 Beurteilung der Krankheitsauspragung des Antikorper-Transfer-EBA-Modells 31
2.3.2.7 Praparierung peripherer Blut-Zellen zur FC-Analyse 32
2.3.2.8 Histopathologie 33
2.3.2.9 Statistik 33
3. ERGEBNISSE 35
3.1 ALox15 DEFIZIENZ FUHRT ZU EINER UBERAKTIVEN PMN SUBPOPULATION, DIE ABWEICHUNGEN DES
ZELLKERNS AUFWEIST 35
3.1.1 ALox157SSC***PMN ZEIGEN EINEN GESTEIGERTEN OXIDATIVE BURST 35
3.1.2  ALox157-SSC***PMN BILDEN MEHR NETS 38
3.1.3 ALox157 SSC"** PMN HABEN EINE GESTEIGERTE PHAGOZYTOSEAKTIVITAT 39
3.1.4 ALox157SSC***PMN SIND HYPERSEGMENTIERT 40
3.1.5 ALox157 SSC*** PMN HABEN EINEN GESTORTEN ZELLZYKLUS 41
3.2 ALox157 PMN SIND IN VIVO IN DER LAGE, IHRE EFFEKTORFUNKTION AUSZUUBEN 43
3.2.1 REAKTIVITAT DES ISOLIERTEN KANINCHEN-ANTI-MCOL7cC-IGGS 43

3.2.2 NACHWEIS DER ERFOLGREICHEN KNOCHENMARKSTRANSPLANTATION MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRIE 44

3.2.3  KANINCHEN-ANTI-MCOL7c¢-1GG FUHRT IN VIVO ZU EINER DERMOEPIDERMALEN SPALTBILDUNG 45
3.2.4 ALox157 PMN SIND /N VIVO IN DER LAGE, EINE GEWEBESCHADIGUNG HERBEIZUFUHREN 45
3.2.5 MAUSE MIT ALOX157 KM ZEIGEN EIN GESTORTES DIFFERENTIALBLUTBILD 47
4. DISKUSSION 49
4.1 CHARAKTERISIERUNG DER BEIDEN ALOX157 PMN SUBPOPULATIONEN 49
4,1.1 ALox157 SSC"" PMN ZEIGEN EINE GESTEIGERTE EFFEKTORFUNKTION 49
4.1.2 12/15-LOX-DEFIZIENZ FUHRT ZUR ENTHEMMUNG DER PROLIFERATION UND VERANDERT DIE

MORPHOLOGIE DES ZELLKERNS 50
4.2 ALox15”7 PMN FUHREN IN VIVO ZUR GEWEBESCHADIGUNG 53

\Y



4.3 12/15-LOX DEFIZIENZ FUHRT ZU EINER VERZOGERTEN AUFLOSUNG DER ENTZUNDUNG 54
4.4 ALOX15'/'PMN ALS MOGLICHE MODULATOREN DER EBA 56
4.5 HAMATOLOGISCHE VERANDERUNGEN DURCH DIE 12/15-LOX 56
4.6 ALTERNATIVE ALOX15'/’ MODELLE UND AUSBLICK 59
5. ZUSAMMENFASSUNG 62
6. LITERATURVERZEICHNIS 64
7. ANHANGE 79
7.1 MATERIALIEN 79
7.1.1 REAGENZIEN 79
7.1.2 ANTIKORPER 81
7.1.3  PRIMER 81
7.1.4 GERATE 82
7.1.5 VERBRAUCHSMATERIAL 83
7.1.6 KOMMERZIELL ERHALTLICHE PUFFER, LOSUNGEN UND KITS 84
7.1.7 SOFTWARE 84
7.1.8 BIOLOGISCHES MATERIAL 84
7.1.9 SELBST HERGESTELLTE PUFFER UND MEDIEN 85
7.2 SONSTIGES 87
7.2.1 TABELLE: SUBSTRATE UND PRODUKTE DER 12/15—LOX UND DEREN BIOLOGISCHE FUNKTION 87
7.2.2 STATISTIK ROS-FREISETZUNG 89
7.2.3  STATISTIK DER LEUKOZYTENMIGRATION IM BLUT IN EXPERIMENTELLER EBA 91
8. DANKSAGUNG 93
9. LEBENSLAUF 94

A



Abkiirzungsverzeichnis

L2(S)-HETE .ottt 12(S)-Hydroxyeicosapentaensdure
12(S)-HPETE ..vee ettt e 12(S)-Hydroperoxyeicosapentaensaure
L5(S)-HETE ..ottt e 15(S)-Hydroxyeicosapentaensdure
L S Arachidonséaure
A ettt e e s et e e e e e s e bt aae e e e e e e s e et baraaeeeeesenaarnraees Autoantikorper
LY PP PP RPPPPP Antikorper
ALOXIET oottt bbb s Alox15-Knockout
L SRR Flache unterhalb der Kurve
270 PR Becton, Dickinson and Company
o o Basenpaare
B A e e e e e s e e e e e e e e anrrrrraaaeaaaan Rinderserumalbumin
61 ] U UUPPRR Kollagen VII
610 ) SRR Cyclooxygenase
DY = USSR 4',6-Diamidin-2-phenylindol
D e e e e e e e e e e e s ———araeaeeeeaanrarrraaaaaeas Dendritische Zellen
DEJ e Dermoepidermale Junktionszone
DH A et e e e et e e e e e e e arb e e e aaaaes Docosahexaensaure
3] o USSP Diabetes mellitus
1Y PSR Dimethylsulfoxid
DN S et e e e e e s e e e e e e e e ranraraees Desoxyribonukleinsaure
12 USSP Epidermolysis bullosa acquisita
ED T A e e e e e eaaaeeean Ethylendiamintetraessigsaure
o o RSN Eicosapentaensdure
PP PP PP PRPRPPRPRRRORRRS Fettsaure
FACS ettt e Fluoreszenzaktivierter Zellsortierer
L G TR Durchflusszytometrie
F S ittt e e e e st e e e e ar e e e e s aareeeeerareeeans Fetales Kdlberserum
o U PUPPRN Flippase
R PSR SR Vorwartsstreulicht
G PP PP Gray (Einheit)
O PRSP Wasserstoffperoxid
HBSS et e e e Hank's Balanced Salt Solution
HE-FArDUNG ...ttt e e e e e e e Hamatoxylin-Eosin-Farbung
HEPES. ...ttt 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
[ LT =Y = U PUUPRRRRRRIRt Polyhistidin-Tag
H S A et et e e e e e e e e e et e e e et e e e e e atreeeeanaaeeeearraeeeans Humanalbumin
LK ettt e e e e e e e e e e ————— e e e e e e ae e a—————eaeaeeeaaaabaraaaeaeeeeaaanrrraens Immunkomplex
ICSBP . Interferon-Konsensussequenzbindendes Protein
= C U PUSURRN Immunglobulin G
] PP Indirekte Immunfluoreszenz
IRES <ottt e e e e e e e e e e Interne Ribosomale Eintrittsstelle
QSR Knochenmark
[ TR Knockout
0 ) PPNt Lipoxygenase
Y o G < SRR Milk Fat Globule-EGF Factor 8



IMIPO ettt ettt e e e e e s et e e e e e e e e s anbaaaeeeeeeeeas Myeloperoxyidase

1 USSP Makrophage
NADPH ..ottt Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
1 PP UPPPP PR Nichtkollagendomane 1
N E TS ittt ettt e e st e e e e e s et e e e e e e e s seaberaaeeeeeeens Neutrophil Extracellular Traps
P ettt et e e e s et ta et e e e e s s nabrraaaeeeeeenn Polyadenylierungssequenz
P B e e e s e e e e e e eas Phosphatgepufferte Salzlosung
o O PP PUPPPPR Polymerasekettenreaktion
PE et et e e e e e s e aa e e e e e e e e saanes Phosphatidylethanolamin
o] 1] PSP PP PPPPPTO Phosphatidylinositol-3-Kinase
o] (4 P PSP PP TP PP U PPPPRRUPPPPPRIN Proteinkinase B
PIVIA e e e e e e e e e Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
PIVIN S . .ttt ettt e e e e e e e e e e e sear e e e e e e e e sennnrananeeaeeeeannnnes Neutrophile Granulozyten
P S e e e e e e e e e e e a e ———e et e e e eeeaanrrrrraeeeeeeaanans Phosphatidylserin
RESMD oo, Geweberesidente, alternativ aktivierte Makrophagen
RLU ottt ettt ettt e e st e e st e e s e e e et e e e e earaeeeeeaa Relative Lichteinheit
RSt e e e e e e s e e e e e e senane Reaktive Sauerstoffspezies
1 O PO PP PPPPPTPPPRTN Raumtemperatur
) A USSP SpleiBakzeptor
L) SRR Standardabweichung
K] =1 1Y O TP PP UP O PPPRRRPP Standardfehler
SOD ettt e e e e e e s e e e e e e e e e aanrtraraaeaeeaaaanns Superoxiddismutase
SPM e Specialized Proresolving Lipid Mediators
] GO PP PP UPTPP Seitwartsstreulicht
Y LU Population mit hohem Signal im Seitwartsstreulicht
SSCIOW et Population mit niedrigem Signal im Seitwartsstreulicht
TEMM ettt e e e s e e e e e e e e aareeees Transmissionselektronenmikroskop
THM-Z ettt T-Cell Membrane Protein 4
LT PP RPURRRRRP Wildtyp

Vil



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Alox157- PMN sind morphologisch Verandert ............ccccvevevveveveeseeeeesennnas 10
Abbildung 2: Autoantigene der Zellverbindungen der Haut.........ccccooeeiiieeeee e, 24
Abbildung 3: Aufbau KoHAgen Vil ...ttt et 26
Abbildung 4: Generierung von Knochenmarkchimaren........ccccoccveeiveiiieninsiee s 30
Abbildung 5: ROS-Freisetzung im Zeitverlauf.........ccoooviiiiiciieeece e 36
Abbildung 6: normalisierte ROS-FreiSetzuNg .......ccovcvviiiiiiiiee i 37
Abbildung 7: NETOSE AUSWEITUNE .....uvviiieeeeeeieiiiitieee e e e eecietree e e e e e e s eaarreneeeeeesesnnnsnnneeaseeens 38
Abbildung 8: mikroskopische Bilder NETOSE .......ccuiviiiiieiriiieeeeiiieee e eeeee e ssieee e sivee e e 39
Abbildung 9: normalisierte Phagozytoserate in SSC"8" PMN erhéht .......cccoevvvveeverrcvennane. 40
Abbildung 10: Alox157- SSChe" PMN sind teilweise hypersegmentiert.........c.cccoccvvevevennnnee 41
Abbildung 11: Zellzyklusanalyse Jurkat Zellen..........ccuoeeeeiiiieiiiiiiee e 42

Abbildung 12: Zellzyklusanalyse zeigt einen GroRteil der Alox157- SSC"&" PMN in G2-Phase

Abbildung 13: TransplantationSerfolg......cccooeiiiiiei i 44
Abbildung 14: beispielhafte Darstellung der Spaltbildung in der dermoepidermalen
JUNKEIONSZONE ...ttt e s e s sanee e 45
Abbildung 15: stirkere Krankheitsauspragung in Alox157- - Alox157- M&usen in zweiter
o E Al [T ot o 1T o T g 1T o SRR 46
Abbildung 16: Differentialblutbild im Verlauf der AK-Transfer-EBA in Alox157- Mausen

=3 o ] o RS 48
Abbildung 17: KNockoUL-first-AllEl ........ooeeeiri e 60



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Pro- und antientziindliche Effekte der 12/15-Lipoxygenase..........ccceceeveeeeuveeennee. 7

Tabelle 2: Prozentualer Anteil einzelner Kérperregionen an gesamter Kérperoberflache 32

Tabelle 3: Statistik der Krankheitsauspragung an Tag 14, 18 und 21 ........ccccceevevcveeeennnen. 46
Tabelle 4: Substrate und Produkte der 12/15-LOX und deren biologische Funktion ......... 87
Tabelle 5: Statistik des ROS-FreiSetzungs-ASSaYS . ....ccuuveirciieeeiriiiieeesiiieeeessieeeeesireeeessnees 89

Tabelle 6: Statistik der Leukozytenmigration im Blut im Zeitverlauf der experimentellen EBA



1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten bzw. Polymorphkernige Neutrophile (PMN) sind als eine
Zellpopulation von Leukozyten an der Abwehr von Pathogenen beteiligt. Sie sind die ersten
Zellen, die bei einer Entziindungsreaktion aus dem Blut ins Gewebe rekrutiert werden und
damit ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems (Nathan 2006). Zu ihrem
antimikrobiellen Repertoire gehoéren u. a. die Phagozytose, die Ausschiittung von Granula,
die Bildung von extrazelluldren Netzen aus Desoxyribonukleinsdure (NETs, von engl.
Neutrophil Extracellular Traps) sowie die Synthese von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS,
von engl. Reactive Oxygen Species) (Holmes et al. 1967; Brinkmann et al. 2004;
Kolaczkowska und Kubes 2013). Durch diese zahlreichen Mechanismen sind sie sehr
potente Werkzeuge im Kampf gegen fremde Genome. Sie kdnnen aber, wenn inadaquat
aktiviert, auch erhebliche Schaden anrichten (Nathan 2006; Kolaczkowska und Kubes

2013).

PMN besitzen drei Arten von Granula, die sowohl mit der Plasmamembran als auch mit
dem Phagosom verschmelzen kdnnen: Die primaren oder azurophilen Granula enthalten
die fur PMN spezifische Myeloperoxidase (MPO), die bei der Modifikation von ROS
bedeutsam ist. Sekundare und tertidare Granula beinhalten sowohl bakterizide Proteine wie
Lactoferrin und Lysozym als auch Metalloproteasen, die die Rekrutierung von PMN
erleichtern, aber auch bei der Gewebezerstérung eine Rolle spielen (Nathan 2006;
Kolaczkowska und Kubes 2013). Der sogenannte Respiratory Burst, bei dem eine grolRe
Anzahl an ROS in kurzer Zeit gebildet werden, ist ebenfalls am Gewebeuntergang beteiligt
(Henson und Johnston 1987). Gleichzeitig ermoglicht er jedoch erst die Abtétung intra- und
extrazelluldarer Pathogene und ist daher Uberlebensnotwendig, wie am seltenen

Krankheitsbild der septischen Granulomatose deutlich wird (Holmes et al. 1967).

2004 beschrieben Brinkmann und Kollegen, dass aktivierte PMN neben Granula auch ihr
Chromatin auswerfen koénnen. Hierdurch bilden sich extrazelluldar Netze aus
Desoxyribonukleinsdure (DNS) und Proteinen, die in der Lage sind, Bakterien einzufangen
und abzutoéten (Brinkmann et al. 2004). Die NETose stellt eine Form des regulierten
Zelltodes dar. Es gibt jedoch Hinweise einer vitalen NETose, bei der die Zellen nach Abgabe

der NETs weiterhin Bakterien phagozytieren und abtoten konnen. Die NETose ist
1
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demzufolge nicht zwangslaufig mit Zelllyse bzw. -tod verbunden (Yousefi et al. 2009; Yang

et al. 2016; Galluzzi et al. 2018).

Im Knochenmark (KM) gebildet, gehen PMN aus myeloischen Vorlauferzellen hervor.
Vollstandig differenzierte PMN befinden sich dauerhaft in der GO- bzw. G1-Phase: Jedes
Chromosom besteht aus nur einem Chromatid und die Zellen teilen sich nicht mehr (Boll
und Fuchs 1970; Klausen et al. 2004). Im Laufe der Reifung segmentiert sich der Kern eines
PMN. Wahrend junge PMN einen stabférmigen Kern haben, besteht der Kern eines adulten
PMN aus drei bis fiinf Segmenten (Campbell et al. 1995). Neutrophile machen beim
Menschen zwischen 40 und 75 Prozent der gesamten Leukozyten aus (Loffler 2009). Dieser
Wert ist bei der Maus mit etwa 15 Prozent deutlich niedriger. Dagegen ist der Anteil der
Lymphozyten mit etwa 80 Prozent deutlich hoher als beim Menschen (Charles River
Research Models 2019). Ihre Lebensdauer ist zwar nicht leicht zu bestimmen (Tak et al.
2013), jedoch sind PMN mit einer Halbwertzeit zwischen vier (Peters et al. 1988) und
90 Stunden (Pillay et al. 2010) kurzlebige Zellen. Bei Betrachtung der grofen Anzahl
neutrophiler Granulozyten und der relativ geringen Lebensdauer wird deutlich, dass sie

kontinuierlich in groRer Anzahl neu gebildet werden mussen.

1.2 Lipoxygenasen

Wahrend die Cyclooxygenasen (COX) Schliisselenzyme fiir die Synthese der Prostaglandine
sind, ermoglichen die Lipoxygenasen (LOX) die Synthese einer groRen Anzahl verschiedener
Lipidmediatoren. So sind die LOX im Gegensatz zu den COX eine weitaus heterogenere
Gruppe von Enzymen (Dubois et al. 1998; Haeggstrom und Funk 2011). Der erste Vertreter
im Menschen wurde 1974 nachgewiesen (Hamberg und Samuelsson 1974). Sie katalysieren
die Dioxygenierung von mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFAs, von engl.
Polyunsaturated Fatty Acids). Vornehmlich verwenden sie Arachidonsaure (AA, von engl.
Arachidonic Acid), Docosahexaensdure (DHA, von engl. Docosahexaenoic Acid) und
Eicosapentaensdure (EPA, von engl. Eicosapentaenoic Acid) als Substrat (Kuhn et al. 2014).
Wenngleich auch die Dioxygenierung von Phospholipiden beschrieben ist (Schewe et al.
1975; Kuhn et al. 2014), sind die meisten LOX lediglich in der Lage freie Fettsduren (FA, von
engl. Fatty Acid) zu dioxygenieren. Diese missen zunachst aus der Zellmembran mobilisiert

werden. Wird dies beispielsweise durch die zytosolische Phospholipase A2 katalysiert, so
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konnen die freigesetzten Fettsdauren durch COX zu Prostaglandinen oder durch LOX zu

Hydroperoxiden oxidiert werden (Haeggstrom und Funk 2011; Kuhn et al. 2014).

Diese Hydroperoxide sind Zwischenprodukte, die anschlieBRend weiter zu verschiedenen
Lipidmediatoren verstoffwechselt werden. Aufgrund ihrer pathophysiologischen
Bedeutung sind ihre prominentesten Vertreter die proinflammatorischen Leukotriene.
Neben ihrer Bedeutung bei der Regulation von Entziindungsreaktionen sind die
Stoffwechselprodukte der LOX an zahlreichen Prozessen im Korper beteiligt. Unter
anderem spielen sie bei der Zellentwicklung und -proliferation sowie der Regulation
kardiovaskularer Funktionen eine wichtige Rolle (Haeggstrom und Funk 2011; Kuhn et al.

2014).

Der Name einer LOX richtet sich nach dem C-Atom der Arachidonsdure, an dem es
bevorzugt die Peroxidgruppe einfligt. Die 5-Lipoxygenase inseriert die Peroxidgruppe
beispielsweise bevorzugt am flinften C-Atom. Kommt in der gleichen Spezies mehr als eine
Lipoxygenase mit derselben Spezifitat vor, wird zusatzlich noch das Gewebe angegeben,
welches fir diese LOX typisch ist, bzw. aus dem die Lipoxygenase primar isoliert wurde.
Auch kann die Chiralitat des Produkts zur genaueren Bezeichnung angegeben werden,
wenn eine LOX nur die Synthese von Produkten mit einer Stereokonfiguration katalysiert
(Brash 1999). So gibt es beim Menschen beispielsweise die 12-LOX vom Plattchen-Typ und
die 12R-LOX. Insgesamt besitzt der Mensch sechs, die Maus sieben LOX (Funk 1996).

1.3 12/15-Lipoxygenase

Die murine 12/15-Lipoxygenase ist das Ortholog der humanen 15-Lipoxygenase-1 und wird
durch das Gen Alox15 kodiert (Funk et al. 2002; Singh und Rao 2019). Die beiden Enzyme
unterscheiden sich vor allem in ihrer Spezifitat: Die murine 12/15-LOX katalysiert eine
Dioxygenierung am C-12 und in geringerem Male am C-15 Atom. Wird Arachidonsaure
dioxygeniert, so wird vorwiegend 12(S)-Hydroperoxyeicosapentaensadure (12(S)-HPETE)
und in geringerem MaRBe 15(S)-HPETE synthetisiert. Das humane Ortholog hat eine
umgekehrte Spezifitdt, bevorzugt somit die Dioxygenierung am C-15 Atom und
synthetisiert bevorzugt 15(S)-HPETE. Die humane 15-LOX-1 und die murine 12/15-LOX sind
aber trotz gering unterschiedlicher Spezifitdt evolutionar und funktionell eng verwandt

(Singh und Rao 2019).
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Vornehmlich werden AA, Linolsdure, DHA und EPA als Substrat verwendet. Die direkten
Produkte der 12/15-LOX sind sehr kurzlebig (Singh und Rao 2019). Innerhalb von Sekunden
werden 12(S)- bzw. 15(S)-HPETE durch die Glutathionperoxidase zu 12(S)- bzw. 15(S)-
Hydroxyeicosapentaensaure (12(S)-HETE bzw. 15(S)-HETE) reduziert (Ochi et al. 1992;
Ackermann et al. 2017). Eine Ubersicht tiber wichtige Metabolite der 12/15-LOX und deren

biologische Funktion ist im Anhang unter Tabelle 4 auf Seite 87 f. angegeben.

Die 12/15-LOX wird konstitutiv u. a. in Retikulozyten, eosinophilen Granulozyten und
unreifen dendritischen Zellen exprimiert. Ihre Expression ist jedoch in einer Reihe von
Zelltypen induzierbar. Monozyten sowie die daraus entstandenen Makrophagen (Mo)
exprimieren die 12/15-LOX erst nach Stimulation mit den Th2-Cytokinen IL-4 oder IL-13
(lvanov et al. 2015). In humanen neutrophilen Granulozyten konnte eine Induktion von
Produkten der 15-LOX-1 durch Prostaglandin E; gezeigt werden (Levy et al. 2001). In frisch

isolierten humanen PMN wird Alox15 jedoch nicht exprimiert (Archambault et al. 2018).

Die physiologische Bedeutung der 12/15-LOX ist vielfaltig: Das Enzym wurde 1975 erstmals
in Retikulozyten von Kaninchen bei induzierter Anamie nachgewiesen (Schewe et al. 1975).
Inzwischen sind zahlreiche Funktionen wahrend der Hamatopoese sowie der Regulation
von Entziindungsprozessen beschrieben. Ferner scheint sie bei der Aufrechterhaltung der
immunologischen Toleranz und der Tumorgenese eine Rolle zu spielen (Uderhardt et al.
2012; Ivanov et al. 2015). Im Folgenden werden die verschiedenen Funktionen der

12/15-LOX genauer erlautert.

1.3.1 12/15-LOX und Hiamatologie

Schewe und Kollegen wiesen 1975 eine Lipoxygenase nach, die die Membran von
Mitochondrien lysieren konnte. So vermuteten sie eine Beteiligung des Enzyms am Abbau
der Mitochondrien und somit eine Schliisselfunktion in der Reifung von Erythrozyten
(Krause et al. 1975; Schewe et al. 1975). Aus dem Isolat dieser Retikulozyten gelang

schlieBlich im Jahr 1982 der Nachweis der Spezifizitdt dieses Enzyms (Bryant et al. 1982).

Die Generierung eines Knockout (KO) -Modells durch Sun und Funk im Jahr 1996
ermoglichte viele weitere Forschungsmoglichkeiten. Eine erste quantitative Analyse der
hdamatologischen Zellen zeigte keine signifikanten Unterschiede gegeniber Wildtyp (WT)

Ma&usen. So war die Zellzahl pro Mikroliter der Erythrozyten und Retikulozyten in Alox157
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Mausen gleich denen in WT Mausen. Eine geringere Zellzahl der Leukozyten war nicht

signifikant (Sun und Funk 1996).

Middleton und Kollegen beschrieben 2006 jedoch, dass Alox157 Mause eine Neigung
hatten, eine myeloproliferative Erkrankung zu entwickeln, aus der sich in vielen Fallen eine
Leukamie entwickelte. Es zeigte sich u.a. eine Erhohung der Zellzahl basophiler
Granulozyten sowie eine erhohte Lebensdauer und gesteigerte Zellteilungsaktivitat

myeloischer Zellen (Middleton et al. 2006).

Eine detaillierte Analyse der hamatologischen Funktion durch Kinder und Kollegen zeigte
2010 eine deutliche Stérung der hamatologischen Funktion in Alox157- M&usen: Sie wiesen
eine Reduktion der absoluten Zellzahl der Leukozyten nach, die vorwiegend auf eine
Reduktion der B-Zellen und Monozyten zuriickzufihren war. Dieser Defekt konnte auf eine
zellautonome Stérung hamatopoetischer Stammzellen zuriickgefiihrt werden (Kinder et al.

2010).

Diese Verdnderungen der hiamatologischen Funktion in Alox157- Mausen wird jedoch

kontrovers diskutiert (Pure und Kinder 2012; Taylor et al. 2012).

1.3.2 12/15-LOX in Entziindung

1.3.2.1 Beendigung einer Entziindungsreaktion

Um eine Entzindungsreaktion aufzulésen und zum Ursprungszustand (restitutio ad
integrum) zuriickzukehren, miissen eine Reihe von Prozessen stattfinden: Die Diapedese
von PMN muss beendet, die Permeabilitit der GefdRe reduziert, die Sekretion
inflammatorischer Zellen gestoppt, Zelltrimmer und Entzliindungszellen beseitigt und das
Gewebe repariert werden. Gelingt dies nicht und ist eine Entziindungsreaktion inadaquat
gesteigert, kann eine chronische Entziindung die Folge sein (Serhan 2010). Dies gefahrdet
auch den Organismus, denn chronische Entziindungsreaktionen spielen bei einer ganzen
Reihe von Erkrankungen wie beispielsweise Asthma (Kay 1991), Atherosklerose (Libby
2002) und nicht zuletzt bei der Entstehung von etwa 25 % aller Malignome eine
entscheidende Rolle (Parsonnet et al. 1991; Rosin et al. 1994; Ness und Cottreau 1999;
Kawanishi et al. 2017). Dies macht deutlich, wie wichtig es fiir einen Organismus ist,

Entziindungsprozesse nach der Elimination des Reizes schnell und zuverlassig aufzuldsen.
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Die Resolution einer Entziindungsreaktion wurde noch vor wenigen Jahrzehnten fir einen
passiven Vorgang gehalten, der auf die Eliminierung des auslosenden Agens und die
anschlieBRende Verdiinnung und Inaktivierung proinflammatorischer Mediatoren
zuriickgefiihrt wurde (Robbins und Cotran 1979; Serhan et al. 2015b). Wenngleich diese
Mechanismen eine Rolle spielen, hat durch die Entdeckung von Lipidmediatoren, die die
Auflosung einer Entziindung aktiv beeinflussen, ein Paradigmenwechsel stattgefunden
(Serhan et al. 2000; Serhan 2010). Die Konzentration dieser Specialized Proresolving Lipid
Mediators (SPM) im Gewebe zeigt im Vergleich zu Leukotrienen und Prostaglandinen einen
inversen zeitlichen Verlauf. Wahrend einer selbstlimitierenden Entziindung kommt es zu
einem Wechsel der Lipid-Mediator-Synthese von proentziindlichen zu proresolutorischen
Lipidmediatoren. Dies ist u.a. auf die Induktion der 12/15-Lipoxygenase, einem
Schliisselenzym in der Synthese der SPM, durch Prostaglandine zuriickzufiihren. Der Beginn
einer Entziindungsreaktion leitet also bereits ihr eigenes Ende ein (Levy et al. 2001; Wu et

al. 2009).

1.3.2.2 Pro- und antientziindliche Produkte der 12/15-LOX

Specialized Proresolving Lipid Mediators leiten sich wie proinflammatorische Leukotriene
und Prostaglandine von mehrfach ungesattigten Fettsduren ab. Sie sind lokal wirkende
Mediatoren, die aktiv Entziindungsreaktionen beenden (Buckley et al. 2014; Serhan 2017).
SPM werden in vier Gruppen unterteilt: Lipoxine, Resolvine, Protectine und Maresine. lhre
Bezeichnung ist abhdngig von der PUFA, von der sie abgeleitet sind sowie den an ihrer
Synthese beteiligten Enzymen: Lipoxine sind von AA abgeleitet. Resolvine werden in E- und
D-Resolvine unterteilt. E-Resolvine leiten sich von EPA, D-Resolvine wie auch Protectine
und Maresine von DHA ab. Wenngleich die unterschiedlichen SPM unterschiedliche
Zielzellen und Mechanismen beeinflussen, ist ihnen ihre antiinflammatorische und

proresolutorische Wirkung gemein (Serhan 2017).

Die Bedeutung der 12/15-LOX in Entziindungsreaktionen beschrankt sich jedoch nicht auf
die Produktion dieser SPM. Neben dieser antientziindlichen sind diverse proentziindliche
Funktionen beschrieben. Die Vielschichtigkeit, mit der die 12/15-LOX an der Regulation von
Entziindungsprozessen beteiligt ist, lasst sich dadurch erklaren, dass sie an der Synthese
einer Vielzahl an Produkten mit ganz unterschiedlicher Funktion beteiligt ist. Die 12/15-LOX

katalysiert die Dioxygenierung verschiedener Substrate, die im Anschluss wiederum



1. Einleitung und Zielsetzung

modifiziert werden kénnen. Ob die pro- oder antientzlindlichen Endprodukte Gberwiegen,
scheint vom Gewebe bzw. von verschiedenen Kontextfaktoren abhangig zu sein

(Ackermann et al. 2017; Singh und Rao 2019).

Eine Auswahl der pro- und antientziindlichen Effekte der 12/15-LOX sind in Tabelle 1 auf

Seite 7 zusammengefasst.

Tabelle 1: Pro- und antientziindliche Effekte der 12/15-Lipoxygenase

Antientziindliche Effekte Proentziindliche Effekte

¢ Forderung der Wundheilung der Haut (Gronert et | e Verstarkte Infiltration der Herzmuskulatur durch
al. 2005) Makrophagen (Kayama et al. 2009)

¢ Reduktion der Entziindungsreaktion und des ¢ Erhohung der Empfanglichkeit fiir experimentelle

Gewebeschadens in Arthritis (Kronke et al. 2009) Kolitis in Mausen (Kroschwald et al. 2018)
* Forderung der Phagozytose apoptotischer Zellen | e Aggravation von Asthma (Bradding et al. 1995)

(Uderhardt et al. 2012) ¢ Induktion der Produktion proinflammatorischer
* Reduktion der Entziindung in ischdmischem Zytokine in hypoxischen LungengefalRen (Li et al.
Hirngewebe (Sun et al. 2015) 2013)

¢ Verringerung der Neutrophilen Extravasation bei
lleus (Stein et al. 2016)

(Tabelle mod. nach Singh und Rao 2019)

1.3.3 12/15-LOX und Autoimmunitit

1.3.3.1 Autoimmunitat

Autoimmunitat beschreibt die Immunreaktion eines Organismus gegen sich selbst.
Wahrend jedes Individuum im Laufe des Lebens Antikérper (AK) oder T-Zellen bildet, die
mit Autoantigenen reagieren, werden Autoimmunreaktionen unter normalen Umstanden
begrenzt. Ein gewisses Mall an Autoreaktivitat ist sogar fiir die Entfernung von
Zelltrimmern und pathologisch veranderten kdrpereigenen Zellen sinnvoll. Kommt es nun
zu einem Versagen eines oder mehrerer Mechanismen, die die Immuntoleranz regulieren,
konnen autoimmune Reaktionen zu Gewebeschaden fihren. Chronifiziert sich die
Schadigung des Gewebes, resultiert eine Autoimmunerkrankung (Rose und Bona 1993;

Diamond und Lipsky 2018).

Fir die Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz sind drei Mechanismen
malgeblich: Zunachst sind viele Autoantigene z. B. durch Zellmembranen vor Interaktionen
mit dem Immunsystem geschiitzt. AuRerdem wird die Unempfanglichkeit von
Lymphozyten auf kdrpereigene Antigene bereits zentral u. a. im Thymus Uberprift und
Zellen, die eine zu hohe Reaktivitat aufweisen, entfernt. Diese zentrale Toleranzbildung

wird durch eine periphere Toleranzbildung in Lymphknoten erganzt. Zuletzt sind zahlreiche

7
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regulatorische Zellen an der Limitierung potenziell Gberschiefender Reaktionen beteiligt
(Diamond und Lipsky 2018). Diese Mechanismen kénnen sowohl durch endogene, z. B.
veranderte Antigenprasentation oder gestorte Entfernung apoptotischer Zellen, als auch
durch exogene Faktoren, z. B. Rauchen oder molekulare Mimikry von Pathogenen, gestort
werden. Da Autoimmunitdt nicht per se etwas Pathologisches ist, reicht es nicht aus,
autoreaktive Lymphozyten oder AK nachzuweisen, um eine Erkrankung als
Autoimmunerkrankung klassifizieren zu kénnen. Zusatzlich muss u. a. eine Anreicherung
autoreaktiver Zellen bzw. AK im geschadigten Gewebe sowie die Induktion des
Gewebeschadens durch diese nachgewiesen werden. Wurde eine Erkrankung als
Autoimmunerkrankung erkannt, kann sie nach verschiedenen Gesichtspunkten klassifiziert
werden. So kann beispielsweise zwischen AK- und T-Zell- vermittelten sowie lokalen und
systemischen Autoimmunerkrankungen unterschieden werden (Rose und Bona 1993;

Silverstein 2014; Diamond und Lipsky 2018).

Inzwischen sind mehr als 80 Autoimmunerkrankungen bekannt, von denen etwa 4,5 % der
Bevolkerung betroffen sind. Frauen sind mit einer Pravalenz von 6,4 % deutlich haufiger als

Manner mit einer Pravalenz von 2,7 % betroffen (Hayter und Cook 2012)

1.3.3.2 Die Bedeutung der 12/15-LOX fiir den Erhalt der immunologischen Toleranz

Die 12/15-LOX scheint Uber verschiedene Mechanismen an der Regulation der
immunologischen Toleranz beteiligt zu sein. Wahrend einer Entzliindung sind es vor allem
die geweberesidenten, alternativ aktivierten Makrophagen (ResMd) und nicht die
inflammatorischen Makrophagen, die die 12/15-LOX exprimieren. 12/15-LOX-abhéangig
wird das Phospholipid Phosphatidylethanolamin (PE) oxidiert und auf der Zellmembran der
ResM¢@ prasentiert (Uderhardt et al. 2012).

Apoptotische Zellen prasentieren Phosphatidylserin (PS) auf ihrer Membran. Dies kann
unter anderem vom milk fat globule-EGF factor 8 (MFG-E8), das von inflammatorischen
Mo exprimiert wird, gebunden werden. Allerdings bindet auch das von ResM@ exprimierte
T-Cell Membrane Protein 4 (Tim-4) PS. Oxidiertes PE bindet nun ebenfalls MFG-E8 und
fungiert somit als kompetitiver Antagonist. Dies hat zur Folge, dass 12/15-LOX-abhéngig die
Aufnahme apoptotischer Zellen vorwiegend durch ResM¢ erfolgt. An 12/15-LOX-

gendefizienten Méausen konnte gezeigt werden, dass eine Storung dieses Mechanismus
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zum Bruch der immunologischen Toleranz und der Entwicklung eines Lupus-dahnlichen

Krankheitsbildes fihrt (Uderhardt et al. 2012).

Die 12/15-LOX beeinflusst die immunologische Toleranz weiterhin Gber die Reifung der
dendritischen Zellen (DC, von engl. Dendritic Cells) (Rothe et al. 2015): Nachdem
dendritische Zellen Pathogen-assoziierte molekulare Muster erkannt haben, werden diese
aktiviert und vermitteln eine T-Zell-Antwort. Diese Antwort muss jedoch streng kontrolliert
erfolgen, da eine gesteigerte Aktivierung zu autoreaktiven T-Zellen fuhrt (Ganguly et al.

2013).

Die Oxidierung von Phosphatidylcholin durch die 12/15-LOX fiihrt in DC zu einer Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NRF2. Die Genprodukte, die NRF2-vermittelt synthetisiert
werden, vermitteln ihrerseits eine Inhibierung der Reifung von DC. So zeigen dendritische
Zellen, in denen die 12/15-LOX ausgeschaltet ist, sowohl im Menschen als auch in der Maus
eine beschleunigte Reifung und eine Veranderung ihres Zytokin-Profils. Dadurch
begiinstigen sie eine Differenzierung zu Th17-Zellen. Alox15 Knockout-Méause (Alox1577)
zeigen nicht nur eine gesteigerte Th17-Differenzierung, sondern auch eine Zunahme der
Krankheitsaktivitat in Th17-abhangigen Autoimmunerkrankungen (Emerson und LeVine

2004; Rothe et al. 2015).

Dahingegen zeigte eine Untersuchung von McDuffie und Kollegen 12/15-LOX-abhangig
eine gesteigerte Anfalligkeit von NOD-Mausen (von engl. Non-Obese Diabetic Mouse)
gegeniber autoimmunem Diabetes mellitus (McDuffie et al. 2008). Die NOD-Maus ist
aufgrund der hohen Inzidenz von spontanem autoimmunem Diabetes ein etabliertes
Modell fir die Erforschung des Typ-1-Diabetes (Leiter et al. 1987; Atkinson und Leiter
1999). NOD-Mause, in denen das Alox15 Gen ausgeschaltet ist, sind jedoch vor der

Entwicklung von autoimmunem Diabetes geschitzt (McDuffie et al. 2008).

Ahnlich der vielfaltigen Funktion der 12/15-LOX in Entziindungen l3sst sich ihre Bedeutung
fur den Erhalt derimmunologischen Toleranz nicht eindeutig definieren. Vielmehr scheinen

auch hier kontextabhangig Faktoren eine Rolle zu spielen.

1.4 Neutrophile Granulozyten in 12/15-Lipoxygenase-gendefizienten Mausen
In bisher nicht veréffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe wurden PMN aus 12/15-

Lipoxygenase-gendefizienten Ma&usen mit denen von Wildtyp Mausen im

9
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Durchflusszytometer verglichen. Wie in Abbildung 1 zu erkennen zeigte sich, dass
12/15-LOX-defiziente PMN nicht wie WT PMN eine distinkte Population bildeten: Wurde
das Vorwartsstreulicht (FSC, von engl. Forward Scatter) gegeniiber dem Seitwartsstreulicht
(SSC, von engl. Side Scatter ) dargestellt, zeigte sich eine Subpopulation mit einem héheren
Signal im SSC, die etwa ein Drittel bis ein Viertel der gesamten PMN ausmachte. In
funktionellen Untersuchungen zeigte sich zudem, dass die Effektorfunktion der PMN der

Alox157- Mause gesteigert ist.
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Abbildung 1: Alox157 PMN sind morphologisch verindert PMN wurden aus dem
Knochenmark aufgereinigt und im Durchflusszytometer im FSC x SSC beurteilt. Links
Wildtyp PMN, rechts Alox157
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1.5 Ziel der Arbeit

Die 12/15-Lipoxygenase beeinflusst, wie oben dargestellt, verschiedene Organsysteme.
Leukozyten scheinen sowohl wahrend ihrer Entstehung im Zuge der Hamatopoese als auch
in ihrer Funktion z. B. als Effektorzellen in Entzindungsreaktionen durch die 12/15-LOX

beeinflusst zu werden.

Dennoch lassen sich Uber die endogene Funktion der 12/15-LOX in neutrophilen
Granulozyten bisher nur wenige Informationen finden. So ist beispielsweise eine

Subpopulation der Alox157- PMN bisher nicht beschrieben.

Ziel der Arbeit ist es, aufbauend auf den Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe PMN in
12/15-LOX-gendefizienten Mausen nach  morphologischen und funktionellen
Gesichtspunkten zu charakterisieren. Im Einzelnen sind folgende Ziele Gegenstand dieser

Arbeit:

1. In vitro Charakterisierung der Subpopulationen von Alox157© PMN nach
morphologischen und funktionellen Gesichtspunkten
2. Uberpriifung der Funktionalitit von Alox157 PMN in vivo anhand eines

prototypischen Modells einer Neutrophilen-abhangigen Entziindungsreaktion

11
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Eine Liste mit allen verwendeten Materialien befindet sich im Anhang unter 7.1 auf S. 79

ff..

2.2 Mause

C57BI/6J, B6.SIL-Ptprc® Pepc®/Boy) (kongen fiir CD45.1 Allel) (Shen et al. 1985), B6.129S2-
Alox15tmiFun/} (Alox157) (Sun und Funk 1996) und B6.Cg-Tg(S100A8-cre,-EGFP)1llw/J
(MRP8-Cre) wurden von Jackson Laboratory, Alox15tm1a(KOMPIMbp (Alox15 tmila Knockout
First) wurden von KOMP erworben. Alle kongenen Stamme hatten einen C57BI/6)
Hintergrund. Die Haltung der Tiere erfolgte in Raumen mit kontrollierter Temperatur und
zwolf Stunden Tag-Nacht-Rhythmus in den Raumlichkeiten der Tierhaltung der Universitat
zu Libeck. Die Abwesenheit spezifischer Pathogene wurde regelmalRig durch
Reportermause Uberpriift. Die FUtterung und Wasserversorgung erfolgte ad libitum. Die
Versuche wurden nach geltendem Tierschutzgesetz von ausgebildetem und zertifiziertem
Personal durchgefiihrt. In allen Experimenten wurden 6-15 Wochen alte Mause mit alter-

und geschlechtsangepassten Kontrollen verwendet.

2.3 Methoden

2.3.1 Teil 1: Morphologische und funktionelle in vitro Charakterisierung der
Subpopulationen  neutrophiler  Granulozyten in  12/15-Lipoxygenase-

gendefizienten Mausen

2.3.1.1 Durchflusszytometrie

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie (FC, von engl. Flow Cytometry) ist eine in den
1960er Jahren entwickelte Technik, die es ermoglicht, in kurzer Zeit Zellzahl sowie
physikalische und chemische Eigenschaften von Zellen und Partikeln zu messen (Bakke
2001; Shapiro 2003a). Die Zellen durchlaufen in einer isotonischen Tragerflissigkeit in
einem anndhernd laminaren Strom einzeln die Messkivette und werden hier mit
monochromatischem Licht bestrahlt (Brown und Wittwer 2000). In Abhangigkeit der
Wellenldange des Lasers, der Strukturen innerhalb eines Partikels sowie dessen GréRe und
Brechungsindex wird das Licht unterschiedlich stark gebeugt und gestreut (Bakke 2001;
Shapiro 2003e). Das Vorwartsstreulicht wird durch einen Detektor, der in einem spitzen

Winkel (0,5-20 °) zum Strahl des Lasers steht, gemessen. Die Intensitat des FSC ist vor allem
12
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von der Beugung des Lichts durch die Partikel bzw. Zellen abhangig, die wiederum
annahernd mit der GroRe korreliert (Bakke 2001; Shapiro 2003e; Shapiro 2003b). Die
restlichen Detektoren stehen in etwa einem rechten Winkel zum Strahl des Lasers. Die
Intensitat des Seitwartsstreulichts ist vor allem von den inneren Strukturen der Partikel
bzw. Zellen abhangig. So wird das Licht beispielsweise in Zellen mit komplexen inneren
Strukturen oder starker Granulation starker gestreut, was eine héhere Intensitat im SSC zur
Folge hat. Deutlich wird dies bei der Analyse weiRer Blutzellen, die eine typische Aufteilung
in einem FSC-SSC-Graphen haben (Brown und Wittwer 2000; Bakke 2001; Shapiro 2003e;
Bio-Rad Laboratories 2016).

Passiert eine anndhernd kugelformige Zelle nun den Laser, so steigt die Intensitdt des
Signals zu Beginn an, erreicht den Hohepunkt, wenn sich die Zelle in der Mitte des Lasers
befindet und fallt daraufhin wieder ab. Eine Funktion der Intensitat des Signals im FSC oder
SSC Uber die Zeit stellt sich demzufolge parabelformig dar. Hieraus lassen sich nun die
Flache, die Hohe und die Breite der Funktion bestimmen (Bio-Rad Laboratories 2016). Dies
lasst sich wiederum nutzen, um Zellen, die aneinanderhaften und die Ergebnisse
verfalschen kénnen (Dubletten) aus der Analyse auszuschlieBen. So haben Dubletten im
Vergleich zu den Ubrigen Zellen eine vergrofRerte Flache unterhalb der Kurve (Shapiro

2003f; Shapiro 2003c).

Daher wurden bei allen Versuchen die Werte SSCrische und SSChshe gegeneinander
aufgetragen. Wies SSCrische gegentiiber SSChshe im Vergleich zu den restlichen Zellen eine

Abweichung nach oben aus, wurden die Zellen aus der Analyse ausgeschlossen.

Die vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten der FC ergeben sich aber nicht nur aus dem FSC
und SSC, sondern insbesondere aus der Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen und
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern, mit denen eine Vielzahl intra- und extrazellularer
Bestandteile markiert und untersucht werden kénnen. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden
von einem Laser angeregt und geben dann unter Energieverlust Licht einer grofSeren
Wellenldnge ab (Bio-Rad Laboratories 2016). Jeder Fluoreszenzfarbstoff hat dabei ein
spezifisches Spektrum. Das emittierte Licht wird nun mithilfe dichroitischer Spiegel und
Filter in Abhangigkeit der Wellenlange aufgespalten und von Detektoren, meist
Photomultiplier, detektiert und in elektrische Spannung umgewandelt. Bestenfalls kann
das emittierte Licht eines Fluoreszenzfarbstoff von genau einem Detektor nachgewiesen

13



2. Material und Methoden

werden. Da sich die Fluoreszenzfarbstoffe jedoch in ihren Spektren teilweise
Uberschneiden, muss ggf. eine mathematische Korrektur der Signalintensitdaten, eine
Kompensation, durchgefiihrt werden. Diese geht jedoch mit einer gewissen Reduktion der
Datenqualitat einher. Je mehr Farbstoffe verwendet werden und je ndher deren Spektren
beieinander liegen, desto mehr muss kompensiert werden und desto schlechter ist die
Datenqualitat. Auf der anderen Seite werden erst durch die Verwendung verschiedener
Marker komplexe Untersuchungen moglich (Brown und Wittwer 2000; Shapiro 2003c;
Shapiro 2003g; Bio-Rad Laboratories 2016).

Bei jedem neuen Protokoll wurde eine solche Kompensation mithilfe der automatisierten
Kompensation des MACSQuant durchgefiihrt. Hierzu wurden die untersuchten Zellen ohne
Fluoreszenzfarbstoff, Singlets (Zellen, die mit jeweils nur einem verwendeten Farbstoff
gefarbt werden) und FMOs (engl. Fluorescence Minus One — Zellen, die mit allen
verwendeten Farbstoffen auRer einem gefarbt werden) angefertigt. Vor jeder weiteren
Wiederholung des Versuchs wurde anhand dieser Kontrollen die Kompensation liberprift

und ggf. angepasst.

Eine weitere Anwendung einiger Durchflusszytometer ergibt sich aus der Moglichkeit,
Zellen anhand vorher festgelegter Charakteristika zu sortieren. Die meisten dieser
fluoreszenzaktivierten Zellsortierer (FACS, von engl. Fluorescence Activated Cell Sorter)
arbeiten vereinfacht nach folgendem Prinzip: Nachdem die Zellen den Laser passiert haben,
wird die Flissigkeit durch hochfrequente Vibration in Schwingungen versetzt, woraufhin
der Strahl abbricht und sich Trépfchen bilden. Kurz bevor der Strahl abbricht, kann
elektrische Spannung angelegt werden, die eine positive oder negative Oberflachenladung
hervorruft. Die Tropfchen behalten diese Ladung auch nach Abbruch und kénnen so durch
positiv bzw. negative geladene Platten in eine gewlinschte Richtung abgelenkt werden

(Hulett et al. 1969; Shapiro 2003d; Bio-Rad Laboratories 2016).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die FC zur Zellzyklusanalyse im Rahmen eines
Phagozytoseassays, zur Uberpriifung des Transplantationserfolg nach KM-Transplantation
sowie zur quantitativen Analyse von Leukozyten verwendet. Ferner kam die FACS zur

Isolierung zweier Neutrophilenpopulationen zum Einsatz.
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2.3.1.2 Isolierung von murinem Knochenmark

Die Isolierung von murinem KM erfolgte sowohl fiir die Knochenmarkschimaren als auch
fur die Isolierung von neutrophilen Granulozyten in Anlehnung an das Protokoll von
Swamydas und Lionakis (Swamydas und Lionakis 2013). Die Mause wurden
groRenadaptiert mit 150-200 pl Ketamine/Xylazin (Ketamin 10 mg/ml, Xylazin 1,5 mg/ml)
intraperitoneal andsthesiert und durch eine zervikale Dislokation get6tet. Daraufhin wurde
die Haut Uber dem Peritoneum durch einen senkrechten Schnitt durchtrennt. Von dort
wurden die unteren Extremitaten freigelegt. Nach Entfernung der Haut wurde mit einer
Schere die Muskulatur an der Hiifte durchtrennt und der Femurkopf aus dem Acetabulum
gelost, ohne dabei das Femur zu beschadigen. AnschlieRend wurde die Pfote vorsichtig am
oberen Sprunggelenk entfernt und Femur und Tibia in phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS, von engl. Phosphate-Buffered Saline) (wenn nicht anders angegeben, wurde 1x PBS
pH 7,2 verwendet) in Raumtemperatur (RT) gelegt. Alle weiteren Schritte erfolgten unter
sterilen Bedingungen. Die Muskulatur wurde von den Knochen behutsam mit einem
Skalpell abgel6st und Femur und Tibia am Kniegelenk voneinander getrennt. Die Epiphysen
der Knochen wurden abgetrennt. Mit einer 26 G Kantile wurde das KM in ein 50 ml-
Zentrifugenrohrchen gespiilt. Hierfir wurde bei dem Knochenmarkschimaren steriles PBS
und fir die Isolierung von PMN MACS-Puffer (PBS erganzt mit 0,5 % Rinderserumalbumin
(BSA, von engl. Bovine Serum Albumin) und 2 mM Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA))

verwendet.

2.3.1.3 Isolierung von PMN aus murinem Knochenmark

Neutrophile Granulozyten wurden aus dem Femur und der Tibia 8-12 Wochen alter Mause
mit Hilfe des Neutrophilen-Isolierungs-Kit entsprechend der Anweisungen des Herstellers
isoliert: Es wurde auf Eis und unter sterilen Kautelen gearbeitet. Die Suspension mit den
Zellen des KMs wurde bei 400 G und 4 °C fir 4 Minuten zentrifugiert. (Soweit nicht anders
vermerkt, wurden diese Einstellungen zur Zentrifugation verwendet.) Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Zellen in 1000 pul MACS-Puffer resuspendiert und in einer
Neubauer Zdhlkammer gezahlt. Anschlielend wurden die Zellen durch ein 30 um-Zellsieb
gegeben, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten und die unspezifische Bindung von
Antikérpern zu verringern. Die Suspension wurde erneut zentrifugiert und je 50 x 106 Zellen
in 200 pl MACS-Puffer resuspendiert. Das weitere Procedere bezieht sich auf 50 x 10°

Zellen. Waren mehr Zellen vorhanden, wurden die verwendeten Reagenzien entsprechend
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angepasst. Hierzu wurden 50 pl des Neutrophil-Biotin-Antikorper-Cocktails hinzugegeben,
der Nicht-Zielzellen mit Biotin-konjugierten monoklonalen Antikérpern markiert. Diese
Suspension wurde bei 4 °C zehn Minuten inkubiert, dann mit 5 ml MACS-Puffer gewaschen
und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 400 pul MACS-Puffer
resuspendiert. Die Markierung mit magnetischen anti-Biotin-Micro-Beads erfolgte analog,
wobei abweichend 100 ul der Micro-Beads hinzugegeben wurden und ber 15 Minuten
inkubiert wurde. Im Anschluss wurden die Zellen in 500 ul MACS-Puffer resuspendiert. Die
magnetische Trennungssdaule wurde zundchst mit 500 ul MACS-Puffer vorbereitet.
Daraufhin wurden die Zellen hinzugefiigt und die Saule mit einem Milliliter MACS-Puffer
gespllt, um eine moglichst hohe Ausbeute zu erhalten. Um die Reinheit und den Anteil
lebender PMN zu bestimmen, wurden die Zellen mit PerCP-konjugierten-anti-Maus-Ly6G
und APC-Vio770-konjugierten-anti-Maus-CD11b-AK 1:10 gefarbt und anschliefend
gewaschen. Daraufhin wurde DAPI 1:1000 hinzugefiigt. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie
wurden die prozentualen Anteile Ly6G*/CD11b*-Zellen sowie der Anteil toter Zellen

bestimmt.

2.3.1.4 Isolierung von Alox157/- SSC"e" and Alox157/- SSC'°" PMN

Die frisch vom KM isolierten PMN wurden mit PerCP-konjugierten-anti-Maus-Ly6G-AK
(1:10 in MACS-Puffer) gefarbt und anschlieBend ausgiebig gewaschen. Die Konzentration
der Suspension wurde auf 20 x 108 Zellen pro Milliliter in MACS-Puffer angepasst und auf
Eis gelagert. Die Zellen wurden mit dem Durchflusszytometer BD FACSAria Il in zwei
Populationen unterteilt. Hierzu wurden zunachst Einzelzellen beriicksichtigt und ein Gate
um die Granulozyten-Population gezogen. Diese Zellen wurden dann weiter in Ly6G* - und
Ly6G -Zellen unterteilt. Die Ly6G*-Zellen wurden anhand ihrer Charakteristik im FSC und im
SSC in eine Population mit einem hohen Signal (SSC"&") und eine Population mit einem
niedrigen Signal im SSC (SSC'°%) sortiert. Die Zellen wurden bei 4 °C durch ein 70 um Nozzle
gespilt und in mit MACS-Puffer vorbereiteten Rohrchen gesammelt. Innerhalb von 30
Minuten konnten bis zu 2 x10® SSC'°"- und/oder SSCMeh-Zellen sortiert werden.
AnschlieBend wurde ein kleiner Anteil dieser Zellen mit 0,2 % Trypanblau angefarbt und in

einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop auf Vitalitat getestet.
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2.3.1.5 ROS-Freisetzungs-Assay

Wahrend des Respiratory Bursts katalysiert die NADPH-Oxidase die Reduktion von
molekularem Sauerstoff zum Superoxidanion unter Verbrauch von
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) (Babior et al. 1973; Suzuki und Lehrer
1980). Zwei Superoxidanionen kdnnen nun spontan oder katalysiert durch die
Superoxiddismutase (SOD) mit zwei Protonen zu Wasserstoffperoxid (H,02) und
molekularem Sauerstoff reagieren. Die in den azurophilen Granula von PMN vorkommende
Myeloperoxidase kann H>O; zu noch aggressiveren Molekiilen wie hypochlorige Saure
umwandeln (Klebanoff 2005). Diese ROS kdnnen durch eine Chemolumineszenz-Reaktion
mit Luminol und Lucigenin nachgewiesen werden. Wahrend die Fluoreszenz von Luminol
als Surrogatparameter sowohl fir die intra- als auch die extrazellulare ROS-Freisetzung
dient (Briheim et al. 1984), dringt Lucigenin nicht in die Zelle ein und gibt daher nur
Auskunft Gber die extrazelluldre ROS-Produktion (Aitken et al. 1992).

Um die Freisetzung von ROS zu bestimmen, wurde das Ausmal der Chemilumineszenz von
Luminol und Lucigenin in Abhangigkeit der Stimulierung der Zellen mit
Immunkomplexen (IK) und/oder Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) gemessen. Der
Wert der Chemilumineszenz wurde in relativen Lichteinheiten (RLU, von engl. Relative Light
Unit) angegeben. Die fixierten IK wurden, wie zuvor von Sezin und Kollegen beschrieben,
angefertigt (Sezin et al. 2017): Eine stark bindende 96-Mikrotiterplatte wurde mit 10 mg/ml
Humanalbumin (HSA, von engl. Human Serum Albumin) in Coating-Puffer (50 nM
Carbonat/Bicarbonat in destilliertem Wasser, pH 9,6) Gber Nacht inkubiert. Daraufhin
wurde die Platte drei Mal gewaschen und anschlieBend eine Stunde mit 10 % fetalem
Kalberserum (FCS, von engl. Fetal Calf Serum) in PBS geblockt. Erneut wurde die Platte
grindlich gewaschen und mit Kaninchen-anti-HSA-Antikdrpern (1:400 in PBS) vier Stunden
inkubiert. PBS wurde als Negativkontrolle verwendet. In der Zwischenzeit wurden, wie
oben beschrieben, Neutrophile von WT und Alox157- Mausen isoliert und in SSC"&" und
SSC'°% Populationen sortiert. Die PMN wurden in CL-Medium (1 % FCS, 25mM HEPES und
0,2 mg/ml Glucose in RPMI-Puffer) resuspendiert und die Konzentration auf 1,25 x 10°
Zellen pro Milliliter angepasst. Nun wurden entweder 1 uM Lucigenin oder 0,5 mM Luminol
und in die entsprechenden Proben 100 nM PMA oder als Negativkontrolle das
entsprechende Volumen Dimethylsulfoxid (DMSQO) hinzugefiigt. 200 ul dieser Suspension

wurden in die entsprechenden Napfchen der mit IK beschichteten 96-Mikrotiterplatte
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gegeben. Jede Probe wurde auf zwei Napfchen mit und zwei Napfchen ohne IK verteilt. Die
Platte wurde bei 37 °Cim Infinite M200 PRO ELISA Reader inkubiert und das emittierte Licht
von Luminol und Lucigenin als Indikator fir die ROS-Freisetzung Uber zwei Stunden
gemessen. AnschlieBend wurde die Flache unterhalb der Kurve (AUC, von engl. Area Under
the Curve), die die Chemilumineszenz im Zeitverlaufs darstellt, ermittelt und normalisiert.
Hierzu wurde die AUC der WT-Probe ohne Stimulation bei jeder unabhidngigen
Wiederholung des Experiments als 0 und die AUC der WT-Probe mit Stimulation durch IK
und/oder PMA als 1 definiert:

AUCProbe - AUCWTniCht stimuliert

AU Crormaiisiert = AUC — AUC
WTstimuliert WTnicht stimuliert

2.3.1.6 NETosis-Assay

NETs wurden mittels immunfluoreszierender Darstellung von Nukleinsauren, Histonen und
Myeloperoxidase (MPO) dargestellt. Das Vorgehen entsprach mit leichten Modifikationen
dem von Brinkmann und Kollegen (Brinkmann et al. 2010): SSC"&" und SSC'** PMN wurden,
wie oben dargestellt, isoliert und die Konzentration auf 1 x 108 Zellen pro Milliliter in HBSS-
Puffer angepasst. 200 ul dieser Suspension wurden mit 1 uM PMA versetzt, in mit einem
Dako-Stift markiertem Bereich eines Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttrager pipettiert
und bei 37 °Cund 5 % CO; drei Stunden inkubiert. DMSO diente als Negativkontrolle. Nach
Abwaschen mit PBS erfolgte die Fixierung der Zellen mittels 4 % Paraformaldehyd und
erneutes Abwaschen. Zur Permeabilisierung erfolgte die Inkubation in Methanol fir
weitere zehn Minuten bei -20 °C. Nach Abwaschen in PBST (0,05 % Tween in PBS) erfolgte
die Blockade unspezifischer Bindungsstellen mittels Blockpuffer (5% Normal Donkey
Serum in PBST) fir eine Stunde bei RT. Nach erneutem Abwaschen wurden Histone und
MPO sequenziell dargestellt. Zunachst erfolgte die Markierung von Histonen mittels des
Maus-anti-H3-Antikorpers. Dieser wurde im Verhaltnis 1:100 in Blockpuffer gelost. Die
Antikoérperbindung geschah (iber Nacht bei 4 °C. Nach Abwaschen erfolgte die Inkubation
mittels des fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikorpers (Esel-anti-Maus-lgG-Alexa-Fluor-
488-AK) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Der Sekundarantikorper wurde zuvor 1:500
in Blockpuffer gelost. Nach erneutem Abwaschen erfolgte die Markierung der
Myeloperoxidase analog, wobei abweichend mit einer Konzentration des
Primédrantikorpers (Kaninchen-anti-MPO-AK) von 1:200 und einer Inkubationszeit von einer

Stunde gearbeitet wurde. Nach Inkubation im entsprechenden Sekundarantikorper (Esel-
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anti-Kaninchen-lgG-Alexa-Fluor-594-AK) wurden die Proben erneut mit Waschpuffer
gewaschen und jede Probe sodann mit 20 pl DAPI Fluoromount-G zur Darstellung der
Nukleinsduren versetzt. Die Objekttrager wurden mit einem Deckglas versehen und bis zur
Auswertung bei -20°C gelagert. Unter einem Keyence Mikroskop wurden die NETs mithilfe
der BZ-1l Analyzer Software ausgewertet, indem bei einer 200 x VergroRerung die
durchschnittlichen NETs pro Gesichtsfeld aus zehn zufallig ausgewahlten Gesichtsfeldern

ermittelt wurden.

2.3.1.7 Transmissionselektronenmikrospkopie

Um die innere Struktur der verschiedenen Neutrophilen-Populationen zu analysieren,
wurden Bilder mit einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) angefertigt. Da die
maximale Auflésung eines Mikroskops proportional zur Wellenlange der verwendeten
Strahlung ist, ist die Auflosung eines konventionellen Lichtmikroskops auf etwa 200 nm
begrenzt (van Putten et al. 2011; Michler 2019). Aufgrund der wesentlich kirzen
Wellenldange eines Elektronenstrahls, kann mit einem Elektronenmikroskop eine deutlich
hohere Auflosung erzielt werden. Der grundlegende Aufbau eines TEM ist analog zu dem
eines Lichtmikroskops: Eine Elektronenkanone dient als Quelle des Elektronenstrahls und
gibt die Elektronen je nach Einsatzgebiet mit einer Beschleunigungsspannung zwischen
etwa 100 und 3000 keV ab. Da die Elektronen bereits durch Atome der Luft abgelenkt
werden und Energie verlieren, ist die Herstellung eines Vakuums notwendig.
Elektromagnetische Spulen (iben einen mit Glaslinsen vergleichbaren Effekt auf die
Elektronen aus und dienen sowohl als Kondensor als auch der VergrofRerung. Trifft ein
Elektron nun auf die Probe, kann es entweder abgelenkt werden oder auf geradem Wege
die Probe durchdringen. Dabei steigt die Wahrscheinlichkeit, dass ein Elektron abgelenkt
wird, mit der Anzahl und Ordnungszahl der Atome, die es passieren muss. Eine mit einem
Fluoreszenzschirm verbundene CCD-Kamera kann nun entweder die abgelenkten
(Dunkelfeld) oder die nicht abgelenkten Strahlen (Hellfeld) messen. Da die Probe im
Gegensatz zur Rasterelektronenmikroskopie elektronendurchlassig sein muss, ist eine
Vorbereitung in 5—100 nm dicke Schnitte erforderlich (Reimer und Kohl 2008; Michler
2019).

SSchieh und SSC'°% PMN wurden, wie oben dargestellt, isoliert und sortiert. 1 x 10° Zellen

wurden in 1 ml Fixierungspuffer (2% Glutaraldehyd, 0,6 % Paraformaldehyd, 0,03 %
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Kalziumchlorid in 0,06 M Natrium-Cacodylatpuffer) fixiert und anschlieRend bei 1000 G
zentrifugiert. Der Fixierungspuffer wurde uns durch das Institut flir Anatomie zur
Verfliigung gestellt. Auch die weiteren Schritte erfolgten in diesem Institut. Die Zellen
wurden 30 Minuten in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer gespilt und anschlieBend zwei Stunden
in 2% Osmiumtetroxid osmiert. Erneut wurden sie in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer gesplilt
und danach fiir jeweils 30 Minuten in folgenden Ethanolverdiinnungen entwassert: 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 100 %, 100 %. Eine einstiindige Inkubation in
Propylenoxid flihrte zu einer anschlieBend besseren Loslichkeit des wasserunldslichen
Harzes. Die Einbettung der Zellen in Araldit, ein Epoxidharz, erfolgte durch zweitagige
Aushartung bei 60 °C. Der entstandene Block wurde mit einem Diamantmesser in
70-90 nm dicke Schnitte geschnitten und mit einem Kontrastierungsautomaten
kontrastiert. Die Kontrastierungszeiten betrugen 30 Minuten in 0,5 % Uranylacetat bei
40 °C sowie 7 Minuten in 3 % Bleicitrat bei 20 °C. AnschlieRend erfolgte die Auswertung der

Schnitte am JEM-1011 Elektronenmikroskop der Firma Jeol.

2.3.1.8 Phagozytose-Assay

Um die Phagozytoseaktivitat zu bestimmen, wurde mit wenigen Veranderungen nach der
Beschreibung von Cayman Chemical vorgegangen (Cayman Chemical): SSC"&" und SSC'*%
PMN wurden, wie oben dargestellt, isoliert, sortiert und die Konzentration auf 5 x 10°
Zellen pro Milliliter in CL-Medium angepasst. Als zu phagozytierende Partikel wurden
Latexpartikel verwendet, die mit FITC-konjugiertem-Immunglobulin G beschichtet sind.
Diese Beschichtung mit Immunglobulin G (IgG) imitiert die Opsonierung von Partikeln. Die
Latexpartikel wurden in einer finalen Konzentration von 1:400 hinzugegeben und die PMN
mit 100 nM PMA stimuliert. Als Kontrolle wurden Latexpartikel ohne Zellen, Zellen ohne
Latexpartikel sowie Zellen mit Latexpartikel und DMSO verwendet. Von dieser Suspension
wurden je 200 ul in 1,5 ml Reaktionsgefdl3e pipettiert und bei 37 °C und 5% CO; drei
Stunden inkubiert. Nachdem die Zellen vier Minuten bei 400 G und RT zentrifugiert
wurden, wurden sie in 300 ul Assay-Puffer resuspendiert. Um zwischen phagozytierten und
adsorbierten Latex Partikeln zu unterscheiden, wurden die PMN eine Minute mit 0,4 %
Trypanblau bei RT inkubiert und anschlieRend mit Assay-Puffer gewaschen. Abgestorbene
Zellen wurden mit DAPI (1:1000 in Assay-Puffer) gefarbt. Mit Hilfe des MACSQuant
Durchflusszytometers wurde nach Ausschluss toter Zellen und Dubletten der prozentuale

Anteil phagozytierender PMN anhand des FITC-Signals ermittelt. Die in der FC ermittelten
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Daten wurden mithilfe von FlowJo ausgewertet und anschlieBend normalisiert. Hierzu
wurde der Prozentwert phagozytierender Zellen der WT-Probe ohne Stimulation bei jeder
unabhangigen Wiederholung des Experiments als 0 und der Prozentwert phagozytierender

Zellen der WT-Probe mit Stimulation durch IK und/oder PMA als 1 definiert:

0, — 0 . . .
/OProbe /OWTnLcht stimuliert

PhagOzytoseratenormalisiert = % %
OwTstimuliert — 7O0WTnicht stimuliert

2.3.1.9 Zell-Zyklus-Analyse
Flr die Analyse des Zellzyklus wurde DNS mit einem Fluoreszenzfarbstoff gefarbt und von
der Signalintensitat in der FC auf die Menge der DNS und somit auf die Phase im Zellzyklus

geschlossen. Zur Kalibrierung und Kontrolle wurden monoklonale Jurkat Zellen verwendet.

2.3.1.9.1 Kultur Jurkat Zellen

10-50 x 10° Jurkat Zellen (Klon E6-1, ATCC TIB 152) wurden in 50 ml Kulturmedium
(0,01M HEPES, 1x Penicillin/Streptomycin und 5 % FCS in RPMI-Puffer) bei 37 °C und 5%
CO3 in 175 cm? Zellkulturflaschen unter sterilen Bedingungen kultiviert. Nach 2-3 Tagen
wurde das Medium ausgewechselt. Hierzu wurden die Zellen ebenfalls unter sterilen
Bedingungen mit serologischen Pipetten in 50 ml-Zentrifugenrohrchen gegeben und bei
130 G und 24 °C vier Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen
in einer Neubauer-Zihlkammer gezihlt. Nachdem die Jurkat Zellen auf 10 x 108 Zellen
reduziert wurden, schloss sich eine Waschung mit vorgewarmten PBS an. Erneut wurden
die Zellen zentrifugiert, in vorgewdarmtem Kulturmedium resuspendiert und in neue

Zellkulturflaschen gegeben.

2.3.1.9.2 Assay

Um die prozentuale Aufteilung der Zellen in die verschieden Phasen des Zellzyklus zu
untersuchen, wurde mit wenigen Modifikationen nach der Beschreibung von Pozarowski
und Darzynkiewicz bzw. Miltenyi Biotec vorgegangen (Miltenyi Biotec; Pozarowski und
Darzynkiewicz 2004): PMN oder Jurkat-Zellen wurden, wie oben ausfihrlich beschrieben,
isoliert bzw. sortiert und grindlich mit Probenpuffer (1 g/l Glucose in PBS) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen in einer Neubauer-Zdhlkammer gezahlt und 10 x 10° Zellen
pro Milliliter in Probenpuffer gelost. Von dieser Suspension wurden 100 ul in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen gegeben. Wahrend das Zentrifugenrohrchen auf einem
Vortexmischer geschittelt wurde, wurde langsam ein Milliliter etwa 0°C Kkaltes,
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70 prozentiges Ethanol hinzugegeben. Die Permeabilisierung durch das Ethanol erfolgte
Uber Nacht bei 4 °C. AnschlieBend wurden die Zellen bei 700 G und 4 °C zehn Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. Die Resuspendierung erfolgte in einem Milliliter
Farbelosung (100 pl DAPI und 0,1 % Triton X-100 in 10 ml Probenpuffer). Diese Suspension
wurde bei RT 40 Minuten unter stetiger Bewegung auf einem Réhrchenroller inkubiert und
danach auf Eis gelagert. Innerhalb von 24 Stunden erfolgte die Messung am MACSQuant
Durchflusszytometer: Nach Ausschluss von Zelltrimmern und Dubletten wurde der
V1-Kanal linear dargestellt und die prozentuale Verteilung des DNS-Gehalts bestimmt. Die

Auswertung der Durchflusszytometriedaten erfolgte mit FlowJo.

2.3.1.10 Statistik

Die nicht normalverteilten Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test ausgewertet.
AnschlieBend schloss sich eine Korrektur der Alphafehler-Kumulierung mit Hilfe des Dunns
Post-hoc Tests an. Werte wurden als statistisch signifikant gewertet, wenn der p-Wert

< 0,05 betrug. Alle Daten wurden mit GraphPad Prism ausgewertet.

2.3.2 Teil 2: Funktionelle in vivo Charakterisierung neutrophiler Granulozyten in
12/15-Lipoxygenase-gendefizienten Mausen

Um die Funktion der PMN in vivo zu untersuchen, verwendeten wir als

Neutrophilen-abhdngiges Entziindungsmodell experimentelle Epidermolysis bullosa

acquisita (EBA) (Sitaru et al. 2002a). Der Versuchsaufbau mit Knochenmarkchimaren

ermoglichte zudem eine Beurteilung des Einflusses radioresistenter WT Zellen auf die

hamatologischen Alox157- Zellen und vice versa.

Im Folgenden werden zundchst Grundlagen zu EBA sowie zu den verschiedenen EBA-
Modellen betrachtet. AnschlieRend werden die Methoden zur Aufreinigung des
erforderlichen IgGs sowie die Vorgehensweise zur Generierung von Chimaren und der

Ablauf des Experiments dargestellt.

2.3.2.1 Epidermolysis bullosa acquisita

Epidermolysis bullosa acquisita ist eine erworbene Autoimmunerkrankung, die die Haut
und Schleimhaute befallt. Ihr liegt die Bildung gegen Kollagen VII (COL7) gerichteter 1gG
zugrunde. Diese fiihren zu einer subepidermalen Blasenbildung (Woodley et al. 1984;
Culton et al. 2014). Mit einer Inzidenz von etwa 0,2 — 0,5 neuen Fallen auf eine Million

Einwohner und Jahr handelt es sich um eine sehr seltene Erkrankung (Bernard 1995;
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Bertram et al. 2009). Grundsatzlich kdnnen folgende Formen der EBA unterschieden
werden: Bei der klassischen mechano-bullésen Form kommt es bereits durch leichte
Traumata zu akral betonten straffen Blasen unterschiedlicher GroBe. Die Ldsionen heilen
meist nur unter Narbenbildung aus und kénnen danach sowohl hyper- als auch
hypopigmentiert sein. Neben dem Hautbefall ist auch die Entstehung einer
Nageldystrophie bzw. einer Osophagusstenose méglich. Die generalisierte
inflammatorische Form kann dem bullésen Pemphigoid sehr stark ahneln und klinisch nicht
immer von diesem unterschieden werden (Roenigk 1971; Schmidt und Zillikens 2013). EBA
kann aber auch andere Autoimmundermatosen imitieren (Gupta et al. 2012). Das
Autoantigen COL7 ist Hauptbestandteil von Ankerfibrillen der dermoepidermalen
Junktionszone (DEJ) (vgl. Abbildung 2). Es ist ein Homotrimer, das aus drei identischen
Kollagen-Typ-VII-Alpha-1-Proteinen besteht. Jedes dieser Proteine besteht aus zwei
Nichtkollagen-Domanen sowie einer mittigen Kollagendomane (vgl. Abbildung 3, S. 26)
(Wegener et al. 2014). Bei nahezu allen Patienten sind die Autoantikorper (AAK) gegen
Epitope der N-terminalen Nichtkollagendoméane (NC1) gerichtet (Gammon et al. 1993;
Lapiere et al. 1993). Werden die AK in einen anderen Organismus Ubertragen, fihren sie
auch hier zu einer Aktivierung von Leukozyten und somit zu einer subepidermalen
Blasenbildung. Dies ist sowohl fiir die transplazentare Ubertragung bei Neugeborenen
(Abrams et al. 2011) als auch fiir Hautproben gesunder Probanden beschrieben. In
Kombination mit der Beobachtung, dass der Serumspiegel mit Krankheitsaktivitat korreliert
(Kim et al. 2013), liegt nahe, dass die AK selbst pathogen sind (Sitaru et al. 2002a; Recke et
al. 2014).
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Abbildung 2: Autoantigene
der Zellverbindungen der
Haut Desmosomen
verbinden Epithelzellen
untereinander,

Hemidesmosomen verbinden
Epithelzellen mit der
Basallamina. Typ VII Kollagen
ist als Hauptbestandteil von
oo Inteain Ankerfibrillen fur die
Verbindung des Epithels mit

Lamina densa v ” dem darunterliegenden
Laminin 332 . .
: / Stroma unerlasslich

(Bruckner-Tuderman et al.
S denss v 1989; Bieber et al. 2010).
(Abbildung mod. nach Bieber

et al. 2010, Figure 2)
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2.3.2.2 EBA-Modelle

Um die pathologischen Abldufe bei der Entstehung der EBA zu untersuchen, wurden
verschiedene Modelle entwickelt. Grob kdnnen diese in Ex-vivo- und In-vivo-Modelle
unterteilt werden. Als Ex-vivo-Modelle kdnnen beispielsweise sog. Kryoschnitt-Assays
(Sitaru et al. 2002a; Shimanovich et al. 2004) und Haut-Zellkulturen (Gammon et al. 1984)
verwendet werden. Zwar kann an diesen z. B. die Interaktion der Leukozyten mit dem
Fc-Teil der AAK gut untersucht werden, jedoch spiegeln diese vereinfachten Modelle die
komplexen Prozesse in vivo nur begrenzt wider. So sind Gber die Mechanismen, die bei der
Infiltration von Leukozyten in die Haut eine Rolle spielen, sowie Uber den Zeitverlauf der
Entziindung nur geringe Aussagen moglich (Sitaru 2007). In-vivo-Modelle eignen sich zur
detaillierteren Untersuchung. Hier sind besonders zwei Maus-Modelle relevant: Bei den
beschriebenen passiven AK-Transfer-EBA-Maus-Modellen wird entweder Human-anti-
Human-COL7-1gG (Woodley et al. 2006) oder Kaninchen-anti-Maus-COL7-1gG (Sitaru et al.
2005) subkutan injiziert. Bei dem aktiven EBA-Modell hingegen wird rekombinantes COL7
mit einem Adjuvans subkutan injiziert. Daraufhin bildet die Maus AK gegen korpereigenes
COL7 (Sitaru et al. 2006). In beiden Fallen kommt es im Anschluss zu einer Spaltbildung in
der DEJ. Da das aktive Modell zusatzlich die Immunreaktion gegen das COL7 imitiert,
spiegelt es zwar die Vorgange in Patienten besser wider, jedoch ist es besonders bei der
Verwendung von KO-Mausen sehr aufwendig. Dies hdangt damit zusammen, dass die

Krankheitsaktivitat stark vom genetischen Hintergrund abhangig ist. So eignen sich vor
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allem SJL-Mause fur das aktive Modell. KO-Mause sind jedoch meist nicht als SIL-Mause

verfligbar und mussen erst aufwendig gekreuzt werden (Sitaru 2007).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das passive AK-Transfer-EBA-Modell, wie von Sitaru
und Kollegen beschrieben, verwendet. Dieses Modell ermdglicht die Untersuchung der

Effektorphase der EBA im Zeitverlauf unter kontrollierten Bedingungen (Sitaru et al. 2005):

2.3.2.3 Versuchsablauf des passiven EBA-Modells

Drei Mal im Abstand von jeweils zwei Tagen wurde 50 ug des affinitatschromatographisch
gereinigten Kaninchen-anti-Maus-COL7c-IgGs subkutan injiziert. Die subkutane Gabe
erfolgte an Tag 0 in den Nacken, an Tag 2 in das rechte Vorderbein und an Tag 4 in das linke
Hinterbein der knochenmarkstransplantierten Mause. Nach etwa 2 —4 Tagen bilden sich
bei vielen Inzucht-Stammen, darunter auch C57Bl/6-M3&usen, subdermale Blasen, die dem
Krankheitsbild im Menschen sowohl in klinischer als auch histopathologischer Betrachtung
dhneln (Sitaru 2007). Wahrend eines dreiwdchigen Beobachtungszeitraums erfolgte die
Beurteilung der Krankheitsauspragung zu finf Zeitpunkten. Die Beurteilung wurde unter
einer gréRenadaptierten intraperitonealen Narkose mit 150 —200 pl Ketamin/Xylazin
durchgefihrt. Im Folgenden sind die Herstellung von affinitatschromatographisch
gereinigtem Kaninchen-anti-Maus-COL7c, die Generierung von Knochenmarkschimaren

sowie die im Laufe des Experiments erfolgten Untersuchungen genauer beschrieben.

2.3.2.4 Generierung von Kaninchen-anti-Maus-COL7c-IgG

Das Kaninchen-anti-Maus-COL7c-1gG (im Folgenden anti-mCOL7c-1gG) reagiert in der Haut
von Mausen mit der NC1-Domane des murinen Kollagen VII und induziert dort
experimentelles EBA. Die meisten Epitope der autoreaktiven Antikorper von Patienten mit
EBA sind gegen die gleiche Domane des humanen Orthologs gerichtet (Gammon et al.
1993; Lapiere et al. 1993). Die Herstellung des anti-mCOL7c-IgGs erfolgte, wie zuvor von
Bieber und Kollegen beschrieben, in drei Schritten (Bieber et al. 2016): Zunachst erfolgte
die Immunisierung von Kaninchen mit rekombinanten Peptiden der NC1-Domane des
Kollagen VII, woraufhin die Kaninchen die entsprechenden Antikorper bildeten. Aus dem
Serum dieser Kaninchen wurde zunachst das Gesamt-IgG und im Anschluss das anti-
mCOL7c-IgG affinitatschromatografisch isoliert. Von mir wurde die Isolierung des IgGs mit

bereits zuvor von Mitarbeitern unseres Labors hergestellten Affinitatschromatographie-
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Saulen durchgefihrt. Zum Verstandnis sind jedoch alle erforderlichen Schritte im

Folgenden kurz erlautert.

2.3.2.4.1 Immunisierung von Kaninchen

Die erforderlichen Peptide wurden, wie in Abbildung 3 kurz beschrieben, isoliert und zur
Immunisierung an die Eurogentec GmbH geschickt. Dort wurden die Peptide aquimolar in
Freund-Adjuvans gelést und die Kaninchen mit 250 pg subkutan immunisiert. Die
Beimpfung der Kaninchen erfolgte drei Mal in einem Abstand von 15 Tagen. Im Anschluss
wurde den Kaninchen in regelmaRigen Abstinden Serum abgenommen. Dies wurde

bei -20 °C bis zur Isolierung des IgGs gelagert.

Abbildung 3: Aufbau Kollagen VII
Kollagen VII besteht aus drei
identischen Kollagen Typ VIl Alpha 1
Proteinen. Jedes dieser Proteine
besteht aus einer Nicht-Kollagen-
Domédne am NH-2 Terminus (NC1),
einer mittigen Kollagen Domane und
einer Nicht-Kollagen-Domdne am
COOH-Terminus (NC2). Drei
X Kollagendomanen bilden dabei — wie
97 200 g auch bei anderen Kollagenen — eine
479 578 c Trippelhelix. Die NC1-Domane
757 967 vermittelt die Adhdsion an Struktur-
proteine. Zwei End zu End verbundene
Kollagen-VII-Molekiile bilden ein Dimer, das durch Disulfidbriickenbindungen am NH2-
Terminus stabilisiert wird. Die cDNS dreier Peptide (A,B,C) der murinen NC1-Domane
wurden in einen linearen pGEX-6P-1 Vektor kloniert und durch E.Coli BL21 exprimiert und
danach aufgereinigt. Die Nummern unter den Fragmenten bezeichnen die Aminosauren,
die die Peptide begrenzen (Sitaru et al. 2005). (Abbildung mod. nach Sitaru et al. 2005,
Figure 1)

Kollagendoméne
DN NGNS NI

NC1

2.3.2.4.2 Affinitatschromatographie zur Aufreinigung von Kaninchen-IgG

Die Affinitatschromatographie ist eine wichtige Methode in der Biochemie, die es durch die
hochspezifische Interaktion zweier Molekiile ermdglicht, Proteine oder andere Molekiile
aufzureinigen. Diese Interaktionen kdnnen zum Beispiel zwischen Antikérper und Antigen
oder Ligand und Zielprotein bestehen. Dabei wird ein dem zu isolierenden Molekiil
komplementadres Molekil fest an die Matrix der Chromatographie-Saule gebunden.
Werden nun Molekile auf die Matrix gegeben, binden die zu isolierenden Molekiile
voriibergehend. Diese Bindung kann in einem zweiten Schritt durch z. B. Anderung des pH-
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Wertes oder Zugabe eines Antagonisten riickgdangig gemacht werden. Zur Isolierung von
IgG eignet sich das in Zellwanden des Streptokokkenstamms G148 vorkommende
Protein G. Protein G bindet den Fc-Teil von IgG und schiitzt die Bakterien so vor der
Immunreaktion des Korpers. Die reversible Bindung von IgG an Protein G ermdglicht aber
auch dessen Verwendung zur affinitatschromatographischen Aufreinigung von IgG (Bjorck

und Kronvall 1984).

Die Isolierung des Gesamt-IgG erfolgte nach der von Sitaru und Kollegen beschriebenen
Methode (Sitaru et al. 2002b): 100 ml Kaninchen-Immunserum wurden auf 5 ml Protein G
Resin gegeben und eine Stunde bei 4 °C auf einem Rohrchenroller inkubiert. Das Serum
wurde verworfen und die Sdule mit 1x PBS gespiilt, bis die photometrisch (280 nm)
gemessene Protein-Konzentration bei < 0,05 mg/ml lag. AnschlieRend wurden das IgG mit
0,1 M Glycin-Puffer pH 2,8 (4 °C) eluiert und mit Tris-Puffer pH 9 (RT) neutralisiert, um eine
Denaturierung der Proteine zu verhindern. Nachdem eine Protein-Konzentration von
< 0,1 mg/ml gemessen wurde, wurde die Sdule mit 1M NaCl-Puffer sowie mit 1x PBS
gewaschen und anschlieRend in 20 % Ethanol bei 4 °C gelagert. Das eluierte Gesamt-IgG
wurde, angelehnt an die Beschreibung von Howe und Kollegen, in einer Dialysemembran
mit Polyethylenglycol 20.000 konzentriert und anschlieBend Gber Nacht bei 4 °C gegen
1x PBS dialysiert (Howe et al. 1964).

2.3.2.4.3 Aufreinigung von Kaninchen-anti-Maus-COL7¢c-1gG

Fir die Aufreinigung von anti-mCOL7c-IgG wurden Affinitdtschromatographie-Saulen, an
deren Matrix Kollagen VII durch einen Polyhistidin-Tag (His-Tag) gebunden wurde,
verwendet. Der His-Tag ist eine kurze Aminosduresequenz aus mehreren Histidin-
Molekilen, die durch rekombinante Klonierung an Peptide oder Proteine gekoppelt und
z. B. durch Bakterien exprimiert werden kann. Proteine mit His-Tag lassen sich durch
Chelatbildung an Metall-Affinitdtschromatographie-Saulen mit z. B. mit Nickel- oder
Kobalt-lonen aufreinigen (Hengen 1995). Aufgereinigte His-Tag Proteine kdnnen daraufhin
fest an z. B. spezielle Gele, die fiir Affinitatschromatographie verwendet werden kdnnen,

gebunden werden.

Die His-Tag-mCOL7c-Peptide wurden von Mitarbeitern unseres Labors angelehnt an die

Beschreibung von Sesarman und Kollegen isoliert und aufgereinigt (Sesarman et al. 2008).
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Daraufhin erfolgte die Immobilisierung an Affi-Gel 10 wie von Bieber und Kollegen

beschrieben (Bieber et al. 2016).

Das isolierte Gesamt-IgG wurde auf die fertige Affinitdatschromatographie-Saule gegeben
und bei 4 °C 20 Minuten auf einem Rohrchenroller inkubiert. Der Inhalt der Sdule wurde in
einem Gefall gesammelt und die Saule anschlieBend mit 1x PBS sowie mit Triton-Puffer
(850 mM NaCl und 1 % Triton in 1x PBS) gewaschen. Die Waschung der Saule wurde mit
1x PBS wiederholt, bis die photometrisch gemessene Proteinkonzentration (280nm) bei
< 0,01 mg/ml lag. Das anti-mCOL7c-1gG wurde anschlieRend mit 0,1 M Glycin-Puffer pH 2,8
eluiert, bis ebenfalls eine Proteinkonzentration von < 0,01 mg/ml gemessen wurde.
Folgend wurde der pH-Wert des Eluats mit 1 M Tris-Puffer pH 9 auf 7,2 angehoben. Die
Saule wurde mit 20 mM Tris-Puffer pH 7,2 sowie durch einen Zyklus 20 mM Tris + 0,5 M
NaCl pH 7,2 regeneriert. Nach einer Waschung mit 1x PBS wurden die oben genannten
Isolierungsschritte zweifach wiederholt und die Saule anschlieBend bis zur nachsten
Verwendung in 20 % Ethanol bei 4 °C gelagert. Das Eluat wurde in einer Dialysemembran
mit Polyethylenglycol 20.000 konzentriert und anschlieRend liber Nacht bei 4 °C gegen 1x
PBS dialysiert. Eine weitere Konzentrierung sowie Filtersterilisierung des aufgereinigten
anti-mCOL7c-1gGs erfolgte in 50ml 30K Zentrifugationsfiltern durch mehrfache
Zentrifugation mit einer Eppendorf 5810R-Zentrifuge bei 4000 Umdrehungen pro Minute
und 4 °C fur zehn Minuten. Die Konzentration wurde mit einem NanoDrop 2000c
Spektralphotometer gemessen und die Reaktivitat durch indirekte Immunfluoreszenz an

der Haut eines Mauseschwanzes Uberpruft (siehe 2.3.2.8.2, S. 33).

2.3.2.5 Knochenmarkstransplantationschimaren

Bereits 1901 war die schadliche Wirkung von Rontgen- und Gammastrahlen bekannt und
ein moglicher Einsatz in der Therapie von Tumoren wurde diskutiert (Rollins 1904). Heute
beinhalten diverse Therapieschemata zur Behandlung von Tumoren die Bestrahlung mit
Rontgen- bzw. Gammastrahlen (Delaney et al. 2005). Auch die sich schnell teilenden Zellen
des KMs werden durch diese Strahlen geschadigt. Dies wird sich beispielsweise bei der
Ganzkoperbestrahlung zur Vorbereitung auf eine Knochenmarkstransplantation zunutze
gemacht (Wong et al. 2018). In der Immunologie ergeben sich hieraus vielfdltige
Moglichkeiten. Werden Maduse mit 10 Gray (Gy) bestrahlt, so sterben 100 % dieser Mause

aufgrund der kompletten Zerstorung hamatopoetischer Zellen binnen 30 Tagen. Erhalten
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die Mause jedoch anschlieRend gesundes KM intravends, regeneriert sich das KM in den
meisten Fallen (McCulloch und Till 1960). Aufgrund des identischen genetischen
Hintergrunds von Inzucht-Mausen ist keine AbstoBungsreaktion zu beflrchten. Unter
anderem ist es moglich, Knochenmark, das sich in einem Gen von den Zellen des
Empfangers unterscheidet, zu injizieren. Hierdurch entstehen chimadre Mause, deren
Knochenmark sich genetisch von den restlichen Zellen des Kérpers unterscheidet. Wurde
zuvor  beispielsweise in einem  Krankheitsmodell ein Unterschied in der
Krankheitsauspragung zwischen Mausen mit und ohne verdandertem Gen festgestellt, kann
so untersucht werden, ob hamatopoetische oder nicht-hamatopoetische Zellen fiir diesen
Unterschied verantwortlich sind (Holl 2013). Um den Erfolg der Transplantation zu
untersuchen, kénnen kongene Mause verwendet werden, die ein verandertes CD45-Allel
(CD45.1 statt CD45.2) aufweisen. Da sich dieses Protein auf der Oberflache aller
kernhaltigen hamatopoetischen Zellen befindet, ist es durch die simultane Anfarbung
beider CD45-Molekiile mithilfe der FC moglich, den prozentualen Anteil der
transplantierten Zellen an den Leukozyten des Bluts zu ermitteln (Sadik et al. 2012). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden Knochenmarkschimaren generiert. Dies ermoglicht nicht nur
die Uberpriifung der Funktionalitit der Alox157- PMN in vivo per se, sondern zusatzlich eine
Untersuchung der Funktionalitat der Alox157- PMN im Umfeld radioresistenter WT Zellen

und vice versa.
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2.3.2.5.1 Generierung von Knochenmarkstransplantationschimaren
Knochenmarkschimaren wurden, wie zuvor von Sadik und Kollegen beschrieben und in

Abbildung 4 kurz dargestellt, generiert (Sadik et al. 2012):

WT Maus, CD45.1° KM Alox15 " Maus, CD45.2° KM

jolo
oJolo

Bestrahlung mit 10 Gy

Knochenmarktransplantation
A ‘
©) ©
©) ©
() (© ©©®
©OEO® @@@ [3JOJO;

Maus: WT Maus: WT Maus: Alox15 7 Maus: Alox15 7
KM: WT, CD45.1* KM: Alox15 ", CD45.2°  KM: WT, CD45.1* KM: Alox15 ", CD45.2*

Abbildung 4: Generierung von Knochenmarkchimadren Sechs Wochen alte Wildtyp
C57BL/6, CD45.1 (im Folgenden WT) und Alox157- C57BL/6, CD45.2* (im Folgenden
Alox157") Mause wurden mit 10 Gy y-Strahlung bestrahlt. Am gleichen Tag wurde wie
beschrieben das KM von Mausen gleichen Genotyps und Geschlechts isoliert, aufgereinigt
und es wurden die Zellen gezahlt (vgl. 2.3.1.2, S. 15). Die Konzentration wurde auf 100 x 10°
Zellen / ml in PBS angepasst und 100 pl (10 x 10° Zellen) in den Kombinationen WT = WT,
Alox157- > WT,  WT > Alox157 und  Alox157 = Alox15/  (Genotyp KM
Spender - Genotyp Empfanger) mit einer 26 G Kaniile in die Schwanzvene der
Empfangermause injiziert. Die Kombinationen WT > WT und Alox157-> Alox157- wurden
als Kontrolle generiert, um flir mogliche Effekte der Bestrahlung zu kontrollieren. (Eigene
Abbildung in Zusammenarbeit mit Rosemarie Castera, angelehnt an Steiner et al. 2006,
Figure 1)
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2.3.2.5.2 Ly6G CD45.1/ CD45.2 Farbung zur FC-Analyse

Der Erfolg der Knochenmarkstransplantation wurde sechs Wochen spater durch die
simultane Anfarbung von CD45.1, CD45.2 und Ly6G Uberprift. Das Vorgehen entsprach mit
leichten Modifikationen dem von Sadik und Kollegen (Sadik et al. 2012): Es wurden 15 pl
Blut aus der Mandibularvene mit 15 pyl 50 mM EDTA in einem 1,5 ml ReaktionsgefaR
vermischt, um die Koagulation des Blutes zu verhindern. Die Erythrozyten wurden
daraufhin durch Zugabe von 1 ml Lysepuffer lysiert und die restlichen Zellen anschlieBend
zweifach mit 500 pul MACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation: 400 G, 4 °C, 4 Minuten). Die
unspezifische Bindung von Antikérpern wurde durch die finfminitige Inkubation bei 4 °C
mit 5 pl FcR-Block reduziert. AnschlieBend wurden mit dem APC-Maus-anti-Maus-CD45.1-
AK (1:100) und dem FITC-Maus-anti-Maus-CD45.2-AK (1:75) die beiden verschieden CD45-
Molekile sowie mit dem Ratte-anti-Maus-Ly6G-PE-AK (1:200) die Granulozyten durch eine
30-minutige Inkubation bei 4 °C angefarbt. Nach einer zweifachen Waschung mit 500 pl
MACS-Puffer (Zentrifugation: 400 G, 4 °C, 4 Minuten) wurden die Proben mit einem
MacsQuant analysiert. Mit Hilfe von Flowlow wurden die Daten folgendermalien
ausgewertet: Dubletten wurden ausgeschlossen und ein Gate um die Granulozyten
Population gelegt. Von diesen Zellen wurden die Ly6G* Zellen ermittelt und diese als
CD45.1 gegenlber CD45.2 dargestellt. Hieraus wurde der prozentuale Anteil
transplantierter Zellen ermittelt. Lag dieser Anteil bei > 95 %, wurde die Transplantation als

erfolgreich gewertet.

2.3.2.6 Beurteilung der Krankheitsauspragung des Antikorper-Transfer-EBA-Modells

Das Antikorper-Transfer-EBA-Modell kann sich durch die Bildung von Erythemen, Blasen,
Erosionen, Krusten und Alopezie duBern (Sitaru et al. 2005). Zur Beurteilung der
Krankheitsauspragung wurde in Anlehnung an Sezin an jedem der fiinf Untersuchungstage
die von oben genannten Symptomen betroffene Kérperoberflache bestimmt (Sezin 2016).
Die Krankheitsauspragung wurde an Tag 6, 10, 14, 18 und 21 beurteilt. Dabei wurde die in
Tabelle 2 dargestellte prozentuale Aufteilung der Kérperoberflache zugrunde gelegt. Der
betroffene Anteil der Korperoberfliche wurde im Zeitverlauf dargestellt. Bei der
Untersuchung war dem Untersucher nicht bekannt, welcher Gruppe die untersuchte Maus

zugeordnet war, um Bias zu verhindern.
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Da in Abhdngigkeit vom Kafig und vom Geschlecht der Tiere ein Batch-Effekt festgestellt
wurde, wurde dieser, wie von Gordon und de Graaf beschrieben, korrigiert (Smyth und

Graaf 2015).

Tabelle 2: Prozentualer Anteil einzelner Kérperregionen an gesamter Kérperoberflache

Korperteil Anteil an Korperoberfliache [%]
Ohr (links) 2,5
Ohr (rechts 2,5
Auge (links) 0,5
Auge (rechts) 0,5
Schnauze 2,5
Mundschleimhaut 2,5
Kopf und Nacken 9
Vorderbein (links) 5
Vorderbein (rechts 5
Hinterbein (links) 10
Hinterbein (rechts) 10
Schwanz 10
Rumpf 40
Gesamt 100

2.3.2.7 Praparierung peripherer Blut-Zellen zur FC-Analyse

Um den Einfluss der 12/15-Lipoxygenase auf die Zusammensetzung der Leukozyten des
peripheren Bluts im Zeitverlauf einer Entzlindungsreaktion zu untersuchen, wurde die
relative und absolute Anzahl der Neutrophilen, Monozyten, B- sowie T-Zellen an Tag 0, 6,
10, 14, 18 und 22 des Experiments bestimmt. Dies wurde, angelehnt an das No-lyse whole
blood analysis Protokoll von Miltenyi Biotech, wie folgt durchgefiihrt (Miltenyi Biotech): An
jedem Untersuchungstag wurden 15 ul Blut aus der Mandibularvene jeder Maus mit 15 pl
50 mM EDTA in einem 1,5 ml Reaktionsgefall vermischt, um die Koagulation des Blutes zu
verhindern. Die unspezifische Bindung von Antikérpern wurde durch die flinfminttige
Inkubation bei 4 °C mit 5 ul FcR-Block reduziert. Anschliefend erfolgte die zehnminitige
Inkubation bei 4 °C mit 5 pl der folgenden Antikorper: Mit dem anti-Maus-CD45-Vioblue-
AK, dem anti-Maus-Ly6G-PerCP-AK, dem anti-Maus-Ly6C-PE-AK, dem anti-Maus-
CD3-PEVio-AK und dem anti-Maus-CD19-APCVio-AK wurden in der entsprechenden
Reihenfolge alle Leukozyten, PMN, Monozyten, T- und B-Zellen angefarbt. Nach der
Inkubation erfolgte die zweifache Waschung mit 500 pul MACS-Puffer (Zentrifugation:

400 G, 4 °Cund 4 Minuten) und die Resuspendierung zu einem finalen Volumen von 600 pl
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in MACS-Puffer. Dies entspricht einer 40-fachen Verdlinnung des urspriinglichen Blut-
Volumens. Am MacsQuant wurde ein Trigger fir den V1-Kanal, der zwischen VioBlue,
CDA45-positiven und -negativen Zellen unterscheidet, verwendet. Dadurch wurden nur
CD45*-Zellen, also Leukozyten, in die Analyse eingeschlossen. Mit dem MacsQuant wurden
die relativen und absoluten Zellzahlen der verschiedenen Leukozyten sowie die absoluten
Zellzahlen der gesamten Leukozyten bestimmt. Die absoluten Werte wurden durch

Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor 40 errechnet.

2.3.2.8 Histopathologie

2.3.2.8.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Der klinische Phanotyp der EBA in den Mausen wurde durch eine Histopathologie mit
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) bestatigt. Flir die Histopathologie wurde ein
Standardprotokoll des Instituts flir Dermatologie verwendet: Hautbiopsien lasionaler Haut
wurden direkt post mortem entnommen und in 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden die
Proben in Paraffin eingebettet, mit einem Mikrotom in 6 um dicke Schnitte geschnitten und
folgend mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. HE-Schnitte wurden fiir jede Maus an Tag 22 des

Experiments angefertigt.

2.3.2.8.2 Indirekte Immunfluoreszenz (lIF)

Um die Reaktivitat des anti-Maus-mCOL7c-IgGs zu testen, wurde vor der Induktion des EBA
Models eine IIF durchgefiihrt: Es wurden 6 um dicke Hautschnitte aus gesunder muriner
Schwanzhaut 10 Minuten in eiskaltem Aceton inkubiert und anschlieRend drei Mal mit
1x PBS gewaschen. Um die Schnitte wurden mit einem hydrophobem Dako-Stift Kreise
gezogen. AnschlieBend wurden die Proben in einer Serienverdiinnung (1:1000 bis
1:256.000) von anti-mCOL7c-AK in 1x PBS eine Stunde bei RT inkubiert. Nachdem die
Proben drei Mal in 1x PBS gewaschen wurden, wurden sie mit einem Sekundarantikorper
(Esel-anti-Kaninchen-IgG-Alexa-Fluor-594-AK) in einer Verdiinnung von 1:500 eine Stunde
inkubiert. Unter einem Keyence Mikroskop wurde die Bindung des anti-mCOL7c-IgGs an

die DEJ Gberprift.

2.3.2.9 Statistik
Die die Krankheitsauspragung und die Leukozytenmigration betreffenden Daten wurden
mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse ausgewertet. Fehlten Daten zufillig, z. B., wenn

eine Blutentnahme bei einer Maus nicht moglich war, wurde stattdessen die Restricted-
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Maximum-Likelihood-Methode angewendet. AnschlieRend schloss sich eine Korrektur der
Alphafehler-Kumulierung mit Hilfe des Tukey Post-hoc Tests an. Werte wurden bei einem
p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant gewertet. Alle Daten wurden mit GraphPad Prism

ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Alox15 Defizienz fiihrt zu einer Uberaktiven PMN Subpopulation, die
Abweichungen des Zellkerns aufweist

Basierend auf frilheren Daten unserer Arbeitsgruppe, die beschreiben, dass PMN von

Alox157- M3usen reaktiver als die von WT M&usen sind und sich in zwei Subpopulationen

unterteilen, war unsere Hypothese, dass die SSC"&" Subpopulation fiir die gesteigerte

Reaktivitat der PMN verantwortlich ist. Um dies zu prifen, wurde eine Reihe an Versuchen

durchgeflhrt, die die Intensitat, mit der PMN ihre antimikrobielle Funktion ausiben,

untersuchen.

3.1.1 Alox157- SSCMeh PMN zeigen einen gesteigerten Oxidative Burst
Um die ROS-Freisetzung zu untersuchen, wurden PMN von WT und Alox157 M&usen
isoliert, mit einem FACS sortiert und im Anschluss mit PMA oder Immunkomplexen

stimuliert (vgl. 2.3.1.5, S. 17).

Wie auch bei den folgenden Versuchen isolierten wir mit dem Neutrophilen Isolierungskit
von Miltenyi aus dem KM zwischen 5 x 10 und 10 x 10° Zellen pro Maus. Ein geringer Anteil
der PMN wurde mit den PMN Markern Ly6G und CD11b sowie mit DAPI angefarbt. In der
Durchflusszytometrie konnte so die Reinheit sowie der Anteil lebender Zellen iberprift
werden. Hier zeigte sich, dass es sich bei Gber 95 % der isolierten Zellen um vitale PMN

handelte.

Die restlichen Zellen wurden lediglich mit Ly6G angefarbt und anschlieBend im FACS
sortiert: Ly6G* Zellen wurden nach ihrem Signal im SSC in SSC"&" bzw. SSC'°% PMN sortiert.
Je nach lIsolierung erhielten wir 0,5 - 1,5x 10° Alox157- SSCM&h PMN, 1 - 2,5 x 10°
Alox157 SSC°% PMN und 1,5 — 3,5 x 106 WT SSC'°” PMN. Ein geringer Teil dieser Zellen
wurde mit Trypanblau angefarbt und unter dem Mikroskop auf Vitalitat Gberprift. Es zeigte

sich, dass liber 95 % der Zellen vital waren.

Ein beispielhafter Verlauf der Chemilumineszenz liber die Zeit ist in Abbildung 5 dargestellt.
Unter Stimulation zeigte sich unabhangig von der Art der Stimulation und des verwendeten
chemilumineszierenden Reagenzes, wie in Abbildung 6 dargestellt, eine signifikant erhohte
normalisierte AUC der Chemilumineszenz (nAUC) in Alox157- SSCh&" PMN gegeniiber WT
PMN. Ohne Stimulation zeigte sich eine signifikant hdhere nAUC von Alox157- SSChigh PMN
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gegentber WT PMN in der Luminol Reaktion sowie eine signifikant héhere nAUC von
Alox157- SSC"eh PMN gegeniiber Alox157- SSC'° PMN in der Lucigenin Reaktion. Alox157
SSC'°" PMN zeigten gegeniiber WT PMN keine signifikant erhdhte nAUC. Die Mittelwerte,
Standardabweichung (SD), Standardfehler (SEM) und p-Werte sind im Anhang unter 7.2.2
in Tabelle 5 auf S. 89 f. aufgefiihrt.
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(2]
o Alox15" ssc'"
£ 2000+
E == Alox15" ssc"" 4+ 1k
€ 1000+ - i
© Alox15" sschon
e
)
0" i e e |
0 1000 2000 3000 4000
Zeit [Sekunden]

Abbildung 5: ROS-Freisetzung im Zeitverlauf Dargestellt ist die ROS-Freisetzung im
Zeitverlauf Uber eine Stunde unter Stimulierung mit IK. Die Angabe der Lichtintensitat
erfolgte in relativen Lichteinheiten (RLU, von engl. Relative Light Unit). 25.000 Zellen pro
Napfchen und zwei Napfchen pro Gruppe. Beispielhafte Darstellung einer Wiederholung
(n =1). (Die Kurven sind als Mittelwert + SEM dargestellt)
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Abbildung 6: normalisierte ROS-Freisetzung (a-f) zeigen die normalisierte AUC der
Chemilumineszenz-Reaktion (iber einen Zeitraum von zwei Stunden unter entsprechender
Stimulierung. Je Wiederholung erfolgte eine Untersuchung von 25.000 Zellen pro Napfchen
und zwei Napfchen pro Gruppe. Bei jeder unabhangigen Wiederholung wurde die AUC der
WT Probe ohne Stimulation als 0, die WT Probe mit Stimulation als 1 normalisiert (vgl.
2.3.1.5,S. 17). (a,c,e) zeigen die normalisierte Chemilumineszenz von Luminol als Indikator
der intra- und extrazelluldare ROS-Freisetzung, (b,d,f) die normalisierte Chemilumineszenz
von Lucigenin als Indikator der extrazelluldre ROS-Freisetzung (Die Graphen sind als

Mittelwert £ SEM dargestellt; n > 3; *p < 0,05; **p < 0,01)
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3.1.2 Alox157- SSCM&eh PMN bilden mehr NETs

Der Nachweis von NETs erfolgte wie beschrieben (vgl. 2.3.1.6, S. 18). Analog zur ROS-
Freisetzung waren die Alox157- SSC"&" PMN reaktiver und bildeten prozentual mehr NETs
(vgl. Abbildung 7). Diese signifikant erhdhte Bereitschaft NETs zu bilden, lieR sich jedoch
nur unter nicht stimulierten Bedingungen nachweisen. So stieg zwar die Anzahl NET
bildender Zellen nach Stimulation, jedoch war der Unterschied zwischen den
Alox157- SSC"&" PMN und den WT PMN nicht mehr signifikant. In Abbildung 8 sind
mikroskopische Bilder NET bildender PMN dargestellt.

Abbildung 7: NETose Auswertung
Dargestellt ist der Anteil NET
4n I * I bildender PMN ohne Stimulation
' L aus vier unabhingigen Versuchen.
(Die Graphen sind als Mittelwert +
SEM dargestellt; n=4; *p< 0,05;
WT PMN Mittelwert: 0,2598 % +
0,0452 %; Alox157- SSC°¥ PMN
Mittelwert: 0,3301% + 0,0819 %;
Alox157- SSCeh PMN Mittelwert:
2,515% * 1,144 %; p-Wert WT vs.
0~ Alox157- sSchieh = 0,0182)

NETose ohne Stimulation

Anteil NET
bildender PMN [%]
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Abbildung 8: mikroskopische Bilder
NETose Die Bilder (a-c) zeigen NET
bildende PMN ohne Stimulation
(a) WT PMN; (b) Alox157 SSC°% PMN;
(c) Alox157- SSCM&h PMN; Die Bilder
wurden mit einer 600 x VergrofRerung
aufgenommen. Die Zellen wurden mit
DAPI (blau), anti-H3-AK (griin) sowie
mit anti-MPO-AK (rot) gefarbt.

3.1.3 Alox157-SSC"e" PMN haben eine gesteigerte Phagozytoseaktivitit

Neben der ROS-Freisetzung und der NET-Bildung wurde die Phagozytoseaktivitat bestimmt
(vgl. 2.3.1.8, S. 20). Auch hier zeigte sich, dass die Alox157- SSCM&" PMN reaktiver sind, also
vermehrt Partikel phagozytierten. Wurden PMN mit PMA stimuliert, so zeigte sich, wie in
Abbildung 9 dargestellt, sowohl fiir Alox157- SSC"eh gegeniiber Alox157- SSC'°Y, als auch fiir
Alox157- SSChieh  gegeniiber WT PMN eine signifikant erhdhte normalisierte
Phagozytoserate (p-Wert in beiden Fallen = 0,0499). Unter nicht stimulierten Bedingungen
konnte jedoch nach vier unabhadngigen Versuchen keine signifikant erhohte
Phagozytoserate festgestellt werden (p-Wert Alox157- SSC"8" vs. WT = 0,0844: p-Wert
Alox157- SSChieh vs. Alox157- SSCoW = 0,1378).
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Abbildung 9: normalisierte

3n Phagozytoserate in SSCM&" PMN erhoht
I - | Abgebildet ist die normalisierte
 —— Phagozytoserate nach einer

24 dreistlindigen Inkubationszeit mit und

ohne Stimulation durch 100 nM PMA.
Bei jeder unabhangigen Wiederholung
e wurde die WT Probe ohne Stimulation
als 0, die WT Probe mit Stimulation
durch PMA als 1 normalisiert (vgl.

norm alisierte
Phagozytoserate

° « o o 2.3.1.8, S.20). (Die Graphen sind als
$ ®V“ Ky ®?“ ‘;\Q‘ ®? . . _ L%

R Y < o Q Mittelwert + SEM dargestellt; n = 4; *p

N g% f 6;\'@ & <0,05; Alox157- SSC°% Mittelwert:

?@” RN \,@e" 0,1231 +0,2692, Alox157- SSC°" + PMA

& v & Mittelwert: 1,058 + 0,093, Alox157

v N SSchieh  Mittelwert: 0,7002 + 0,3477,

Alox157- SSChieh + PMA Mittelwert:
1,929 + 0,2034)

3.1.4 Alox157- SSCMeh PMN sind hypersegmentiert

Um die morphologischen Eigenschaften der PMN beurteilen zu kdnnen, wurden in
Kollaboration mit Herrn Prof. Dr. Konig aus dem Institut fiir Anatomie,
transmissionselektronenmikroskopische Bilder angefertigt (vgl. 2.3.1.7, S. 19). Hier zeigte
sich, dass die Alox157- SSChe" PMN gegeniiber den Alox157/- SSC°% bzw. WT PMN deutlich

starker segmentiert sind. Drei beispielhafte Aufnahmen sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Alox157/- SSCMih
PMN sind teilweise
hypersegmentiert

(a-c) zeigen transmissions-
elektronenmikroskopische
Aufnahmen mit einer 6000 x
VergroBerung. (a) WT PMN, (b)
Alox157 SSC'*" PMN, (c) Alox157
Sschieh PMIN. Die Pfeile zeigen
beispielshaft auf einen wenig
segmentierten neutrophilen
Granulozyten in der Alox157
SSC'°% Subpopulation bzw. auf
einen Kern mit sieben Segmenten
in  der  Alox157-  SSChigh
Subpopulation.

3.1.5 Alox157-SSChieh PMN haben einen gestorten Zellzyklus

Durch die verdanderte Morphologie des Zellkerns und hier nicht angefiihrte Daten einer
Ribonukleinsdure Sequenzierung gab es Indizien, dass der Zellzyklus in Alox157- PMN
verdndert ist. Daher wurde der Zellzyklus wie beschrieben analysiert (vgl. 2.3.1.9, S. 21).

Zunachst wurde als Kontrolle, wie in Abbildung 11 gezeigt, der Zellzyklus von Jurkat Zellen
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untersucht. Hier ergab sich bei jeder unabhangigen Wiederholung des Versuchs, dass sich
die Jurkat Zellen zu etwa 55 % in der G1- bzw. GO-Phase, zu etwa 25 % in der S-Phase und
zu etwa 20 % in der G2- bzw. M-Phase befanden und somit im zu erwartenden Bereich
lagen (Miyoshi et al. 2004). Bei der anschlieBenden Untersuchung der PMN zeigte sich, dass
sich PMN der Alox157- SSC"eh Subpopulation signifikant haufiger in der G2 bzw. M-Phase
befanden als die PMN der WT Population (p = 0,0219) (vgl. Abbildung 12). Auch Alox157
SSC'°" PMN befanden sich haufiger als WT PMN in der G2 Phase. Dieser Zusammenhang ist
jedoch fiir Alox157-SSC'®" PMN nicht signifikant (WT Zellen in G2-Phase: Mittelwert: 2,86,
SD: 1,2; SSC'°" Zellen in G2-Phase: Mittelwert: 18,63, SD: 5,86 p-Wert: 0,53).

Einze lzellen &5,
824" :

SSC-A

SSC-H

Count

SSC-A

0 200 400 600 800 1,0K

V1-A :: V1 VioBlue-A

Abbildung 11: Zellzyklusanalyse Jurkat Zellen Links: Gatingstrategie: Zunachst wurden
Einzelzellen und im Anschluss die Lymphozytenpopulation in die Analyse eingeschlossen.
Rechts: Im Histogramm wird die Anzahl der Zellen je Intensitadtseinheit im VioBlue-Kanal
dargestellt. Da es sich um eine lineare Darstellung handelt, ist der DNS-Gehalt der Zellen
direkt proportional zur Intensitat. Zellen, die durch die zweite Spitze reprasentiert werden,
enthalten den doppelte DNS-Gehalt (4 ¢ 2 G2- bzw. M-Phase) gegeniiber den Zellen der
ersten Spitze (2 ¢ 2 G1- bzw. GO-Phase). Die dazwischenliegenden Zellen replizieren ihre
DNS und befinden sich somit in der S-Phase des Zellzyklus.
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Abbildung 12: Zellzyklusanalyse zeigt einen GroRteil der Alox157- SSC"e" PMN in G2-
Phase Angegeben ist die prozentuale Verteilung der Zellen der WT, Alox157- SSC°* und
Alox157-SSCMeh population auf die verschiedenen Phasen des Zellzyklus. (Dargestellt ist der
Mittelwert + SEM aus drei unabhangigen Versuchen. *p-Wert < 0,05)

3.2 Alox157- PMN sind in vivo in der Lage, ihre Effektorfunktion auszuiiben

Um zu Uberpriifen, ob die Alox157- PMN trotz der oben beschriebenen Verdnderungen der
Funktion und des Zellkerns in der Lage sind, ihre Effektorfunktion auszuiliben, wurde ihre
Funktion in vivo analysiert. Hierzu eignet sich das passive EBA-Modell, da fiir die Entstehung
des Gewebeschadens eine Rekrutierung und Aktvierung von PMN in der Haut von Mausen
notwendig ist (Chiriac et al. 2007; Ludwig 2013). Durch die Verwendung eines chimaren
Modells kann zudem der Effekt radioresistenter Zellen auf die Funktion der PMN beurteilt

werden.

Im Folgenden wird zundchst der Erfolg der verwendeten Methoden (Uberprift.
AnschlieBend erfolgt die Beschreibung der Krankheitsaktivitdit sowie des

Differenzialblutbildes im Zeitverlauf.

3.2.1 Reaktivitdt des isolierten Kaninchen-anti-mCOL7c-IgGs

Fiir die Initiierung des passiven EBA Models wurde Kaninchen-anti-Maus-COL7c-IgG
aufgereinigt (vgl 2.3.2.4, S. 25 ff.). Nach Konzentrierung des Proteins ergab sich eine
Konzentration tiber 0,5 mg/ml. Um zu Gberpriifen, ob und wie stark das IgG an das murine
Kollagen bindet, wurde eine Serienverdiinnung des IgGs angefertigt und die Bindung des
IgGs in einer indirekten Immunfluoreszenz tberprift (vgl. 2.3.2.8.2, S. 33). Hier zeigte sich,

dass das IgG entlang der DEJ bis mindestens zu einer Verdiinnung von 1:64.000 band.
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3.2.2 Nachweis der erfolgreichen Knochenmarkstransplantation mittels
Durchflusszytometrie

Durch die unterschiedlichen CD45-Molekiile der WT und der Alox157- Méause kann der

Erfolg der Knochenmarkstransplantation untersucht werden (vgl. 2.3.2.2.2, S. 31). Die

Transplantation wurde als erfolgreich gewertet, wenn liber 95 % der untersuchten PMN

das gewiinschte CD45-Molekil exprimierten. Beispielhaft sind unter Abbildung 13

Diagramme mit zwei erfolgreichen Transplantationen beigefiigt.

Ly6 G+
75,8

E\'n_z'e:\'ze\len Granulozytenpopulation

SSC-A
SSC-A
SSC-A

SSC-H Ly6G - PE

Alox157 = WT WT - Alox157-

Jo 0,30 1993 0

APC — CD45.1 — WT KM
APC — CD45.1 — WT KM

0 =4 o Q3 0 4 Q3
0 99,7 0,66 0

T T T T T T T T T T T T
1 2 2
101 02 3

0 1 10
FITC — CD45.2 — Alox157- KM FITC — CD45.2 — Alox157- KM

Abbildung 13: Transplantationserfolg Oben: Gatingstrategie: Zunachst wurden
Einzelzellen, dann die Granulozytenpopulation im FSC x SSC und anschlieBend Ly6G*-Zellen
in die Analyse eingeschlossen. Unten: Gleichzeitige Darstellung des FITC- und APC-Signals.
FITC — CD45.2 gibt die Herkunft der PMN aus Alox157- Mausen, APC — CD45.1 die Herkunft
der PMN aus WT Mausen an. Links unten ist eine erfolgreich transplantierte WT Maus, die
Alox157- KM erhielt, rechts unten ist eine erfolgreich transplantierte Alox157- Maus, die WT
KM erhielt, dargestellt.
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3.2.3 Kaninchen-anti-mCOL7c-IgG filhrt in vivo zu einer dermoepidermalen
Spaltbildung

Nachdem die Reaktivitat des anti-mCOL7c-IgGs bereits vor den Experimenten in vitro

Uberprift worden war, wurde am letzten Tag des Experiments lasionale Haut der Mause

entnommen und mit Himatoxylin-Eosin-Farbung gefarbt (vgl. 2.3.2.8.1, S. 33). Hier konnte

gezeigt werden, dass die AAK auch in vivo zu einer Spaltbildung in der DEJ fihren.

Beispielhaft ist in Abbildung 14 eine mikroskopische Aufnahme muriner Haut mit einer

solchen subepidermalen Blase dargestellt.

Abbildung 14: beispielhafte Darstellung
der Spaltbildung in der
dermoepidermalen Junktionszone HE-
Farbung in 200 x VergroRBerung, Haut
einer WT > WT Maus an Tag 22 des
\ Experiments. Pfeil zeigt auf Spaltbildung
in DEJ.

3.2.4 Alox157- PMN sind in vivo in der Lage, eine Gewebeschidigung herbeizufiihren

Nachdem der Erfolg der Transplantation iberprift worden war, wurde experimentelle AK-
Transfer-EBA an den Tagen 0, 2 und 4 des Experiments induziert (vgl. 2.3.2.3, S. 25).
AnschlieRBend erfolgte die Beurteilung der Krankheitsauspragung an den Tagen 6, 10, 14,
18 und 21 des Experiments (vgl. 2.3.2.6, S. 31). Hier zeigte sich, wie in Abbildung 15 zu
erkennen, dass die Krankheitsauspragung in Alox157 = Alox157 und WT = WT Mausen
wahrend der ersten Phase des Experiments nahezu identisch ist. Eine etwas starkere
Krankheitsauspragung der Alox157- > Alox157- M&use an Tag 6 und 10 war nicht
signifikant. Demzufolge sind Alox157- PMN trotz Veranderungen ihres Zellkerns und ihrer

Funktion in der Lage, eine Gewebeschadigung herbeizufihren.

Auffillig war jedoch, dass WT - WT Méuse gegeniiber Alox157 - Alox157- M&usen eine
reduzierte Krankheitsauspragung in der zweiten Halfe des Experiments aufwiesen. Diese
reduzierte Krankheitsauspragung ist an den Tagen 14 und 18 des Experiments statistisch
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signifikant (vgl. Tabelle 3). Die Krankheitsauspragung der Gruppen WT = Alox157- und

Alox157- - WT liegen zwischen der der beiden erstgenannten.

Tabelle 3: Statistik der Krankheitsauspragung an Tag 14, 18 und 21

Gruppe n Mittelwert | SD SEM p-Wert
s WT > WT 13 3,24 0,893 0,248
0 y y 0,0008
° Alox157" = Alox157" 15 4,80 1,400 0,362
% WT - WT 13 2,67 0,885 0,246
o0 y / 0,0365
° Alox157" = Alox157 15 3,73 1,408 0,364
= WT > WT 13 2,67 0,885 0,246
o0 0,1508
il Alox157- > Alox157 15 3,01 1,294 0,334

- WT 5> WT
= Alox157 5 Alox15 "
WT - Alox15”"

== Alox15 " 5> WT

Betroffene Kdrperoberflache [%]

0 T T T T
0 6 10 14 18 21

Zeit [Tagen]

Abbildung 15: stirkere Krankheitsauspragung in Alox157- = Alox157- Mausen in zweiter
Halfte des Experiments Legende: Spender-KM -> KM-depletierte-Empfanger-Maus;
Krankheitsauspragung der AK-Transfer-EBA in WT = WT vs. Alox157 > Alox157 vs. WT >
Alox157" vs. Alox157- > WT Mausen. Dargestellt sind Daten aus zwei unabhingigen
Versuchen. Die angegebenen Prozentwerte sind um den Batch-Effekt korrigiert. Graph als
Mittelwert + SEM; Daten wurden mit zweifaktorieller Varianzanalyse ausgewertet
n = 13-17 Mause pro Gruppe; p-Werte geben Signifikanz zwischen WT = WT vs. Alox157 >
Alox157 an; *p < 0,05; ***p < 0,0001
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3.2.5 Maiuse mit Alox157-KM zeigen ein gestortes Differentialblutbild

Um den Einfluss radioresistenter und radiosensibler Zellen im Alox157- Modell auf die
Zeitkinetik der Leukozytenmigration in experimentellem EBA zu untersuchen, wurde den
Mausen anTagO, 6, 10, 14, 18 und 22 des Experiments Blut entnommen (vgl. 2.3.2.7, S. 32).
In diesem wurde nun mit der Durchflusszytometrie der relative Anteil der PMN,
Monozyten, B- und T-Zellen an allen Leukozyten bestimmt. Wahrend der letzten
unabhdngigen Wiederholung des Experiments wurden zusatzlich die absoluten Werte der
genannten Leukozyten gemessen. Die Leukozytenmigration im Zeitverlauf des

experimentellen EBA ist in Abbildung 16 dargestellt.

Es zeigte sich, dass die gesamten Leukozyten in den Mausen, die Alox157- KM erhielten,
deutlich reduziert waren (p-Wert fir den gesamten Zeitraum fir WT - WT vs.
Alox157 > Alox157" bzw. Alox157--> WT < 0,001; eine detaillierte Auflistung der
statistischen Signifikanz ist im Anhang in Tabelle 6 auf S. 91 f. zu finden). Diese Reduktion
ist vor allem auf eine Depletion der B-Zellen zurlickzufiihren. So sind die B-Zellen im Mittel

um den Faktor 20-30 reduziert.

Aber auch die Anzahl von PMN ist im peripheren Blut von Méausen, die Alox157 KM
erhielten, reduziert. Zwar ist diese Neutropenie bereits vor Beginn des Experiments
statistisch signifikant, jedoch steigt die Neutrophilen-Zahl in Mausen, die WT KM erhielten,
nach Induktion der Entziindung deutlich an. Dieser Anstieg fillt in Alox157- KM Mé&usen bei

absoluter Betrachtung deutlich geringer aus.

Ahnlich den PMN stieg auch die Monozytenzahl nach Induktion der AK-Transfer-EBA. Hier
konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt
werden. Lediglich bei Betrachtung der relativen Werte gab es Unterschiede. Diese ergaben
sich aus der gleichbleibenden Monozytenzahl bei gleichzeitiger Reduktion der gesamten

Leukozyten der M&duse mit Alox157- KM.

Bei den T-Zellen wurde ebenfalls eine Reduktion in Mdusen mit Alox157- KM gegeniiber
Mausen mit WT KM festgestellt. Diese Reduktion ist jedoch bei Alox157- = WT Méusen

weniger stark ausgepragt als bei Alox157 - Alox157- Mausen.
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Abbildung 16: Differentialblutbild
im Verlauf der AK-Transfer-EBA in
Alox157/ Maiusen gestort
Erfassung der Leukozytenzahl im
Verlauf der EBA nach Bestrahlung
mit einer todlichen Dosis y-
Strahlung und Rekonstitution der
KM-Funktion durch
Transplantation von WT bzw.
Alox157" KM; (a) Gesamtheit aller
CD45 exprimierenden  Zellen;
(b) Legende: Spender-KM - KM-
depletierte-Empfanger-Maus;

(c,e,g,i) absolute Zellzahl der
jeweiligen Zellpopulation;
(d,f,h,k) Anteil der jeweiligen

Zellpopulation an Gesamtheit der
Leukozyten; (c,d) CD45*, Ly6G*,
Ly6C* Zellen; (e,f) CD45*, Ly6C",
Ly6G, CD3" Zellen; (gh) CDA45*,
CD3* Zellen; (i,k) CD45*, CD19*
Zellen; n pro Gruppe fir absolute
Werte: 4-9; npro Gruppe fir
relative Werte: 10-22; Graph als
Mittelwert + SEM;
Signifikanzniveau bezieht sich auf
WT > WT VS.
Alox157- > Alox157;  *p <0,05;
**p <0,01; ***p <0,001,
****p <0,0001; Daten wurden
statistisch mit zweifaktorieller
Varianzanalyse ausgewertet und
die p-Werte mit dem Tukey-Test
angepasst.
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung der beiden Alox157- PMN Subpopulationen

Die 12/15-LOX ist ein Enzym, das gewebe- bzw. kontextabhangig vielfaltige Funktionen
ausibt, die zum Teil sogar gegensatzlich sind. Unter anderem scheint es an der Regulation
der Hamatopoese, von Entziindungsreaktionen und autoimmunen Prozessen beteiligt zu
sein (Singh und Rao 2019). Bei all diesen Prozessen spielen neutrophile Granulozyten als
erste Zellen einer Immunantwort eine wesentliche Rolle (Kolaczkowska und Kubes 2013).
Wahrend bisher auf zelluldrer Ebene vor allem der Einfluss einer 12/15-LOX-Gendefizienz
auf Makrophagen untersucht wurde, wurde mit dieser Arbeit erstmalig eine

Charakterisierung der Funktion des Alox15-Gens in PMN durchgefihrt.

4.1.1 Alox157/- SSCMeh PMN zeigen eine gesteigerte Effektorfunktion

Wie bereits in den unveroffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe dargestellt, wurde eine
Sschieh  PMN  Subpopulation in  12/15-LOX-defizienten Mausen festgestellt. In
verschiedenen Versuchen, die nach Aufreinigung der beiden Subpopulationen mittels FACS
durchgefiihrt wurden, zeigten sich deutliche Unterschiede zu WT PMN: Alox157/- SSChieh,
nicht jedoch Alox157- SSC°% PMN zeigten eine deutlich gesteigerte Aktivitit. Bei gleicher
Stimulation bildeten die Alox157- SSCM&" PMN mehr ROS, NETs und phagozytierten mehr
Partikel als WT oder Alox157- SSC'®" PMN. Die Hypothese unserer Arbeitsgruppe, dass die
Alox157- SSChgh PMIN fiir die gesteigerte Aktivitit der Neutrophilen verantwortlich sind,

konnte demzufolge bestatigt werden.

Die Auswertung des NETose Assays zeigte eine Besonderheit: Neutrophile Granulozyten
bilden nach Stimulation durch PMA, aber auch durch Stimulation mit anderen Stoffen wie
beispielsweise Interleukin-8, Bakterien und Antigen-Antikorper-Komplexen, NETs (Yang et
al. 2016). In unserem NETose Assay bildeten die Alox157- SSCM&" PMN jedoch bereits ohne
Stimulation vermehrt NETs. So ist eine Aktivierung im Verlauf des mehrstindigen
Isolierungsprozesses, wahrenddessen die Zellen u. a. eine Sortierung im FACS durchlaufen,
denkbar. Hiergegen spricht jedoch, dass die WT PMN, die als Kontrolle den gleichen Prozess
durchliefen, nicht ebenfalls zur NET-Bildung neigten. Die 12/15-LOX Defizienz scheint
demzufolge die PMN zur Bildung von NETs zu pradisponieren. Eine solche Pradisposition,
also eine NET Bildung ohne Stimulation, ist u. a. bei Mdusen und Menschen mit Diabetes
mellitus (Dm) beschrieben. Als Ursache vermuteten Carestia und Kollegen eine basale
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Erhéhung inflammatorischer Zytokine bei Patienten mit Dm-Typ-2 (Wong et al. 2015;

Carestia et al. 2016).

Moglicherweise fuhrt das Fehlen der 12/15-LOX zu einer dhnlichen Situation. Zahlreiche
Produkte der 12/15-LOX sind antiinflammatorische Botenstoffe wie beispielsweise SPM
(vgl. Tabelle 4, Seite 87). Resolvine und Protectine etwa filihren zu einer Reduktion der
Produktion proinflammatorischer Zytokine (Bannenberg et al. 2005; Hsiao et al. 2013). So
ist eine Verschiebung des Gleichgewichts hin zu einem Uberwiegen inflammatorischer
Zytokine denkbar. Hierfiir spricht, dass sich auch im ROS-Freisetzungs-Assay ohne
Stimulation mit PMA eine Erhéhung der intra- und extrazellularen ROS-Produktion von
Alox157- SSCMeh  zeigte, wihrend WT PMN ohne Stimulation kaum reaktive

Sauerstoffspezies produzierten.

Auch die unter Stimulation ungehemmte ROS-Produktion und die hohe Phagozytoserate
der Alox157- SSC"eh PMN gegeniiber den WT PMN sprechen fiir ein Uberwiegen
antientztindlicher Metabolite durch die 12/15-LOX in PMN. Als verantwortlicher Metabolit
kommt insbesondere Protectin DX in Frage, fiir das bereits nachgewiesen wurde, dass es
die ROS-Produktion hemmt (Liu et al. 2014). Indes bleibt es unklar, woher diese Metabolite
stammen. So kann in humanen neutrophilen Granulozyten die mRNA der 15-LOX-1 zwar
induziert werden (Levy et al. 2001), in frisch isolierten PMN wird Alox15 jedoch nicht
exprimiert (Archambault et al. 2018). Ob es sich um einen zellautonomen Effekt handelt,
konnte jedoch mithilfe eines PMN-spezifischen, konditionellen Knockout-Modells

analysiert werden.

Méglicherweise ist die SSC"&" Subpopulation die Folge dieser gesteigerten Aktivitit. Die
Aktivierung von PMN geht neben einer gesteigerten ROS-Produktion mit der Bildung von
Organellen einher, die Vakuolen dhnlich sind. Diese Steigerung der Komplexitat der inneren

Strukturen der Zelle kénnte Ursache des erhdhten SSC-Signals sein (Kono et al. 2018).

4.1.2 12/15-LOX-Defizienz fiihrt zur Enthemmung der Proliferation und verdndert die
Morphologie des Zellkerns

Besonders auffallig sind zudem die Ergebnisse der Zell-Zyklus-Analyse: Wahrend sich PMN

normalerweise nicht teilen und dauerhaft in der GO-Phase des Zellzyklus verbleiben (Boll

und Fuchs 1970; Klausen et al. 2004), war der DNS-Gehalt in Giber 90 % der SSCheh PMN

verdoppelt. Somit befanden sich ein GroRteil der SSCM&" PMN in der G2- bzw. M-Phase.
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Auch die SSC'®" PMN befanden sich mit etwa 19 % haufig in der G2- bzw. M-Phase. Hier

wurde jedoch keine statistische Signifikanz gegeniliber den WT-Zellen festgestellt.

Veridnderungen des Zell-Zyklus wurden bereits in Alox157- myeloischen Zellen der Milz von
Middleton und Kollegen beschrieben: Befanden sich in WT Mausen nur 2-3% der
Myeloidzellen in der S-, G2- oder M-Phase, so waren es in Alox157- Mausen 30-40 %. Auch
die Apoptoserate war in diesen Zellen verringert. Dies wurde im Zusammenhang mit der
Entstehung einer myeloproliferativen Erkrankung 12/15-LOX-defizienter Mause
beschrieben, die sich in allen Mausen spatestens im Alter von acht Wochen manifestierte.
Pathogenetisch wurde das Fehlen der Inhibition des Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Weges (P13K) durch die 12/15-LOX bzw. deren Produkte vermutet (Middleton et al. 2006):
PI3K reguliert die Aktivitat der Proteinkinase B (PKB). Diese ist wiederum Uber zahlreiche
Mechanismen an der Onkogenese durch z.B. Steigerung der Proliferationsrate und
Hemmung der Apoptose beteiligt (Franke et al. 2003; Hers et al. 2011; Vogt et al. 2011). In
anderen Geweben sind sowohl aktivierende als auch inhibierende Funktionen von
12/15-LOX Produkten auf die PKB beschrieben. Somit scheint die Regulierung des PI3K-
Weges durch die 12/15-LOX gewebeabhangig zu sein. Auch der Transkriptionsfaktor
Interferon-Konsensussequenzbindendes Protein (interferon consensus sequence binding
protein = ICSBP) war in myeloischen Zellen dieser Mause verstarkt phosphoryliert und im
Zellkern weniger stark angereichert, was eine verstarkte Expression des Onkogens Bcl-2
bedingte. PI3K-Inhibitoren fliihrten zu einer Normalisierung der ICSBP-Funktion, der Bcl-2
Level und des Zelliiberlebens. Middleton und Kollegen vermuteten demzufolge, dass die
12/15-LOX Uber die Inhibition der PI3K in myeloischen Zellen proliferationshemmend wirkt
(Middleton et al. 2006). Unsere Daten stiitzen die von Middleton und Kollegen aufgestellte

Hypothese, dass die 12/15-LOX auf myeloische Zellen proliferationshemmend wirkt.

Mit dem DNS-Gehalt in den SSC"&" PMN korreliert die Segmentierung der Zellen, die in der
TEM untersucht wurde. Waren Zellen der SSC°" Subpopulation wenig oder nicht
segmentiert, zeigten SSC"8" PMN bis zu acht Segmente und waren somit hypersegmentiert.
Ein Zusammenhang zwischen DNS-Gehalt und Segmentierung ist bisher nicht bekannt bzw.

wurde in Bezug auf Aneuploidie bzw. Polyploidie nicht festgestellt (Schmalzl et al. 1970).

Da unreife PMN stabformig und reife PMN segmentiert sind, ist es naheliegend, einen
Zusammenhang zwischen dem Alter und der Segmentierung von PMN anzunehmen. So ist

51



4. Diskussion

es denkbar, dass es sich bei den hypersegmentierten PMN um gealterte PMN handelt, die
ihre Fahigkeit, die Apoptose einzuleiten, verloren haben. PMN mit dieser
Segmentierungsstérung werden dementsprechend auch als Uberreif bezeichnet (Tzankov
et al. 2012). Hierfiir sprache, dass Middleton und Kollegen in Alox157- myeloischen Zellen
eine Reduktion der Apoptoserate bzw. ein verlingertes Uberleben nachwiesen (Middleton
et al. 2006). Der Nachweis dieses Zusammenhangs ist aber aufgrund der schwierigen
technischen Durchfiihrbarkeit der Beobachtung von PMN in vivo schwer zu erbringen. So
beschrankten sich Versuche mit dieser Fragestellung auf einen Beobachtungszeitraum von
einer Stunde (Sanchez und Wangh 1999). Eine Hypersegmentierung ist hingegen im
Zusammenhang mit einem Folsdaure-, Vitamin B12- oder Eisenmangel (Bills und Spatz 1977;
Thompson et al. 1989; Westerman et al. 1999) bzw. bei Tumorerkrankungen beschrieben.
Hypersegmentierung konnte von Bailey und Kollegen durch Inkubation mit dem Serum
tumortragender Mause induziert werden (Bailey et al. 1989). Im Zusammenhang mit
Tumoren werden hypersegmentierten PMN tumorsupprimierende Eigenschaften
zugeschrieben, die mit einer erhéhten ROS-Bildung und erhéhten proinflammatorischen
Zytokinen assoziiert sind (Fridlender et al. 2009). Die Hypersegmentierung dieser PMN
konnte durch ACE-Hemmer und Retinsdure induziert und durch mTor-Inhibitoren
verhindert werden. Wie auch in unseren Versuchen bildeten diese hypersegmentierten

PMN vermehrt NETs (Shrestha et al. 2016; Shrestha et al. 2017).

Durch unsere Arbeit konnte ein hemmender Effekt der 12/15-LOX auf die Segmentierung
von PMN gezeigt werden. Als moglicher Mechanismus kommt eine Inhibition von mTOR

durch die 12/15-LOX in Frage.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die 12/15-LOX einen hemmenden
Einfluss auf die Proliferation und die Segmentierung von PMN hat. So wird bei 12/15-LOX
Defizienz eine PMN Subpopulation gebildet, die sich neben der oben beschriebenen
gesteigerten Aktivitdt durch eine vermehrte Segmentierung und einen enthemmten
Zellzyklus auszeichnet. Diese deutlichen Veranderungen der PMN sind Uberraschend, da
nicht stimulierte PMN Alox15 zumindest im Menschen nicht exprimieren (Archambault et

al. 2018).
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4.2 Alox157- PMN fiihren in vivo zur Gewebeschidigung

Die deutlichen Verdanderungen der Morphologie des Zellkerns und der Funktion 12/15-
LOX-defizienter PMN werfen die Frage auf, ob diese PMN auch in vivo in der Lage sind
zielgerichtet  Entzliindungsreaktionen hervorzurufen. SchlielRlich  zeichnen sich
Entziindungsreaktionen in vivo durch komplexe Vorgdnge aus. Um eine
Entziindungsreaktion zu modellieren, in der insbesondere die Funktion der PMN
untersucht werden kann, entschieden wir uns fiir das experimentelle Antikérper-Transfer-

EBA-Modell.

Wie zuvor erlautert, wurde anti-mCOL7c-IgG in das subkutane Fettgewebe injiziert. Diese
banden an das murine COL7. Sind die Antikérper nun an COL7 gebunden, findet eine Fcy-
Rezeptor-abhangige Entziindungsreaktion statt: In der DEJ lagern sich die
Komplementfaktoren C3 und C5b ab und es kommt zu einer Aktivierung des
Komplementsystems. Das Komplementsystem ist fir die Entstehung der Hautldsionen
essenziell. So kommt es in Abwesenheit von C5 zu keiner (Sitaru et al. 2005) und in
Abwesenheit des alternativen Wegs des Komplementsystems zu einer deutlich reduzierten
Krankheitsaktivitat (Mihai et al. 2007). Neben weiteren Zytokinen tben Spaltprodukte der
Komplementfaktoren eine chemotaktische Wirkung auf PMN aus. Insbesondere ist aber
die 5-LOX und ihr Produkt LTB4 fiir die Rekrutierung von PMN und die Entstehung von

Hautldsionen unabdingbar (Sezin et al. 2017).

Die Rekrutierung von PMN sowie anderer Leukozyten verlauft im Allgemeinen in zwei
Phasen: Die in der friihen vaskuldaren Phase dilatierenden Gefal3e bedingen eine gesteigerte
Durchblutung. Erwdarmung und Rotung sind die Folge. AnschlieRend kommt es zur
Erhéhung der Permeabilitdt der GefaBwande und dem Verlust proteinreicher Flissigkeit
ins Gewebe. Aufgrund des erhohten Gefaldurchmessers und des Flissigkeitsverlusts
verringert sich die Flussgeschwindigkeit des Blutes (Kumar et al. 2015). Dies ist fiir die
Extravasation von Leukozyten in der anschlieRenden zelluldiren Phase erforderlich
(Marchesi 1961). Hierzu sind zahlreiche Adhdsionsmolekile an den Endothelzellen und den
Leukozyten notwendig, die zytokin-abhangig induziert werden. Zunachst verlangsamen
sich die Zellen durch lose Zell-Zell-Kontakte und rollen am Endothel entlang. Eine feste

Bindung und die Transmigration durch das Endothel schlieRen sich an. Im Gewebe folgen
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die Leukozyten einem Konzentrationsgradienten an Chemokinen und gelangen so an den

Ort der Entziindungsursache (Kumar et al. 2015).

Im Rahmen der EBA erfolgt die Aktivierung der PMN in Abhangigkeit der Bindung des Fcy-
Rezeptors IV an die Immunkomplexe (Kasperkiewicz et al. 2016). Zusammen mit anderen
Rezeptoren fuhrt dessen Aktivierung zu einer Stimulation verschiedener Kinasen u. a. der
SRC-Familie (Kovdcs et al. 2014). Schlussendlich fuhrt die Aktivierung der PMN (iber die
Freisetzung der Matrix-Metalloproteinase sowie die Aktivierung der NADPH-Oxidase und
konsekutiver ROS-Bildung zur dermoepidermalen Spaltbildung. So sind Mause, in denen
neutrophile Granulozyten mittels anti-Gr-1-Antikorpern depletiert wurden, gegentber der

Entwicklung der EBA immun (Shimanovich et al. 2004; Chiriac et al. 2007).

Die 12/15-LOX scheint die obengenannten Mechanismen wahrend der Effektorphase der
EBA nicht wesentlich zu beeinflussen. So ist der Krankheitsverlauf wahrend der ersten zehn
Tage in allen vier Gruppen nahezu identisch. Dies legt nahe, dass die Transmigration und
Aktivierung von 12/15-LOX-defizienten PMN in vivo nicht wesentlich gestort ist. Eine
nahezu identische Krankheitsauspragung wahrend der ersten zehn Tage ist insofern
erstaunlich, als dass die Anzahl der PMN im peripheren Blut von Alox157- - Alox157 und
Alox157- = WT Méusen deutlich reduziert ist. Auch der Anstieg der PMN im peripheren
Blut, wie er in WT > WT bzw. WT = Alox157- Mausen zu sehen ist, bleibt nach Exposition

mit anti-mCOL7c-1gG aus.

4.3 12/15-LOX Defizienz fiihrt zu einer verzégerten Auflosung der Entziindung

Interessant ist, dass Entziindungsreaktionen in der Haut im Rahmen des experimentellen
EBA-Modells wahrend der Resolutionsphase durch die 12/15-LOX beeinflusst werden. Hier
scheinen die antiinflammatorischen/pro-resolutorischen Eigenschaften der 12/15-LOX die
inflammatorischen zu (iberwiegen. So zeigte sich in der zweiten Halfte des Experiments,
nachdem die Krankheitsauspragung ihren Hohepunkt erreichte hatte, eine schnellere

Regeneration in Mausen, in denen die 12/15-LOX exprimiert wurde.

Unsere Daten legen nahe, dass die verzogerte Auflosung der Krankheitsaktivitat auf eine
verzogerte Inhibition der Transmigration bzw. Aktivierung neutrophiler Granulozyten
zurtickzufiihren ist. Dies kann mit einer Reduktion der verfligbaren 12/15-LOX-abhéngig

produzierten SPM zusammenhangen. Wie einleitend beschrieben, iben SPM (iber diverse
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Mechanismen ihre antiinflammatorische Funktion aus. Unter anderem hemmen sie die
Migration von PMN ins Gewebe und vermitteln deren Efferozytose durch Md¢ (Serhan et
al. 2012; Serhan et al. 2015a). Ferner inhibieren SPM die NF-kB Aktivierung und COX-2
Expression (Marcheselli et al. 2003) und initiileren die Bindung von Chemokinen an
apoptotische PMN sowie T-Zellen und beschleunigen so die Elimination von Chemokinen
(Ariel et al. 2006). AuRerdem beschleunigen sie die Regeneration von Gewebe und
reduzieren Schmerz (Serhan et al. 2012). Eine besondere Bedeutung kommt
moglicherweise dem Resolvin DX zu, das, wie zuvor bereits erwahnt, in der Lage ist, die

Menge der durch PMN freigesetzten ROS zu reduzieren (Liu et al. 2014).

Unsere Daten lassen keine genaue Lokalisation der 12/15-LOX Expression zu, jedoch ist
davon auszugehen, dass sowohl hamatologische, radiosensible Zellen als auch
radioresistente Zellen Alox15 exprimieren und an der Synthese antientziindlicher und pro-
resolutorischer Metabolite beteiligt sind. So waren sowohl Alox157--> WT als auch
WT - Alox157 M3use  nicht im gleichen MaRe beeintrichtigt wie in
Alox157- > Alox157- Mause. Die Beteiligung radioresistenter Zellen ist interessant, da sich
ein GroRteil der Forschung zu Alox15 auf hamatologische Zellen bezieht (Singh und Rao
2019). Die Expression von Alox15 wurde jedoch u. a. in Epithelzellen nachgewiesen (Sigal

et al. 1992).

Zwar ist fur die Entstehung der Krankheitsauspragung bei der EBA eine Abhangigkeit von
neutrophilen Granulozyten bekannt, jedoch ist dies fiir die Auflosung der Entzlindung nicht
sicher der Fall. Nichtsdestotrotz ist eine Beteiligung der Neutrophilen an der
beschleunigten Auflésung der Entziindung in Méausen, die Alox15 exprimieren, moglich. So
fihren proinflammatorische Zytokine wie Prostaglandin E; in Neutrophilen zu einer
Induktion der Alox15 Expression und somit zu einem Wechsel der synthetisierten
Lipidmediatorklasse von pro- zu antientziindlich bzw. pro-resolutorisch. Demzufolge leitet
der Beginn einer Entziindungsreaktion bereits ihr eigenes Ende ein (Levy et al. 2001).
Daneben ist eine Beteiligung eosinophiler Granulozyten denkbar. Diese werden erst
wahrend der Resolutionsphase in das Gewebe rekrutiert und beschleunigen 12/15-
LOX-abhangig tUber die Synthese von SPM die Auflésung der Entziindung (Yamada et al.

2011). Kirzlich konnten wir zeigen, dass wahrend des passiven EBA-Maus-Modells ein
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Grol3teil der eosinophilen Granulozyten Alox15 exprimieren, was eine Funktion dieser

Population in der Resolution der Entziindungsreaktion nahelegt (Sezin et al. 2020).

4.4 Alox157-PMN als mogliche Modulatoren der EBA

Der aggravierte Krankheitsverlauf im passiven EBA Maus-Modell legt nahe, dass auch
Menschen mit einer Mutation im Alox15 Gen eine stdrkere Krankheitsauspragung
aufweisen. Da EBA jedoch eine sehr seltene Erkrankung ist, stellt sich vor allem die Frage,
ob Mutationen im Alox15 Gen den Ausbruch der EBA im Menschen triggern kdnnen. Wie
einleitend erwéahnt, sind verschiedene Mechanismen beschrieben, Gber die die Defizienz
der 12/15-LOX zu einem Bruch der immunologischen Toleranz fiihrt. Zum einen ist die
12/15-LOX an der nicht-entziindlichen Entfernung apoptotischer Zellen durch residente
Makrophagen beteiligt. Ist diese durch das Fehlen der 12/15-LOX gestort, zeigen Mause ein
Lupus-ahnliches Krankheitsbild (Uderhardt et al. 2012). Zum anderen zeigen dendritische
Zellen, in denen die 12/15-LOX ausgeschaltet ist, sowohl im Menschen als auch in der Maus
eine beschleunigte Reifung und eine Verdanderung ihres Zytokin-Profils. Dies bedingt eine
gesteigerte Th17-Differenzierung. Vermutlich erfolgt Uber diesen Mechanismus die
Zunahme der Krankheitsaktivitat in Thl7-abhdangigen Autoimmunerkrankungen in

Alox157-Mé&usen (Emerson und LeVine 2004; Rothe et al. 2015).

Auch bei EBA sind flr die Produktion von Autoantikérpern durch B-Zellen T-Zellen
notwendig (Sitaru et al. 2010). Hier scheinen CD4* T-Zellen mit einer Th1-Polarisierung eine
bedeutende Rolle zu spielen, deren Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen
abhangig ist (Hammers et al. 2011; Iwata et al. 2013). Interessant ist, dass neutrophile
Granulozyten vermutlich Gber die Beeinflussung des Zustroms antigenprasentierender
Zellen in die drainierenden Lymphknoten die Menge der produzierten Antikérper
beeinflussen. So zeigten Mause, in denen Neutrophile depletiert wurden, eine geringere
Antikorperproduktion (Samavedam et al. 2014). Es ist verlockend zu spekulieren, dass die
diversen aktivierenden Effekte einer 12/15-LOX Defizienz auf PMN diesen Mechanismus
beeinflussen. So wire die Durchfithrung des aktiven EBA-Modells mit Alox157- M&usen

interessant, um Informationen lber die Induktionsphase der EBA zu erhalten.

4.5 Hamatologische Verdnderungen durch die 12/15-LOX
Der Einfluss der 12/15-LOX auf hamatopoetische Zellen wird kontrovers diskutiert. Nach

der Entwicklung der Alox157 Méause in den 1990ern, wurden zunichst keine
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Veranderungen des peripheren Blutbildes beobachtet. In der Arbeit von Sun und Kollegen
wurden in Alox157- Mausen 5100 + 1990 und in WT Mausen 7860 + 4360 Leukozyten je ul
gemessen. Die Leukozyten waren in Alox157- Mausen also reduziert, der Unterschied zu
WT Maiusen war jedoch nicht signifikant. Auch der relative Anteil der Alox157- und WT
Leukozyten war im Differenzialblutbild dhnlich. So betrug der Anteil an den gesamten
Leukozyten fur Lymphozyten etwa 80 %, flr Granulozyten etwa 15 % und fir Monozyten

etwa 3 -4 % (Sun und Funk 1996).

Die hier verwendeten Alox157- M&use wurden urspriinglich auf einem 12952-Hintergrund
produziert, dann jedoch Uber elf Generationen mit C57BL/6 Mausen gekreuzt, so dass sie
zu 99,95 % genetisch mit C57BL/6 Mausen identisch sind. So wie wir erwarb das Wistar
Institut in Philadelphia diese Mduse ebenfalls von Jackson Laboratory (Taylor et al. 2012).
An diesem Institut wurde 2006 verdffentlicht, dass Alox157° Mause haufig eine
myeloproliferative Erkrankung entwickelten (Middleton et al. 2006). Vier Jahre spater
wurde am selben Institut eine wichtige Rolle der 12/15-LOX bei der Hamatopoese
beschrieben: Es zeigte sich, dass Alox157° Mé&use eine deutliche Reduktion der
Lymphozyten, insbesondere der B-Zellen, aufwiesen. Auch eine Reduktion der Monozyten
wurde beobachtet. Die Werte fir PMN waren jedoch normwertig. Im Rahmen eines KM-
Transplantationsexperiments zeigte sich zudem, dass ein zellautonomer Defekt der
hamatopoetischen Stammzellen bestand (Kinder et al. 2010). Diese Ergebnisse konnten
von Taylor und Kollegen im Jahr 2012 jedoch nicht reproduziert werden. Im Gegensatz zu
unseren Mausen und denen des Wistar Instituts wurden die Mause, die von Taylor und
Kollegen verwendet wurden, jedoch nicht von Jackson Laboratory erworben. Sie stammen
allerdings ebenfalls von den Mausen ab, die von Funk und Kollegen generiert wurden,
wurden jedoch Uber sieben Generationen mit C57BL/6 Mausen gekreuzt. Hier zeigte sich
nur ein geringer Unterschied zwischen den Alox157- und WT M&usen in der Leukozytenzahl
oder einer Leukozytenpopulation. Auch nachdem die Mause vier weitere Male mit C57BL/6
Mausen gekreuzt wurden, war kein deutlicher Unterschied festzustellen (Taylor et al.

2012).

Interessanterweise haben wir nun dhnliche Daten wie Kinder und Kollegen erhoben. Neben
der zuvor beschriebenen Storung des Zellzyklus in PMN haben wir eine Reduktion der

Leukozyten im peripheren Blutbild beobachtet, die vornehmlich auf eine reduzierte Anzahl
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der B-Zellen zurlickzufihren ist. Die im Wistar Institut beobachtete Reduktion der
Monozyten konnten wir jedoch nicht beobachten. Hingegen waren bei uns die PMN
signifikant reduziert. Wie bei Kinder und Kollegen wurde diese Reduktion zellautonom
vermittelt. So war auch bei Alox157- - WT Maiusen eine Reduktion der Leukozyten,
insbesondere der B-Zellen und PMN, festzustellen. Dieser zellautonome Effekt trifft jedoch
nur in reduziertem MaRe auf die T-Zellen zu. Diese waren zwar sowohl in
Alox157- > Alox157- Mausen als auch in Alox157- = WT Mausen reduziert, jedoch war
diese Reduktion in Alox157- > WT Méusen weniger stark ausgeprigt: Hatten WT > WT
Mé&use etwa 2000 T-Zellen pro ul, so waren es in Alox157- > WT M&usen etwa 1000 und in
Alox157- > Alox157- Méusen etwa 500.

Diese Daten unterstiitzen die Hypothese von Kinder und Kollegen, dass die hamatologische
Stammzellfunktion von der Metabolisierung von Fettsduren durch die 12/15-LOX-abhangig
ist. Es ist bemerkenswert, dass die genetische Defizienz der 12/15-LOX u. a. eine Reduktion
der B-Zellen um den Faktor 20-30 bedingt. Fraglich ist indes, warum die Arbeitsgruppe um
Taylor die Unterschiede, die Kinder und Kollegen sowie auch wir sehen, nicht feststellen

konnten.

Taylor und Kollegen schlugen als Ursache fiir die hamatologischen Veranderungen
unbekannte Infektionen, lokale Umwelteinfliisse, epigenetische Verdanderungen und
spontane Mutationen der Wistar Population vor (Taylor et al. 2012). Sollten die
hamatologischen Veranderungen nicht auf die 12/15-LOX Aktivitat zurickzufiihren sein,
sind durch das zeitlich und 6rtlich unabhangige Auftreten des gleichen Phanotyps lokale
Einflisse jedoch unwahrscheinlich. Durch unsere Daten kdnnen auch auf das Wistar Institut
begrenzte epigenetische und genetische Veranderungen ausgeschlossen werden. Denkbar
sind hingegen bei Jackson Laboratory entstandene epigenetische Veranderungen oder

Spontanmutationen.

Um dies zu Uberprifen, kann beispielsweise der Phanotyp bei Wurfgeschwistern
untersucht werden. Hier wiirden Alox157- Mduse mit WT M&usen gekreuzt. Dies hat eine
heterozygote F1-Generation zur Folge. Werden nun Mause der F1-Generation
untereinander gekreuzt, entstehen in der F2-Generation in einem Verhaltnis von 1:1:2
homozygote Alox157-, homozygote WT und heterozygote Mause. Tritt der himatologische
Phanotyp nun unabhangig vom Alox15-Gen auf, beweist dies, dass andere Faktoren fir
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diesen Phanotyp verantwortlich sind (Kanagawa et al. 2000; Holmdahl und Malissen 2012;
McCoy et al. 2017). Andererseits beweist ein Ubereinstimmen des Phdnotyps nicht das
Fehlen von Storfaktoren. Hier kdimen beispielsweise die Analyse des gesamten Genoms der

Alox157-M3use oder die Verwendung alternativer Alox157--Modelle in Betracht.

4.6 Alternative Alox157 Modelle und Ausblick

Die Arbeit mit Knockout Mausen gehort seit einigen Jahrzehnten zum Standardrepertoire
eines an Genen forschenden Labors. Konventionelle KO-Mause haben jedoch den Nachteil,
dass sie bei etwa 30 % aller Gene nicht eingesetzt werden kénnen, da Mause ohne diese
Gene nicht Uberlebensfdhig sind. Homozygote Mause, bei denen beide Allele dieser Gene
ausgeschaltet sind, sterben bereits wahrend der Embryonalperiode oder postnatal (Wurst
et al. 2011). Gu und Kollegen gelang es 1994 erstmals, ein konditionelles KO-Modell zu
erstellen, bei dem eine DNS-Polymerase nur in T-Zellen ausgeschaltet war. Fiihrte ein
konventioneller KO zu einem letalem Phanotyp, so waren diese Mause Uberlebensfahig (Gu
et al. 1994). In Kiirze ist das Prinzip der Generierung einer konditionellen KO-Maus wie folgt
beschrieben: Durch einen Vektor werden in zwei Introns Erkennungssequenzen, z. B. loxP,
eingefligt, die von einer Rekombinase, z.B: Cre, erkannt werden kénnen. Die Introns sind
dabei so zu wahlen, dass sie ein fir die Expression des Proteins notwendiges, kritisches
Exon flankieren. Bei Abwesenheit der Rekombinase werden die Erkennungssignale beim
Spleien entfernt und es entsteht ein funktionstlichtiges Protein. Ist jedoch eine
Rekombinase vorhanden, wird die Sequenz zwischen den Erkennungssequenzen entfernt
und es entsteht ein KO. Um nun ein gewebespezifisches KO zu erhalten, wird die
Rekombinase an ein Gen gekoppelt, dessen Promoter nur in einem bestimmten Gewebe
aktiviert wird (Wurst et al. 2011). Seit 2006 gibt es Bestrebungen, fir jedes der etwa 20.000
proteinkodierenden Gene Mutationen in der embryonalen Stammzelle der C57BL/6 Linie
zu etablieren (Collins et al. 2007). Haufig wird dazu ein tm1-Knockout-First-Allel verwendet,
das, wie in Abbildung 17 erklart, sowohl die Generierung einer konventionellen KO-Maus

als auch einer konditionellen KO-Maus ermoglicht.
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Abbildung 17: Knockout-first-Allel braune Kasten = Exons des Alox15-Gens, schwarze
durchgezogene Linie = DNS-Strang mit Introns, gepunktete schwarze Linie = finales
Genprodukt, farbliche Boxen = eingefligte Elemente. Die LacZ-Kassette besteht aus einem
SpleiRakzeptor (SA), einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES, von engl. internal
ribosomal entry site) dem LacZ-Gen und einer Polyadenylierungssequenz (pA) (hier nicht
dargestellt). Ist das tmla-Allel eingefiigt, wird das Gen mit allen Introns und Exons
transkribiert. Das SpleiRen der pra-mRNA filihrt jedoch dazu, dass am SA die Sequenz
vorzeitig fortgesetzt und an der pA beendet wird. Es entsteht durch posttranskriptionelle
Modifikation ein KO. Die IRES ermdglicht dennoch die Translation einer funktionstlichtigen
B-Galactosidase und so den Nachweis der Expression des entsprechenden Gens. Wird das
Allel nun durch die Cre-Rekombinase zu tm1b modifiziert, werden die Sequenzen zwischen
der 1. und 3. loxP-Sequenz und somit die kritischen Exone entfernt und es entsteht ein
wahrer KO auf DNS-Ebene. Weiterhin ist durch die B-Galactosidase ein Nachweis der
Expression moglich. Wird das tmla-Allel stattdessen mit einer Flippase (Flp) zu tmilc
modifiziert, wird die Sequenz zwischen den beiden FRT-Sequenzen entfernt. Es ensteht ein
konditionelles Allel, das die Translation eines funktionstlichtigen Proteins erméglicht. Ein
Nachweis der Expression Uber die B-Galactosidase ist nicht mehr moglich. Durch eine
weitere Modifikation mit einer Cre-Rekombinase werden die kritischen Exone entfernt und
es entsteht ein KO bzw. bei einer gewebespezifischen Cre-Rekombinase ein
gewebespezifischer KO (MMRRC UC Davis; Skarnes et al. 2011). (Eigene Abbildung in
Zusammenarbeit mit Rosemarie Castera, angelehnt an Skarnes et al. 2011, Figure 1)

Im Rahmen dieses Projekts bietet die weitere Verwendung des Alox15tm1a(koMP)Mbp_
Mausmodells aufgrund der variablen Einsatzmoglichkeiten diverse Vorteile: Durch den
Einsatz einer Cre-Deleter Maus, kann das Alox15-tmla-Modell, das auf

posttranskriptioneller Ebene ein Knockout darstellt, in ein tm1b bzw. wahren Knockout auf
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DNS-Ebene iiberfiihrt werden. Die Uberfiihrung eines tmla- in ein tm1b-Allel ist uns bereits

gelungen.

Mit dem Alox15-tm1b-Modell kbnnen unsere Ergebnisse Uberprift werden. Des Weiteren
eignet sich das Alox15-tm1b-Modell durch die LacZ-Kassette zur Lokalisierung der Alox15

Expression.

Aber nicht nur die Generierung des Alox15-tmlb-Modells ist fiir das weitere Projekt
interessant. Durch die Kreuzung der Alox15tm1a(koMP)Mbp Nqus mit einer FLP-Deleter-Maus
kann ein tmlc-Modell erzeugt werden, das sich als konditionelles Knockout-Modell
verwenden lasst. Uber M&use, bei denen die Cre-Rekombinase z. B. an die Expression von
MRP8 gekoppelt ist, lassen sich mit dem tmlc-Modell Maduse entwickeln, deren Alox15
Expression in PMN ausgeschaltet ist, die also lediglich in PMN Alox15 tm1d-Allele besitzen
(Skarnes et al. 2011; Abram et al. 2014). Mit diesem Modell lieBe sich beispielsweise
untersuchen, ob die gesteigerte Aktivitat der Alox157- PMN durch andere Zellen beeinflusst
wird und ob Alox157- PMN vorwiegend fiir die verzdgerte Auflésung der Entziindung in

PMN-abhangigen Entziindungsmodellen verantwortlich sind.
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5. Zusammenfassung

Die 12/15-Lipoxygenase ist ein Enzym, das die Dioxygenierung von Lipiden am C12- und
C15-Atom katalysiert. Sie ist an der Synthese einer Vielzahl an Metaboliten beteiligt und
Ubt gewebe- beziehungsweise kontextabhangig vielfaltige Funktionen aus. Unter anderem
sind eine Beeinflussung der Himatopoese, modulierende Effekte auf die Entstehung von

autoimmunen Prozessen sowie pro- und antientziindliche Funktionen beschrieben.

Ein Grofteil dieser Funktionen wird durch die Beeinflussung hamatologischer Zellen
vermittelt. Inwieweit die 12/15-Lipoxygenase auch die Funktion von neutrophilen
Granulozyten (PMN) als wichtige Effektorzellen in Entziindungen beeinflusst, ist bisher
jedoch nur unzureichend beschrieben. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die
genetische Defizienz der 12/15-Lipoxygenase eine Subpopulation neutrophiler
Granulozyten mit einem hohen Signal im Seitwértsstreulicht (SSC"8") in der
Durchflusszytometrie bedingt. AuRerdem zeigte sich in funktionellen Untersuchungen,
dass die Effektorfunktion neutrophiler Granulozyten in 12/15-Lipoxygenase-defizienten

(Alox157°) Mausen gesteigert ist.

Aufbauend auf den Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe war das Ziel dieser Arbeit, die
beiden Subpopulationen 12/15-Lipoxygenase-defizienter PMN nach morphologischen und
funktionellen Gesichtspunkten zu charakterisieren. Auerdem sollte die Funktion von PMN
in Alox157- Mausen anhand eines von PMN-abhingigen Entziindungsmodells untersucht

werden.

Es zeigte sich, dass die PMN der SSCM&" Subpopulation mehr Neutrophil Extracellular Traps
bilden, groBere Mengen reaktiver Sauerstoffspezies produzieren und mehr Partikel
phagozytieren als Wildtyp PMN. AuRBerdem zeichnen sich diese SSC"&" PMN durch eine
Hypersegmentation sowie eine Storung des Zellzyklus aus. So befanden sich lber

90 Prozent der SSCM&h PMN in der G2-Phase.

Trotz dieser Veranderungen waren 12/15-Lipoxygenase-defiziente PMN weiterhin in der
Lage in vivo eine Entziindungsreaktion hervorzurufen. So zeigte sich im Antikorper-
Transfer-Epidermolysis-bullosa-acquisita-Modell wahrend der ersten zehn Tage kein
Unterschied in der Krankheitsaktivitdt zwischen Alox157- und Wildtyp Mausen. Lediglich

wahrend der Resolutionsphase zeigte sich eine verzogerte Auflésung der Entziindung in
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Alox157- Mausen. Diese verzdgerte Auflésung der Entziindung wurde sowohl durch
radiosensible hamatologische Zellen als auch durch radioresistente Zellen vermittelt. Im
Rahmen dieses Experiments wurde auch die Leukozytenmigration ins Blut beobachtet. Bei
genetischer Defizienz der 12/15-LOX wurde eine deutliche Reduktion der Leukozyten im
peripheren Blutbild beobachtet. Diese Leukopenie wurde vorwiegend durch eine massive
Reduktion der B-Zellen verursacht. Jedoch war ebenfalls eine Reduktion der T-Zellen und

PMN zu beobachten.

Insgesamt zeigte sich in dieser Studie, dass die 12/15-Lipoxygenase hemmend auf die
Aktivitat, die Segmentierung und die Proliferation von neutrophilen Granulozyten einwirkt.
Die Effektorfunktion der PMN kann in vivo auch unabhéangig von der 12/15-Lipoxygenase
ausgelbt werden. Die Auflésung der Entzindung wird jedoch durch die

12/15-Lipoxygenase beschleunigt.
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7. Anhdnge

7. Anhange

7.1 Materialien

7.1.1 Reagenzien

Reagenzien Katalognummer Hersteller
4 % PFA: Roti-Histofix (4%) P087.2 Carl Roth
Agarose 840004 Biozym
Assay Puffer Tablette 10009322 Cayman Chemical
D-(+)-Glucose Losung (10 %) G8644 Sigma Aldrich
DAPI Fluoromount-G 0100-20 Southern Biotech
DMSO A994.1 Roth
DNA Gel Loading Dye RO611 Thermo Fisher Scientific
DNS-Farbstoff: Intas HD Green Plus ISII-HDGreen Intas Science Imaging
Plus Instruments
dNTP Mix 10 mM 18427088 Thermo Fisher Scientific
Donkey Serum 017-000-121 Jackson Immuno Research
EDTA Losung 0.5M pH 8 A3145.0500 AppliChem
Eisessig 64-19-7 Merck
Ethanol 70 % T913.3 Carl Roth
Ethanol 96 % T171.4 Carl Roth
Fotales Kalberserum S0615 Merck
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder SM0323 Thermo Fisher Scientific
Glycin 3908.2 Roth
Humanes Serum Albumin A1653 Sigma Aldrich
Ketaminhydrochlorid K-2753 Sigma Aldrich
Ladepuffer RO611 Thermo Fisher Scientific
Latex  Partikel-Kaninchen  IgG-FITC 400291 Cayman Chemical
Komplex
Lucigenin ALX-620-061- Enzo
MO050
Luminol A4685 Sigma Aldrich
Methanol T169.1 Carl Roth
NazHPO4 x 2H,0 10028-24-7 Merck
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Reagenzien Katalognummer Hersteller

NaCl 9265.3 Carl Roth
NaH2PO4 x H20 13472-35-0 Merck
Natriumcarbonat 497-19-8 Merck
Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 Merck
Natriumhydroxid 1310-73-2 Merck
Penicillin/Streptomycin 100 x 10378-016 Gibco

Phire Hot Start Il DNS Polymerase mit F122S Thermo Fisher Scientific
5 x Reaktionspuffer

PMA 10008014 Cayman Chemicals
Polyethylenglycol 20.000 33238.02 Serva
Polyoxyethylene sorbitan P1379 Sigma Aldrich
moonolaurate (Tween 20)

Protein G Resin L00209 GenScript
Salzsaure 25 % 1003161000 Merck

TRIS 37190.02 Serva

Triton X-100 3051.2 Carl Roth
Trypanblau T8154 Sigma Aldrich
Xylazinhydrochlorid X-1251 Sigma Aldrich
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7.1.2 Antikérper

Name Katalognummer Verwendung Hersteller
anti-Maus CD19-APC-Vio770 130-102-310 FC Miltenyi Biotec
anti-Maus CD45-VioBlue 130-102-430 FC Miltenyi Biotec
anti-Maus Ly-6C-PE 130-102-391 FC Miltenyi Biotec
anti-MausCD11b-APC-Vio770 130-109-288 FC Miltenyi Biotec
anti-MausLy-6G-PerCP-Vio700 130-103-791 FC Miltenyi Biotec
APC Mouse anti-Mouse CD45.1 558701 FC Becton, Dickinson
and Company (BD)

CD3-PE-Vio-770, Maus 130-109-839 FC Miltenyi Biotec
Esel-anti-Kaninchen-lgG-Alexa-  711-585-152 ICC Jackson Immuno
Fluor-594 Research
Esel-anti-Maus-1gG-Alexa-Fluor-  715-545-151 ICC Jackson Immuno
488 Research

FcR Block Reagenz, Maus 130-092-575 FC Miltenyi Biotec
FITC Moue anti-Mouse CD45.2 553772 FC BD

Kaninchen Anti MPO A0398 ICC Dako Agilent
Maus-anti-H3 NBP1-30141SS ICC Novus Biologicals
PE Rat anti-Mouse Ly6G 551461 FC BD

7.1.3 Primer

Primer Basensequenz Hersteller

CSD loxF 100 um GAG ATG GCG CAACGCAATTAATG Biomers.net

CSD-gene-F 100 uM CAGTGT CTCCAGCTTCTTCCCTACG Biomers.net
CSD-gene-R 100 uM CACCTCAGCCTCTTC ACCTAA AGT ATC Biomers.net
CSD-gene-ttr 100 uM TGT CACCTC AACCAAGAGTGA GAG G Biomers.net

o0lMR1084 GCG GTCTGG CAG TAAAAACTATC Biomers.net
oIMR1085 GTG AAA CAG CAT TGC TGT CACTT Biomers.net
olMR7338 CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGATCT Biomers.net
oIMR7339 GTA GGT GGA AAT TCT AGCATCATCC  Biomers.net
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7.1.4 Gerdte
Gerat Hersteller
Accu-jet- Pro-Pipette BRAND
Biologische Sicherheitswerkbank NuAire
BioPhotometer D30 Eppendorf
Diamantmesser Ultracut E Leica
Durchflusszytometer: BD FACSAria Il BD

Durchflusszytometer: MACSQuant
Elektronenmikroskop JEM-1011
Elektrophose-Netzgerat: Consort E844
Flockeneisbereiter AF 156
Gefrierschrank, -20°C, GNP5255
Gefrierschrank, -80°C, MDF-382
Geldokumentation: E-Box CX5.TS
Infinite M200 PRO ELISA reader
Inkubator Galaxy 170 S

Keyence Mikroskop: BZ-9000E
Kontrastierautomat EM AC20
Kuhlschrank

Mehrfachdispenser: HandyStep S
Mikrowelle

Mikrozentrifuge: Micro Star 17R
Mini-Shaker Modell Kiihner
NanoDrop 2000c Photometer
neoVAQ Maxi Absaugsystem
Neubauer-Zahlkammer

pH-meter: HI208
Prazisionswaage: ABS/ABJ-BAdef-1019
Réhrchenroller

Thermomixer comfort

Vortex Genie

Transferpipette (10 ul, 100 pl, 200pl, 1000 ul)

Miltenyi Biotech

Jeol

Consort

Scotsman

Liebherr Hausgerate
Sanyo Electric

Vilber Lourmat
Thermo Fisher Scientific
New Brunswick
Keyence Deutschland
Leica

Siemens

BRAND

Clatronic International
VWR International

B. Braun Melsungen
Thermo Fisher Scientific
Neolab

Laboroptik

HANNA instruments
KERN-Sohn

Hassa Laborbedarf
Eppendorf

BRAND

Scientific Industries
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Gerat

Hersteller

Vortexmischer: Vortex Genie2

Scientific Industries

Zentrifuge: Eppendorf 5810R Eppendorf
7.1.5 Verbrauchsmaterial

Artikel Hersteller

175 cm? Zellkulturflaschen Sarstedt

30 um Zellsieb (#130-041-407)

30 K Zentriugationsfilter (#UFC903024)
Dako-Stift

Dialysierschlauch (#1785.1)

ELISA stark bindende 96-Mikrotiterplatte
Filtropur V50 0,2um Filter 500ml
Injektionsspritze (1 ml, 5 ml, 20 ml)
Kanile (26G)

Magnetische Trennsdule MS (#130-042-201)
PCR-R6hrchen 0,2 ul 8er Kette
Pipettenspitzen (10 ul, 100 pl, 1000 ul)
Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttrager
Reaktionsgefafie (1,5 ml, 2 ml)
Serologische Pipette (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Skalpell: Feather Einmalskalpell

Zentrifugenrohrchen (15 ul, 50 pl)

Miltenyi Biotech
Amicon

Dako Deutschland
Roth

Thermo Fisher Scientific
Sarstedt

BD

BD

Miltenyi Biotech
Sarstedt

Sarstedt

Sigma Aldrich
Sarstedt

Sarstedt

Feather Safety Razor

Sarstedt
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7.1.6 Kommerziell erhiltliche Puffer, L6sungen und Kits

Name Katalognummer  Hersteller

1 HEPES L1613 Biochrom

1x PBS pH 7,2 20012019 Invitrogen - Thermo Fisher
Scientific

autoMACS Rinsing Solution 130-091-222 Miltenyi Biotech

HBSS-Puffer 14025-050 Gibco

MACS BSA Stock Solution 130-091-376 Miltenyi Biotech

Neutrophilen Isolierungskit, 130-097-658 Miltenyi Biotech

Maus

Phagocytosis Assay Kit 500290 Cayman Chemical

RPMI 1640 with L-glutamine BE12-702F Lonza Cologne

7.1.7 Software

Software Version
BZ-HybridCellCount 1.01.0000
BZ-1I Analyzer Software 1.02.0000
BZ-Viewer 1.00.0000
Flowlo 10.4.2
GraphPad Prism 8.2.1.441

7.1.8 Biologisches Material

Biologisches Material Hersteller
Jurkat Zellen (Klon E6-1, ATCC TIB 152) ATCC
mCOL7c Serum DE16014 Eurogentec
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7.1.9 Selbst hergestellte Puffer und Medien

Name

Zusammensetzung

0,1 M Glycin-Puffer pH 2,8 (4 °C)

7,507 g Glycin
1 | destilliertes Wasser

pH auf 2,8 mit HCL angepasst

1 M NaCl (RT)

58,44 g NaCl

1 | destilliertes Wasser

1 M Tris Base pH 9,0 (RT)

121,1 g TRIS

1 | destilliertes Wasser

1x TAE

40 ml 50 x TAE

1960 ml destilliertes Wasser

10x PBS

450.0 g NaCl
87.0 g Na;HPO4 x 2H,0
10.17 g NaH;P0O4 x H,0

51 demineralisiertes Wasser

1x PBS pH 7,2

100 ml 10x PBS
900 ml demineralisiertes Wasser

pH auf 7,2 angepasst mit 2 M NaOH

50 x TAE

242 g TRIS
57,1 ml Eisessig
200 ml 0,5 M EDTA pH 8

1 | destilliertes Wasser

Assay-Puffer

1 Assay Puffer Tablette

100 ml demineralisiertes Wasser

Blockpuffer

45 ml PBST

5 ml Normales Eselserum

CL-Medium

5 ml FCS

1 ml 0,1 g/ml Glucose

12,5 ml HEPES 1M

500 ml RPMI 1640 ohne Phenolrot
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Name Zusammensetzung
Coating-Puffer 0,75 g Na,COs
1,5 g NaHCO3

500 ml destilliertes Wasser
pH auf 9,6 anpassen

Farbel6sung

9,9 ml Probenpuffer
100 pl DAPI
10 pl Triton X-100

Ketamin/Xylazin

10 mg/ml Ketamin

1,5 mg/ml Xylazin

Kulturmedium

44 m| RPMI-Puffer
5 ml FCS
0,5 ml 1 M HEPES-Puffer

0,5 ml 100 x Penicillin/Streptomycin

MACS-Puffer

475 ml autoMACS Rinsing Solution
25 ml MACS BSA Stock Solution

PBST 50 ml PBS
25 ul Tween20
Probenpuffer 0,5 g Glucose

500 ml PBS ohne Ca%, Mg?

Durch 22 um Sieb gefiltert

20 mM Tris pH 7,2

2,422 g TRIS
1 | destilliertes Wasser

pH auf 7,2 anpassen

20 mM Tris + 0,5 M NaCl pH 7,2

2,422 g TRIS
29,22 g NaCl
1 | destilliertes Wasser

pH auf 7,2 anpassen

Triton-Puffer (850 mM NaCl + 0,1 % Triton)

49,67 g NaCl
1 ml Triton X-100

1 | destilliertes Wasser
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7.2 Sonstiges

7.2.1 Tabelle: Substrate und Produkte der 12/15-LOX und deren biologische Funktion

Tabelle 4: Substrate und Produkte der 12/15-LOX und deren biologische Funktion

Substrat Direktes Endprodukt Biologische Funktion
Produkt
_15(5)-HETECOOH e Steigern der PPAR-y-Aktivitat mit konsekutiver Erhohung der CD36 Expression
= (Huang et al. 1999)
OH
Eoxine . . N A .
0 ¢ Proinflammatorisch, erh6hen Permeabilitdt der Endothelschicht (Feltenmark et al.
OH 2008)
15(S)-HPETE Py * An Asthma beteiligt (Sachs-Olsen et al. 2010)
oot Hepoxiline ¢ Proinflammatorisch (Pace-Asciak 2015)
e Chemotatischer Effekt auf PMN (Hurley et al. 2004)
AA ¢ Erhohen die vaskulare Permeabilitdt (Laneuville et al. 1991)

12(S)-HPETE

= COOH
Z

OOH

¢ Antiinflammatorisch, hemmen Transmigration von PMN (Lee et al. 1989)

L:zox;:e o e Stimulieren Efferozytose von PMN durch M¢ (Godson et al. 2000)
A ~ Ay | ® Initileren die Bindung von Chemokinen an apoptotische PMN und T-Zellen und
[\/\/\/\/ beschleunigen so deren Elimination (Ariel et al. 2006).
OH ¢ Induzieren Apoptose in inflammatorischen PMN (El Kebir und Filep 2013)
12(S)-HETE ¢ Proinflammatorisch, aktivieren NF-kB, steigern IL-6 Produktion (Bolick et al. 2005;

0 — COOH

~

OH

Wen et al. 2007)
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Substrat Direktes Endprodukt Biologische Funktion
Produkt
13(S)-HPODE 13(S)-HODE
Linolsiure (Z\/_/jiO/H S ¢ Antiinflammatorisch durch Steigerung der PPAR-y-Aktivitat mit konsekutiver
R QX://\/VV Erhéhung der CD36 Expression (Huang et al. 1999; Straus und Glass 2007)
OOH OH
Resolvine
¢ Beschleunigen Wundheilung (Tang et al. 2013)
¢ Reduzieren Schmerz (Xu und Ji 2011)
¢ Reduzieren Produktion proinflammatorischer Zytokine, verstarken Efferozytose von
PMN durch Md¢ und beschleunigen Resolution (Hsiao et al. 2013)
17(S)-HPDHA
DHA DO ¢ Inhibieren Leukozyteninfiltration, NF-kB Aktivierung und COX-2 Expression
B oon (Marcheselli et al. 2003)
¢ Inhibieren Zytokinproduktion (Bannenberg et al. 2005)
Maresine
e ij e Limitieren PMN Infiltration, stimulieren Efferozytose von PMN durch Md,
ﬁ\ﬂﬁ ' i reduzieren Schmerz, beschleunigen Regeneration (Serhan et al. 2012)
15(S)-HPEPA
= = COOH 15(S)-HEPA " . . . . .
EPA o3 ~ ¢ Antiinflammatorische und die Resolution von Entziindung begiinstigende Effekte

‘00H

= — COOH
e ey

OH

(Singh und Rao 2019)

Aus Griinden der Ubersicht wurde auf eine weitere Klassifizierung der Endprodukte in Untergruppen verzichtet. Die biologische Funktion der
Endprodukte stellt nur eine Auswahl dar und ist nicht vollstandig. (Tabelle modifiziert nach Singh und Rao 2019, Strukturformeln aus O'Sullivan et
al. 2007; Bannenberg und Serhan 2010; Singh und Rao 2019)
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7.2.2 Statistik ROS-Freisetzung
Tabelle 5: Statistik des ROS-Freisetzungs-Assays

Probe n Mittelwert SD SEM p-Wert | p-Wert
WT gegens.
Luminol ohne Stimulation (IK)
Alox157- SSC'ow 4 -0,0011 0,0111 0,0055 | >0,9999 | 0,2072
Alox157/- SSChieh 3 0,1324 0,0211 0,0121 0,0260
Lucigenin ohne Stimulation (IK)
Alox157- SSC'ow 4 -0,0147 0,0189 0,0094 | >0,9999 | 0,0260
Alox157/- SSChieh 3 0,2034 0,0304 0,0175 0,2072
Luminol ohne Stimulation (PMA)
Alox157- SSC'ow 4 -0,0049 0,0278 0,0139 >0,9999 0,2072
Alox157/- SSChieh 3 0,3163 0,1099 0,0634 0,0260
Lucigenin ohne Stimulation (PMA)
Alox157- SSC'ow 4 -0,0330 0,0473 0,0237 >0,9999 0,0260
Alox157- SSChigh 3 0,7177 0,3193 0,1843 0,2072
Luminol ohne Stimulation (IK + PMA)
Alox157- SSC'ow 4 -0,0030 0,0177 0,0088 >0,9999 0,2072
Alox157- SSChigh 3 0,2045 0,0442 0,0255 0,0260
Lucigenin ohne Stimulation (IK + PMA)
Alox157- SSClow 4 -0,0162 0,0210 0,0105 >0,9999 0,0260
Alox157- SSChigh 3 0,2970 0,0848 0,0490 0,2072
Luminol mit Stimulation (IK)
Alox157- SSClow 4 1,208 0,3405 0,1703 >0,9999 0,1378
Alox157- SSChigh 4 3,646 0,4767 0,2384 0,0156
Lucigenin mit Stimulation (IK)
Alox157- SSC'ow 4 1,109 0,3520 0,1760 | >0,9999 | 0,1378
Alox157/- SSChieh 4 3,683 0,8637 0,4319 0,0156
Luminol mit Stimulation (PMA)
Alox157- SSC'ow 4 1,969 0,5367 0,2683 0,3309 0,3309
Alox157/- SSChieh 4 4,183 0,9271 0,4636 0,0042
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Probe n Mittelwert SD SEM p-Wert | p-Wert
WT gegens.

Lucigenin mit Stimulation (PMA)

Alox157- SSClow 4 1,373 0,3550 0,1775 0,8168 0,4870

Alox157/- SSchigh 4 2,430 0,8193 0,4096 0,0378

Luminol mit Stimulation (IK + PMA)

Alox157- SSClow 4 1,680 0,3334 0,1667 0,3309 0,3309

Alox157- SSChigh 4 3,494 0,7915 0,3958 0,0042

Lucigenin mit Stimulation (IK + PMA)

Alox157- SSClow 4 1,636 0,1828 0,0848 0,1738 0,9547

Alox157- SSChigh 4 3,156 1,168 0,5841 0,0114

Die dargestellten Werte beziehen sich auf die nAUC. Die Werte fiir WT sind nicht
angegeben, da sie auf 0 bzw. 1 normalisiert wurden. Der p-Wert WT entspricht dem p-Wert
gegeniiber der WT Kontrolle; p-Wert gegens. Entspricht dem p-Wert zwischen Alox157
SSC'°% und Alox157- SSCMeh, Die p-Werte entsprechen den angepassten p-Werten nach
Korrektur der Alphafehler-Kumulierung durch den Dunns Test. Da die Daten normalisiert
wurden, unterscheiden sich die Mittelwerte, SD und SEM der nicht stimulierten Alox157-
SSC'°" und SSCM&" PMN je nach Stimulanz. Beim Kruskal-Wallis-Test ist jedoch nicht der
absolute Wert, sondern die Reihenfolge der Werte von Bedeutung. Da zur Normalisierung
fir die drei Stimulierungen die gleichen nicht stimulierten AUC-Werte verwendet wurden,
unterscheidet sich der p-Wert zwischen den drei Stimulierungen nicht.
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7.2.3 Statistik der Leukozytenmigration im Blut in experimenteller EBA

Tabelle 6: Statistik der Leukozytenmigration

im Blut im Zeitverlauf der experimentellen

EBA
Kombination Tag0 | Tag6 | TaglO | Tagl4d | Tagl8 | Tag 22
WT N WT VS Al N AI *k%k *%% *% *k% *% *%
§ o WT - WT vs. WT — Al * ns ns ns ns ns
E'. g WT — WT VS. AI — WT * k% *k% *%* * k% *% *%
% a AI — AI VS. WT — AI *kkk ns *%* * k% * k% *%
9 Al — Alvs. Al - WT ns ns ns ns ns ns
WT N AI VS Al N WT *k%k ns * *k% *k% *k%
- WT — WT vs. Al — Al x i * b b ns
% WT — WT vs. WT — Al ns ns ns ns ns ns
2 WT — WT vs. Al - WT i o ns b i ns
> Al > Al'vs. WT — Al ns ns * * * ns
= Al — Alvs. Al - WT ns ns ns ns ns ns
~ WT = Alvs. Al > WT * ns ° * * ik
WT — WT vs. Al — Al *x *hk ns ns ns ns
2 WT — WT vs. WT — Al ns ns ns ns ns ns
% WT — WT vs. Al - WT *x ns ns ns ns ns
E Al — Al vs. WT — Al * *x ns ns ns *x
E Al — Alvs. Al - WT ns *x ns ns * ns
WT — Alvs. Al - WT ns ns ns ns ns ns
WT — WT vs. Al — Al ns ns ns ns ns ns
g | WT—>WTvs. WT — Al ns ns ns ns ns ns
> S| WT - WTvs. Al > WT ns ns ns ns ns *
2 8| Al - Alvs. WT — Al ns ns ns ns ns ns
§ ©Al S Alvs. Al - WT ns ns ns ns ns *x
WT — Alvs. Al - WT ns ns ns ns ns *
WT — WT VS. Al — AI *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
S WT — WT vs. WT — Al ns ns ns ns ns ns
% E WT — WT VS AI — WT *kkk *kk*k *kkk *kkk *kkk *kkk
g % AI N AI VS WT — AI *kkk *kk*k *kkk *kkk *kkk *kkk
§ - Al — Alvs. Al - WT ns ns ns ns ns Fekkk
WT — AI VS. AI — WT *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
WT — WT VS. Al — AI *kkk *%* *%* * *k% *
S WT — WT vs. WT — Al * ns ns ns ns ns
2 % WT — WT vs. Al - WT ek * * ns * *
'&I) B AI N AI VS WT — AI *kkk nS *% *kkk *k%k *%
= ®FAIS Alvs. Al WT *x * ns * *x ns
WT — Alvs. Al - WT * ns ns Fkkk *x *x
WT — WT vs. Al — Al ns ns ns ns ns ns
S >|WT—>WTvs. WT — Al ns xk ns ns ns *
% E WT — WT VS AI — WT *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
,'1‘ S AIS Alvs. WT = Al ns ns ns ns ns ns
AI N AI VS AI N WT *kkk *%k% *kkk *% *kkk *kkk
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WT N AI VS. Al — WT *kkk ns *%% *kkk *kkk *kxkk
WT N WT VS. Al — AI *%x%k *% *% *%k%k * *%
WT — WT vs. WT — Al * ns ns ns ns ns
C 4=
@ = WT > WT vs. Al - WT *kk %k *% *kk * *%
= 3 .
Q
N G| Al— Alvs. WT — Al ok ns *x il > b
©
@ Al — Alvs. Al > WT ns ns ns ns ns ns
WT — Alvs. Al -» WT hx ns ** * * *
*kkk *kk*k *kk*k *kkk *kkk *kxkk
> WT — WT vs. Al — Al
© WT — WT vs. WT — Al ** ns ns ns ns ns
8 WT — WT VS AI — WT *kkk *kk*k *kk*k *kkk *kkk *kkk
E AI — AI VS WT — AI *kkk *kk*k *kk*k *kkk *kkk *kkk
4 Al — Alvs. Al > WT ns ns ns ns ns ns
& WT N AI Vs Al — WT *kkk *kk*k *kk*k *kkk *kkk *kxkk

Signifikanz: *p < 0,05; **p <0,001; ***p < 0,0001; ****p < 0,00001
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