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1 Abstract/Zusammenfassung

1.1 Abstract

Dendritic cells (DCs) continuously take up self or foreign antigens in various tissues, migrate to 
draining lymph nodes and present peptides of the antigens to naïve T cells, to induce their pro-
liferation and differentiation. The gut lumen contains large amounts of foreign antigens, arising 
from commensal bacteria, food and sometimes from pathogenic microbiota as well. Antigen 
cross-presentation is a very important step in the activation of antigen-specific CD8+ T cells 
to induce immunity against intracellular pathogens but also to induce tolerance to harmless 
antigens like self-antigens. Discovering that XCR1+ conventional DCs (cDCs) of the spleen are 
Batf3-dependent in their development, allowed the assumption, that XCR1 is a lineage marker, 
which is only expressed on cross-presenting cDCs.

In the gastro-intestinal tract, the lack of lineage markers confounded the classification of cDCs 
and impeded a full understanding of the function and localization of cDC subsets. The present 
work demonstrates for the first time by phenotypical and functional analysis, that XCR1 is also 
a lineage marker for cross-presenting cCDs in the gastrointestinal tract, which allows a novel and 
consistent classification of conventional cDCs.

Thus phenotypical analysis showed for the first time, that XCR1+ cDCs of the lamina propria 
(LP) of the small intestine, the Peyer’s patches (PP) and the mesenteric lymph nodes (MLN) are 
similar in their surface expression pattern to XCR1+ cDCs of the spleen, since they express 
CD8α, Clec9A and CADM1 as well, but don’t express SIRPα.

The analysis of Batf3-deficient mice revealed, that also intestinal XCR1+ cDCs selectively 
require the expression of the transcription factor Batf3 for their development.

The present work also identifies similarities to splenic XCR1+ cDCs concerning the positio-
ning of intestinal XCR1+ cDCs. XCR1+ cDCs in PP and MLN are localized in the area of the 
T cell zones. In addition it was possible for the first time to show, that XCR1+ cDCs of the small 
intestine are exclusively located in the LP of the vili.

Regarding the function of XCR1+ cDCs this work demonstrates, that migratory XCR1+ cDCs 
of the MLN are most efficient in cross-presenting in vivo applied soluble antigen.

Beyond that, targeting antigen to XCR1+ cDCs induced an efficient CD8+ T cell cytotoxicity. 
Targeting of antigen was both with the antibody against XCR1 and the ligand XCL1 together 
with adjuvant highly efficient and specific. With the hereby proven efficiency of this system, 
together with the selective expression of XCR1 on cDCs, XCR1 turns out to be an ideal target 
for the development of novel vaccines.
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1.2 Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DCs) nehmen fortwährend Selbst- und Fremdantigene in verschiedenen 
Geweben des Körpers auf, migrieren zu den drainierenden Lymphknoten und präsentieren dort 
Peptide dieser Antigene naiven T-Zellen, um dadurch deren Proliferation und Differenzierung 
zu induzieren. Das Lumen des Darms enthält enorme Mengen an fremden Antigenen, die von 
kommensalen Bakterien, Nahrungsmitteln und mitunter pathogenen Mikroorganismen stam-
men. Die Kreuzpräsentation von Antigen ist ein wichtiger Schritt in der Aktivierung antigenspe-
zifischer CD8+ T-Zellen zur Induktion von Immunität gegen intrazelluläre Pathogene, aber auch 
zur Induktion von Toleranz gegen harmlose Antigene, wie Selbstantigene. Mit der Entdeckung, 
dass XCR1+ konventionelle DCs (cDCs) in der Milz in ihrer Entwicklung von dem Transkrip-
tionsfaktor Batf3 abhängig sind, wurde ein erster Hinweis dafür erbracht, dass es sich bei XCR1 
um einen linienspezifischen Marker handelt, der nur auf kreuzpräsentierenden cDCs exprimiert 
wird.

Im Gastrointestinaltrakt erschwerte bisher das Fehlen linienspezifischer Marker das Treffen 
eindeutiger Aussagen über die Funktion sowie die Lokalisation einzelner cDC-Subtypen. In der 
vorliegenden Arbeit konnte erstmalig durch phänotypische und funktionelle Analysen demons-
triert werden, dass auch im Gastrointestinaltrakt XCR1 ein linienspezifischer Marker für kreuz-
präsentierende cDCs darstellt, wodurch eine neue, konsistente Klassifikation konventioneller 
DCs möglich ist.

So zeigten die phänotypischen Analysen erstmals, dass XCR1+ cDCs der Lamina prop-
ria (LP) des Dünndarms, der Peyerschen Plaques (PP) und der mesenterialen Lymphknoten 
(MLN) in ihrem Oberflächenexpressionsprofil stark XCR1+ cDCs der Milz ähneln, da sie u. a. 
ebenfalls CD8α, Clec9A und CADM1, jedoch kein SIRPα exprimieren.

Durch die Untersuchung Batf3-defizienter Mäuse wurde des Weiteren durch die Abwesenheit 
XCR1+ cDCs im Gastrointestinaltrakt deutlich, dass auch intestinale XCR1+ cDCs die Expres-
sion von Batf3 für ihre Entwicklung benötigen.

Auch hinsichtlich der Positionierung intestinaler XCR1+ cDCs fanden sich in der vorliegenden 
Arbeit Gemeinsamkeiten zu denen der Milz. So sind XCR1+ cDCs in den PP und den MLN im 
Bereich der T-Zellzonen lokalisiert. Über dies konnte hier erstmalig demonstriert werden, dass 
XCR1+ cDCs des Dünndarms ausschließlich in der LP der Zotten zu finden sind.

Bezüglich der Funktion konnte belegt werden, dass migratorische XCR1+ cDCs der 
MLN in vivo aufgenommenes lösliches Antigen am effektivsten kreuzpräsentieren.

Darüber hinaus induzierte die zielgerichtete Antigenbeladung XCR1+ cDCs eine effiziente 
CD8+ T-Zellzytotoxizität. Hierbei erwies sich die Antigenbeladung sowohl mit Hilfe des Anti-
körpers gegen XCR1 als auch mit dem Liganden XCL1 in Verbindung mit Adjuvans als hoch 
effektiv und spezifisch. Die hier belegte Effizienz des Systems, zusammen mit der selektiven 
Expression von XCR1 auf cDCs machen XCR1 zu einem idealen Ansatz für die Entwicklung 
neuartiger Impfstoffe.
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2 Einleitung

Der Darm, als Teil des Gastrointestinaltrakts, ist Tag für Tag unzähligen fremden Antigenen 
ausgesetzt. Seine Hauptaufgabe besteht darin, Nährstoffe aus der Nahrung herauszufiltern, um 
die Energieversorgung des Körpers aufrecht zu erhalten. Im Lumen des Darmes finden sich 
jedoch neben Nahrungsmitteln auch kommensale Bakterien und mitunter pathogene Mikroor-
ganismen. Dadurch sind effiziente Immunmechanismen unabdingbar, die einerseits schnell auf 
eindringende Pathogene reagieren, um sie zu eliminieren. Andererseits sollen Immunreaktionen 
auf Nahrungsmittelantigene und auf Antigene der kommensalen Mikrobiota unterdrückt wer-
den (Toleranz), um eine Entzündung des Gewebes zu verhindern.

2.1 Das Immunsystem des Gastrointestinaltrakts
Zur Aufrechterhaltung der Abwehrmechanismen sowie der Toleranz sind Immunzellen über 
den gesamten Verdauungstrakt verteilt. Gleich am Eingang des Gastrointestinaltrakts – am 
Ende des Mundes – sind Immunzellen in großen Aggregaten lymphatischer Gewebe versam-
melt, die zusammen den Waldeyerschen Rachenring bilden (Rachen-, Tuben-, Gaumen- und 
Zungenmandeln). Diese Strukturen zählen zusammen mit den Peyerschen Plaques (PP) und 
den isolierten lymphoiden Follikeln zu den darmassoziierten lymphatischen Geweben (GALT; 
gut-associated lymphoid tissues).

Peyersche Plaques sind anatomisch unterteilte lymphatische Gebilde des Dünndarms, deren 
kuppelförmige Strukturen in das Lumen des Darmes ragen. Sie sind reich an keimzentrumstra-
genden B-Zellfollikeln mit dazwischen und darunterliegenden T-Zellzonen, den interfollikulä-
ren Zonen (IFR; interfollicular region). Die subepitheliale Kuppelregion (SED; subepithelial 
dome) ist hingegen ein stark heterogener Bereich, in dem sich neben T- und B-Zellen auch 
dendritische Zellen (DCs; dendritic cells) befinden (Abbildung 1).

Das follikelassoziierte Epithel (FAE) trennt lymphatische Gewebe wie Peyersche Plaques vom 
Darmlumen und besteht hauptsächlich aus konventionellen Darmepithelzellen (Enterozyten), 
die Verdauungsenzyme und Mukus sezernieren. Daneben enthält es eine kleine Anzahl an spe-
zialisierten Epithelzellen, den M-Zellen (microfold cells). Diese stellen die Pforte dar, durch die 
Antigene aus dem Darmlumen in die Peyerschen Plaques gelangen. Des Weiteren sind zwischen 
den Enterozyten vereinzelt auch Lymphozyten und DCs zu finden (Abbildung 1).

Sowohl das Epithel abseits lymphatischer Organe als auch die Bindegewebsschicht unterhalb 
des Epithels – die Lamina propria (LP) – enthalten Effektorzellen der lokalen Immunantwort. 
Dabei befinden sich im Epithel hauptsächlich Lymphozyten: im Bereich des Dünndarms sind 
diese vorwiegend CD8+ T-Zellen und γδ T-Zellen. Die Lamina propria weist hingegen eine 
große Vielzahl an Immunzellen auf: hier finden sich neben CD4+ und CD8+ T-Zellen auch 
IgA-sezernierende Plasmazellen, Mastzellen, Makrophagen sowie DCs (Abbildung 1).

Die Peyersche Plaques sind über Lymphgefäße mit den größten Lymphknoten des Körpers 
verbunden, den mesenterialen Lymphknoten (MLN; mesenteric lymph nodes). Diese spielen 
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eine entscheidende Rolle in der Initiierung und Gestaltung von Immunantworten gegen intes-
tinale Antigene.

Da der Gastrointestinaltrakt in ständigem Kontakt mit Nahrungsantigenen und einer Vielzahl 
kommensaler Mi kro organismen, aber auch verschiedenen Pathogenen steht, ist es wichtig, dass 
stetig eine Balance zwischen immunogenen und tolerogenen Immunantworten aufrecht erhal-
ten wird. DCs nehmen dabei eine Schlüsselrolle in der Vermittlung von z. B. intestinaler Tole-
ranz ein und gewährleisten somit, dass keine Entzündung im gesunden Darm entsteht (Scott et 
al., 2011). 

2.2 Dendritische Zellen
DCs wurden erstmalig im Jahre 1973 beschrieben (Steinman und Cohn, 1973). Als professionel-
len antigenpräsentierenden Zellen (APCs; antigen presenting cells ) kommt DCs eine entschei-
dende Rolle bei der Aktivierung des adaptiven Immunsystems zu. Zwar sind neben DCs auch 
Makrophagen und B-Zellen in der Lage Antigen aufzunehmen und mit Hilfe von sogenannten 
pattern recognition Rezeptoren (PRRs) den Typ der Immunantwort gegen eine Vielzahl von 

Lumen

Darmzotte

Peyerscher Plaque

MakrophageDC CD4+ T-ZelleCD8+ T-Zelle M-ZelleEnterozytB-Zelle

SED

Follikel

IFRLamina propria

Follikel

IFR

IFR

FAE

Abbildung 1 | Das Immunsystem des Darms. Eine einzelne Schicht aus Epithelzellen (Enterozyten) trennt die 
Lamina propria vom Inhalt des Darmlumens. Dabei finden sich innerhalb des Epithels Lymphozyten, wie CD8+ 
T-Zellen. Die Lamina propria weist hingegen neben CD4+ und CD8+ T-Zellen auch B-Zellen, sowie Makro-
phagen und DCs auf. Das follikelassoziierte Epithel (FAE) grenzt die Peyerschen Plaques vom Lumen ab und 
beherbergt M-Zellen. In der darunter liegenden subepithelialen Kuppelregion (SED) kommen neben DCs auch 
T- und B-Zellen vor. Zwischen den B-Zellfollikeln finden sich in den interfollikulären Zonen (IFR) hauptsächlich 
T-Zellen und einige DCs. Erstellt nach Eberl, 2005; Varol et al., 2010; Muniz et al., 2012.
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Antigenen zu bestimmen. Doch DCs zeichnen sich zusätzlich durch ihre einzigartige Fähigkeit 
aus, primäre T-Zellantworten zu induzieren: die klonale Expansion und Differenzierung naiver 
T-Zellen zu Effektor-T-Zellen (Banchereau und Steinman, 1998).

Der „Aktivierungsstatus“ dendritischer Zellen entscheidet dabei darüber, ob eine effektive 
Immunantwort z. B. gegen Bakterien, oder eine Toleranz etwa gegenüber Nahrungsantigenen 
oder körpereigenen Antigenen induziert wird. Die zu den PPR gehörenden Toll-ähnlichen 
Rezeptoren (TLRs; Toll-like receptors) erkennen im Falle einer Infektion pathogenassoziierte 
molekulare Muster und induzieren damit die Reifung von DCs. Dadurch exprimieren diese 
neben den pathogenen Peptiden (genaueres zur Antigenpräsentation in Abschnitt 2.2.1) auch 
kostimulatorische Moleküle wie die Transmembranglykoproteine B7.1 (CD80) und B7.2 
(CD86). Die Bindung dieser kostimulatorischen Moleküle durch CD28-Moleküle auf der 
Oberfläche von T-Zellen führt nach dem Erkennen der pathogenen Peptide zu einem zweiten 
Signal (Sharpe und Freeman, 2002). Hierdurch werden naive T-Zellen aktiviert und eine adap-
tive Immunantwort eingeleitet.

Unreife DCs präsentieren ohne Entzündungsreiz im sogenannten Ruhezustand kontinuierlich 
eigene Antigene oder Antigene der Umgebung. Da hierbei keine TLRs stimuliert werden, fehlt 
das kostimulatorische Signal zur Entwicklung einer Immunantwort. Dadurch wird u. a. die Ent-
wicklung von regulatorischen T-Zellen induziert, die die Toleranz gegenüber dem präsentierten 
Antigen ermöglichen (Banchereau und Steinman, 1998).

2.2.1 Antigenpräsentation durch dendritische Zellen

Die Art und Weise, wie Antigene von DCs aufgenommen, prozessiert und schließlich präsen-
tiert werden, bestimmt maßgeblich den Ausgang einer Immunantwort. So werden extrazelluläre 
Partikel mittels Phagozytose, Pinozytose oder rezeptorvermittelter Endozytose ins Zellinnere 
aufgenommen und in einen Prozessierungsweg eingeschleust, an dessen Ende die Präsentation 
des entsprechenden Antigens auf dem Haupthistokompatibilitätskomplex Klasse II (MHCII; 
major histocompatibility complex class II ) steht. Dieser Komplex aus MHCII und präsentier-
tem Peptid kann von entsprechenden antigenspezifischen CD4+ T-Zellen erkannt werden, und 
zur Aktivierung dieser sogenannten T-Helferzellen führen (Abbildung 2, A; Villadangos, 2001; 
Wilson und Villadangos, 2005; Villadangos und Schnorrer, 2007). Dies resultiert wiederum in 
einer Aktivierung von B-Zellen und damit in der Induktion der Sezernierung von Antikörpern 
durch gereifte B-Zellen (Plasmazellen). Eine humorale Immunantwort ist entstanden, bei der 
Antikörper dazu beitragen, Pathogene aus dem Körper zu entfernen.

Intrazelluläre Antigene wie zelleigene Proteine, aber auch virale bzw. bakterielle Bestandteile, 
die durch eine Infektion in die APC gelangt sind, werden degradiert und die erhaltenen Peptide 
im Kontext von MHCI CD8+ T-Zellen präsentiert (Wilson und Villadangos, 2005; Villadangos 
und Schnorrer, 2007; Rock et al., 2010). Dabei werden letztere aktiviert und differenzieren zu 
zytotoxischen T-Zellen, die in der Lage sind infizierte Zellen zu erkennen und zu eliminieren 
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(Abbildung 2, B). Die beiden beschriebenen Wege werden als klassische Antigenpräsentation 
bezeichnet.

Eine spezielle Form, die Mechanismen der klassischen Antigenpräsentationen vereint, nennt 
man Kreuzpräsentation (Bevan, 1976). In diesem Fall nehmen nicht infizierte DCs exogenes 
Antigen in Form von z. B. Partikeln toter infizierter Zellen auf, prozessieren diese zellgebun-
denen Antigene und präsentieren die entsprechenden Peptide nicht auf MHCII sondern auf 
MHCI. Das Erkennen dieses Komplexes durch CD8+ T-Zellen führt wiederum zu deren Diffe-
renzierung in zytotoxische T-Zellen (Abbildung 2, C; Wilson und Villadangos, 2005; Villadan-
gos und Schnorrer, 2007). Durch die Eliminierung infizierter bzw. entarteter Zellen wird die 
Ausbreitung des Pathogens verhindert, bzw. ein Tumorwachstum bekämpft.

2.2.2 Funktion dendritischer Zellen des Gastrointestinaltrakts

Primäre T-Zellantworten gegen intestinale Antigene werden in den mesenterialen Lymphknoten 
und den Peyerschen Plaques generiert. Auf verschiedenen Wegen gelangen Bakterien bzw. bakte-
rielle Bestandteile aus dem Darmlumen in Peyersche Plaques bzw. die Lamina propria und werden 
dort von DCs aufgenommen: z. B. Partikeltransport durch M-Zellen, Antigenaufnahme direkt aus 
dem Darmlumen durch Phagozyten, oder Transport von Immunglobulin-Antigen-Komplexen 

TCRMHCI

MHCII

DC
CD8+

T
zytotoxische 

Immunantwort

TCRMHCI

MHCII

DC
CD8+

T
zytotoxische 

Immunantwort

MHCI

TCRMHCII

DC
CD4+

T
humorale 

Immunantwort

A

B

C

Abbildung 2 | Präsentation verschiedener Antigene durch dendritische Zellen. (A) DCs nehmen exogenes 
Antigen auf und präsentieren die Peptide auf MHCII an CD4+ T-Zellen. Dadurch können B-Zellen zur Produktion 
antigenspezifischer Antikörper aktiviert werden. (B) Peptide endogener Antigene werden auf MHCI präsentiert, wo 
sie von CD8+ T-Zellen erkannt werden. (C) Die Aufnahme exogener Antigene in Form von z. B. Partikeln infizier-
ter toter Zellen durch DCs führt ebenfalls zur Präsentation der Peptide auf MHCI an CD8+ T-Zellen. (B-C) Durch 
die Aktivierung antigenspezifischer CD8+ T-Zellen wird eine zytotoxische Immunantwort induziert.
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durch den neonatalen Fc-Rezeptor (Schulz und Pabst, 2013). Die DCs transportieren die 
bakteriellen Antigene in die MLN (Macpherson und Uhr, 2004), wobei die Migration von 
der Expression des Chemokinrezeptors CCR7 abhängig ist (Johansson-Lindbom et al., 2005; 
Worbs et al., 2006; Jang et al., 2006; Schulz et al., 2009). Im MLN angekommen entscheidet 
der Aktivierungsstatus der DCs über das weitere Geschehen: ob eine Immunantwort gegen ein-
dringende Pathogene erzeugt wird oder Toleranz z. B. gegenüber der kommensalen Mikrobiota 
entsteht (Scott et al., 2011; Mann et al., 2013). Durch die Produktion von Retinsäure (ein Vita-
min A-Derivat) induzieren die DCs die sogenannten gut-homing-Fähigkeiten der T-Zellen: die 
Expression des Chemokinrezeptors CCR9 und des Integrins α4β7 (Johansson-Lindbom et al., 
2005). Hierdurch sind die T-Zellen in der Lage, als Effektorzellen zum Darm zurückzukehren 
und lokale Immunantworten auszuführen.

Um Entzündungen zu vermeiden, erhalten die intestinalen DCs im Ruhezustand die Toleranz 
aufrecht, indem sie u. a. die Generierung von regulatorischen T-Zellen gegen Nahrungsantigene 
induzieren (Coombes und Powrie, 2008; Pabst und Mowat, 2012).

2.2.3 Klassifikation dendritischer Zellen des Gastrointestinaltrakts

Nach der Entdeckung der DCs stellte sich bald heraus, dass es sich hierbei um keine homogene 
Gruppe handelt. So teilen sich DCs zunächst in zwei große Gruppen auf, von denen sich die 
konventionellen DCs (cDCs; conventional DCs) durch ihre hohe Expression von MHCII und 
des Integrins CD11c von den plasmazytoiden DCs (pDCs) abgrenzen, die CD11c schwä-
cher und zusätzlich die Tyrosinphosphatase CD45R/B220 sowie das Oberflächenglykopro-
tein Ly-6C exprimieren (Segura und Villadangos, 2009). Aufgrund funktioneller Unterschiede 
wurde klar, dass auch cDCs eine heterogene Gruppe darstellen. Obgleich DCs und somit auch 
cDCs seit über 40 Jahren intensiv studiert werden, gelang keine konstistente Einteilung in ein-
deutige cDC-Subtypen.

In lymphatischen Geweben wurden cDCs bisher anhand der Expression des CD8α-Homo-
dimers in CD8α+ cDCs und CD8α– cDCs unterschieden (Vremec et al., 1992), wobei letz-
tere teilweise in CD4+ und doppelt-negativ weiter unterteilt wurden (Abbildung 3; Shortman 
und Heath, 2010). Diese Einteilung wurde anhand funktioneller Unterschiede vorgenommen: 
CD8α+ cDCs sind im Gegensatz zu CD8α– cDCs in der Lage, Antigen CD8+ T-Zellen kreuzzu-
präsentieren (Kurts et al., 1996; den Haan, J M et al., 2000; Pooley et al., 2001). CD8α– cDCs 
zeigen hingegen eine bevorzugte Präsentation von löslichem Antigen an CD4+ T-Zellen (Pooley 
et al., 2001). Neben CD8α wurden weitere Oberflächenmoleküle, wie z. B. CD103, CD205 
(DEC-205) oder Clec9A (DNGR-1) verwendet, um kreuzpräsentierende cDCs zu charakteri-
sieren (Shortman und Heath, 2010).

In nicht-lymphatischen Geweben wie etwa der Haut oder der Lunge, in denen weder CD8α 
noch CD4 detektierbar sind, erfolgte häufig eine Unterteilung der cDCs in CD103+ und 
CD11b+ Subtypen. Aufgrund funktioneller Gemeinsamkeiten zu cDCs lymphatischer Organe, 



Einleitung

10

wurden CD103+ cDCs oftmals als Equivalent CD8α+ cDCs gewertet (Abbildung 3; Mildner 
und Jung, 2014).

Im Gastrointestinaltrakt gestaltete sich die Einteilung der cDCs hingegen schwieriger: ver-
schiedene Labore verwendeten bisher unterschiedliche Marker, um cDCs zu identifizieren. 
Einige Forschungsgruppen nutzten ausschließlich CD11c und MHCII um cDCs im Darmtrakt 
zu identifizieren. In der Darmmukosa finden sich jedoch neben cDCs viele weitere Zelltypen, 
die diese Moleküle exprimieren. Dadurch wurde z. B. über Jahre hinweg diskutiert, ob es sich 
bei den MHCII+ Zellen, die den Chemokinrezeptor CX3CR1 exprimieren, um echte DCs han-
delt. Diese sind aufgrund der Expression von tight-junction-Proteinen in der Lage, CX3CR1-ab-
hängig Ausläufer durch das Epithel in das Darmlumen zu strecken (Niess et al., 2005) und 
dadurch Salmonellen aufzunehmen, ohne die Epithelschicht zu zerstören (Rescigno et al., 
2001). Nachdem jedoch gezeigt werden konnte, dass diese phagozytischen Zellen von einem 
anderen Vorläufer ausgehen als DCs (Varol et al., 2009), sie außerdem Makrophagen-ähnliche 
Vakuolensysteme aufweisen, sie kaum in der Lage sind naive T-Zellen zu stimulieren und sie 
nicht zu MLN migrieren können (Schulz et al., 2009; Bogunovic et al., 2009), werden sie heute 
im breiten Konsens zu den Makrophagen gezählt.

Darüber hinaus wurden die „cDCs“ (oftmals nur über die Expression von CD11c oder 
MHCII definiert) des Intestinaltraktes (LP, PP und MLN) in den verschiedenen Studien 
anhand ein bis zwei variierender Marker unterteilt, wie z. B. CD4, CD8α, CD11b, CD103 
oder SIRPα. Häufig untersuchte man dabei z. B. CD103+ im Vergleich mit CD103– „cDCs“ 
(Johansson-Lindbom et al., 2005; Jaensson et al., 2008; Schulz et al., 2009; Crozat et al., 2011).

Einen Fortschritt in der Klassifizierung intestinaler cDC-Subtypen ergab sich durch die Ein-
teilung anhand der zwei Integrine CD11b und CD103 (Ginhoux et al., 2009; Bogunovic et al., 
2009; Edelson et al., 2010; Cerovic et al., 2013; Cerovic et al., 2015). Diese Unterteilung erwies 
sich einerseits als vorteilhaft, da mittels CD11b und CD103 auch in anderen nicht-lymphatischen 

Abbildung 3 | Bisherige Klassifikation der Subtypen konventioneller dendritischer Zellen. cDCs lymphati-
scher Organe wurden bisher anhand der Oberflächenmoleküle CD8α und CD4 unterteilt und cDCs nicht-lympha-
tischer Gewebe mittels CD103 und CD11b. Aufgrund funktioneller Gemeinsamkeiten gelten CD103+ cDCs peri-
pherer Gewebe als Equivalent CD8α+ cDCs lymphatischer Organe (rot) und CD11b+ cDCs dementsprechend als 
Equivalent CD4+ und DN cDCs (gelb). ⃰ Vorkommen nur in wenigen Geweben belegt, wie z. B. Darm und Lunge 
(verändert nach Sathpathy et al., 2012)
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Geweben eine Aufschlüsselung der cDCs in zwei bis drei Subtypen möglich war (Ginhoux et 
al., 2009). Andererseits zeigte sich damit, dass die bisweilen betrachteten Populationen nicht 
homogen sind. So sind beispielsweise CD103+ cDCs, die kein CD11b aufweisen im Gegen-
satz zu denen, die CD11b exprimieren in ihrer Entwicklung von den Transkriptionsfaktoren 
inhibitor of DNA binding 2 (Id2), interferon regulatory factor 8 (Irf8) und basic leucine zipper 
ATF-like 3 transcription factor (Batf3) abhängig (Bogunovic et al., 2009; Edelson et al., 2010); 
Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls für die Entwicklung von CD8α+ cDCs der Milz benötigt 
werden (Hacker et al., 2003; Hildner et al., 2008; Edelson et al., 2010).

2.2.4 XCR1-positive dendritische Zellen

Die Entdeckung, dass der Chemokinrezeptor XCR1 selektiv auf CD8α+ cDCs und einem 
kleinen Teil CD8α– cDCs in der Milz, sowie auf CD8α-ähnlichen cDCs peripherer Organe 
exprimiert wird (Dorner et al., 2009; Crozat et al., 2011; Bachem et al., 2012), ermöglichte 
eine detailliertere Einteilung von cDCs. Bislang wurde angenommen, dass alle CD8α+ cDCs 
Batf3-abhängig seien und Antigen kreuzpräsentieren können (Hildner et al., 2008). Es konnte 
jedoch in der Milz demonstriert werden, dass ausschließlich XCR1+ cDCs – unabhängig von 
ihrer CD8α-Expression – Batf3-abhängig und zur Antigenkreuzpräsentation befähigt sind 
(Bachem et al., 2012). Darüber hinaus zeigte sich in der murinen Milz, dass vor allem XCR1+ 
cDCs durch die Behandlung mit dem Wachstumsfaktor Fms-related tyrosine kinase 3 ligand 
(Flt3 Ligand) expandieren. Des Weiteren wurde deutlich, dass XCR1–CD8α+ cDCs eine eigene, 
pDC-verwandte DC-Population darstellen, die nicht zur Kreuzpräsentation fähig sind (Bar-On 
et al., 2010; Bachem et al., 2012). Somit zeigte sich in der Milz, dass XCR1+ cDCs, unabhän-
gig von der CD8α-Expression, eine eigene Abstammungslinie darstellen. Diese Arbeiten zeig-
ten mit XCR1 erstmalig einen linienspezifischer Marker für kreuzpräsentierende Zellen in der 
Milz auf, der ausschließlich auf konventionellen DCs exprimiert wird. Ob dies auch für andere 
Gewebe und Organe zutrifft, war jedoch unklar.

Das einzige Molekül, dass an den Chemokinrezeptor XCR1 bindet ist XCL1. Dieses Che-
mokin gehört als alleiniger Vertreter der Gruppe der C-Chemokin-Familie an und bindet vice 
versa ausschließlich an XCR1. XCL1 wurde etwa zeitgleich von unterschiedlichen Laboren 
unter verschiedenen Namen identifiziert: als ATAC (activation-induced, T cell derived and 
chemokine-related molecule; Müller et al., 1995), SCM-1 (single cystein motif-1; Yoshida et 
al., 1995) und lymphotactin (Kelner et al., 1994; Kennedy et al., 1995). Das Chemokin wird 
neben NK-Zellen auch von Th1-polarisierten CD4+ T-Zellen, γδ T-Zellen sowie aktivierten 
CD8+ T-Zellen sezerniert (Dorner et al., 2002; Dorner et al., 2004) und induziert die chemo-
taktische Migration XCR1+ cDCs (Dorner et al., 2009). Darüber hinaus unterstützt XCL1 die 
Persistenz antigenspezifischer CD8+ T-Zellen und deren Kapazität zur Sekretion des Zytokins 
IFNγ (Dorner et al., 2009), das eine entscheidende Rolle in der adaptiven Immunantwort gegen 
virale und bakterielle Infektionen spielt.
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2.3 Targeting – zielgerichtete Beladung kreuzpräsentierender cDCs

Im Gegensatz zu dem linienspezifischen Marker XCR1, der ausschließlich auf cDCs exprimiert 
wird, wurden bisher Moleküle zur Charakterisierung kreuzpräsentierender cDCs verwendet, die 
auch auf anderen Zelltypen vorkommen. So findet sich beispielsweise Clec9A neben cDCs auch 
auf pDCs (Sancho et al., 2008; Caminschi et al., 2008), CD205 auf B-Zellen, Langerhans-Zel-
len sowie Epithelzellen (Kraal et al., 1986; Witmer-Pack et al., 1995; Inaba et al., 1995) und 
CD103 auf T-Zellen, Makrophagen und Mastzellen (Kilshaw und Murant, 1990; Smith et al., 
1994; Tiisala et al., 1995). Diese Moleküle wurden bisher als Zielstrukturen zur Antigenbela-
dung von cDCs verwendet, um eine antigenspezifische CD8+ T-Zellimmunantwort zu indu-
zieren. Dabei wurde Antigen an einen Antikörper gekoppelt, der das jeweilige Oberflächenmo-
lekül, also z. B. Clec9A, CD205 oder CD103, erkennt. So induziert die Beladung von cDCs 
über Clec9A neben einer zytotoxischen T-Zellantwort (Sancho et al., 2008) auch eine starke 
humorale Immunantwort, bei der antigenspezifische Antikörper produziert werden (Caminschi 
et al., 2008; Lahoud et al., 2011). Ebenso konnte eine Aktivierung von CD8+ T-Zellen durch 
die Beladung kreuzpräsentierender cDCs über CD205 (Bonifaz et al., 2002; Dudziak et al., 
2007) und CD103 (Semmrich et al., 2012) erreicht werden.

Da XCR1 nur auf cDCs exprimiert wird, hätte eine Beladung kreuzpräsentierender cDCs 
über XCR1 gegenüber den genannten Molekülen den Vorteil, dass somit Antigen nur von die-
sen Zellen aufgenommen würde und von keinem anderen Zelltyp, wie etwa B-Zellen, T-Zel-
len oder Makrophagen. Außerdem ermöglicht die Tatsache, dass XCL1 der einzige Ligand von 
XCR1 und umgekehrt XCL1 nur an XCR1 bindet, die zielgerichtete Antigenbeladung XCR1+ 
cDCs mithilfe des natürlichen Liganden XCL1.

Um eine zytotoxische Immunantwort zu induzieren, bedarf es jedoch nicht nur des Anti-
gens, da dies alleine zu eine Toleranzsituation führt (Bonifaz et al., 2002), in der nach erneuter 
Antigenstimulation keine Reaktion von Effektorzellen mehr hervorgerufen wird. Daher werden 
Adjuvanzien benötigt, die durch das Binden an PRRs, wie z. B. TLRs, die Reifung von cDCs 
und somit die Aktivierung von T-Zellen induzieren. Diese Adjuvanzien bestehen z. B. aus Bak-
terienbestandteilen wie LPS (TLR4 Ligand; Poltorak et al., 1998) oder basieren auf synthe-
tisch hergestellten TLR-Liganden wie poly I:C (TLR3 Ligand; Alexopoulou et al., 2001) oder 
CpG ODN (TLR9 Ligand; Hemmi et al., 2000).
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2.4 Ziel

Die Expression von XCR1 konnte bisher auf cDCs lymphatischer Organe und einiger 
nicht-lymphatischer Gewebe nachgewiesen werden. In der Milz wurde gezeigt, dass XCR1 ein 
linienspezifischer Marker ist, der nur auf kreuzpräsentierenden cDCs exprimiert wird.

Ziel dieser Arbeit war es zu prüfen, ob XCR1 nicht nur in lymphatischen Organen wie der 
Milz, sondern auch in nicht-lymphatischen Geweben ein linienspezifischer Marker für kreuz-
präsentierende cDCs darstellt, und somit eine konsistente Klassifizierung zu etablieren. Dazu 
sollten in dieser Arbeit cDCs des Gastrointestinaltrakts untersucht werden.

Darüber hinaus sollte untersucht werden, ob eine zielgerichtete Antigenbeladung kreuzpräsen-
tierender cDCs über XCR1 möglich ist, um damit eine effektive zytotoxische Immunantwort 
zu induzieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Plastikprodukte

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien der Qualität p. A. der Firmen Carl Roth 
GmbH (Karlsruhe), Merck Chemicals (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) verwen-
det. Steriles Plastikeinwegmaterial wurde von Greiner GmbH (Frickenhausen), Nunc (Roskilde, 
Dänemark), Sarstedt (Nümbrecht) sowie BD Biosciences (Heidelberg) bezogen.

3.2 Mäuse
Weibliche C57BL/6 Mäuse, CX3CR1GFP Mäuse (Jung et al., 2000; zur Verfügung gestellt von 
M. Gunzer, Molekulare Immunologie, Universität Magdeburg), LangerinEGFP Mäuse (Kissen-
pfennig et al., 2005; zur Verfügung gestellt von P. Stoitzner, Universitätsklinik für Dermatologie 
und Venerologie, Innsbruck, Österreich), B6.XCR1-lacZ+/+ Mäuse (The Jackson Laboratories, 
Bar Harbor, USA), B6.XCL1-/- Mäuse (Dorner et al., 2009), Batf3-/- Mäuse (Hildner et al., 2008; 
zur Verfügung gestellt von H.C. Probst, Institut für Immunologie, Universität Mainz) wurden 
zur Zellisolation verwendet. OT-I (Hogquist et al., 1994) TCR (T cell receptor; T-Zell-Rezep-
tor) transgene Mäuse wurden mit B6.PL Mäusen gekreuzt, um eine Identifikation spezifischer 
CD8+ T-Zellen über den Rezeptor CD90.1 zu ermöglichen.

C57BL/6, B6.XCR1-lacZ+/- und B6.XCR1-lacZ+/+ Tiere wurden für histologische Analysen 
verwendet. Bei B6.XCR1-lacZ Mäusen wird durch einen knock in der bakterielle β-Galaktosi-
dase diese unter der Kontrolle des endogenen XCR1-Promotors exprimiert (Sanes et al., 1986). 
Die β-Galaktosidase ist in der Lage zugeführtes X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galac-
topyranosid) zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl (5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol) zu 
hydrolysieren, das dadurch vom Sauerstoff der Luft zu dem blauen Farbstoff 5,5‘-Dibrom-4,4‘-
dichlor-indigo oxidiert wird.

Alle Stämme wurden mindestens 10-mal auf C57BL/6 Hintergrund zurückgekreuzt und unter 
speziellen pathogenfreien Bedingungen (SPF) in den Anlagen des Bundesinstituts für Risikobe-
wertung (BfR) gehalten. Im Alter von 8-12 Wochen wurden die Mäuse für Experimente ver-
wendet, die in Übereinstimmung mit dem Deutschen Tierschutzgesetz (BGBl. I S. 1206, 1313; 
2006) erfolgten und vom Landesamt für Gesundheit und Soziales (LAGeSo) genehmigt waren.

3.3 Puffer
PBS: 136,89 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 1,47 mM KH2PO4, 8,05 mM Na2HPO4,
 pH 7,3 
Waschpuffer:  PBS, 2 % FCS (wenig Endotoxin, Biochrom, Berlin), 1 mM EDTA 
MACS-PBS: PBS, 0,5 % BSA (Endotoxingehalt < 1 EU/mg, PAA Laboratories, Cölbe) 
FACS-PBS: PBS, 2,5 % FCS, 01 % NaN3 
ACK Puffer: 0,15 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,2
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3.4 Tierexperimentelle Methoden

3.4.1 Flt3 Ligand Behandlung

Jeweils 1x106 Zellen der Flt3 Ligand-exprimierenden Zelllinie B16 (Mach et al., 2000) wur-
den in 100 µl PBS C57BL/6 Mäusen subcutan (s. c.) injiziert. Nach 9 d wurden die Mäuse 
getötet und die Zusammensetzung der cDCs in der LP und den PP des Dünndarms sowie der 
MLN durchflusszytometrisch analysiert.

3.4.2 LPS Behandlung

C57BL/6, B6.XCR1-lacZ+/+, B6.XCR1-lacZ+/- und B6.XCL1-/- Mäusen wurden jeweils 30 µg 
LPS in 100 µl PBS intraperitoneal (i. p.) injiziert. 14 h später wurden die Mäuse getötet und die 
cDCs aus LP, PP und MLN der C57BL/6, B6.XCR1-lacZ+/+ und B6.XCL1-/- Mäuse analysiert. 
Des Weiteren wurden aus C57BL/6, B6.XCR1-lacZ+/+ und B6.XCR1-lacZ+/- Mäusen die MLN, 
sowie Gewebestücke aus den drei Teilen des Dünndarms (Duodenum, Jejunum und Ileum), 
inklusive PP, für histologische Untersuchungen entnommen.

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Isolierung mononukleärer Zellen aus dem Dünndarm und den drainierenden 
mesenterialen Lymphknoten

Zur Isolierung mononukleärer Zellen aus der LP des Dünndarms, wurde der Dünndarm zunächst 
von Fett und PP befreit und der Länge nach aufgeschnitten. Durch mehrmaliges Waschen in 
Waschpuffer wurde der Darm gereinigt und anschließend in 1 cm große Stücke geschnitten. Die 
Gewebestücke wurden unter Zugabe von 1 mM DL-Dithiothreitol (DTT) zum Waschpuffer für 
7 min bei 37°C unter ständigem Rühren inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation unter den 
gleichen Bedingungen ohne DTT wurden die im Überstand befindlichen Epithelzellen verwor-
fen, die Gewebestücke in PBS, 2 % FCS zweimal gewaschen und in kleine Stücke geschnitten. 
Der Verdau dieser Stücke erfolgte durch eine Inkubation bei 37°C in RPMI 1640, 2 % FCS, 
500 µg/ml Collagenase VIII und 20 µg/ml DNase I (Roche Applied Science, Mannheim) für 
30 min unter ständigem Rühren. Im Anschluss wurde die Zellsuspension unter Zugabe des 
Waschpuffers durch ein 70 µm Nylon-Zellsieb gegeben.

Zur Isolierung mononukleärer Zellen aus MLN und PP wurden diese jeweils mittels Fein-
pinzetten zerrissen und die Gewebestücke zum Verdau bei 37°C in RPMI 1640, 2 % FCS, 
500 µg/ml Collagenase D und 20 µg/ml DNase I (beide letzteren von Roche Applied Science, 
Mannheim) bei gelegentlichem Schütteln für 15 min inkubiert. Nach weiteren 5 min Inku-
bation unter Zugabe von 10 mM EDTA wurden die Zellen durch ein 70 µm Nylon-Zellsieb 
gedrückt und mit MACS-PBS gewaschen.
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3.5.2 Isolierung von Lymphozyten aus der Milz

Die Isolierung von Lymphozyten aus der Milz erfolgte durch das Zerschneiden der Milz in Stü-
cke, gefolgt von einem Durchdrücken dieser durch ein 70 µm Nylon-Zellsieb unter Zugabe von 
PBS. Nach der Pelletierung der Zellen wurden die Erythrozyten durch ACK-Puffer lysiert und 
die Zellen nach anschließendem Waschen mit PBS in MACS-PBS aufgenommen.

3.5.3 Anreicherung dendritischer Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation

Zur Anreicherung von DCs aus den gewonnenen Zellsuspensionen von LP, PP und MLN wur-
den die Zellen in PBS aufgenommen und auf eine 1,073 g/ml Nycodenz-Lösung (1,077 g/ml 
Nycoprep, Axis-Shield, Heidelberg; 1,01 g/ml PBS, PAA Laboratories, Cölbe) geschichtet. Nach 
der anschließenden ungebremsten Zentrifugation (1700 g, 4 °C, 10 min) wurde die Interphase 
abgenommen und die Zellen mit MACS-PBS gewaschen.

3.5.4 Magnetische Zellsortierung

Die magnetische Zellsortierung (MACS; magnetic activated cell sorting; Miltenyi et al., 
1990) muriner Zellen erfolgte nach Angaben des Herstellers (Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach). Zur Sortierung von DCs wurden die mittels Dichtezentrifugation angereicher-
ten Zellen aus LP und MLN bei einer Zelldichte von 2x108 Zellen/ml mit optimal titrierten 
anti-CD11c-Magnetpartikeln (anti-CD11c MicroBeads; Miltenyi Biotec) in Anwesenheit von 
Fc-Block (anti-CD16/CD32; 20 µg/ml; zur Sättigung der Fc-Rezeptoren) in MACS-PBS inku-
biert. Für die Anreicherung von CD8+ T-Zellen aus Milzen von OT-I-transgenen Mäusen 
wurden die Splenozyten bei einer Zelldichte von 1x108 Zellen/ml mit der jeweils optimalen 
Konzentration folgender biotinylierter monoklonaler Antikörper (mAk) in MACS-PBS inku-
biert, um die entsprechenden Zellen depletieren zu können: anti-CD4 (Klon GK1.5), anti-
CD11b, anti-CD11c, anti-B220, und anti-NK1.1 (Klon und Herkunft siehe unter Antikörper, 
Abschnitt 3.6.4). Nach anschließendem Waschen der Zellen wurden diese bei 2x108 Zellen/ml 
mit anti-Biotin-Magnetpartikeln (anti-Biotin MicroBeads; Miltenyi Biotec) unter Verwendung 
von Fc-Block in MACS-PBS inkubiert.

Die Separation der Zellen erfolgte, indem die Zellsuspensionen auf Säulen mit ferromagneti-
schen Kugeln (MACS LS Säulen; Miltenyi Biotec) gegeben wurden, die sich in einem magne-
tischen Feld (MidiMACS Separator; Miltenyi Biotec) befanden. Zum Erhalt CD8+ OT-I-Sple-
nozyten wurde der Durchlauf der unmarkierten Zellen aufgefangen und deren Reinheit mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. Zur Gewinnung der DCs aus LP und MLN wurde hingegen 
der Durchlauf verworfen und die markierten Zellen außerhalb des Magnetfeldes eluiert.
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3.6 Durchflusszytometrie

3.6.1 Färbung von Zelloberflächenantigenen

Für die Färbung von Zelloberflächenantigenen wurden alle Schritte – sofern nicht anders ange-
geben – auf Eis durchgeführt. Dazu wurden jeweils 0,5 bis 5x106 Zellen zunächst mit 20 µg/ml 
Fc-Block in FACS-PBS für 5 min vorinkubiert, woraufhin eine Färbung entweder direkt mit 
Fluorophor-konjugierten Antikörpern oder indirekt mit Biotin- beziehungsweise DIG (Dioxi-
genin)-gekoppelten Antikörpern für 20 min erfolgte (mAk gegen Clec9A sowie CCR7 wurden 
für 30 min bei 37°C gefärbt). Die Detektion biotinylierter mAk erfolgte mit Hilfe an Fluo-
reszenzfarbstoffe gekoppeltem Streptavidin bei einer Inkubationszeit von 5 min, wohingegen 
die Erkennung von DIG-gekoppelten mAk durch eine 20-minütige Inkubation der Zellen 
mit anti-DIG mAk ermöglicht wurde. Alle hierzu verwendeten Antikörper sind in Abschnitt 
3.6.4 aufgeführt und wurden zuvor für eine optimale Signaltrennung titriert. Unspezifische 
Hintergrundfärbungen wurden mittels an die entsprechenden Fluorophore gekoppelte unspezi-
fische Antikörper des gleichen Isotyps bzw. durch die alleinige Färbung mit Sekundärreagenzien 
(Streptavidin bzw. anti-DIG mAk) ausgeschlossen.

3.6.2 Durchflusszytometrische Analyse

Um tote Zellen von der Analyse ausschließen zu können, wurde der Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6‘-Dia-
midino-2-Phenylindol (DAPI; 0,33 µg/ml; Roche Applied Science, Mannheim) unmittelbar vor 
der Analyse zur Zellsuspension hinzugegeben. Die Proben wurden an dem Durchflusszytometer 
LSRFortessa mit Hilfe der Software FACSDIVA (BD Biosciences) aufgenommen, woraufhin 
die Analyse der Daten mittels der Software FlowJo (Treestar, Ashland, OR, USA) erfolgte. Die 
Ergebnisse wurden als Histogramme oder Contour Plots dargestellt, wobei die Zahlen innerhalb 
der Gates dem prozentualen Anteil der darin enthaltenen Zellen entsprechen.

Die standardmäßige Eingrenzung (Gating; Abbildung 4) der zu analysierenden Zellen erfolgte 
dabei wie folgt: Eingrenzung von Leukozyten ausgehend von ihrer Größe und Granularität im 
Vorwärts- (FSC; Forward Scatter) bzw. Seitwärts-scatter (SSC; Side Scatter); Ausschluss von 
Dubletten anhand der Höhe (H; height) und Fläche (A; area) jeweils im Vorwärts- als auch 
Seitwärts-scatter. Im Falle von Zellen aus LP und PP wurden zusätzlich CD45-negative Zellen 
ausgegrenzt [dies ist bei Zellen der MLN nicht nötig, da hier beinahe alle Zellen (> 99%) CD45+ 
sind]. Tote Zellen wurden durch die Aufnahme des Farbstoffs DAPI und autofluoreszente Zellen 
anhand ihrer Eigenfluoreszenz ausgeschlossen. Zur Analyse von DCs wurden durch die Oberflä-
chenmoleküle F4/80, CD3 und B220 (beide letzteren zusammen bezeichnet als linienspezifische 
Marker; Lin) Makrophagen, sowie T- und B-Zellen ausgegrenzt. Daran anschließend wurden in 
LP und PP cDCs als CD11c+MHCII+ definiert. In den MLN wurde eine weitere Unterteilung 
der cDCs anhand ihres MHCII-Expressionsniveaus in migratorische cDCs, die MHCII hoch 
(high) exprimieren (MHCIIhigh) und residente cDCs, die eine intermediäre MHCII-Expression 
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aufweisen (MHCIIint), vorgenommen (Ruedl et al., 2000; Henri et al., 2001). Zur Analyse 
von CD8+ OT-I T-Zellen wurden nach Ausschluss autofluoreszenter Zellen CD4–CD8+ und 
anschließend MHCII–Thy1.1+ Zellen eingegrenzt.

3.6.3 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

Durch Dichtezentrifugation und MACS angereicherte DCs aus LP und MLN wurden wie unter 
Abschnitt 3.6.1 beschrieben gefärbt, mit der Ausnahme, dass anstelle von FACS-PBS MACS-
PBS – welches kein NaN3 enthält – verwendet wurde. Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortie-
rung (FACS; fluorescence-activated cell sorting) erfolgte am FACSAriaII (BD Biosciences) mit 
einer 85 µm Zerstäuberdüse (Nozzle). Die Sortierungsstrategie folgte dabei dem in Abbildung 4 
gezeigten Gatingschema zur Eingrenzung von cDCs, wobei durch die Zugabe von DAPI eben-
falls tote Zellen ausgeschlossen wurden. Daran anschließend wurden residente (MHCIIint) cDCs 
und mi gra torische (MHCIIhigh) cDCs des MLN, sowie cDCs der LP anhand der Oberflächen-
moleküle XCR1 und CD103 zu hochreinen Populationen sortiert. Im Anschluss wurde die 
Reinheit der sortierten Populationen am FACSAriaII bestimmt.

3.6.4 Antikörper

Die durchflusszytometrische Analyse von Einzelzellsuspensionen erfolgte mittels monoklo-
naler Antikörper, welche an folgende Detektionsmoleküle gekoppelt waren: Biotin, DIG, 
FITC (Fluorescein Isothiocyanat), PE (Phycoerythrin), PE-Cy7 (Phycoerytrin-Cyanin Dye 
7), A647 (Alexa Fluor 647), APC (Allophycocyanin), A700 (Alexa Fluor 700), APC-Cy7 

Abbildung 4 | Exemplarische Gatingstrategie zur Identifikation von cDCs und CD8+ OT-I T-Zellen. (A) Nach 
der Identifikation von Leukozyten entsprechend ihrer Größe (FSC-A) und Granularität (SSC-A) und Ausgrenzung 
von Dubletten (Plots 2 und 3) wurden bei Zellen aus LP und PP zusätzlich CD45+ Zellen definiert. In allen Fällen 
wurden tote (DAPI+) und autofluoreszente Zellen (Plots 5 und 6) ausgregrenzt. (B) Zur Identifikation von cDCs 
wurden daran anschließend F4/80–Lin– Zellen eingegrenzt und daraus cDCs in LP und PP anhand der hohen 
Expression von CD11c und MHCII (CD11c+MHCII+) definiert. Im MLN wurden diese zusätzlich in migratorische 
(MHCIIhigh) und residente (MHCIIint) cDCs unterteilt. (C) CD8+ OT-I T-Zellen wurden nach Ausschluss toter und 
autofluoreszenter Zellen als CD4–CD8+ sowie MHCII–Thy1.1 (CD90.1)+ identifiziert.
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(Allophycocyanin-Cyanin Dye 7), PacB (Pacific Blue), BV650 (Brilliant Violet 650) und BV785 
(Brilliant Violet 785).

Monoklonale Antikörper-produzierende Hybridome gegen CD4 (Klon YTS 191.1), CD8α 
(53-6.72), CD11b (5C6), CD11c (N418), CD16/32 (2.4G2), CD24 (M1/69.16.11.HL), 
CD45R/B220 (RA3-6B2), DCIR2 (33D1), MHCII (M5/114.15.2), NK1.1 (PK136) und 
anti-SIINFEKL-H-2Kb (25-D1.16) wurden von American Type Culture Collection (ATCC; 
Manassas, VA, USA) bezogen, für CD90.1 (OX-7) von European Cell Culture Collec-
tion (ECACC; Salisbury, UK). Monoklonale Antikörper gegen CD103 (M290), CD172a/
SIRPα (P84) und CD11c (HL3) waren von BD Biosciences, gegen CD69 (H1.2F3), CD45 
(30F11) und CCR7 (4B12) von eBio science (San Diego, CA, USA) und gegen CD3 (17A2), 
F4/80 (BM8) und CD45R/B220 (RA3-6B2) von BioLegend (London, UK). Des Weiteren 
wurden der anti-XCR1 (MARX10; Bachem et al., 2012) und anti-Clec9A/DNGR-1 (24/04-
10B4; Caminschi et al., 2008) Antikörper eingesetzt. Anti-CD3 (KT3) wurde großzügiger 
Weise durch H. Savelkoul zur Verfügung gestellt, anti-CD25 (2E4) durch E. Shevach, und anti-
DEC-205 (NLDC-145, CD205) durch G. Kraal.

3.7 Funktionelle Analysen

3.7.1 Kreuzpräsentation löslichen Antigens durch dendritische Zellen

C57BL/6 Mäusen wurden jeweils 25 mg Ovalbumin (OVA) in 500 µl PBS per Schlundsonde 
verabreicht. Nach 17 h wurden die Mäuse getötet und die cDCs aus MLN und LP durch 
Dichtezentrifugation (Abschnitt 3.5.3) und MACS (Abschnitt 3.5.4) angereichert und mit-
tels FACS zu drei bzw. fünf hochreinen Subpopulationen sortiert (Abschnitt 3.6.3). Ruhende 
(CD25–, CD69–), angereicherte CD8+ OT-I T-Zellen (Abschnitt 3.5.4) wurden bei einer Zell-
dichte von 5x107 Zellen/ml für 15 min bei 37°C mit 5 µM 5-(and 6)-Carboxyfluorescein diace-
tate succinimidyl ester (CFSE; Molecular Probes, Eugene, OR, USA) in MACS-PBS markiert. 
Da die Succinimidylgruppen kovalent an innere Zellmoleküle binden, bleibt der Farbstoff in 
der Zelle und wird bei einer Zellteilung auf die Tochterzellen aufgeteilt. Anhand des dadurch 
schwächer werdenden CFSE-Signals kann die Proliferation der Zellen bestimmt werden. 1x105 
CFSE-markierte CD8+ OT-I T-Zellen wurden mit einer titrierten Anzahl an cDC-Subtypen 
(3.750 bis 30.000 cDCs) in insgesamt 200 µl RPMI 1640, 10 % FCS, 50 µM 2-Mercap-
toethanol, 1 mM Natriumpyruvat, Nicht-essentielle Aminosäuren (non-essential amino acids, 
NEAA), 100 µg/ml Penicillin/Streptomycin pro Vertiefung (well ) einer 96-well Rundboden-
platte für 2,5 d kokultiviert. Die Proliferation der T-Zellen wurde anhand der CFSE-Verdün-
nung der CD11c–MHCII–CD90.1+CD8+ Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Als 
Negativkontrolle wurden T-Zellen, die nicht mit cDCs kokultiviert wurden, herangezogen. Als 
Positivkontrolle dienten CFSE-markierte CD8+ OT-I T-Zellen, kokultiviert unter den gleichen 
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Bedingungen mit sortierten cDCs, die mit 1 µM OVA257-264-Peptid (SIINFEKL; GenScript, 
Piscataway, NJ, USA) inkubiert wurden.

3.7.2 In vivo Zytotoxizität

C57BL/6 und B6.XCR1-lacZ+/+ Mäusen wurden titrierte Mengen OVA, rekombinantes 
XCL1-OVA (Hartung et al., 2014) oder rekombinanter mAk MARX10-OVA (Hartung et al., 
2014) zusammen mit 3 µg LPS oder poly I:C in 200 µl PBS intravenös (i. v.) injiziert. Mäuse, 
die nur PBS i. v. injiziert bekamen, dienten als Kontrolle. Zur Messung der Zytotoxizität endo-
gener CD8+ T-Zellen in immunisierten Mäusen wurden 6 d nach Immunisierung syngene Sple-
nozyten unbehandelter Mäuse für 2 h bei 37°C mit 10 µM SIINFEKL in RPMI 1640, 10 % 
FCS beladen (Zielzellen) und ein gleicher Anteil Splenozyten bei gleichen Bedingungen ohne 
SIINFEKL inkubiert (Nicht-Zielzellen). Die erfolgreiche Beladung der Zielzellen wurde durch-
flusszytometrisch mittels des anti-SIINFEKL-H-2Kb-Antikörpers (25-D1.16) kontrolliert. Im 
Anschluss wurden die Zielzellen wie unter Abschnitt 3.7.1 beschrieben mit 10 µM CFSE und 
die Nicht-Zielzellen mit 1 µM CFSE in PBS, 0,1 % BSA markiert, wodurch anhand der Hel-
ligkeitsdifferenz eine Unterscheidung der Populationen möglich wurde. Pro immunisierte Maus 
wurden 1x107 Zielzellen (CFSEhigh) und 1x107 Nicht-Zielzellen (CFSElow; CFSEniedrig) in insge-
samt 200 µl PBS i. v. injiziert. 18 h später wurden die Mäuse getötet und die CFSE-markierten 
Zellen innerhalb der Milz mittels Durchflusszytometrie analysiert. Ausgehend von dem Verhält-
nis der Zielzellen zu Nicht-Zielzellen wurde die Zytotoxizität (spezifische Lyse) im Anschluss 
wie folgt berechnet:

3.8 Histologie
Zur histologischen Analyse XCR1+ Zellen im Darm und den drainierenden Lymphknoten 
wurden homozygote und heterozygote B6.XCR1-lacZ Mäuse, sowie zur Kontrolle C57BL/6 
Mäuse untersucht. Gewebestücke aus den drei Teilen des Dünndarms (Duodenum, Jejunum 
und Ileum) inklusive PP sowie die MLN der jeweiligen Tiere wurden entnommen, von Fäkalien 
und Fett befreit und für 1,5 h bei sanftem Schütteln bei 4°C in PBS, 4 % Paraformaldehyd 
(PFA) fixiert. Danach erfolgte die Überführung in PBS, 10 % Sucrose für eine Inkubation 
bei sanftem Schütteln bei 4°C über Nacht. Anschließend fand eine Einbettung der Gewebe in 
Tissue-Tek (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, USA) statt und deren Schock-
gefrierung in flüssigem Stickstoff, bevor sie bei -70°C gelagert wurden. Von den gefrorenen 
Geweben wurden am Kryostat Leica CM 1950 (Leica Biosystems, Wetzlar) 15 µm dicke 

Spezi�sche Lyse [%] = 100 –     × 100 

CFSEhigh

CFSElow (immunisierte Mäuse)

CFSEhigh

CFSElow (Kontroll-Mäuse)
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Kryo statschnitte angefertigt, auf 2 % Aminopropyltriethoxysilan-beschichtete Objektträger 
übertragen und bei 22°C über Nacht getrocknet. Die Schnitte wurden mit einem hydropho-
ben Wachsstift (ImmEdge Pen; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) umrandet und mit 
jeweils 100 µl X-Gal-Färbelösung [PBS, 5 mM K3Fe(CN)6, 5 mM K4Fe(CN)6, 2 mM MgCl2, 
0,01 % NaC25H39O4, 0,02 % NP-40, 1 mg/ml X-Gal] benetzt. Nach einer Inkubation über 
Nacht bei 37°C in einer feuchten Kammer wurden die Objektträger mit PBS gewaschen, die 
Schnitte für 30 sec in PBS, 0,5 % Neutralrot gegengefärbt und schließlich in Kaisers Glycerin-
gelatine eingedeckelt. Die Analyse und Aufnahme der Schnitte erfolgte mittels des Mikroskops 
Axioskop 2 (Zeiss, Oberkochen).
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4 Ergebnisse

4.1 Der Chemokinrezeptor XCR1 ist nahezu auf allen intestinalen 
CD103+CD11b– cDC exprimiert

Um die Expression des Chemokinrezeptors XCR1 im Ruhezustand auf intestinalen DCs 
zu untersuchen, wurden Zellen aus LP, PP und den MLN von C57BL/6 Mäusen mit-
tels Verdau isoliert und DCs mit Hilfe der Dichtezentrifugation angereichert. Entsprechend 
Abbildung 4 wurden bei der durchflusszytometrischen Analyse cDCs der LP und PP als CD45+-

Lin–F4/80–CD11c+MHCII+, sowie migratorische und residente DCs der MLN als Lin–F4/80–

CD11c+MHCIIhigh bzw. Lin–F4/80–CD11c+MHCIIint definiert. Ausgehend von dieser Eingren-
zungsstrategie der cDCs – die auch für alle folgenden Analysen Anwendung fand – erfolgte 
die Untersuchung der Expression von XCR1 auf intestinalen cDCs. Diese wurden hierzu 
anhand der bis dahin verwendeten Marker CD103 und CD11b (Annacker et al., 2005; Edel-
son et al., 2010) in drei bis vier Subtypen unterteilt (Abbildung 5). Dabei zeigte sich, dass in 
der LP des Dünndarms nahezu alle CD103+CD11b– cDCs XCR1 exprimierten, wohingegen 
CD103+CD11b+ und CD103–CD11b+ cDCs XCR1– waren. Auch die in der LP gering vertrete-
nen CD103–CD11b– cDCs wiesen einen Anteil von etwa 10 % XCR1+ cDCs auf. In den PP war 
diese Subpopulation deutlich stärker vertreten, wies jedoch – wie auch die CD103+CD11b+ und 
CD103–CD11b+ cDCs – keine Expression von XCR1 auf. Im Gegensatz zu LP und MLN gab 
es bei den CD103+CD11b– cDCs der PP 15 bis 20 % die XCR1 nicht exprimierten. Die mig-
ratorischen cDCs des MLN spiegelten im Grunde das Bild der LP wider. Ausnahme war hierbei 
nur die leicht größere Population an CD103–CD11b– cDCs, die kaum XCR1+ cDCs enthielt. 
Diese Population erwies sich innerhalb der residenten cDCs der MLN mit rund 50 % als stärkste 
Population und beinhaltete 20 % XCR1-exprimierende Zellen. Eine CD103+CD11b+ Popula-
tion war in den residenten cDCs der MLN nicht vorzufinden und der kleine Teil CD103–

CD11b+ cDCs wies 10 bis 15 % XCR1+ cDCs auf.
In den untersuchten Geweben wird der Chemokinrezeptor XCR1 also auf nahezu allen 

CD103+ cDCs, die kein CD11b aufweisen exprimiert, jedoch nicht auf denen, die CD11b+ 
sind. Damit bestätigte sich die Annahme, dass es sich bei den intestinalen CD103+ cDCs um 
keine homogene Population handelt.



Ergebnisse

24

4.2 Die Expression von XCR1 korreliert stark mit der Expression von 
CD8α, Clec9A und CADM1

Um XCR1+ cDCs des Darmtrakts phänotypisch zu charakterisieren, wurde die Expression ver-
schiedener Moleküle, von denen bekannt ist, dass sie auf DCs exprimiert werden, auf diesen 
Zellen im Ruhezustand untersucht. Einige der untersuchten Moleküle wiesen eine bevorzugte 
Expression auf XCR1+ cDCs auf (Abbildung 6). Abgesehen von kleinen Populationen – inner-
halb der residenten cDCs der MLN war diese Population etwas größer – war die Expression 
von CD8α ausschließlich auf XCR1+ cDCs der LP, PP und MLN beschränkt. Eine ebenfalls 
deutliche Korrelation zeigten Clec9A und CADM1, wobei Clec9A auf den cDCs der LP kaum 
detektierbar war. Die Expression von CD205 war auf XCR1+ Zellen der residenten cDCs 
der MLN und der cDCs der LP und PP begrenzt, wohingegen die migratorischen cDCs der 

Abbildung 5 | Expression von XCR1 auf cDCs der Lamina propria und der Peyerschen Plaques sowie der 
mesenterialen Lymphknoten. DCs aus LP, PP und den MLN wurden durch Verdau isoliert und mittels Dich-
tezentrifugation angereichert. Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden die cDCs der verschiedenen 
Gewebe mit Hilfe der Oberflächenmarker CD11b und CD103 unterteilt und deren Expression von XCR1 analysiert. 
Der Hintergrund wurde mit XCR1-defizienten B6.XCR1-lacZ+/+ Mäusen ermittelt. Die Expression von XCR1 ist in 
den farbkodierten Subpopulationen dargestellt. Die Ergebnisse sind repräsentativ für drei unabhängige Experi-
mente.
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MLN zusätzlich CD205+ cDCs aufwiesen, die kein XCR1 exprimierten. Itga8 war mit XCR1 
auf den cDCs der PP und MLN korreliert, nicht jedoch auf cDCs der LP feststellbar. Die durch-
flusszytometrische Analyse von cDCs heterozygoter LangerinEGFP (CD207) Mäuse ergab, dass 
CD207 nicht auf cDCs der LP und PP, sowie den migratorischen cDCs der MLN exprimiert 
wurde. Auf den residenten cDCs war eine Expression jedoch detektierbar, die ausschließlich auf 
XCR1+ cDCs beschränkt war, wobei nicht alle XCR1+ cDCs CD207 exprimierten.
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Abbildung 6 | Die Expression von XCR1 auf cDCs der LP, PP und der MLN korreliert mit verschiedenen 
DC-Markern. DCs aus LP, PP und den MLN von C57BL/6 WT Mäusen und heterozygoten LangerinEGFP  
(CD207) Mäusen wurden durch Verdau isoliert und mittels Dichtezentrifugation angereichert. Zur durchflusszyto-
metrischen Analyse der Expression von XCR1 und der angegebenen Oberflächenmoleküle wurden die cDCs aus 
LP und PP als CD45+Lin–F4/80–CD11c+MHCIIhigh und aus MLN als Lin–F4/80–CD11c+MHCII+ definiert. Die cDCs 
der MLN wurden des Weiteren anhand ihres MHCII-Expressionsniveaus in migratorisch (MHCIIhigh) und resident 
(MHCIIint) unterteilt. Die gezeigten Resultate sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.
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Des Weiteren konnten Moleküle identifiziert werden, die in ihrer Expression nicht auf XCR1+ 
cDCs beschränkt waren (Abbildung 7). Die durchflusszytometrische Analyse von CD24 ergab, 
dass zwar alle XCR1+ cDCs auch positiv für CD24 waren, es jedoch auch in allen Fällen XCR1–

CD24+, sowie doppelt-negative cDCs gab. Die Kofärbung mit dem anti-CD103 mAk ergab 
bei den cDCs der LP, PP sowie der migratorischen cDC der MLN ein ähnliches Bild, mit dem 
Unterschied, dass die einzelnen Subpopulationen klarer voneinander trennbar waren. Die Aus-
nahme bildeten hierbei die residenten cDCs der MLN, die neben XCR1+CD103+ cDCs auch 
XCR1+CD103– cDCs aufwiesen. Die Expression des Fractalkine Rezeptors (CX3CR1) wurde 
ausgehend von cDCs aus heterozygoten CX3CR1GFP Mäusen analysiert. Hierbei wiesen XCR1+ 
cDCs der PP und XCR1+ migratorische cDCs der MLN keine Expression von CX3CR1 auf. 
Die XCR1+ cDCs der LP, sowie der residenten cDCs der MLN schienen nicht völlig negativ, 
als vielmehr niedrig CX3CR1-exprimierend zu sein. In allen untersuchten cDCs war, abgesehen 
von den residenten cDCs der MLN, eine klare XCR1–CX3CR1– Population erkennbar.

Wie in der Milz (Bachem et al., 2012) korrelieren somit die Oberflächenmoleküle CD8α, 
Clec9A, CADM1 und CD205 deutlich mit der Expression von XCR1 auf intestinalen cDCs. 
Im Gegensatz dazu sind Itga8 und CD207 nicht in allen Geweben detektierbar. CD103 wird 
zwar in der Milz deutlich schwächer exprimiert als auf intestinalen cDCs, dennoch sind in bei-
den Fällen XCR1+CD103+ cDCs auszumachen. Die Expression von CX3CR1 ist hingegen auf 
cDCs der Milz und cDCs des Darmtrakts in gleicher Weise vorzufinden.
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Abbildung 7 | Die Expression von CD24, CD103 und CX
3
CR1 ist nicht auf XCR1-positive cDCs der LP, 

PP und der MLN beschränkt. DCs aus LP, PP und den MLN von C57BL/6 WT Mäusen und heterozygoten 
CX

3
CR1GFP Mäusen wurden durch Verdau isoliert und mittels Dichtezentrifugation angereichert. Zur durchfluss-

zytometrischen Analyse der Expression von XCR1 und der angegebenen Oberflächenmoleküle wurden die cDCs 
aus LP und PP als CD45+Lin–F4/80–CD11c+MHCIIhigh und aus MLN als Lin–F4/80–CD11c+MHCII+ definiert. Die 
cDCs der MLN wurden des Weiteren anhand ihres MHCII-Expressionsniveaus in migratorisch (MHCIIhigh) und 
resident (MHCIIint) unterteilt. Die gezeigten Resultate sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.
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4.3 XCR1 weist eine deutliche Antikorrelation zu SIRPα auf

Bei der systematischen Suche nach antikorrelierenden Markern wurden Moleküle gefunden, 
die nicht auf XCR1+ cDCs exprimiert sind (Abbildung 8). So war die schwache Expression von 
33D1 (DCIR2) eindeutig nur auf den XCR1– cDCs der MLN detektierbar. CD11b war mit 
Ausnahme eines kleinen Anteils residenter cDCs der MLN ebenfalls nicht auf XCR1-tragenden 
cDCs exprimiert und in allen untersuchten Kompartimenten waren doppelt-negative cDCs 
auszumachen. Die durchflusszytometrische Analyse der Expression von SIRPα wies hingegen in 
allen Geweben eine vollständige Antikorrelation mit der Expression von XCR1 auf.

Die Expression von DCIR2 auf cDCs war somit nur in den MLN vergleichbar mit der aus 
der Milz. Im Gegensatz dazu wurden CD11b und SIRPα sowohl in den lymphatischen (PP, 
MLN) als auch in den nicht-lymphatischen Geweben (LP) in gleicher Weise wie in der Milz auf 
cDCs exprimiert.

4.4 Intestinale XCR1+ cDCs sind in ihrer Entwicklung von dem 
Transkriptionsfaktor Batf3 abhängig

In der Milz, sowie in verschiedenen peripheren lymphatischen und nicht-lymphatischen Gewe-
ben konnte gezeigt werden, dass CD8α+ cDCs und CD103+ cDCs (Haut und Lunge) bzw. 
CD103+CD11b– cDCs (Darm) in ihrer Entwicklung von dem Transkriptionsfaktor Batf3 
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Abbildung 8 | Die Expression von 33D1, CD11b und SIRPα korreliert nicht mit der Expression von XCR1 auf 
cDCs der LP, PP und der MLN. DCs aus LP, PP und den MLN von C57BL/6 WT Mäusen wurden durch Ver-
dau isoliert und mittels Dichtezentrifugation angereichert. Zur durchflusszytometrischen Analyse der Expression 
von XCR1 und der angegebenen Oberflächenmoleküle wurden die cDCs aus LP und PP als CD45+Lin–F4/80–

CD11c+MHCIIhigh und aus MLN als Lin–F4/80–CD11c+MHCII+ definiert. Die cDCs der MLN wurden des Weiteren 
anhand ihres MHCII-Expressionsniveaus in migratorisch (MHCIIhigh) und resident (MHCIIint) unterteilt. Die gezeig-
ten Resultate sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.
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abhängig sind (Hildner et al., 2008; Bar-On et al., 2010; Edelson et al., 2010). Es verdeutlichte 
sich jedoch bald darauf, dass es selektiv XCR1+ cDCs sind, die in Batf3-defizienten Mäusen 
fehlen und XCR1 somit einen linienspezifischen Marker darstellt (Bachem et al., 2012). Um 
der Frage nachzugehen, ob auch XCR1+ cDCs des Gastrointestinaltrakts in ihrer Entwicklung 
von dem Transkriptionsfaktor Batf3 abhängig sind, wurden cDCs aus LP, PP und MLN von 
Batf3-/- Mäusen im Vergleich mit C57BL/6 Wildtyp (WT) Mäusen im Ruhezustand untersucht. 
Die durchflusszytometrische Analyse (Abbildung 9, links) ergab dabei, dass in Batf3-/- Mäusen 
XCR1+ cDCs in allen Geweben weitgehend abwesend waren, jedoch nur in den PP gänzlich 
fehlten. Die Balkendiagramme in Abbildung 9 verdeutlichen die starke Reduktion XCR1+ Zel-
len und zeigen gleichzeitig auf, dass in den verschiedenen Geweben andere cDC-Subpopulatio-
nen dieses Fehlen kompensierten. So war die Anzahl der XCR1–CD103+ cDCs in der LP, sowie 
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Abbildung 9 | Intestinale 
cDCs sind in ihrer Entwick-
lung von dem Transkrip-
tionsfaktor Batf3 abhän-
gig. DCs aus LP, PP und 
den MLN von C57BL/6 
WT und Batf3-/- Mäusen 
wurden durch Verdau iso-
liert und mittels Dichte-
zentrifugation angereichert. 
Die auf der linken Seite 
dargestellte durchflusszy-
tometrische Analyse zeigt 
die Einteilung der cDCs in 
den jeweiligen Geweben 
nach XCR1 und CD103. 
cDCs aus LP und PP sind 
hierbei als CD45+ Lin–

F4/80–CD11c+MHCIIhigh und 
aus MLN als Lin–F4/80–

CD11c+MHCII+ de finiert. Die 
cDCs der MLN wurden dar-
über hinaus in migratorisch 
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auch unter den migratorischen cDCs der MLN im Vergleich zum WT erhöht. Sowohl innerhalb 
der migratorischen, als auch der residenten cDCs der MLN (und am deutlichsten innerhalb der 
PP) war die Population der XCR1–CD103– cDCs im Vergleich zum WT vergrößert.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch intestinale XCR1+ cDCs von dem Transkriptions-
faktor Batf3 abhängig sind und somit eine distinkte cDC-Subpopulation darstellen.

4.5 Die in Batf3-defizienten Mäusen verbleibenden XCR1+ cDCs weisen 
einen veränderten Phänotyp auf

Da in den Batf3-/- Mäusen XCR1+ cDCs in LP und MLN nicht vollständig fehlten, stellte sich 
die Frage, ob die verbleibenden Zellen XCR1+ cDCs entsprechen, die auch in WT Tieren zu 
finden sind. Um diese Frage zu klären, wurde der Phänotyp dieser Zellen anhand ausgewählter 
DC-Marker durchflusszytometrisch analysiert. Dabei fiel zunächst auf, dass das Expressionsni-
veau von XCR1 sowohl auf den cDCs der LP, als auch der MLN (Abbildung 10) im Vergleich 
zum WT (Abbildung 6) reduziert war. Darüber hinaus zeigte sich bei den zusätzlich untersuch-
ten Markern eine zum WT (Abbildung 6) veränderte Expression. So war das Expressionsniveau 
von CD8α ebenfalls deutlich gesenkt (Abbildung 10), und in der LP war im Gegensatz zum 
WT (Abbildung 6) eine verstärkte XCR1+CD8α– Population erkennbar, die von rund 8 % im 
WT auf ca. 40 % aller XCR1+ cDCs durch den KO (Abbildung 10) angewachsen war. Bedingt 
durch die generell sehr schwache Expression von Clec9A auf intestinalen cDCs, kombiniert mit 
der alterierten XCR1-Expression, ist über die Korrelation dieser Moleküle in den untersuchten 
Batf3-/- Mäusen eine konkrete Aussage nicht möglich. Die in den WT Tieren gezeigten Korrela-
tionen von CADM1 und XCR1 sowie Itga8 und XCR1 (Abbildung 6) waren nicht mehr sicht-
bar (Abbildung 10). In allen drei Kompartimenten zeigte sich hingegen in beiden Fällen eine 
untypische XCR1-einzel-positive Population. CD205 schien hingegen weiterhin – wenn auch 
schwach – auf XCR1+ cDCs exprimiert zu sein. Die Expression von CD103 wies auf den cDCs 
der LP, sowie der migratorischen cDCs der MLN keine starke Veränderung auf (Abbildung 10). 
Bei letzteren war jedoch zusätzlich eine XCR1+CD103– Population zu erkennen, die in WT Mäu-
sen nicht detektierbar war (Abbildung 7). Im Gegensatz zu den WT Mäusen fehlten hingegen 
XCR1+CD103+ residente cDCs und stattdessen waren XCR1+CD103– Zellen deutlich sichtbar. 
Auch anhand des im WT nicht korrelierenden Markers CD11b (Abbildung 8) waren Verände-
rungen zu detektieren, indem hier nun XCR1+ Zellen zu finden waren, die CD11b exprimierten 
(Abbildung 10). Die im WT klare Antikorrelation von XCR1 mit SIRPα (Abbildung 8) blieb 
auch in den Batf3-defizienten Mäusen bestehen, wenngleich innerhalb der residenten cDCs der 
MLN eine leichte Verschiebung der SIRPα+ hin zur XCR1-Expression zu erkennen war.

Die alterierte XCR1-Expresssion, sowie die im Vergleich zum WT veränderte Expression der 
untersuchten Oberflächenmarker auf den verbleibenden XCR1+ cDCs, weist daraufhin, dass es 
sich hierbei um „nicht-natürliche“ Zellen handelt.
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Abbildung 10 | Die verbleibenden XCR1-positiven cDCs aus LP und MLN Batf3-defizienter Mäuse zeigen 
einen veränderten Phänotyp. DCs aus LP und den MLN von Batf3-defizienten Mäusen wurden durch Verdau 
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4.6 Die Behandlung mit dem Wachstumsfaktor Flt3 Ligand führt zur 
Expansion aller – vor allem aber XCR1+CD103– – intestinalen cDCs

Flt3 Ligand ist ein Faktor, der nicht nur die Entwicklung einzelner cDC-Subtypen, sondern 
aller cDCs beeinflusst (McKenna et al., 2000; Waskow et al., 2008). Ein Überschuss an Flt3 
Ligand führt zu einer Zunahme von cDCs, wie es bisher in der Milz und anderen lymphati-
schen Organen, sowie auch nicht-lymphatischen Geweben gezeigt werden konnte (Maraskovsky 
et al., 1996; Waskow et al., 2008; Bachem et al., 2012). Da in der Milz von solch einer Flt3 
Ligand-induzierten Expansion vor allem XCR1+ cDCs (Bachem et al., 2012) betroffen sind, 
wurde im Folgenden der Einfluss dieses Wachstumsfaktors auf intestinale cDCs untersucht. 
Dazu wurden cDCs aus LP, PP und MLN von Flt3 Ligand-behandelten C57BL/6 Mäusen im 
Vergleich zu unbehandelten Mäusen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Das Verhältnis 
der ermittelten Zellzahlen der jeweiligen cDC-Subtypen in Flt3 Ligand-behandelten zu denen 
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Abbildung 11 | Die Behand-
lung mit dem Wachstumsfaktor 
Flt3 Ligand führt im Darm und 
den drainierenden Lymphkno-
ten zu einer massiven Expan-
sion der cDCs, allen voran der 
XCR1+CD103– cDCs. 1x106 Flt3 
Ligand-produzierende B16 Zellen 
wurden C57BL/6 Mäusen s. c. 
injiziert. Nach 9 d wurden DCs 
aus LP, PP und MLN von sowohl 
behandelten als auch unbehan-
delten Mäusen durch Verdau 
isoliert und mittels Dichtezentri-
fugation angereichert. Auf der 
linken Seite ist die durchfluss-
zytometrische Analyse gezeigt, 
bei der die cDCs der jeweiligen 
Gewebe nach XCR1 und CD103 
eingeteilt wurden. cDCs aus 
LP und PP sind als CD45+Lin–

F4/80–CD11c+MHCIIhigh und aus 
MLN als Lin–F4/80–CD11c+MHCII+ 
definiert. Die cDCs der MLN wur-
den darüber hinaus in migra-
torisch (MHCIIhigh) und resident 
(MHCIIint) unterteilt. Die Balken-
diagramme auf der rechten Seite 
veranschaulichen das Verhältnis 
der Gesamtzellzahl der angege-
benen cDC-Subtypen der behan-
delten, zu denen unbehandel-
ter Mäuse. Die Ergebnisse sind 
repräsentativ für zwei unabhän-
gige Experimente (mean ± SEM; 
in jedem Experiment n = 3).
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in unbehandelten Mäusen (Abbildung 11, rechts) zeigt, dass in den untersuchten Geweben 
eine starke Zunahme aller cDC-Subtypen induziert wurde. Die Expansion fällt dabei in den 
verschiedenen Geweben unterschiedlich stark aus und ist bei den cDCs der LP am wenigsten 
ausgeprägt. Ein selektiver Zuwachs aller XCR1+ cDCs ist weder in LP, PP noch in den MLN zu 
beobachten, wobei jedoch auffällig ist, dass in allen Fällen XCR1+ cDCs, die kein CD103 expri-
mieren, die stärkste Expansion aufweisen.

4.7 XCR1+ cDCs finden sich in den Zotten des Dünndarms und in den 
T-Zellzonen der Peyerschen Plaques und der MLN

Wenngleich cDCs des Darms sowie der darmassoziierten Gewebe in der Durchflusszytometrie 
bisweilen anhand verschiedener Marker wie CD11b, CD103, CX3CR1 oder CD8α eingeteilt 
wurden, konnte technisch bedingt ein konkreter Nachweis der Lokalisation einzelner Subtypen 
bisher nicht erfolgen. In der Durchflusszytometrie sind seit vielen Jahren Viel-Farben-Analysen 
möglich, die ein genaue Definition einzelner Populationen erlaubt. Histologische Analysever-
fahren sind im Gegensatz dazu auf eine deutlich kleinere Kombinationsmöglichkeit beschränkt. 
Viele Aussagen über die Lokalisation spezieller cDCs beruhen auf histologischen Untersuchun-
gen, bei denen zwei bis maximal drei Moleküle angefärbt wurden (Iwasaki und Kelsall, 2000; 
Johansson-Lindbom et al., 2005; Jang et al., 2006; Jaensson et al., 2008; Schulz et al., 2009). 
Da sowohl MHCII, als auch CD11c, CD11b, CD103 und CD8α in ihrer Expression nicht auf 
DCs beschränkt sind, ist anhand der alleinigen Betrachtung der Positionierung dieser Moleküle 
eine genaue Aussage etwa über die Lokalisation XCR1+ (CD103+CD11b–) cDCs schwierig.

Um die Lokalisation XCR1+ cDCs zu bestimmen wurde der mAk anti-XCR1 (MARX10) auch 
in histologischen Untersuchungen eingesetzt. Im Darm machten jedoch starke Hintergrundsi-
gnale eine eindeutige Detektion der Signale unmöglich.. Daher wurden im Folgenden zur Klä-
rung der Lokalisation XCR1+ cDCs B6.XCR1-lacZ+/+ Mäuse verwendet, in denen beide xcr1-
Gene durch lacZ-Reportergene ersetzt sind. Dabei können XCR1+ Zellen detektiert werden, in 
dem die unter der Kontrolle des endogenen XCR1-Promotors exprimierte bakterielle β-Galak-
tosidase das chromogene Substrat X-Gal in einen blauen Farbstoff umsetzt.

Bei der Untersuchung zeigte sich in allen Abschnitten des Dünndarms (Duodenum, 
Jejunum und Ileum) in gleicher Weise eine Aktivität der β-Galaktosidase in der LP der Zot-
ten (Abbildung 12, beispielhaft für alle Abschnitte ist das Duodenum gezeigt). In den 
PP kamen XCR1+ cDCs ausschließlich in den T-zellreichen interfollikulären Regionen (IFR) vor 
(Abbildung 12, beispielhaft für alle Abschnitte ist ein PP aus dem Duodenum gezeigt). Auch 
im MLN zeigte sich, dass XCR1+ cDCs in den T-Zellbereichen, nicht jedoch in den B-Zell-
zonen zu finden sind (Abbildung 12). Um auszuschließen, dass das Fehlen von XCR1 einen 
Einfluss auf die Lokalisation der Zellen hat, wurden auch heterozygote B6.XCR1-lacZ (B6.
XCR1-lacZ+/-) Mäuse untersucht. Hierbei konnten ebenfalls im Dünndarm XCR1+ cDCs in der 
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LP der Zotten sowie in den IFR der PP detektiert werden. Darüber hinaus zeigten sich, wie in 
den homozygoten Tieren, positive Signale in den T-Zellbereichen der MLN. Die Kontrolle mit 
Geweben aus C57BL/6 Mäusen verdeutlichte, dass es sich bei den detektierten Signalen in den 
Geweben der B6.XCR1-lacZ Mäuse um eine echte Expression der β-Galaktosidase handelte.

Die histologische Analyse gibt somit einen Aufschluss über die Positionierung XCR1+ cDCs: 
sie finden sich unabhängig von der Expression des Rezeptors XCR1 in der LP der Zotten des 
Dünndarms, den IFR der PP, sowie in den T-Zellbereichen der MLN.

4.8 Das Fehlen von XCR1 bzw. XCL1 beeinträchtigt die Zusammen-
setzung der intestinalen cDCs

Auch wenn zwischen heterozygoten und homozygoten B6.XCR1-lacZ Mäusen kein Unter-
schied hinsichtlich der Positionierung XCR1-tragender cDCs in den intestinalen Geweben fest-
gestellt werden konnte, stellte sich dennoch die Frage, ob XCR1 bzw. dessen Ligand XCL1 die 
Anzahl XCR1+ Zellen in diesen Geweben beeinflussen. Zur Beantwortung der Frage und um zu 

Abbildung 12 | Positionierung XCR1-exprimierender Zellen im Dünndarm und den mesenterialen Lymph-
knoten. Gewebe aus heterozygoten und homozygoten B6.XCR1-lacZ Reportermäusen wurden fixiert und die 
Expression von XCR1 in den angefertigten Dünnschnitten mittels X-Gal, ein chromogenes Substrat der β-Ga-
laktosidase, nachgewiesen. Daran anschließend erfolgte eine Gegenfärbung mit Neutralrot. Für die Positionie-
rung XCR1-exprimierender Zellen im Dünndarm sind beispielhaft Schnitte des Duodenums gezeigt. Zur Kontrolle 
unspezifischer Färbungen wurden auch Dünnschnitte von fixierten Geweben aus C57BL/6 Mäusen untersucht. 
Die Balken entsprechen 100 µm. Die gezeigten Ergebnisse sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.

Duodenum
Zotten

Duodenum
PP

MLN

B6.XCR1-lacZ+/– B6.XCR1-lacZ+/+ WT
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untersuchen, ob XCR1 bzw. XCL1 für die durch Inflammation-induzierte Migration von cDCs 
aus der LP zum MLN (MacPherson et al., 1995; Turnbull et al., 2005) benötigt wird, wurden 
cDCs aus PP, LP und MLN im Ruhezustand, wie auch bei Inflammation durchflusszytometrisch 
analysiert. Dazu wurden C57BL/6 (WT), B6.XCR1-lacZ+/+ (XCR1 knock out; XCR1 KO) und 
B6.XCL1-/- (XCL1 KO) Mäusen 14 h vor der Analyse 30 µg LPS i. p. injiziert bzw. Mäuse der-
selben Stämme unbehandelt belassen. Um die Analyse in den drei Mausstämmen vergleichen 
zu können, wurden die cDCs nicht in XCR1+ und XCR1–, sondern – ausgehend von der hohen 
Korrelation von XCR1 und CD8α – in CD8α+ und CD8α– eingeteilt (Abbildung 13).

Im Ruhezustand (Abbildung 13, A) war dabei zu erkennen, dass es keine deutlichen Unter-
schiede zwischen den cDCs in LP und MLN der verschiedenen Mausstämme gab, wenngleich 
die Frequenz der CD8α+ cDCs in den XCR1 KO Mäusen leicht verringert zu sein schien. Ein 
sichtlicher Unterschied war jedoch in der Zusammensetzung der cDCs der PP auszumachen, 
da hier in beiden KO Stämmen die Frequenz der CD8α+ cDCs im Vergleich zum WT um 
die Hälfte reduziert war. Für die Zusammensetzung der cDCs in den PP bei Inflammation 
(Abbildung 13, B) schien hierbei das Fehlen von XCR1 bzw. XCL1 jedoch keine Rolle zu spie-
len, da keine Veränderung im Vergleich zum Ruhezustand erkennbar war. Hier waren in glei-
cher Weise CD8α+ cDCs in den KO Mäusen im Vergleich zum WT um die Hälfte verringert. 
Anhand der Zellzahlen (Abbildung 13, C) war in den PP trotz geringerer Frequenz CD8α+ 
cDCs in den KO Mäusen kaum ein Unterschied im Ruhezustand zu den WT Tieren auszu-
machen. Des Weiteren hatte der inflammatorische Stimulus in diesem Kompartiment in allen 
Mäusen nahezu keinen Einfluss auf die Anzahl der CD8α+ cDCs.

In der LP führte das Fehlen von XCR1 bei Inflammation zu einer deutlich geringeren Frequenz 
der CD8α+ cDCs im Vergleich zum WT und XCL1 KO (Abbildung 13, B), was sich ebenfalls 
in den absoluten Zellzahlen niederschlug (Abbildung 13, C): im Vergleich zum WT waren die 
CD8α+ cDCs der XCR1 KO Mäuse um 78 % reduziert.

Die durch LPS induzierte Aktivierung der cDCs führte zur Hochregulierung von MHCII, 
wodurch im MLN eine Unterscheidung zwischen resident und migratorisch nicht mehr mög-
lich war (Abbildung 13, B). Auf die Frequenz der CD8α+ cDCs im MLN hatte das Fehlen von 
XCR1 oder XCL1 bei Inflammation kaum einen Einfluss. Anhand der absoluten Zellzahlen 
(Abbildung 13, C) war hingegen im Vergleich zum WT eine Abnahme der CD8α+ cDCs um 
etwa 28 % in beiden KO Stämmen zu beobachten.

Die absoluten Zahlen (Abbildung 13, C) verdeutlichten insgesamt den durch LPS verursach-
ten drastischen Rückgang CD8α+ cDCs in der LP der untersuchten Mäuse, allen voran in den 
XCR1 KO Mäusen: in WT und XCL1 KO Mäusen um 78 bzw. 76 % und in XCR1 KO Mäusen 
um 90,1 %. Anhand der Zellzahlen wurde im MLN hingegen deutlich, dass durch die Behand-
lung mit LPS eine massive Zunahme CD8α+ cDCs induziert wurde: in WT Mäusen vergrößerte 
sich die CD8α+ cDC-Population (resident und migratorisch) um das 2,7-fache und sowohl in 
XCR1 KO als auch in XCL1 KO Mäusen um das 3,2-fache gegenüber dem Ruhezustand.
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Abbildung 13 | Auswirkun-
gen eines inflammatorischen 
Stimulus auf die Zusammen-
setzung intestinaler cDCs. 
DCs aus LP, PP und MLN von 
C57BL/6 WT, B6.XCR1-lacZ+/+ 
(XCR1 KO) und B6.XCL1-/- 
(XCL1 KO) Mäusen, (A) unbe-
handelt oder (B) 14 h nach 
i. p. Injektion von 30 µg LPS, 
wurden durch Verdau iso-
liert und mittels Dichtezentri-
fugation angereichert. Bei der 
durchflusszytometrischen Ana-
lyse wurde die Expression von 
CD8α auf den cDCs der ver-
schiedenen Gewebe untersucht. 
(C) Gesamtzellzahl der CD8α+ 
cDCs in den analysierten Gewe-
ben. Die cDCs der MLN wurden 
dabei im Ruhezustand anhand 
ihres MHCII-Expressionsniveaus 
in migratorisch (MHCIIhigh) und 
resident (MHCIIint) aufgeteilt. Die 
Ergebnisse sind repräsentativ für 
zwei unabhängige Experimente 
(in jedem Experiment n = 2-3). 
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Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass durch LPS CD8α+ cDCs aus der LP ver-
schwinden und umgekehrt CD8α+ massiv in den MLN zunehmen. Die Inflammation hat dabei 
keinen Einfluss auf CD8α+ cDCs der PP. Das Fehlen von XCR1 oder XCL1 bewirkt dort jedoch 
im Gegensatz zu LP und MLN eine veränderte Zusammensetzung der cDCs im Ruhezustand. 
Darüber hinaus führt die Abwesenheit von XCR1, nicht jedoch von XCL1, bei Inflammation 
zu einem Verlust CD8α+ cDCs in der LP.

4.9 LPS induziert die Wanderung XCR1+ Zellen von der Lamina propria 
des Dünndarms in die mesenterialen Lymphknoten.

Um auch histologisch den Einfluss einer Inflammation auf XCR1+ Zellen zu untersuchen, wur-
den auf gleiche Weise behandelte bzw. unbehandelte B6.XCR1-lacZ+/+ und – zur Hintergrund-
kontrolle – C57BL/6 Mäusen Dünndarmabschnitte sowie MLN entnommen und die Aktivität 
der β-Galaktosidase in den daraus angefertigten Gefrierschnitten analysiert (Abbildung 14). 
Da sich in den Zotten sowie in den PP des Dünndarms in allen Abschnitten (Duodenum, 
Jejunum und Ileum) das gleiche Bild zeigte, sind hier nur beispielhaft Schnitte aus dem Bereich 
des Jejunums gezeigt. Im Ruhezustand sind dabei in der LP des Dünndarms XCR1+ Zellen 
zu erkennen, die durch den inflammatorischen Stimulus deutlich reduziert sind. Durch die 
Inflammation scheint in den PP die Positionierung XCR1+ cDCs nicht beeinträchtigt zu sein. 
In den MLN ergibt sich nach der Behandlung mit LPS ein heterogenes Bild: dabei ähneln man-
che Abschnitte eines MLN (nicht gezeigt) aufgrund der geringen Anzahl XCR1+ cDCs eines 
MLN im Ruhezustand, wobei in anderen MLN-Abschnitten (wie im Bild zu sehen) XCR1+ 
Zellen massiv in den T-Zellzonen akkumulieren.

Die histologischen Befunde erlauben eine Interpretation der Ergebnisse der Durchflusszyto-
metrie (Abschnitt 4.8): Durch die Behandlung mit LPS wandern XCR1+ cDCs aus der LP aus 
und es kommt zu einer starken Akkumulation XCR1+ cDCs im MLN. Dabei führt das Feh-
len des Chemokinrezeptors XCR1 in der LP von B6.XCR1-lacZ+/+ Mäusen nicht nur zu einer 
Reduktion sondern zu einer nahezu kompletten Abwesenheit XCR1-tragender Zellen.
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Abbildung 14 | Ein inflammatorischer Stimulus beeinträchtigt die Positionierung XCR1-exprimierender Zel-
len in der Lamina propria des Dünndarms, nicht jedoch in den Peyerschen Plaques. Gewebe aus homo-
zygoten B6.XCR1-lacZ Reportermäusen (unbehandelt oder 14 h nach i. p. Injektion von 30 µg LPS) wurden 
fixiert und die Expression von XCR1 in den angefertigten Dünnschnitten mittels X-Gal nachgewiesen. Daran 
anschließend erfolgte eine Gegenfärbung mit Neutralrot. Für die Positionierung XCR1-exprimierender Zellen 
im Dünndarm sind beispielhaft Schnitte des Jejunums gezeigt. Die Balken entsprechen 100 µm. Zur Kontrolle 
unspezifischer Färbungen wurden auch jeweils Dünnschnitte von fixierten Geweben aus C57BL/6 WT Mäusen 
untersucht (nicht gezeigt).
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4.10 Das Expressionsniveau von CCR7 ist auf XCR1+ cDCs erhöht

Worbs et al. zeigten anhand von CCR7-/- Mäusen, dass CCR7 im Ruhezustand zwar für die 
Migration von DCs in die MLN benötigt wird, jedoch keinen Einfluss auf das Vorkommen 
von DCs in der LP des Dünndarms hat (Worbs et al., 2006). Des Weiteren ist bekannt, dass 
die LPS-induzierte Migration von DCs aus der LP des Dünndarms über die Lymphe zu den 
MLN CCR7-abhängig ist (Turnbull et al., 2005; Schulz et al., 2009), weshalb im Folgen-
den untersucht wurde, in wie weit XCR1+ cDCs den Chemokinrezeptor CCR7 exprimieren 
(Abbildung 15). Da sich – wie bereits in Abbildung 13 zu sehen war – durch einen inflamma-
torischen Stimulus die MHCII-Expression auf den cDCs verändert, wurden zur Analyse der 
Expression von CCR7 die cDCs in allen Geweben bei Inflammation, wie auch im Ruhezustand 
anhand ihres MHCII- und XCR1-Expressionsniveaus unterteilt. Dabei war zu erkennen, dass 
XCR1+ cDCs der LP sowohl im Ruhezustand, als auch nach LPS-Behandlung in Subpopulati-
onen mit hoher (MHCIIhigh) und intermediärer MHCII-Expression (MHCIIint) unterschieden 
werden konnten. Für XCR1– LP cDCs ergab sich eine klare Trennung nur nach inflammatori-
schem Stimulus. Die cDCs der PP stellten sich im Ruhezustand hingegen als homogene XCR1– 
und XCR1+ Populationen dar, von denen sich die XCR1– cDCs durch den Einfluss von LPS in 
eine MHCIIhigh- und eine MHCIIint-Subpopulation auftrennten. Im MLN zeigte sich im Ruhe-
zustand das gewohnte Bild von migratorischen (MHCIIhigh) und residenten (MHCIIint) cDCs, 
die jeweils in XCR1– und XCR1+ unterteilt werden konnten. Durch die Inflammation waren 
hier schließlich nur noch zwei Populationen (XCR1– und XCR1+) mit einem hohen MHCII-Ni-
veau zu detektieren.

Im Ruhezustand war auf den cDCs der LP nur eine sehr geringe CCR7-Expression nachweis-
bar, die auf die MHCIIhigh XCR1+ Subpopulation beschränkt war. In den PP waren nochmals 
deutlich weniger CCR7+ Zellen zu erkennen. Alle migratorischen cDCs der MLN exprimierten 
den Chemokinrezeptor CCR7, wobei auffiel, dass XCR1+ cDCs ein höheres CCR7-Expressi-
onsniveau aufwiesen als XCR1– cDCs. Auch in den residenten cDCs, die als CCR7-negativ 
definiert sind, zeigte sich – beschränkt auf die XCR1+ Subpopulation – eine leichte Verschie-
bung in der CCR7-Expression im Vergleich zur Hintergrundkontrolle. Nach der Behandlung 
mit LPS war zu erkennen, dass die Expression von CCR7 in allen untersuchten Geweben auf 
cDCs mit hohem MHCII-Expressionsniveau beschränkt war. Des Weiteren wurde deutlich, 
dass dabei die XCR1+ cDCs ein höheres CCR7-Expressionsniveau aufwiesen, als die entspre-
chenden XCR1– cDCs.

Der inflammatorische Stimulus bewirkt also neben der gesteigerten Expression von MHCII in 
allen untersuchten Kompartimenten eine erhöhte CCR7-Expression, die bei XCR1+ cDCs 
besonders ausgeprägt ist.
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4.11 Migratorische XCR1+ cDCs kreuzpräsentieren lösliches Antigen am 
besten

Da bis hierhin gezeigt werden konnte, dass intestinale XCR1+ cDCs nicht nur phänotypi-
sche Gemeinsamkeiten zu XCR1+ cDCs der Milz aufweisen, sondern in gleicher Weise auch 
Batf3-abhängig sind, galt es die Hypothese zu prüfen, dass auch intestinale XCR1+ cDCs in 
der Lage wären, exogenes Antigen aufzunehmen und CD8+ T-Zellen zu präsentieren. Um dies  
zu beantworten, wurden Mäuse mit jeweils 25 mg löslichem OVA gefüttert, um anschließend 
die Kapazität der cDCs aus MLN und LP zur Präsentation des von OVA stammenden Peptids 
SIINFEKL an CD8+ T-Zellen zu analysieren. Dazu wurden 17 h später cDCs aus MLN und 
LP wie unter Material und Methoden beschrieben isoliert (Abschnitt 3.5.1), angereichert 
(Abschnitt 3.5.3 und Abschnitt 3.5.4) und zu hochreinen Subpopulationen sortiert (Abschnitt 
3.6.3), die in Abbildung 16 zu sehen sind.
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Abbildung 15 | Die Expression des Chemokinrezeptors CCR7 ist nach inflammatorischem Stimulus – abhän-
gig vom MHCII-Expressionsniveau – auf intestinalen XCR1+ cDCs erhöht. DCs aus LP, PP und MLN von 
C57BL/6 WT Mäusen (unbehandelt oder 14 h nach i. p. Injektion von 30 µg LPS) wurden durch Verdau isoliert 
und mittels Dichtezentrifugation angereichert. Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden die cDCs der 
verschiedenen Gewebe anhand der Oberflächenmarker XCR1 und MHCII unterteilt und deren Vermögen zur 
Expression von CCR7 ermittelt. cDCs aus LP und PP sind hierbei als CD45+Lin–F4/80–CD11c+MHCIIhigh und 
aus MLN als Lin–F4/80–CD11c+MHCII+ definiert. Die cDCs der MLN wurden darüber hinaus im Ruhezustand 
in migratorisch (MHCIIhigh) und resident (MHCIIint) unterteilt. Der Hintergrund wurde mit gesamt cDCs ermittelt, 
die nicht mit biotinyliertem CCR7, sondern nur mit dem Sekundärreagenz gefärbt wurden. Die Ergebnisse sind 
repräsentativ für zwei unabhängige Experimente (in jedem Experiment n = 2-3).
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Nach der Kokultivierung mit CD8+ OT-I T-Zellen (Abschnitt 3.7.1) wurde die Kreuzpräsen-
tationsfähigkeit der jeweiligen cDC-Subtypen anhand der T-Zellproliferation durchflusszyto-
metrisch analysiert.

Dabei zeigte sich in allen durchgeführten Experimenten, dass – im Gegensatz zur LP – im 
MLN alle cDC-Subpopulationen in der Lage waren lösliches Antigen kreuzzupräsentieren, 
wobei sich die migratorischen XCR1+ cDCs als am effektivsten erwiesen. Hierbei induzierten 
beispielsweise 7.500 migratorische XCR1+ cDCs eine vergleichbare T-Zellproliferation wie 
30.000 migratorische cDCs ohne XCR1. Migratorische XCR1+ cDCs waren somit 4-fach effek-
tiver in der Kreuzpräsentation löslichen Antigens als XCR1– cDCs.

Wenngleich cDCs der LP nicht in der Lage waren in vivo aufgenommenes Antigen effektiv 
kreuzzupräsentieren, zeigte die in vitro Beladung mit SIINFEKL, dass sie per se die Möglichkeit 
haben CD8+ OT-I T-Zellen zu aktivieren, da hierbei eine starke Proliferation detektierbar war. 
Dass das Unvermögen der LP cDCs kreuzzupräsentieren durch einen zu späten Analysezeit-
punkt bedingt sei – antigenbeladene cDCs sich also schon längst gänzlich im MLN befinden 
würden – konnte widerlegt werden, da auch bereits 4 h nach Fütterung keine Kreuzpräsentation 
durch LP cDCs festzustellen war (nicht gezeigte Daten).

XCR1+ cDCs des MLN sind also in der Lage lösliches Antigen kreuzzupräsentieren, wobei  
migratorische XCR1+ cDCs deutlich effektiver sind als residente XCR1+ cDCs. Im Gegensatz 
dazu induzieren in diesem Model XCR1+ cDCs, sowie auch alle anderen cDCs der LP keine 
Proliferation der antigenspezifischen CD8+ T-Zellen.

Abbildung 16 | Strategie zur Sortie-
rung von cDC-Subpopulationen der 
mesenterialen Lymphknoten und 
der Lamina Propria des Dünndarms. 
DCs aus LP und MLN von C57BL/6 
WT Mäusen wurden durch Verdau 
isoliert und mittels Dichtezentrifuga-
tion und anschließender CD11c-mag-
netischen Zellsortierung angereichert. 
Gezeigt ist jeweils die Strategie der 
Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung 
und die daraus erhaltenen, hochrein 
getrennten cDC-Subpopulationen. Die 
abgebildeten Resultate sind reprä-
sentativ für vier unabhängige Expe-
rimente.
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Abbildung 17 | XCR1-positive cDCs der mesenterialen Lympknoten kreuzpräsentieren lösliches Antigen am 
besten. C57BL/6 WT Mäusen wurde jeweils 25 mg lösliches OVA oral verabreicht. Nach 17 h wurden DCs aus 
LP und MLN durch Verdau isoliert und mittels Dichtezentrifugation und CD11c-magnetischer Zellsortierung ange-
reichert. Nach der anschließenden durchflusszytometrischen Zellsortierung wurden die hochreinen cDC-Sub-
populationen für 2,5 d mit CFSE-markierten CD8+ OT-I T-Zellen kokultiviert. Als Positivkontrolle dienten mit 
OVA

257-264
-Peptid (SIINFEKL) beladene cDCs. (A, C) Die Histogramme zeigen beispielhafte Proliferationsprofile 

der CD8+ OT-I T-Zellen, stimuliert durch den angegebenen cDC-Subtyp (schwarze Linie) im Vergleich zu 
unstimulierten T-Zellen (grau gefüllt). (B, D) Anhand des CFSE-Signals wurde der Anteil an proliferierten CD8+ 
OT-I T-Zellen (CFSElow) ermittelt. Die gezeigten Resultate sind repräsentativ für vier unabhängige Experimente.
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4.12 Die spezifische Beladung von cDCs über den Rezeptor XCR1 führt zu 
einer effektiven CD8+ T-Zellzytotoxizität in vivo

Da XCR1 im Gegensatz zu allen anderen bisher bekannten DC-Markern ausschließlich auf 
cDCs exprimiert wird, eröffnet dies die Möglichkeit eine Vakzine zu entwickeln, die Antigen 
selektiv in XCR1+ cDCs einschleust, um dadurch eine spezifische Immunantwort zu induzieren. 
Bis hierhin konnte demonstriert werden, dass XCR1+ cDCs im Gastrointestinaltrakt nicht nur 
den gleichen Phänotyp (CD8α+, Clec9a+, CADM1+, SIRPα–) wie XCR1+ Zellen in lympha-
tischen Organen wie der Milz aufweisen, sondern in gleicher Weise Batf3-abhängig sind und 
ebenfalls eine erhöhte Fähigkeit zur Kreuzpräsentation besitzen. Aufgrund dieser Gemeinsam-
keiten wurde eine Vakzinierungsstrategie zunächst nur in der Milz getestet.

Dazu wurden sowohl der rekombinante Antikörper gegen XCR1 (MARX10) als auch der 
rekombinante Ligand XCL1 – fusioniert mit dem Modellantigen OVA – verwendet. Um die 
Beladung XCR1+ cDCs mit dem Antigen nachzuweisen, wurde die Induktion der endogenen 
CD8+ T-Zellzytotoxizität in naiven Mäusen getestet. Hierzu erfolgte eine Immunisierung von 
C57BL/6 Mäusen mit verschiedenen Mengen reinen Proteins (OVA) bzw. mit den rekombinan-
ten Fusionsproteinen MARX10-OVA resp. XCL1-OVA zusammen mit LPS. Nach 7 d wurde 
anhand des Verhältnisses von 18 h zuvor injizierten Zielzellen zu nicht-Zielzellen die Zytotoxizi-
tät in vivo ermittelt. Die injizierten Zielzellen imitieren in diesem Model infizierte bzw. entartete 
Zellen. Um die Spezifität der Beladung zu kontrollieren, wurden außerdem XCR1-defiziente 
B6.XCR1-lacZ+/+ Mäuse auf gleiche Weise behandelt und analysiert. Da diese Mäuse kein XCR1 
exprimieren, sollte eine Beladung von cDCs mittels XCL1-OVA bzw. MARX10-OVA nicht 
möglich sein und somit keine Zytotoxizität induziert werden können.

In Abbildung 18 (A) ist beispielhaft aus jeder Immunisierungsgruppe der WT Mäuse ein 
CFSE-Profil der Zielzellen (CFSEhigh) und Nicht-Zielzellen (CFSElow) dargestellt. In der mit 
PBS immunisierten Maus (Kontrolle) war deutlich ein ausgewogenes Verhältnis von Nicht-Ziel-
zellen zu Zielzellen zu erkennen. Die Immunisierung mit XCL1-OVA (Abbildung 18, B) führte 
zu einer deutlichen Reduktion der Zielzellen und somit zu einer errechneten spezifischen Lyse 
von im Mittel bis zu 80 %. Diese Wirksamkeit wurde durch die Immunisierung mit MARX10-
OVA noch übertroffen (Abbildung 18, B), da hier mit deutlich weniger Antigen eine spezifische 
Lyse von bis zu 95 % erreicht wurde. Bei einem direkten Vergleich zeigte sich, dass MARX10-
OVA etwa 14-fach effektiver war als XCL1-OVA. So induzierten 23,5 pmol XCL1-OVA eine 
80-prozentige spezifische Lyse, wobei von MARX10-OVA zum Erreichen des gleichen Wertes 
nur 1,7 pmol benötigt wurden.

In beiden Fällen zeigte die Kontrolle in den XCR1-defizienten Mäusen (Abbildung 18, C), 
dass die Beladung der cDCs über den Rezeptor XCR1 sowohl mit XCL1-OVA, als auch mit 
MAXR10-OVA spezifisch war. Durch die fehlende Expression von XCR1 wurde das Antigen 
nicht effektiv in kreuzpräsentierende cDCs aufgenommen, wodurch eine Induktion der Zyto-
toxizität ausblieb.



Ergebnisse

43

Die Potenz der zielgerichteten Beladung wurde anhand der Immunisierung mit dem unge-
koppelten Protein OVA sichtbar (Abbildung 18, B). Hierbei induzierten selbst großen Mengen 
(70.000 pmol) des löslichen Proteins nur eine mäßige spezifische Lyse (~ 40 %). Ausgehend 
von den Mengen der Targetingreagenzien, die eine annähernd geringe Zytotoxizität induzierten 
(7,5 pmol XCL1-OVA bzw. 0,52 pmol MARX10-OVA) zeigte sich, dass die spezifische Bela-
dung mittels XCL1-OVA etwa 10.000-fach und mittels MARX10-OVA mehr 100.000-fach 
effektiver war als die Applikation des ungekoppelten Proteins.

Abbildung 18 | MARX10-
OVA und XCL1-OVA indu-
zieren eine spezifische und 
effektive endogene CD8+ 
T-Zellzytotoxizität in vivo. 
Naive Mäuse wurden mit 
titrierten Mengen von XCL1-
OVA, MARX10-OVA oder 
OVA zusammen mit 3 µg 
LPS i. v. immunisiert. Nach 
6 d wurden syngene 
CFSE-markierte Zielzellen 
(CFSEhigh) und Nicht-Ziel-
zellen (CFSElow) zu gleichen 
Teilen in die immunisier-
ten Tiere transferiert. 18 h 
später erfolgte die Analyse 
der spezifischen Lyse aus-
gehend von dem Verhältnis 
der Zielzellen zu Nicht-Ziel-
zellen. (A) CFSE-Profile von 
immunisierten bzw. Kontroll 
(PBS) Mäusen. Ergeb-
nis der Immunisierung von 
C57BL/6 Mäusen (B) und 
zur Kontrolle der Spezifität 
von B6.XCR1-lacZ+/+ Mäu-
sen (C). Gesammelte Daten 
aus drei unabhängigen 
Experimenten (B-E).
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Im Gegensatz zu Mäusen reagieren Menschen deutlich sensitiver auf LPS. Beim Menschen 
reichen bezogen auf ein kg Körpergewicht deutlich geringere Mengen aus um Symptome 
wie plötzliches Fieber, Kopfschmerzen, Störung der Blutgerinnung bis hin zum Multiorganver-
sagen mit Schock auszulösen. Um die Vakzinierungsstrategie zugänglicher für die Translation 
in das humane System zu machen, wurde daher mit poly I:C ein weiteres Adjuvans getestet, 
das für den Menschen verträglicher ist. Im Zusammenspiel mit XCL1-OVA bzw. MARX10-
OVA induzierte poly I:C ebenfalls eine hoch potente Zytotoxizität (Abbildung 19). Bei dieser 
Kombination waren in beiden Fällen geringere Mengen an Antigen nötig um eine ähnlich hohe 
spezifische Lyse wie mit LPS zu induzieren: so konnte beispielsweise XCL1-OVA um die Hälfte 
und MARX10-OVA sogar um 2/3 der Menge reduziert werden.

Des Weiteren führte die Verabreichung der Reagenzien ohne Adjuvans zu einem völligen Aus-
bleiben der Zytotoxizität (Abbildung 19). Ohne einen inflammatorischen Stimulus kam es nicht 
zur Reifung der cDCs, wodurch das nötige zweite Signal zur T-Zellaktivierung ausblieb. Dabei 
induzierte selbst die drei- bis vierfache Menge MARX10-OVA bzw. XCL1-OVA keine effektive 
spezifische Lyse ohne Adjuvans.

Durch die gezielte Beladung XCR1+ cDCs mittels XCL1 oder MARX10 kann somit die Menge 
des applizierten Antigens um ein Vielfaches reduziert werden. Dabei führt die Applikation gerin-
ger Mengen Antigens (z. B. 23,5 pmol XCL1-OVA oder 1,7 pmol MARX10-OVA) zusammen 
mit einem Adjuvans zur Aktivierung einer kleinen Anzahl endogener antigenspezifischer CD8+ 
T-Zellen. Die Aktivierung dieser T-Zellen ist dabei so effektiv, dass die dadurch entstehenden 
zytotoxischen CD8+ T-Zellen in der Lage sind eine Vielzahl an Zielzellen (~1x107) zu eliminie-
ren. Da es sich bei dem verwendeten Antigen um ein Modelantigen handelt, sind weiterfüh-
rende Versuche mit z. B. Virus- oder Tumorantigenen in den entsprechenden Modellen nötig, 
um die Wirksamkeit dieses Systems zu bestätigen.
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Abbildung 19 | Ohne Adjuvans wird keine effektive endogene CD8+ T-Zellzytotoxizität in vivo induziert. 
Naive C57BL/6 Mäuse wurden mit XCL1-OVA oder MARX10-OVA zusammen mit 3 µg LPS, 3 µg poly I:C oder 
ohne Adjuvans i. v. immunisiert. Nach 6 d wurden syngene CFSE-markierte Zielzellen (CFSEhigh) und Nicht-Ziel-
zellen (CFSElow) zu gleichen Teilen in die immunisierten Tiere transferiert. 18 h später erfolgte die Analyse der 
spezifischen Lyse ausgehend von dem Verhältnis der Zielzellen zu Nicht-Zielzellen. Die Ergebnisse sind reprä-
sentativ für zwei unabhängige Experimente (in jedem Experiment n = 3).
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5 Diskussion

Die Kreuzpräsentation von Antigenen ist ein wichtiger Mechanismus in der Induktion zytotoxi-
scher CD8+ T-Zellantworten, um infizierte bzw. entartete Zellen zu eliminieren. Darüber hinaus 
spielt sie eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Toleranz gegenüber harmlosen 
Antigenen, wie z. B. Selbstantigenen (Bedoui et al., 2009). Im Mausmodell wurden bislang ver-
schiedene Marker wie CD8α, Clec9A, CD205 oder CD103 verwendet, um kreuzpräsentierende 
cDCs zu charakterisieren. Neuere Untersuchungen konventioneller DCs der Milz zeigten, dass 
XCR1 ein linienspezifischer Marker für kreuzpräsentierende cDCs ist, der auf keinem anderen 
Zelltyp exprimiert wird (Bachem et al., 2012). Da die Expression von XCR1 auch auf weiteren 
Geweben der Maus nachgewiesen werden konnte, galt es zu untersuchen, ob XCR1 nicht nur in 
lymphatischen Organen wie der Milz, sondern auch in nicht-lymphatischen Geweben, wie dem 
Darm, ein Marker für kreuzpräsentierende cDCs darstellt.

Durch die unterschiedliche Kategorisierung intestinaler cDCs in verschiedenen Forschungs-
gruppen war eine eindeutige Zuweisung von Funktionen zu einzelnen cDC-Subtypen kaum 
möglich und dadurch ein Vergleich zu cDCs lymphatischer Organe beeinträchtigt. Eine Klas-
sifizierung dendritischer Zellen mittels Marker, die in allen Organen/Geweben gleicherweise 
exprimiert werden, würde einen Vergleich von cDCs über Organe bzw. Gewebe hinweg ermög-
lichen.

5.1 XCR1+ cDCs im Gastrointestinaltrakt
In dieser Arbeit ist es mit der systematischen Ausgrenzung von Makrophagen (F4/80+) sowie 
T- und B-Zellen (CD3+/B220+) gelungen cDCs ohne Verunreinigungen mit diesen Zelltypen, 
die sowohl CD11c als auch MHCII exprimieren können, zu analysieren. Wie wichtig es ist, 
dass einzelne Zelltypen in Untersuchungen klar definiert sind, verdeutlicht die jahrelange Dis-
kussion um antigenaufnehmende CX3CR1+ Zellen des Darmtrakts (Niess et al., 2005; Schulz 
et al., 2009). Mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Isolationsmethode ist es darüber 
hinaus gelungen, sowohl in der LP, als auch in den PP des Dünndarms deutlich vier Populatio-
nen (CD103–CD11b–; CD103+CD11b–; CD103+CD11b+ und CD103–CD11b+) zu isolieren. 
In der LP bildeten dabei die CD103+CD11b– cDCs mit einem Drittel aller cDCs die zweit-
größte Subpopulation. Somit widerspricht dieser Befund Vermutungen, bei dieser Subpopu-
lation handele es sich um PP cDCs (Bogunovic et al., 2009; Ginhoux et al., 2009). Dieser 
Schluss beruhte auf der Tatsache, dass in diesen Studien nur sehr wenige CD103+CD11b– DCs 
detektiert wurden und man so davon ausging, diese Zellen würden aus „Verunreinigungen“ mit 
PP DCs entstammen. Allerdings weisen beide Publikationen ein klares Defizit in der Isolation 
aller CD11b– DCs auf.

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die Expression von XCR1 auf cDCs in allen unter-
suchten Kompartimenten (LP, PP und MLN) nachzuweisen. Wenngleich dabei der größte Teil 
der XCR1-Expression auf CD103+CD11b– cDCs entfiel, waren XCR1+ cDCs nicht auf diese 
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Population beschränkt, sondern auch in geringem Maße innerhalb der CD103–CD11b– (LP, 
migratorische und residente cDC des MLN) sowie der CD103–CD11b+ cDCs (residente cDCs 
des MLN) zu finden. Um zu untersuchen, ob sich CD103+ cDCs, die XCR1 exprimieren von 
denen unterscheiden, die kein XCR1 aufweisen und um zu untersuchen, ob es auch Unter-
schiede innerhalb der XCR1– cDCs gibt, wurden die folgenden Analysen durch die Einteilung 
der cDCs anhand der Oberflächenmoleküle XCR1 und CD103 durchgeführt.

5.2 XCR1 kennzeichnet Batf3-abhängige cDCs
Bei den Untersuchungen zur phänotypischen und funktionellen Charakterisierung intestinaler 
XCR1+ cDCs zeigte sich, dass XCR1 nicht nur in der Milz (Bachem et al., 2012), sondern auch 
im Darmtrakt eine eigenständige Subpopulation von cDCs markiert. Wie auch in der Milz ist 
eine Abhängigkeit intestinaler XCR1+ cDCs von dem Transkriptionsfaktor Batf3 feststellbar. 
Dabei kamen in den PP der Batf3-defizienten Mäuse XCR1+ cDCs nicht vor, wohingegen in 
LP und MLN kleine Restpopulationen verblieben. Ein Vergleich der phänotypischen Untersu-
chung XCR1+ cDCs im WT und der verbleibenden XCR1+ cDCs in Batf3 KO Mäusen weist 
jedoch darauf hin, dass es sich hierbei um veränderte Zellen handelt, die so im WT nicht zu 
finden sind. So waren in Batf3-/- Mäusen im Gegensatz zu WT Mäusen z. B. XCR1+ cDCs zu 
detektieren, die weder CD8α noch CADM1 oder Itga8, dafür jedoch CD11b exprimierten. 
Dass die in Batf3-/- Mäusen verbleibenden XCR1+ cDCs „verändert/unnatürlich“ sind, wird 
durch Befunde von Hildner et al. bestätigt, da CD8α+ cDCs in Batf3 KO Mäusen nicht durch 
Flt3 Ligand expandieren und auch die Fähigkeit zur Kreuzpräsentation dieser Population beein-
trächtigt ist (Hildner et al., 2008).

Die erhaltenen Resultate ergänzen und konkretisieren somit die bisherigen Befunde, dass 
CD103+CD11b– cDCs der LP Batf3-abhängig sind (Edelson et al., 2010). Da die Expression 
von XCR1 im Darmtrakt vergleichbar wie in der Milz mit dem Oberflächenmolekül CD8α 
korreliert, können die Ergebnisse mit Resultaten aus der Literatur zu lymphatischen Orga-
nen verglichen werden. Es bestätigt sich damit, dass nicht alle CD8α+ cDCs (Hildner et al., 
2008), nämlich nicht CD8α+CX3CR1+ cDCs (Bar-On et al., 2010), sondern nur XCR1+ cDCs 
(Bachem et al., 2012), von dem Transkriptionsfaktor Batf3 abhängig sind.

Darüber hinaus zeigten sich bei der phänotypischen Analyse Gemeinsamkeiten zu XCR1+ 
cDCs lymphatischer, als auch nicht-lymphatischer Organe (Gurka et al., 2014), in dem intesti-
nale XCR1+ cDCs ebenfalls CD205, Clec9A, CADM1 und CD103 exprimieren. Wie auch in 
der Milz (Bachem et al., 2012) sind auf XCR1+ cDCs aus LP, PP und MLN weder DCIR2 noch 
SIRPα vorhanden.

Wenngleich intestinale cDCs bis hierhin deutliche Gemeinsamkeiten mit cDCs aus der Milz 
aufweisen, ist hinsichtlich der Expansion XCR1+ cDCs durch den Wachstumsfaktor Flt3 Ligand 
ein Unterschied erkennbar. Bislang war bekannt, dass durch die Behandlung mit Flt3 Ligand alle 
cDCs expandieren (Maraskovsky et al., 1996; Waskow et al., 2008). In der Milz konnte jedoch 
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demonstriert werden, dass diese Vermehrung nahezu ausschließlich auf XCR1+ cDCs (Bachem 
et al., 2012) und nicht auf CD8α+CX3CR1+ cDCs (Bar-On et al., 2010) zurückzuführen ist. 
Innerhalb der intestinalen cDCs expandierten hingegen alle Subtypen nach der Behandlung mit 
dem Wachstumsfaktor, wobei sowohl in LP, als auch in PP und MLN XCR1+CD103– cDCs 
die wachstumsstärkste Subpopulation darstellten. Da diese Zellen in der unbehandelten Maus 
kaum zu finden sind, legt dies die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um Vorläuferzellen han-
delt, die sich beispielsweise in intestinale XCR1+CD103+ cDCs entwickeln.

Somit konnte erstmalig demonstriert werden, dass XCR1+ cDCs des Intestinaltraktes eine 
eigenständige Subpopulation darstellen, die von dem Wachstumsfaktor Flt3 Ligand und selek-
tiv von dem Transkriptionsfaktor Batf3 abhängig sind.

5.3 XCR1+ cDCs sind in der Nähe von T-Zellen lokalisiert
Der Befund, dass XCR1+ Zellen in den PP weder in der subepithelialen Kuppelregion 
(SED) noch im Bereich der B-Zellfolikel, sondern in den interfollikulären Regionen (IFR) zu 
finden sind, ergänzt bisherige Erkenntnisse: Kelsall und Strober konnten CD11c+ Zellen sowohl 
im SED als auch in den IFR detektieren (Kelsall und Strober, 1996). Außerdem wurden Signale 
von CD205+ Zellen vorwiegend und von CD8α+ Zellen ausschließlich in den IFR detektiert. 
Im SED detektierte man neben CD11c+ Zellen auch Signale von MHCII und CD11b, wobei 
eine Expression durch T- und B-Zellen ausgeschlossen werden konnte. Durch Doppel-Immun-
fluoreszenzfärbungen zeigte die gleiche Gruppe später auf, dass CD11c+CD11b+ Zellen nur im 
SED und CD11c+CD8α+ bzw. CD11c+CD205+ Zellen teilweise im SED, aber vor allem in den 
T-zellreichen IFR zu finden sind (Iwasaki und Kelsall, 2000). Da XCR1+ Zellen in der vorlie-
genden Arbeit nicht im SED nachgewiesen werden konnten, könnte es sich bei den gefundenen 
CD11c+CD8α+ Zellen im SED um CD8α+ cDCs handeln, die kein XCR1 exprimieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte darüber hinaus erstmalig gezeigt werden, dass XCR1+ cDCs 
des Dünndarm ausschließlich in der LP der Zotten lokalisiert sind. An gleicher Position konnten 
bislang nur CD11c+CD103+ Zellen (Johansson-Lindbom et al., 2005; Schulz et al., 2009) und 
CD11c+MHCII+CD103+ Zellen (Jaensson et al., 2008), sowie CD11c+CD11b– Zellen (Jang et 
al., 2006) detektiert werden.

Im Gegensatz zu SIRPα+ Zellen, die sich vorwiegend in B-Zellbereichen der MLN aufhalten 
(Turnbull et al., 2005), waren XCR1+ Zellen – ähnlich wie in der Milz (Dorner et al., 2009; 
Bachem et al., 2012) – im Bereich der T-Zellzonen zu finden.

In den PP scheint es, als ob die Positionierung XCR1+ cDCs durch die XCR1-XCL1-Achse 
unterstützt würde. Sowohl in den XCR1-defizienten, als auch in den XCL1-defizienten Mäu-
sen, war der Anteil CD8α+ cDCs an allen cDCs im Vergleich zu WT Mäusen halbiert. Dass 
dieser Zustand in der Histologie nicht auffällt, könnte darauf zurückzuführen sein, dass dieses 
Ungleichgewicht durch eine insgesamt erhöhte Zellzahl in den defizienten Mäusen in dem ent-
sprechenden Kompartiment kompensiert wird. Weder auf die Positionierung XCR1+ cDCs in 



Diskussion

48

der LP noch in den MLN hat das Fehlen von XCR1 im Ruhezustand einen Einfluss, wie der 
histologische Vergleich heterozygoter und homozygoter B6.XCR1-lacZ Mäuse verdeutlichte. 
Dieses Ergebnis wird auch durch die durchflusszytometrische Analyse bestätigt, da hier in bei-
den KO Stämmen kein deutlicher Unterschied in der Zusammensetzung der cDCs im Vergleich 
zum WT feststellbar war.

5.4 LPS induziert die Migration von intestinalen XCR1+ cDCs
Durch den inflammatorischen Stimulus LPS zeigte sich in den PP in der Frequenz der CD8α+ 
cDCs ein unverändertes Bild in allen Mausstämmen im Vergleich zu den unbehandelten Mäu-
sen. Dieser Befund bestätigt die Entdeckung von Anjuère et al., die zeigen konnten, dass DCs 
der PP im Gegensatz zu DCs aus LP und MLN unempfindlich gegenüber einem inflammato-
rischem Stimulus sind (Anjuère et al., 2004). Des Weiteren stellten auch Turnbull et al., keine 
Veränderung der PP DCs nach einer i. v. Injektion von LPS fest (Turnbull et al., 2005).

Durch die Inflammation kam es in der LP von XCR1 KO Mäusen im Vergleich zu WT Mäu-
sen zu einer erhöhten Reduktion CD8α+ cDCs, die nicht nur anhand der Frequenz und Zell-
zahl, sondern auch an der Abwesenheit XCR1+ Zellen in den Zotten des Dünndarms erkennbar 
ist. Das Fehlen von XCL1 hatte im Vergleich zum WT hingegen in der LP keinen Einfluss auf 
die Zusammensetzung der cDCs.

In allen analysierten Mausstämmen zeigte sich insgesamt ein deutlicher Rückgang CD8α+ 
cDCs durch die Behandlung mit LPS und gleichzeitig eine starke Zunahme CD8α+ cDCs in den 
MLN. Dies unterstützt bisherige Befunde, in denen gezeigt werden konnte, dass DCs auf einen 
inflammatorischen Stimulus hin von der LP über die Lymphe zu MLN migrieren (MacPherson 
et al., 1995; Anjuère et al., 2004; Turnbull et al., 2005; Schulz et al., 2009). Im MLN beruht die 
Zunahme CD8α+ cDCs auf der Akkumulation XCR1+ Zellen in den T-Zellzonen, was Turnbull 
et al., als Ansammlung MHCII+ Zellen zeigten (Turnbull et al., 2005).

Verschiedene Arbeiten wiesen bereits darauf hin, dass die Expression des Chemokinrezep-
tors CCR7 für die Migration der DCs aus LP zu den MLN essentiell ist (Johansson-Lindbom 
et al., 2005; Worbs et al., 2006; Schulz et al., 2009). Wenngleich Jang et al. eine deutliche 
CCR7 Expression auf mRNA Ebene in LP DCs nachweisen konnten, entspricht die von ihnen 
detektierte schwache Proteinexpression (Jang et al., 2006) im Wesentlichen den in der vorlie-
genden Arbeit erhaltenen Ergebnissen. Dabei zeigte sich, dass die geringe CCR7-Expression 
auf den cDCs der LP auf XCR1+ cDCs beschränkt war. Verglichen mit den Ergebnissen von 
Worbs et al., die anhand von CCR7 KO Mäusen demonstrierten, dass CCR7 nicht für die 
Ansässigkeit von DCs in der LP benötigt wird (Worbs et al., 2006), lässt sich vermuten, dass 
es sich bei den CCR7+XCR1+ LP cDCs um einen migratorischen Typ handelt. Diese brauchen 
zwar kein CCR7, um in die LP einzuwandern, stellen aber evtl. migratorische cDCs dar, die 
zur Toleranzvermittlung im Ruhezustand CCR7 zur Auswanderung aus der LP benötigen. Die 
kaum vorhandene CCR7-Expression auf cDCs der PP widerspricht hingegen der Detektion 
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von CCR7 im Bereich der IFR durch Iwasaki und Kelsall (2000). Die hohe Expression von 
CCR7 auf XCR1+ cDCs im MLN im Ruhezustand, aber auch auf LP, PP und MLN nach 
Inflammation, unterstützt die Theorie eines bevorzugt migratorischen Typs XCR1+ cDCs. 
Beim Vergleich der cDCs der LP und der PP nach Inflammation werden neben der beiderseits 
bevorzugt auf MHCIIhigh cDCs auftretenden CCR7-Expression auch Unterschiede deutlich: Im 
Gegensatz zu den cDCs der PP, bei denen ausgenommen der MHCIIint-Population alle Zellen 
CCR7 exprimierten, war die Expression in der LP nur auf einen Teil der MHCIIhigh XCR1+ 
und MHCIIhigh XCR1– cDCs beschränkt. Wenngleich in verschiedenen Publikationen vermutet 
wird, dass die zu den MLN migrierenden DCs aus der LP stammen, stützen diese Befunde hin-
gegen eher die Annahme von Macpherson und Uhr, dass DCs nicht aus der LP, sondern von den 
PP zu den MLN migrieren (Macpherson und Uhr, 2004). Unterstützend kommt hinzu, dass das 
CCR7-Expressionsmuster der PP cDCs bei Inflammation dem der MLN cDCs entsprach, wobei 
die MHCIIint CCR7– Population einen residenten Zelltyp wie im Ruhezustand der MLN dar-
stellen mag. Ob die im MLN akkumulierenden cDCs aus der LP oder den PP stammen, könnte 
letztendlich nur anhand von Mäusen geklärt werden, die keine PP entwickeln.

Unabhängig von der Frage, woher die antigentransportierenden cDCs letztendlich stammen, 
konnte bisher demonstriert werden, dass CCR7 und seine Liganden benötigt werden, um Tole-
ranz in den MLN zu induzieren (Worbs et al., 2006). Darüber  hinaus wurde festgestellt, dass 
CD103+ cDCs der MLN für die Differenzierung CD4+ T-Zellen in regulatorische T-Zellen 
verantwortlich sind (Annacker et al., 2005; Coombes et al., 2007). In wie weit unterschiedliche 
intestinale cDC-Subpopulationen hingegen in der Lage sind in vivo aufgenommenes Antigen 
kreuzzupräsentieren, wurde bislang kaum analysiert.

5.5 Intestinale migratorische XCR1+ cDCs sind effektiv in der 
Kreuzpräsentation löslichen Antigens

Da bis hierhin gezeigt werden konnte, dass intestinale XCR1+ cDCs in vielerlei Hinsicht mit 
XCR1+ cDCs der Milz vergleichbar sind, lag die Annahme nicht fern, dass dies auch für die 
Funktion gelten könnte. XCR1+ cDCs der Milz zeichnen sich durch die Fähigkeit aus, lösliches 
sowie zellgebundenes Antigen effektiv kreuzzupräsentieren (Bachem et al., 2012).

Mit der vorliegenden Arbeit wird deutlich, dass auch intestinale XCR1+ cDCs in der Lage sind 
lösliches Antigen kreuzzupräsentieren. Diese Fähigkeit konnte nur bei cDCs des MLN, nicht 
jedoch derer der LP festgestellt werden. Dabei war die Kreuzpräsentation löslichen Antigens 
nicht auf XCR1+ cDCs der MLN beschränkt. Migratorische XCR1+ cDCs waren hierbei zwar 
am effektivsten, dennoch waren auch alle anderen cDCs der MLN in der Lage, lösliches Antigen 
CD8+ T-Zellen zu präsentieren. Damit widersprechen die Befunde denen von Jaensson et al. 
Hier wurde demonstriert, dass ausschließlich CD103+ cDCs der MLN, nicht jedoch CD103– 
cDCs, in der Lage sind oral appliziertes lösliches Antigen kreuzzupräsentieren, wobei nicht zwi-
schen migratorischen und residenten cDCs unterschieden wurde (Jaensson et al., 2008).
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In der Milz gibt es zwischen den cDC-Subtypen nur einen leichten Unterschied in der Kreuz-
präsentation löslichen Antigens, wohingegen zellassoziiertes Antigen deutlich ausschließlich von 
XCR1+ cDCs kreuzpräsentiert wird (Bachem et al., 2012). Dass es sich mit intestinalen cDCs 
ähnlich verhält, kann anhand der hier gezeigten Kreuzpräsentation löslichen Antigens und kürz-
lich publizierter Daten über die Präsentation zellassoziierten Antigens geschlossen werden: die 
Präsentation zellassoziierten Antigens an CD8+ T-Zellen ist ausschließlich beschränkt auf intes-
tinale migratorische CD103+CD11b– cDCs, die XCR1 exprimieren (Cerovic et al., 2015).

Die Fähigkeit der CD8α+ (XCR1+) cDCs zur Kreuzpräsentation von zellassoziiertem Antigen 
wird in der Milz durch ihre Möglichkeit sterbende Zellen aufzunehmen begründet (Iyoda et al., 
2002; Schulz und Reis e Sousa, 2002). Förderlich wirkt sich dabei die Expression des Phagozyto-
serezeptors DEC-205 (CD205) sowie des C-Typ Lectins Clec9A (DNGR-1) auf XCR1+ cDCs 
aus. Von letzterem wurde beispielsweise belegt, dass es an Actinfilamente bindet, die von apop-
totischen und nekrotischen Zellen exponiert werden (Zhang et al., 2012; Ahrens et al., 2012).

Übertragen auf intestinale cDCs kann dieser Befund erklären, warum sich bei den cDCs 
der LP keine Kreuzpräsentationskapazität feststellen ließ. Im Gegensatz zu cDCs aus PP und 
MLN war eine Expression von Clec9A kaum nachweisbar. Zwar handelt es sich bei dem appli-
zierten Antigen nicht um zellassoziiertes Antigen, weshalb eine Clec9A-Expression nicht zwin-
gend erforderlich wäre. Dennoch könnte die Expression dieses Lectinrezeptors nötig sein, um 
Antigen aufzunehmen. So konnte im Darm der Maus belegt werden, dass nicht CD103+ cDCs 
lösliches Antigen aufnehmen, sondern CX3CR1+ Phagozyten. Die Präsentation des Antigens im 
MLN erfolgt jedoch nicht durch CX3CR1+ Phagozyten, sondern durch CD103+ cDCs (Schulz 
et al., 2009). Für die bisweilen nicht belegte Übertragung des Antigens von CX3CR1+ Zellen auf 
kreuzpräsentierende cDCs könnte somit die Expression von Clec9A von Vorteil sein.

Andererseits konnten Cerovic et al. kürzlich zeigen, dass neben migratorischen CD103+CD11b– 
cDCs der MLN auch CD103+CD11b– cDCs der LP in der Lage sind, zellassoziiertes Antigen 
kreuzzupräsentieren (Cerovic et al., 2015). Darüber hinaus stellten sie fest, dass CD103+CD11b– 
cDCs aus der Darmlymphe ebenfalls effizient zellassoziiertes Antigen kreuzpräsentieren. Dabei 
geht man davon aus, dass cDCs, die in der Darmlymphe gefunden werden, der LP entstammen. 
Die Kapazität solcher aus der Darmlymphe stammenden cDCs zur Aufnahme zellassoziierten 
Antigens konnte auch in Ratten demonstriert werden (Huang et al., 2000). Hierbei wurden die 
cDCs in SIRPα+ und SIRPα– unterteilt und es zeigte sich, dass nur SIRPα– cDCs Einschlüsse 
apoptotischer intraepithelialer Zellen aufwiesen. In der vorliegenden Arbeit stellte sich durch 
die phänotypische Untersuchung muriner intestinaler cDCs heraus, dass SIRPα+ cDCs kein 
XCR1 exprimieren und vice versa XCR1+ cDCs keine SIRPα-Expression aufweisen. Aufgrund 
dieser Erkenntnis kann darauf geschlossen werden, dass es sich bei den von Huang et al. in Rat-
ten entdeckten SIRPα– cDCs um das entsprechende Pendant zu murinen XCR1+ cDCs handelt.
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5.6 Universelle Klassifikation der Subtypen konventioneller dendritischer 
Zellen mittels XCR1 und SIRPα

Die von Huang et al. detektierten Einschlüsse apoptotischer intraepithelialer Zellen waren 
neben den cDCs der Darmlymphe auch in cDCs der LP, PP und MLN zu finden (Huang 
et al., 2000). Zusammen mit dem Nachweis über die Kreuzpräsentationsfähigkeit zellgebun-
denen Antigens durch CD103+CD11b– cDCs der LP (Cerovic et al., 2015), lässt sich damit 
schlussfolgern, dass auch XCR1+ cDCs nicht-lymphatischer Gewebe kreuzpräsentierende Zellen 
darstellen. Dadurch ist es möglich, XCR1 universell in der Maus als Marker kreuzpräsentieren-
der Zellen einzusetzen und nicht-kreuzpräsentierende cDCs über die Expression von SIRPα zu 
definieren.

Eine neue Klassifikation von cDC-Subtypen anhand der Oberflächenmoleküle XCR1 und 
SIRPα (Abbildung 20) erweist sich in vielerlei Hinsicht als vorteilhaft gegenüber der bisher 
verwendeten: i) XCR1 und SIRPα werden sowohl in lymphatischen Organen, wie Thymus, 
Milz und Lymphknoten, als auch in nicht-lymphatischen Geweben, wie Darm und Lunge, 
unabhängig von ihrem Aktivierungsstatus exprimiert (Gurka et al., 2015). ii) Im Gegensatz dazu 
ist CD8α nicht auf cDCs der Lunge, des Dickdarm oder der migratorischen cDCs des mediasti-
nalen Lymphknotens zu detektieren (Gurka et al., 2014). iii) CD103 erweist sich ebenfalls nicht 
als idealer Marker, da es durch verschiedenen Zytokine, wie etwa GM-CSF dynamisch regu-
liert wird (Edelson et al., 2011). iv) Eine allgemeine Unterteilung cDCs nicht-lymphatischer 
Gewebe in CD103+ und CD11b+ scheitert darüber hinaus an Geweben wie z. B. Darm und 
Lunge, in denen CD11b+ cDCs zu finden sind, die CD103 exprimieren (Edelson et al., 2010).

Abbildung 20 | Vorschlag zur Klassifizierung der Subtypen konventioneller dendritischer Zellen. Sowohl in 
lymphatischen Organen als auch in nicht-lymphatischen Geweben sind XCR1+ cDCs deutlich von SIRPα+ cDCs 
trennbar. Neben phänotypischen Unterschieden grenzen sich XCR1+ cDCs auch durch ihre Batf3-Abhängigkeit, 
sowie die Fähigkeit zur Kreuzpräsentation klar von SIRPα+ cDCs ab. Eine neue Klassifizierung von cDC-Subty-
pen anhand der Oberflächenmoleküle XCR1 und SIRPα ist universell gültig und somit von Vorteil gegenüber der 
bisherigen Klassifikation. ⃰ Vorkommen nur in wenigen Geweben belegt, wie z. B. Darm und Lunge.
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Die Unterteilung von cDCs anhand der Moleküle XCR1 und SIRPα erweist sich dabei nicht 
nur in der Maus als sinnvoll. Sowohl XCR1 als auch SIRPα sind des Weiteren in anderen Säu-
getieren wie in Schafen und in Menschen zu finden (Crozat et al., 2010; Contreras et al., 2010). 
Neben der Expression von XCR1 und SIRPα auf cDCs des humanen peripheren Blutes, konnte 
deren Expression auch auf humanen intestinalen cDCs nachgewiesen werden (Watchmaker et 
al., 2014). Darüber hinaus gilt XCR1 auch in Schaf und Mensch als Marker kreuzpräsentieren-
der cDCs (Crozat et al., 2010; Bachem et al., 2010).

In dieser Arbeit konnte zum ersten mal gezeigt werden, dass XCR1+ cDCs durch einen inflam-
matorischen Stimulus vom Dünndarm in die T-Zellzonen des MLN migrieren. Darüber hinaus 
verdeutlichte sich, dass XCR1 ein linienspezifischer Marker für kreuzpräsentierende cDCs dar-
stellt und somit eine neue universelle Klassifikation von cDCs-Subtpyen ermöglicht.

5.7 Zielgerichtete Beladung XCR1+ cDCs als neue Impfstrategie
Die Wirkung bislang verwendeter präventiver Impfungen beruht auf der Bildung spezifischer 
Antikörper und B-Gedächtniszellen, wodurch die Verbreitung von Infektionen verhindert wird 
(Pulendran und Ahmed, 2011). Gegen viele Krankheiten konnten allerdings bis heute noch 
keine effektiven Vakzinen entwickelt werden. Ist eine Krankheit ausgebrochen, kommen im 
besten Fall noch therapeutische Impfungen zum Einsatz, um die Ursache der Krankheit zu 
eliminieren. Doch auch hierbei stößt die Medizin bisweilen bei einigen Erkrankungen an ihre 
Grenzen, wie z. B. Malaria, HIV oder Tumorerkrankungen. Zur Bekämpfung solcher Krank-
heiten ist die Entwicklung antigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen notwendig, die in der Lage 
sind, infizierte bzw. entartete Zellen zu erkennen und zu eliminieren. DCs spielen dabei in der 
Aktivierung solcher zytotoxischer CD8+ T-Zellen eine entscheidende Rolle, weshalb sie in der 
Vergangenheit immer häufiger Ziel für Vakzinierungen gegen Tumore und intrazelluläre Patho-
gene wurden (Apostolopoulos et al., 2013). Im Gegensatz zur ex vivo Generierung und Antigen-
beladung von DCs (Palucka und Banchereau, 2012), erwies sich die zielgerichtete Beladung von 
DCs in vivo als deutlich kostengünstiger und effektiver (Tacken und Figdor, 2011; Trumpfheller 
et al., 2012).

Die selektive Expression von XCR1 auf kreuzpräsentierenden cDCs (Ergebnisse dieser Arbeit 
und Dorner et al., 2009; Crozat et al., 2010; Bachem et al., 2012), macht XCR1 zu einem 
idealen Ziel für eine spezifische Antigenbeladung selbiger. In der vorliegenden Arbeit konnte 
erfolgreich demonstriert werden, dass sowohl mittels des spezifischen Antikörpers gegen XCR1 
(MARX10), als auch mit Hilfe des natürlichen Liganden von XCR1 (XCL1) eine zielgerichtete 
spezifische Beladung kreuzpräsentierender cDCs möglich ist. Geringe Mengen des Antigens 
reichten aus, um mit Hilfe der kreuzpräsentierenden Zellen ein sehr kleines Reservoir an anti-
genspezifischen CD8+ T-Zellen zu aktivieren und damit eine effiziente zytotoxische Immunant-
wort zu induzieren. Dabei erwies sich die Immunisierung mit XCL1-OVA etwa 10.000-fach 
und mit MARX10-OVA mehr als 100.000-fach effektiver als die Injektion des ungekoppelten 
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Proteins OVA. Das Ausbleiben einer zytotoxischen Immunantwort in XCR1-defizienten Mäu-
sen verdeutlicht überdies, dass sowohl MARX10-OVA, als auch XCL1-OVA nur von XCR1-tra-
genden cDCs aufgenommen und effektiv CD8+ T-Zellen präsentiert wird.

Zwar konnte bisher auch beispielsweise über Clec9A (Caminschi et al., 2008; Sancho et al., 
2008; Lahoud et al., 2011), CD205 (Bonifaz et al., 2002; Dudziak et al., 2007) oder CD103 
(Semmrich et al., 2012) eine Antigenbeladung kreuzpräsentierender cDCs erreicht werden, die 
zu einer effektiven Immunantwort führt. Doch können durch die nicht selektive Expression die-
ser Oberflächenmoleküle auf kreuzpräsentierenden cDCs hierbei unerwünschte Nebeneffekte 
nicht ausgeschlossen werden. So kann z. B. eine erhöhte Applikation des Antigens notwendig 
sein, da andere Zellen, die das gleiche Molekül exprimieren, das Antigen unerwünscht abfangen. 
Darüber hinaus könnten etwa B-Zellen, die ebenfalls CD205 exprimieren, solche zielgerichte-
ten Antigene aufnehmen und eine Toleranz induzieren, wodurch die Effektivität der Vakzinie-
rung herab gesetzt würde.

Im Gegensatz zu einer Antigenbeladung kreuzpräsentierender cDCs mittels Antikörper gegen 
Clec9A, bei der auch ohne Adjuvans eine humorale Immunantwort induziert wird (Li et al., 
2014), bedarf es bei der Beladung über XCR1 solch eines Stimulus. Weder XCL1 noch der 
mAk anti-XCR1 bewirken per se eine Aktivierung XCR1+ cDCs (Hartung et al., 2014). Das 
macht die Zugabe eines Adjuvans erforderlich, um die entsprechenden cDCs zu aktivieren und 
dadurch eine zytotoxische T-Zellantwort zu induzieren. Die Tatsachen, dass poly I:C in gleicher 
Weise wie LPS eine effektive Immunantwort fördert und XCR1 auch auf humanen cDCs expri-
miert wird, eröffnet die Möglichkeit, diese Strategie der zielgerichteten Beladung kreuzpräsen-
tierender cDCs auf das System des Menschen zu übertragen.

In Abwesenheit von Adjuvanzien sind cDCs befähigt, durch die Aktivierung von regulatori-
schen T-Zellen Toleranz zu induzieren (Yamazaki et al., 2003). Diese Fähigkeit wurde neben 
CD8+CD205+ cDCs der Milz (Yamazaki et al., 2008) auch bei intestinalen CD103+ cDCs ent-
deckt (Annacker et al., 2005). Damit ergäbe sich durch die gezielte Beladung XCR1+ cDCs 
zusammen mit Adjuvanzien nicht nur die Möglichkeit Impfstoffe gegen intrazelluläre Pathogene 
wie HIV und Malaria oder gar gegen Tumore zu entwickeln. Darüber hinaus könnte getestet 
werden, in wie weit eine gezielte Antigenbeladung XCR1+ cDCs ohne Adjuvans eine Toleranz 
induziert, um somit Autoimmunerkrankungen wie etwa chronisch entzündliche Darmerkran-
kungen zu behandeln.
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