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Einleitung

1.1 Anatomie der Lunge

Das Atmungssystem der Sdugetiere wird unterteilt in den oberen und unteren respirato-
rischen Trakt. Bestandteile des oberen Abschnitts des Atmungssystems sind Mund, Na-
senhohle, Rachenraum, Kehlkopf sowie die Luftrohre. Der untere respiratorische Trakt
gliedert sich in Bronchien und gasaustauschende Oberflichen (Moyes and Schulte 2008).
Die eigentliche Lunge der Sdugetiere besteht aus zwei Lungenfliigeln, die weiter unterteilt
sind. Die linke Seite besteht aus zwei, die rechte Seite aus drei Lungenlappen (Lobi) (Moll
and Moll 2006; Schiebler and Korf 2007).

Die Luft wird eingeatmet, indem Rippenmuskulatur und Zwerchfell koordiniert zusam-
menwirken. Durch die Dehnung des Brustkorbs entsteht ein Unterdruck, der durch das
Einstromen der Luft ausgeglichen wird. Die Lungenfliigel sind so im Brustraum (Thorax)
eingebettet, dass sie frei beweglich sind (Clauss and Clauss 2007). Die Lungenoberflidche
ist mit der Tunica serosa iiberzogen. Sie wird in der Brusthohle auch als Pleura bezeichnet.
Zwischen Lungenoberfliche und Pleura herrscht Unterdruck, ohne ihn ist eine effektive
Atmung nicht moglich.

Bei Zusammenbruch dieses Unterdrucks kollabiert die Lunge und es kommt zum soge-
nannten Pneumothorax (Clauss and Clauss 2007).

Das Gewebe der Lungen kann grob in den luftzufiihrenden und den Bereich des eigentli-
chen Gasaustauschs unterteilt werden. Die Bronchien enden in den Lungenbldschen oder

Alveolen, welche den Bereich des Gasaustauschs bilden. Das Bronchialsystem umfasst
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Abbildung 1.1.1: Feinstruktur der humanen Lunge; verdndert nach: e-Anatomy, Micheau A,
Hoa D, www.imaios.com; 15. Juni 2013

samtliche Bestandteile des luftleitenden Systems (Randall et al. 2000).

Von innen nach auflen besteht der Aufbau aus verschiedenen Schichten. Das Epithel be-
steht im oberen Respirationstrakt aus mehrreihigem, hochprismatischem Flimmerepithel.
In den Bronchiolen iiberwiegt einschichtiges Flimmerepithel (Moll and Moll 2006). Die
darunter liegende Lamina propria besteht aus glatter Muskulatur. Weiterhin ist sie von
einer Vielzahl elastischer Fasern durchzogen und enthdlt mukdse sowie serdse Driisen.
Ihre Ausgénge 6ffnen in den Bronchus iiberziehen die Schleimhautoberfliche mit einem
Schutzfilm (Moll and Moll 2006). Die du3erste Schicht der groBen Bronchien bildet hya-
liner Knorpel. Dort, wo sich der Durchmesser der Bronchien verringert, vermindert sich
auch der Knorpelanteil. In den feinsten Verdstelungen sind nur noch kleine inselformige
Ansammlungen zu finden (Zusammenfassung Lungenanatomie in Moll and Moll 2006).

In den Lungenbladschen findet der Gasaustausch statt. Die sogenannten Alveolen gehen
von den Alveolargdngen (Ductus alveolares) ab und sind becherartig geformt (Moll and
Moll 2006). Beim Erwachsenen gibt es sie in einer geschitzten Anzahl von 300 Millionen,
dabei bilden die effektive respiratorische Fliche, welche beim Menschen 80 bis 150 m?,
bei der Maus ungefihr 1000 cm? groB ist (Daniels et al. 1989).

Die Alveolen bestehen aus verschiedenen Zelltypen. Dazu gehoren die Pneumozyten
Typ 1, aus welchen sich das alveoldre Epithel aufbaut, sowie die groeren Surfactant-
produzierenden Pneumozyten Typ II (Fuchs et al. 2003). Surfactant vermindert die Ober-
flichenspannung und bewahrt die Lungenblidschen vor dem Kollabieren, dient also als
Antiatelektasefaktor (Clauss and Clauss 2007). Eingeatmete Luft und zirkulierendes Blut
sind in der Lunge durch eine dreischichtige Trennwand, die Blut-Luft-Schranke, vonein-

ander getrennt. Sie besteht, von der Alveole aus gesehen, aus dem Surfactant-Film, einem
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diinnen Fortsatz der jeweiligen Aleveolarepithel-Zelle, den verschmolzenen Basalmem-
branen von Alveolarzelle und Endothelzelle sowie schlieBlich der Endothelzelle selbst
(Moll and Moll 2006; Schiebler and Korf 2007). Die Diffusionsstrecke der Atemgase ist
mit ca. 0,5 pm an dieser Stelle extrem gering (Moll and Moll 2006; Schiebler and Korf
2007).

1.2 Pneumonie

Die Pneumonie (Lungenentziindung) bezeichnet eine Inflammation des Alveolarraums
der Lunge, die durch Kranheitserreger verursacht wird. In manchen Fillen ist auch das In-
terstitium betroffen. Insgesamt wird eine Einteilung in Lobarpneumonien, Bronchopneu-
monien und interstitielle Pneumonien vorgenommen. Unterscheidungserkmal ist hier der
Grad und das Muster der Ausbreitung im Lungenparenchym. Ein anderes Einteilungskri-
terium berticksichtigt die Quelle der Ansteckung und unterscheidet ambulant erworbene
sowie nosokomiale Pneumonien voneinander (Einteilung in Schaberg and Ewig 2001).

Hervorgerufen werden Pneumonien entweder durch virale, bakterielle oder Pilzinfek-
tion der distalen Bereiche der Lunge. Die Erreger konnen durch verschiedenste Mecha-
nismen dorthin gelangen, vor allem durch Inhalation. Jedoch auch Aspiration aus dem
Pharynx (begiinstigt durch Krankenhauskonditionen), hdmatogene Aussaat und direkte
Ausbreitung durch einen anderen Infektionsherd konnen Erreger in die Lunge einbringen.

Entscheidend fiir die Abwehr von pathogenen Keimen in der Lunge ist das Epithel,
welches eine mechanische Barriere fiir Krankheitserreger darstellt. Dariliber hinaus sind
die Zellen in dieser Barriere wichtige Produzenten von Zytokinen, Chemokinen und an-
timikrobiellen Peptiden wéhrend der Konfrontation mit Pathogenen (Bals and Hiemstra
2004).

Zu den charakteristischen Symptomen gehoren Fieber, Schiittelfrost, Husten, eitriger
Auswurf, Pleuraschmerz sowie erschwerte Atmung. Bei einigen Patienten zeigen sich
auch Kopfschmerzen, Myalgien, Ubelkeit, Diarrhoe und Unterleibsschmerzen. In Fillen
schwerer Lungenentziindungen kann es im Verlauf zu einem Versagen des Herzkreislauf-
systems kommen. Auch Bewusstseinsstorungen konnen auftreten (Lehnert and Werdan
2006).

Deutliche Unterschiede im Verlauf der Pneumonie und der Schwere der klinischen
Symptome ergeben sich vor allem durch das Lebensalter und Gesundheitszustand der Pa-
tienten (Schaberg and Ewig 2001).

Bei élteren Menschen fithren chronische Vorerkrankungen, Schluckstérungen, chronisch-
obstruktive Lungenerkrankung (COPD), schlechterer Allgemein- sowie Erndhrungszu-
stand, Diabetes mellitus, chronische Nieren- und Herzinsuffizienz, individuell auch Rau-
chen und Alkohol zu einer hoheren Anfilligkeit und hoherer Sterblichkeit (Fung and
Monteagudo-Chu 2010; Meyer 2010).



Dazu kommt, dass das Immunsystem im hoheren Lebensalter weniger leistungsfahig
ist und mechanische Integritit der Epithelien sich verschlechtert (Meyer 2010).

Weitere Risikogruppen sind Neugeborene, deren Immunsystem noch nicht voll ausge-
reift ist. Schatzungsweise 10% der globalen Kindersterblichkeit sind auf Todesfélle durch
Lungenentziindung zuriickzufiihren (Nissen 2007).

Ebenfalls besonders gefdhrdet sind immunsupprimierte Personen, deren korpereigene
Abwehr z.B. durch HIV-Infektionen (Rosen 2008), Immunsupressionstherapie im Zuge
von Transplantation oder Chemotherapien beeintrachtigt ist (Speert 2006; White 1995).

Der Verlauf einer Pneumonie wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst, vor allem
der korpereigenen Immunantwort. Dazu gehdrt die Granulozytenmigration aus den Blut-
gefdBen und deren Sekretion von histiotoxischen Substanzen. Diese Reaktion der Granu-
lozyten bestimmt im Wesentlichen den Grad der Gewebezerstdrung. Dariiber hinaus ist die
Monozytenmigration aus den BlutgefaBBen zu nennen. Die Reifung zu Makrophagen am
Infektionsort ermdglicht den Abbau extravaskuldrer Fliissigkeit, Triimmer abgestorbener
Zellen und Bakterien werden nur so effektiv beseitigt. Das ,,Aufrdumen* des Infektions-
ortes beeinflusst die Ausheilung der Entziindung entscheidend (Standiford et al. 1996).

Generell kann eine akute Entzlindung in eine chronische Verlaufsform iibergehen. Mog-
lich sind aber auch eine Abszedierung, Vernarbung des Gewebes oder im giinstigsten Fall
eine vollstdndige Riickbildung der Pneumonie. Komplikationen bei Lungenentziindungen
sind hdufig Abszesse (z.B. durch Staphylococcus aureus) oder die Ausbildung eines Em-
pyem (Lehnert and Werdan 2006).

1.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae wurde 1882 von Friedldnder aus Lungengewebe eines an Lungen-
entziindung verstorbenen Patienten isoliert (Kéhler and Mochmann 1987). Aus diesem
Grund wird die Entziindung der Lunge durch eine Infektion mit Klebsiella pneumoniae
auch ,.Friedldnder-Pneumonie* bezeichnet. Trevisan (1885) gab der Gattung ihren Namen
»Klebsiella®, um den deutschen Mikrobiologen Edwin Klebs damit zu ehren.

Die Gattung Klebsiella umfasst insgesamt nur wenige pathogene Keime. Normaler-
weise findet man die Spezies iiberall in der Umwelt. Sie besiedelt Boden, Pflanzenteile,
Abwasser sowie Gewisser wie Seen und Teiche (Bagley et al. 1978; Brown and Seidler
1973; Podschun et al. 2001; Seidler et al. 1975). Darliber hinaus kann man sie als Besiedler
der Schleimhiute verschiedener Sdugetiere nachweisen (Podschun and Ullmann 1998).

Unter den wenigen pathogenen Spezies ist Klebsiella pneumonia hervorzuheben.

Als einziges Bakterium in der Familie der Enterobacteriaceae produziert es erhebliche
Mengen von Kapselpolysacchariden. Diese stellen den wichtigsten Pathogenitétsfaktor
von Klebsiella pneumonia dar, die Kapsel schiitzt die Zellen sehr effektiv vor Phagocyto-
se (Kabha et al. 1995), vor der Wirkung der Faktoren des Komplementsystems (Alvarez
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Serum resistance Adhesins

Capsule Siderophores

Abbildung 1.3.1: Pathogenitétsfaktoren von Klebsiella pneumoniae; verandert nach Podschun
and Ullmann 1998

et al. 2000), sowie antimikrobiellen Peptiden des Wirtsorganismus (Campos et al. 2004).
Die Bakterien bilden durch die Kapsel schmierige Filme und zeigen diese Morphologie
auch bei Anzucht auf Nahrboden. Weitere Faktoren, die Klebsella pneumoniae die er-
folgreiche Besiedlung von Wirtsgeweben ermdglichen sind das Lipopolysaccharid (LPS)
sowie Adhésine, mit denen das Bakterium eine effektive Anhaftung an epitheliale Ober-
flachen erreicht.

Klebsiella pneumoniae besitzt dariiber hinaus Siderophore (griechisch fiir ,,Eisentré-
ger®), die in das umgebende Medium ausgeschieden werden und dort Eisen komplexie-
ren. Die beladenen Siderophore konnen durch spezifische Transportsysteme wieder in das
Bakterium aufgenommen werden. Uber Siderophore kann Klebsiella pneumoniae sich mit
dem ansonsten im Wirt stark limitierten Eisen versorgen, das es fiir sein Wachstum braucht
(Podschun and Ullmann 1998). Unter optimalen Bedingungen ist Klebsiella ein sich rasch
ausbreitender Keim (Kiihn et al. 1993).

1.4 Klebsiellen als Erreger nosokomialer Infektionen

Nosokomiale Infektionen haben vor allem durch das massive Aufkommen von Antibio-
tikaresistenzen in pathogenen Keimen neue Bedeutung erlangen konnen. Héufigere in-
vasiver Eingriffe sowie steigende Zahlen an &lteren und immunsupprimierten Patienten
tragen dazu bei.

Als nosokomial werden Pneumonien bezeichnet, wenn sie im Krankenhausbereich er-
worben wurden, und frithestens 48 Stunden nach Krankenhausaufnahme auftreten (Defi-
nition in Schaberg and Ewig 2001). Man unterscheidet dariiber hinaus noch zwischen exo-

genen und endogenen Krankenhausinfektionen. Exogene Infektionen haben ihre Quelle in
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der Umwelt des Patienten, dazu gehdren das Pflegepersonal oder kontaminierte Gegen-
stinde. Héufiger sind endogene Infektionen, verursacht durch die patienteneigene Flora
(Schaberg and Ewig 2001). Lungenentziindungen, mit denen der Patient im Arbeitsumfeld
oder im privaten Lebensbereich infiziert wurde, werden als ambulant erworben definiert
(Hoftken et al. 2005).

Im Krankenhausumfeld kénnen gesundes Personal sowie Utensilien Ubertriger fiir op-
portunistische Keime werden, da in dieser Umgebung durch viele erkrankte Menschen
eine hohere Dichte an Keimen auftritt. Folglich werden viel hohere Kolonisationsraten
mit Klebsiella pneumoniae erreicht als im alltdglichen Umfeld auBerhalb der Klinik.

Eine transiente Besiedlung der Schleimhiute sowie Gastrointestinaltraktes ist verbrei-
tet, die Tragerraten bei Gesunden variieren je nach Studie 5% bis 38% im Stuhl sowie 1%
bis 6% im Nasopharynx (Podschun and Ullmann 1998). Im Krankenhausumfeld lie3 sich
bei 77% der Untersuchten im Stuhl, bei 19% im Rachen und bei 42% auf den Hénden der
Patienten Besiedlung mit K/ebsiella pneuoniae feststellen (Podschun and Ullmann 1998).
Hierbei lésst sich eine positive Korrelation zwischen der Kolonisationsrate mit der Lénge
des Klinikaufenthaltes feststellen. Auch bei Klinikpersonal wurden erhohte Trigerraten
im Vergleich zu anderen Berufsgruppen festgestellt (Podschun and Ullmann 1998).

Klebsiella pneumoniae kann verschiede nosokomiale Infektionen auslosen. Insgesamt
am héaufigsten sind Harnwegsinfektionen, auf Intensivstationen steht dagegen die Klebsi-
ella-Pneumonie an erster Stelle, gefolgt von Harnwegsinfektionen und Sepsen (Panknin
HT 2001).

Infection By Klebsiella' Rank?
UTI 6-17 5-7
Pneumonia 7-14 24
Septicemia 4-15 3-8
Wound infections 24 6-11
Nosocomial infections in 4-17 4-9

intensive care unit patients

Neonatal septicemia 3-20 2-8

! 9% of infections caused by Klebsiella
2 Ranking of Klebsiella compared to all other bacterial pathogens.

Tabelle 1.4.1: Anteil von Pneumonien von durch Klebsiella bedingten nosokomialen Infektio-
nen; verdandert nach Podschun and Ullmann 1998

Klebsiella pneumoniae - Infektionen kdnnen mit Antibiotika bekampft werden, die-
se Bakterien sind aber aufgrund von Beta-Laktamasen zunehmend hiufig resistent ge-
gen Penicillin und Ampicillin. Dartiber bildet Klebsiella pneumoniae haufig ESBL (ES-

BL = Extended-spectrum Beta-Laktamase). Das macht den Keim multiresistent gegen
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viele Breitband-Antibiotika und verstérkt sein pathogenes Potential (Sahly et al. 2008).
Die medikamentdse Therapie von Klebsiella pneumoniae - Infektionen wird zunehmend
schwieriger. Im Augenblick wird zur Behandlung meist eine Kombinationstherapie mit
Praparaten verschiedener Wirkstoffklassen benutzt, wobei Carbapenem-resistente Kleb-
siella pneumoniae Stimme zurzeit das groBte Problem darstellen (Petrosillo et al. 2013).
Alternative Behandlungsansétze ohne den Einsatz von Antibiotika werden ebenfalls ge-
testet (Warnke et al. 2012).

1.5 Mausmodell der Pneumonie

Um den klinischen Verlauf und die Charakteristika der unterschiedlichen Pneumonien
zu untersuchen, werden unter anderem Tiermodelle genutzt. Besonders hdufig werden
Mause benutzt, die wegen der kostenglinstigen Haltung, der einfachen Vermehrung so-
wie der Moglichkeit zur Nutzung von Inbred-Strains oft in Experimenten Verwendung
finden (Mizgerd and Skerrett 2008). Dariiber hinaus gibt es viele genverdanderte Maus-
linien, die fiir die verschiedensten Fragestellungen zum Einsatz kommen konnen — /oss-
of-function, gain-of-function, Verkniipfungen mit Reportergenen oder die Expression der
Phénotypen nur im gewliinschten Gewebe sind moglich. Fiir die Induktion einer murinen
Pneumonie kommen im Allgemeinen unterschiedliche Infektionsstrategien in Frage. Wel-
ches Vorgehen gewihlt wird, hdngt von Faktoren wie dem verwendeten Pathogen und den
gemessenen Parametern der Studie oder des Experimentes ab (Ubersicht in Mizgerd and
Skerrett 2008; zusammengefasst in Tabelle 1.5.1).

Eine sehr realitdtsnahe Art der Infektion erreicht der Experimentator, wenn er das ge-
sunde Tier mit einem bereits infizierten Tier zusammensetzt und damit eine Ansteckung
erreicht. Es gibt jedoch keine Mdglichkeit, initiale Infektionsdosis und Zeitpunkt der In-
fektion festzustellen.

Die Applikation des Pathogens als Aerosol, dem die Versuchstiere kontrolliert ausge-
setzt werden, ist eine andere Moglichkeit zur Generierung der murinen Pneumonie. Hier-
bei werden Kammern eingesetzt, in denen die Tiere nur {iber die Nase oder auch mit dem
ganzen Korper mit dem Aerosol in Kontakt kommen. Uber die Einstellung der Pathogen-
konzentration kombiniert mit der Zeit, die das Tier begast wird, ldsst sich ein einheitliches
Inokulum erreichen.

Intubation sowie intratracheale Applikation einer Bakterienlosung stellen die direkte
Moglichkeit zur Infektion eines Versuchstieres dar. Die beiden Methoden unterscheiden
sich im Wesentlichen darin, dass fiir die intratracheale Applikation ein chirurgischer Ein-
griff notig ist. Mogliche Fehlerquellen fiir den Versuch sind Reaktionen auf die Operation
sowie unabsichtlich in die Verletzung eingeschleppte Fremd-Keime. Die Intubation dage-
gen ist schonender fiir das Tier und schlieft solche unerwiinschten Nebeneffekte aus.

Intranasale Applikation schlieBlich ist eine géngige Methode fiir die Untersuchung vie-
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ler respiratorischer Pathogene. Die Methode ist leicht zu erlernen und besonders von In-
teresse, wenn die Infektion des oberen und unteren Respirationstraktes untersucht werden
soll. Fiir manche Experimente kann es allerdings von Nachteil sein, dass der Erreger nicht
so tief in den Respirationstrakt gelangt. In mehreren Studien wurden auBlerdem starke
Schwankungen der pulmonaler Pathogenbelastung zwischen Tieren einer Versuchsgrup-
pe beobachtet (Davis et al. 1986; DeMaria and Kapral 1978).

Zur Beurteilung solcher Infektionsversuche konnen unterschiedliche Parameter von In-
teresse sein. Die Bestimmung der bakteriellen Belastung (bacterial burden) der Versuchs-
tiere kann durch Aufarbeitung des Lungengewebes und anschlieBende Zihlung der Keime
erfolgen. Fiir die quantitative Auswertung konnen verschiedenste Methoden zum Einsatz
kommen wie das Ausplattieren des bearbeiteten Gewebes, PCR (Polymerase chain reac-
tion) oder Biolumineszenz (Mizgerd and Skerrett 2008).

Zur weiteren Charakterisierung der Pneumonie kann auflerdem der Einstrom von Neu-
trophilen aus dem Blut in das infizierte Lungengewebe bestimmt werden. Eine bron-
choalveoldre Lavage (BAL) spiilt die im Luftraum vorhandenen Neutrophilen aus, die
anschliefend quantifiziert werden konnen. Durchflusszytometrie oder morphometrische
Analysen sind hierbei hdufig verwendete Methoden.

Die Bildung von Fliissigkeitsansammlungen durch den Entziindungsprozess ist ein wei-
terer, hdufig genutzter Parameter fiir die klinische Einschiatzung der Pneumonie im Maus-
modell (Mizgerd and Skerrett 2008). Die genaue Messung der Grof3e und Ausbreitung die-
ser Odeme ist jedoch weiterhin schwierig. Es gibt zahlreiche methodische Moglichkeiten
(Parker and Townsley 2004), haufig wird jedoch das Verhéltnis von Feucht- zu Trocken-
gewicht der Lunge bestimmt, obwohl es meist grole Schwankungen in den erhaltenen
Werten gibt. Grofle Parallelen zwischen Maus und Mensch gibt es bei der Entwicklung
der Sauerstoffsittigung bei Fortschreiten der Lungenentziindung. Schwere Erkrankungen
fiihren zu arterieller Hypoxédmie und einem verringerten alveolér-arteriellem Sauerstoff-
gradient. Die Sauerstoffsittigung des Blutes kann bei Mdusen methodisch dhnlich wie bei
menschlichen Patienten bestimmt werden. Wihrend der fortschreitenden Lungenentziin-
dung erhoht sich im Mensch (Ratjen et al. 1999) und auch in der Maus die Durchlissigkeit
der Kapillaren und damit die Konzentration von Serumproteinen, die aus dem Blut iiber-

treten.



Vorteile

Nachteile

Aerosol ,Natiirliche* Ubertragung Aerosol Management System ist
Exposition Simultane Infektion mehrerer Tiere  teuer
GleichmiBige, vergleichbare Aerosol kann in Augen und Fell
Ubertragung gelangen
Symmetrische bilaterale Infektion in ~ Tiere miissen evtl. fixiert werden
der Lunge Manche Pathogene als Aerosol
Keine Anisthesie erforderlich nicht iiberlebensfahig
Intratracheale =~ Modell fiir oropharyngiale Andsthesie erforderlich
Injektion Aspiration Chirurgischer Eingriff
Prézise Dosierung in den tieferen erforderlich
Respirationstrakt Unsymmetrische Infektion der
Einfache zu erlernende und Lunge moglich
durchzufiihrende Prozedur Versetzte Startzeit des
Einseitige Applikation mdglich Experiments bei Verwendung
mehrerer Tiere
Perorale Modell fiir oropharyngiale Anisthesie erforderlich
Intubation Aspiration Technisch anspruchsvoll
Prizise Dosierung in den tieferen Unsymmetrische Infektion der
Respirationstrakt Lunge moglich
Einseitige Applikation mdglich Versetzte Startzeit des
Keine Operationswunde Experiments bei Verwendung
mehrerer Tiere
Kontamination mit oraler Flora
moglich
Intranasale Modell fiir oropharyngiale Anisthesie erforderlich
Inokulation Aspiration Stark variierende oOrtliche

Infektion des oberen und unteren
Respirationstrakts

Einfache Prozedur

Infektion der Lunge
Unsymmetrische Infektion der
Lunge moglich

Kontamination mit oraler Flora

moglich

Tabelle 1.5.1: Ubersicht und Vergleich gingiger Infektionsmethoden fiir Modelle muriner

Atemwegsinfektionen; nach Mizgerd and Skerrett 2008

Diese Erhohung von Protein kann gemessen werden. Hiufig wird reprisentativ fiir an-

dere Proteine der Spiegel an Serumalbumin bestimmt.



Zu den bisher genannten Parametern kommen noch visuelle Untersuchungen, die oh-
nehin in regelméBigen Abstinden am Versuchstier vorgenommen werden miissen. Dabei
werden der Zustand des Fells, die Kérperhaltung und die Aktivitdt des Tieres eingeschétzt.

Korperoffnungen wie Nase oder Augen werden auf Ausfluss untersucht.

Obwohl die Maus als Modellorganismus viele Moglichkeiten bietet, kann man Ergeb-
nisse aus Mausexperimenten nicht uneingeschriankt auf den Menschen anwenden. Die Re-
levanz der Ergebnisse muss von Experiment zu Experiment gepriift werden, da es auch
zahlreiche Unterschiede in Anatomie und Physiologie zwischen Maus und Mensch gibt.
Dartiber hinaus treten in der Maus auch immunologische Besonderheiten auf, die fiir die
Planung und Auswertung von Experimenten beriicksichtigt werden miissen (Ubersicht in
Mizgerd and Skerrett 2008).

1.6 Immunabwehr der Lunge

1.6.1 Mechanische Abwehr

Durch Pathogene ausgeldste Lungenentziindungen werden vom Immunsystem bekampft.
Im Fall einer Pneumonie sind gerade die Gewebsschédden, die durch die starke Reaktion
des Immunsystems hervorgerufen werden, kritisch fiir die Auflésung der Infektion und
die Erholung des Organismus (Kumar and Chhibber 2011). Korperoberflichen, die mit
der AuBenwelt in Kontakt kommen, werden in besonders hohem Mafle mit pathogenen
Keimen konfrontiert. Aus diesem Grund besitzt jedes dieser Epithelien spezielle Schutz-

malnahmen, die ein Eindringen von Krankheitserregern verhindern soll.

Die Lunge besitzt anatomischen, mechanischen und biochemische Schutzmechanis-
men, um sich vor Infektionen zu schiitzen. Dazu gehdrt zum Beispiel der Hustenreflex, der
den Respirationstrakt von Keimen und Fremdkorpern befreien soll. Nach {iberwundenen
Infektionen dient er dazu, abgetitete Pathogene und zu Grunde gegangene Immunzellen
zu entfernen (Zhang et al. 2000). Der Glottisschluss sowie die mukozilidre Aktivitdt des
bronchialen Epithels sind ebenfalls Malnahmen, die einer Besiedlung durch Krankheits-
serreger vorbeugen konnen. Dariiber hinaus sind die Luftrohre sowie die Bronchien mit
einem Feuchtigkeitsfilm {iberzogen, der muzinreich und damit viskos ist. Hier werden
groflere Partikel wie etwa Staub effektiv abgefangen. Durch die Bewegung der Flimmer-
hirchen des Epithels werden sie direkt abtransportiert. Kleinere Teilchen wie etwa Bakte-
rien, welche in den Alveolarraum gelangen, konnen dort durch die zweite Verteidigungs-
linie der Alveolarmakrophagen sowie l6slicher mikrobizider Molekiile zerstort werden.
(Uberblick in Zhang et al. 2000).
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1.6.2 Alveolarmakrophagen und Granulozyten

Alveolarmakrophagen sind die vorrangigen Abwehrzellen des Alveolarraums und besit-
zen wichtige phagozytische und sekretorische Funktionen (Delclaux and Azoulay 2003).
Sie exprimieren die Markermolekiile F4/80 (Lin et al. 2010) sowie SiglecF (Tateno et al.
2007) und spielen eine Schliisselrolle in der Immunantwort der Lunge, denn sie reagieren
im Fall einer Infektion sofort und phagoztieren bakterielle Krankheitserreger (Delclaux
and Azoulay 2003). Sie produzieren auBBerdem Interleukin-8, welches die neutrophilen
Granulozyten zum Infektionsort lockt (Delclaux and Azoulay 2003) sowie TNF-alpha und
Interleukin-1b. Damit stellen die Makrophagen zu Beginn die Weichen fiir den weiteren
Verlauf der Infektion (Broug-Holub et al. 1997; Herold et al. 2011). Sie werden zusétzlich
durch zahlreiche andere Zellen des Immunsystems unterstiitzt. Sie sind auch in der La-
ge, Antigene auf ihrer Oberfldche zu prisentieren und gehdren somit zu den sogenannten
Antigen-priasentierenden Zellen (APC). Alveolarmakrophagen konnen aufler Zytokinen
auch andere Mediatoren (Komplementfaktoren, Leukotrien B4) freisetzen, mit denen sie
in erster Instanz Granulozyten aus dem Blut in den Alveolarraum rekrutieren (Rink et al.
2011).

Neutrophile sind die hdufigsten Leukozyten (Anteil von 50-65% im Menschen). Sie
entstehen im Knochenmark und weisen im unausgereiften Zustand einen stabférmigen
Kern auf, weshalb sie als Stabkernige bezeichnet werden. Ausgereifte Neutrophile dage-
gen weisen drei bis fiinf Kernsegmente auf (Schiebler and Korf 2007). Neutrophile sind
kurzlebig und sterben durch Apoptose, wenn sie nicht innerhalb weniger Tage in Kontakt
mit Infektionen kommen (Rink et al. 2011). Werden sie jedoch durch chemotaktische Si-
gnale angelockt und erreichen sie die Region der Entziindung, binden sie mit Hilfe des
L-Selektins auf ihrer Oberfliche an die Epithelzellen der ortlichen Kapillaren (Janeway
and Murphy 2009). SchlieBlich kann sich der Granulozyt zwischen den Epithelzellen hin-
durch bewegen und an den Infektionsort gelangen. Die Rekrutierung Neutrophiler und
ihre Reaktionen am Infektionsort sind ebenso zentral in der frithen Phase der Abwehr
respiratorischer Infektionen (Schultz and van der Poll 2002; Wang et al. 2001), auch in
immunsupprimierten Tieren (Wang et al. 2001). Die eingewanderten Neutrophilen wer-
de am Infektionsort aktiviert, beginnen ebenfalls zu phagozytieren und téten Pathogene
ab (Balamayooran et al. 2010). Die von ihnen aufgenommenen Mikroorganismen wer-
den durch die Inhalte der Granula der Neutrophilen abgetotet, die Superoxid-Anionen,
Hydroxyl-Radikale, hypochlorige Saure, antimikrobielle kationische Proteine und Lyso-
zym enthalten konnen (Delclaux and Azoulay 2003). Sie produzieren ebenfalls Zytoki-
ne, um weitere Immunzellen zum Infektionsort zu dirigieren (Schultz and van der Poll
2002; Wang et al. 2001). Das inflammatorische Geschehen wird dabei durch die Sekreti-
on pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF[ o und IL[117 weiter verstérkt. Neutrophile

gehoren damit zu den wichtigsten Immunzellen in der Verteidigung gegen bakterielle In-
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fektionen. Selektive Depletion fiihrt zu signifikanter Reduktion der Clearance vieler pa-
thogener Mikroorganismen, darunter auch Klebsiella pneumoniae (Garvy and Harmsen
1996; Jeyaseelan et al. 2006; Tateda et al. 2001). Durchflusszytometrisch kann man neu-
trophile Granulozyten durch ihre starke Expression von GR-1 und CD11b charakterisieren
(Cooper et al. 1993).

1.6.3 Dendritische Zellen

Fiir die Antwort auf Infektionen sind neben den zuvor genannten Zelltypen die Dendriti-
schen Zellen (DC) besonders wichtig. Sie stellen die bedeutendste Gruppe professioneller
antigenprasentierender Zellen dar und bilden die Verbindung zwischen innatem und ad-
aptivem Immunsystem (Martin and Resch 2009; Rink et al. 2011).

DC entwickeln sich im Knochenmark und werden als unreife Vorldufer ins Blut ent-
lassen. Im Falle eines Infektes wandern sie ins entziindete Gewebe ein, angelockt durch
chemotaktische Signale, die vor allem von Makrophagen freigesetzt werden. Sie beginnen
dort grofle Mengen Antigene iiber Phagozytose aufzunehmen. Thre Hauptfunktion liegt
jedoch nicht in der Eliminierung der eingedrungenen Pathogene, die DC unterscheiden
bei der Aufnahme von Material nicht zwischen kdrpereigenem und fremdem Material.
Sie prozessieren jedoch aktiv die aufgenommenen Antigene. Dafiir wird Material aus der
Umgebung durch DC phagozytiert und kleine Stiicke mit den MHC(= Major histocompa-
tibility complex)II Molekiilen gekoppelt auf die Zelloberfliche geschleust. Ihre Phagozy-
toseaktivitdt nimmt {iber den Verlauf des Prozesses kontinuierlich ab (Martin and Resch
2009; Rink et al. 2011). Hat die DC ihre Oberfldche moglichst dicht mit MHCII-Antigen-
Komplexen beladen, konnen CD4 positive T-Zellen diese Komplexe auf Bindung an ihren
spezifischen T-Zellrezeptor {liberpriifen.

Die im Gewebe aktivierten DC verdndern also wihrend dieses Reifungsprozesses ih-
ren Phénotyp, ihr Verhalten und ihre Funktion. Gleichzeitig wird die Produktion von co-
stimulatorischen Molekiilen (vor allem CD80 und CD86) gesteigert, mit deren Hilfe sie
spater andere Immunzellen aktivieren konnen. Diese Molekiile wandern ebenfalls auf die
Oberfliache der Zelle. Dartiber hinaus werden nun auch andere Chemokin-Rezeptoren ex-
primiert, so dass die sich entwickelten DC fiir andere Signalstoffe sensitiv werden. Im
Zuge ihrer Reifung wandert die DC schlieBlich aus und folgt dem chemotaktischen Gradi-
enten, um den niachstgelegenen Lymphknoten zu erreichen. Hier wandert sie in die T-Zell
Zone ein und ist voll ausgereift in der Lage, naive T-Zellen zu aktivieren (Uberblick in
Martin and Resch 2009; Rink et al. 2011).

Der erste Vertreter dieser besonderen Immunzellen wurde 1868 in der Epidermis ent-
deckt und damals als Langerhans-Zelle bezeichnet. Der erste Nachweis in der Maus er-
folgte erst spéter in der Milz (Steinman and Cohn 1973). Die Morphologie der DC ist
gekennzeichnet durch ihre langen, astartigen Ausléufer (griechisch: dendros = Baum).

Seit der Entdeckung der Langerhans-Zellen ist sehr viel Zeit vergangen. Inzwischen
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werden DC nicht mehr als homogene Gruppe betrachtet. Sowohl im humanen als auch
im murinen System sind inzwischen zahlreiche Subpopulationen charakterisiert und ihre
Funktion untersucht worden (Villadangos and Heath 2005). Dariiber hinaus werden spe-
zifisch fiir das jeweilige Gewebe Die Benennung dieser ,Subsets® ist bisher noch nicht

einheitlich gestaltet.

1.7 Pulmonale Subpopulationen Dendritischer Zellen

Wenn Lehrbiicher diese Vielfalt an DC-Subpopulationen beriicksichtigen, unterscheiden
sie meist zwischen myeloiden und plasmazytoiden DC, gemé0 ihres postulierten Ursprungs
aus der myeloiden oder lymphatischen Reihe (Rink et al. 2011).

Andere Autoren (GeurtsvanKessel and Lambrecht 2008; McGill et al. 2008) bezeichnen
die mDC dagegen als konventionelle DC (cDC). Eine Unterscheidung nach dem Kriterium

der myeloiden oder lymphoiden Reihe wird nicht explizit vorgenommen.

CD11b*
CD11c™

Residente DC

CD11b~
CD1i1ct
Langerin™
cDi03*

CD11b™
Plasmazytoide DC  cD11c®™
SiglacH*

Alv. Makrophagen

L CO11b-
-;} CDi1c*

F4B0"

¢

Alv. DC

Abbildung 1.7.1: Ubersicht der pulmonalen DC Subsets und Makrophagen sowie ihrer wichtigs-
ten Oberflichenmarker; verdndert nach GeurtsvanKessel et al., 2008

Nach der letzteren Definition werden die DC der Lunge anhand der differenziellen
Expression von Oberflichenmarkern weiter unterteilt. In anderen Publikationen werden
die DC der Lunge auch gewebespezifisch als Gruppe der RDC (respiratorische DC) be-
zeichnet (Kim and Braciale 2009). Alle murinen DC exprimieren das Integrin CD11c, sie
konnen positiv oder negativ fiir CD11b (IntegrinaM Kette) sein (Wikstrom and Stum-
bles 2007). Dariiber hinaus besitzt die Lunge DC, die dhnlich den Langerhans-Zellen der
Haut eine Art Wéchterfunktion wahrnehmen (Lambrecht et al. 1998). Diese exprimieren
kein CD11b, tragen jedoch CD103 (a E integrin) auf ihrer Oberflache und sind Langerin
(CD207) positiv (Sung et al. 2006).

Es wurde nachgewiesen, dass sie die Féahigkeit besitzen, CD4" T-Zellen effektiv zu

aktivieren und zu restimulieren (del Rio et al. 2007).
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Im Interstitium der Lunge sind ebenfalls CD11b positive und negative cDC nachweisbar
(Wikstrom and Stumbles 2007), der Alveolarraum enthidlt CD11c und CD11b doppelt po-
sitive cDC wie auch autofluoreszente Alveolarmakrophagen. (GeurtsvanKessel and Lam-
brecht 2008).

Funktionell unterscheiden sich die Subpopulationen deutlich voneinander, besonders
die plasmozytoiden DC scheinen andere Aufgaben wahrzunehmen. Sie konnten durch-
flusszytometrisch leichter abgetrennt werden seit 2003 ein zusatzlicher spezifischer Mar-
ker entdeckt wurde (Asselin-Paturel et al. 2003). Der Antikorper richtet sich gegen das
Bone marrow stromal cell antigen 2, man benannte ihn aber nach dem Klon 120G8. In-
zwischen gibt es noch andere Marker, die spezifisch pDC markieren, darunter SiglecH
(Blasius and Colonna 2006) sowie mPDCA 1.Davor behalf man sich bei der Analyse mit
Kombination von CD11¢ und CD11b mit dem Marker B220 (Bjorck 2001; Brawand et al.
2002), fiir den pDC positiv sind. Dieses Molekiil ist allerdings nicht spezifisch fiir pDCs
sondern auch auf B-Zellen exprimiert (Gerberick et al. 2002; Johnson et al. 1989).

Bei plasmazytoiden DC ist die Fahigkeit, Antigen aufzunehmen und zu prozessieren
geringer als bei myeloiden DC ausgebildet. Dafiir besitzen sie die Fihigkeit, sowohl im
humanen als auch im murinen System nach Aktivierung groe Mengen Interferon-o zu
produzieren. Erwdhnt wurden die Zellen bereits durch Trinchieri et al., 1978, wo tiber
thren Ursprung und ihrer Zuordnung zu den DC noch keine Klarheit bestand. Als pDC
wurden sie erst 1999 von Siegal et al. in Science beschrieben.

Ausgeschiittetes Interferon-a aktiviert die umliegenden Zellen. Diese bilden darauthin
Proteine, welche einerseits eine weitere Virus-Synthese in befallenen Zellen hemmen und
den Abbau von viraler RNA bewirken. Interferon- a fithrt aulerdem dazu, dass von umlie-
genden Zellen vermehrt MHC-Klasse-I-Molekiile gebildet werden, sodass die Erkennung
virusinfizierter Zellen durch T-Lymphozyten erleichtert wird. Dariiber hinaus aktiviert es
NK-Zellen, welche die Abwehr des Virus ebenfalls unterstiitzen (Janeway and Murphy
2009).

Mit ihrer starken Interferon-a Produktion sind pDC folglich hocheffektiv im Kampf ge-
gen Virusinfektionen, obwohl sie eine sehr kleine Subpopulation darstellen. Im humanen
und murinen System machen sie 0,2-0,8% der Blutzellen aus, produzieren jedoch unge-
fahr 95% des Interferon(IFN) alpha als Reaktion auf Virusinfektionen (Lande and Gilliet
2010; Liu 2005). Diese Zahlenverhéltnisse verdeutlichen die funktionelle Bedeutung die-
ser DC-Subpopulation. Im normalen, nicht-entziindeten respiratorischen Trakt liegen die
DC in Form eines Netzwerkes entlang des Epitheliums und der Mukosa der Luftwege
vor. Es befinden sich ebenfalls DC im Lungenparenchym und vereinzelt in den Luftwe-
gen (Lambrecht and Hammad 2012).

Einige Subpopulationen sind spezifisch in bestimmten anatomischen Bereichen der
Lunge lokalisiert. In der Mukosa und den pulmonaren Gefdflen sind dies vor allem re-

sidente CD103 positive DC, die in der Lage sind grof3ere Mengen IL12p40 herzustellen.
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Subset Beschriebene Funktion

CD103 DC Aktivierung von cytotoxischen T-Zellen;
Kreuzprisentation
pDC Antivirale Immunitat; [FNalpha Produktion

MoDC/CD11b"DC  CD4 T-Zell Aktivierung

Tabelle 1.7.1: Ubersicht ausgewihlter pulmonaler DC-Subsets und ihrer bisher beschriebenen
Funktionen

CD11b stark positive DC dagegen kommen bevorzugt in der Submukosa sowie dem Lun-
genparenchym vor. Sie werden als potente Produzenten von einer Reihe inflammatori-
scher Mediatoren dargestellt. PDC kommen ebenfalls, wenn auch in geringerer Zahl, im
Lungenparenchym vor und stellen ein drittes Subset dar (Hao et al., 2008). Zusétzlich ana-
lysiert werden Monocytic DC (MoDC), welche aus fiir GR1 stark positiven Monozyten
hervorgehen und bei Infektionen mit Influenza eine wichtige Rolle spielen. Aus diesen
entwickeln sich auch Exsudatmakrophagen sowie eine Ubergangsform zwischen ihnen
und den MoDC (Lin et al., 2008).

Die Differenzierung von MoDC ist sehr schwierig und wird in Publikationen unter-
schiedlich vorgenommen. Kim et al. (Kim and Braciale 2009) schlieBen aus der Popu-
lation der CD45/CD11c¢ positiven DC die Alveolarmakrophagen sowie die pDC aus, um
anschliefend gemal der Expression von CD11b und MHCII die MoDC (CD11¢"CD11b"
MHCII™#°%) 7y definieren.

Die Arbeitsgruppe um Lambrecht differenziert MoDC aus der Masse der CD11¢/CD11b
sowie MHCII positiven DC und verwendet die Marker Ly6C sowie MAR-1 und CD64 fiir
die Diskriminierung (Plantinga et al. 2013).

1.8 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Heterogenitit und Modulation der respiratorischen Zellpopu-
lationen unter nichtinfektiésen Bedingungen in Inzucht-Mausstimmen sowie unter infek-
tiosen Bedingungen wihrend einer bakteriellen Pneumonie zu untersuchen. Dabei liegt
der Schwerpunkt auf den respiratorischen Dendritischen Zellen. Dazu wird eine durch-
flusszytometrische Methode zur Analyse definierter leukozytirer Zellpopulationen ange-
wendet, um diese quantitativ zu untersuchen und somit grundlegene Vergleichswerte fiir
wissenschaftliche Untersuchungen zu liefern. Dariiber hinaus soll auch die die Fahigkeit
zur Zytokinsynthese zwischen verschiedenen Inzucht-Mausstimmen dargestellt werden,
die den genetischen Hintergrund vieler muriner Krankheitsmodelle bildet. Ein besonde-
rer Schwerpunkt wird in dieser Untersuchung auf die respiratorischen DC-Populationen

gelegt.

15



Weiterfithrend sollen im Modell der experimentellen Klebsiella-Pneumonie quantita-
tive Verdnderungen der respiratorischen DC-Subsets im Vergleich zum gesunden Tier
betrachtet werden. Wichtige Charakteristiken dieser Subpopulationen werden dargestellt,
einzelne funktionelle Unterschiede im Infektionsmodell sollen herausgearbeitet werden.

Dariiber hinaus soll die Frage beantwortet werden, ob sich die spezifische Immunant-
wort auf Klebsiella pneumoniae durch eine Beeinflussung des TLR-Signalings modulieren
lasst, was fiir therapeutische Zwecke in Zukunft von Bedeutung sein konnte.

Die Dendritischen Zellen werden allgemein als Bindeglied zwischen innater und ad-
aptiver Immunitét dargestellt. Moglicherweise haben einzelne Subpopulationen auf den
Verlauf bakterieller Infektionen und die Immunreaktion einen wesentlich spezifischeren

Einfluss als bisher vermutet.
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2.1 Materialien

Material und Methoden

2.1.1 Geréate und Zubehor

Tabelle 2.1.1: Verwendete Gerite und Zubehor

Gerite Typ und Zubehor Hersteller

MidiMACS™ Multistand/ Magnethalterung fiir Miltenyi Biotec,

Separator Saulchen Bergisch-Gladbach, D

MultiStand Separator + Appendix Software V1.12  Miltenyi Biotec,

AutoMACS Bergisch-Gladbach, D

Brutschrank HERACcell 240 CO, Inkubator Kendro Laboratory Products
GmbH, Hanau, D

Durchfluss- BD FACSCanto II + FACSDiva BD Biosciences, Heidelberg,

zytometer Software V6.1.3 D

BD FACSAria III + FACSDiva
Software V6.1.3

BD Biosciences, Heidelberg,
D

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Tabelle 2.1.1 — Fortsetzung

Gerite Typ und Zubehor Hersteller
ELISA Reader TECAN Sunrise + Magellan Software ~ Tecan Deutschland GmbH,
V6.5 Crailsheim, D
ELISA Washer TECAN Hydroflex Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim, D
Kamera (Digital DS-1QM Nikon GmbH, Diisseldorf, D
sight)
Mikroskope Leitz Biomed, Wetzlar, D
Leica DM IRB Leica Mikrosysteme
Vertriecb GmbH, Wetzlar, D
Nikon-Eclipse (TE 2000-E) + Nikon GmbH, Diisseldorf, D
NIS-Elements Software
NanoDrop NanoDrop 1000 Peqlab, Erlangen, D
Elektr. PIPETBOY acu IBS Integra Biosciences,
Pipettierhilfe Fernwald, D
Pipetten 2 pul - 1000 pl Eppendorf, Wien, A
Sterilbank Heraeus Klasse 2 TypH Kendro Laboratory Products
GmbH, Langenselbold, D
Vortex Reax top Heidolph Instruments GmbH
& Co.KG, Schwabach, D
Waagen AE 100 S/9 und PJ 6000/9 METTLER-TOLEDO,
Kirchheim, D
Digitalwaage TP-500 DIPSE Digitalwaagen,
Oldenburg, D
Wasserbad ED Klasse I Julabo Labortechnik,
Seeibach, D
Zahlkammer Neubauer 0,0025 mm? / 0,1 mm Brand GmbH, Schwerin, D
Zentrifugen Mikro 20 Hettich, Tuttlingen, D
Rotina 380R Hettich, Tuttlingen, D

Biofuge primo

Heraeus Instruments, Hanau,
D
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.1.2: Verbrauchsmaterial

Material Typ und Zubehor Hersteller
Butterfly Dispomed Ecoflo, 21 G, Dispomed Witt oHG,
Kaniilen Sicherheitsschlauch 30 cm Gelnhausen, D

FACS-Rohrchen

Falconrohrchen

Glaspipetten

Insulin-Kaniilen

Kaniilen

MACS Separati-
onssdulchen

Pasteur Pipetten

Reaktionsgefilie
Skalpell

Spritzen

Sterile Tupfer

Sterilfilter

Zellsiebe

5ml

15 und 50 ml (Polypropylen)

2—-25ml

OMNICAN Insulin-Kantulen 100
Insulin 0,5 ml/50 IU, 1 ml

BD Microlance TM 3

18G x 2 (1,20 mm x 40 mm)
20G x %2 (0,9 mm x 40 mm)
26G x %2 (0,45 mm x 13 mm)

Large Cell Columns

Pasteur Capillary pipettes 3 ml

0,5ml; 1,5ml; 2ml

Feather Disposable Scalpel, Form 24

1,5, 10 und 20 ml

Pur-Zellin sterile Tupfer 4 x 5 cm

0,22 pm
0,45 pm
0,8 nm
Sum

40 und 70 pm (Nylon)

Sarstedt, Niimbrecht, D

BD Labware, Le Pont De
Claix, F

Hirschmann, Eberstadt, D

Braun, Melsungen, D

BD, Heidelberg, D

Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, D

BD Labware, Le Pont De

claix, F
Sarstedt, Niimbrecht, D

Dr. JUNGHANS Medical
GmbH, Bad Lausick, D

Braun, Melsungen, D

PAUL HARTMANN
Ges.m.b.H., Wiener
Neudorf, AU

Sartorius, Gottingen, D

BD, Erembodegem, B

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Tabelle 2.1.2 — Fortsetzung

Material Typ und Zubehor Hersteller
Zellkulturplatten, 96-well Platte flatbottom Greiner Bio-One GmbH,
Zellkulturscha- 96-well Platte roundbottom Frickenhausen, D

len/ Advanced TC Zellkulturflasche,

-flaschen 250 ml, 75 cm?

Advanced TC 100 mm
Zellkulturschile

6-well PureCoat Platte Amin,
flatbottom

24-well PureCoat Platte Amin,
flatbottom

PureCoat 100 mm Zellkulturschale
Amin

75 cm? PureCoat Zellkulturflasche

Amin mit Beliiftung

BD Labware, Le Pont De
Claix, F

Zellkulturschale 60 x 15 mm Nunc GmbH, Invitrogen,

Karlsruhe, D
2.1.3 Versuchstiere
Tabelle 2.1.3: Versuchstiere

Stamm Zulieferer Charakteristiken

C57BL/6NCrl Charles River Laboratories, Inzucht-Stamm
Sulzfeld, D

C3H/HeNCrl Charles River Laboratories, Blind durch Retinale
Sulzfeld, D Degeneration; Inzucht-Stamm

BALB/cAnNCrl  Charles River Laboratories, Inzucht-Stamm
Sulzfeld, D

DBA/2NCrl Charles River Laboratories, Inzucht-Stamm
Sulzfeld, D

129S2/SvPasCrl  Charles River Laboratories, Inzucht-Stamm

Sulzfeld, D
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2.1.4  Antikorper

Fiir die Farbung der Zellen sowie die anschlieBenden FACS Analysen wurden mit folgen-

den Fluorochromen konjugierte Antikorper verwendet:

1. FITC Fluorescein-5-isothiocyanat

2. PE Phycoerythrin

3. PE-Cy7 Tandem-Konjugat aus Phycoerythrin und dem Cyanin-
Farbstoft 7

4. PerCPCy5.5 Tandem-Konjugat aus Peridinin Chlorphyll Protein und dem
Cyanin-Farbstoff 5.5

5. APC Allophycocyanin

6. APC-Cy7 Tandem-Konjugat aus Allophycocyanin und dem Cyanin-
Farbstoff 7

7. PB Maleimid; Handelsbezeichnung Pacific Blue

Tabelle 2.1.4: Verwendete Fluorochrome und ihre Extinktions/Emmissionswerte

Fluorochrom Extinktion (nm) Emission (nm)
FITC 403 455
PE 480;565 578
PE-Cy7 480,565,743 767
PerCPCyS5.5 490 695
APC 650 660
APC-Cy7 650;755 767
PB 403 455
Sytox Blue 431 480

Tabelle 2.1.5: Verwendete Antikdrper und Farbstofte fiir FACS-Messungen in FITC

Antikorper Klon Konzentration Cat.no. Hersteller
I-A® AF6-120.1 0,5 mg/ml 116406 Biolegend,
Uithoorn, NL

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.1.5 — Fortsetzung

Antikdrper Klon Konzentration Cat.no. Hersteller
CD3e 145-2C11 0,5 mg/ml 553058 BD Pharmingen
CD19 6D5 0,5 mg/ml 115506 Biolegend,
Uithoorn, NL
TCRbeta chain ~ H57-597 0,5 mg/ml 109206 Biolegend,
Uithoorn, NL
TCR gd GL3 0,5 mg/ml 118106 Biolegend,
Uithoorn, NL
CDI11b M1/70 0,5 mg/ml 101206 Biolegend,
Uithoorn, NL
CD4 GK 1.5 0,5 mg/ml 100406 Biolegend,
Uithoorn, NL
CD8a 53-6.7 0,5 mg/ml 100706 Biolegend,
Uithoorn, NL
CD45R/B220 RA3-6B2 0,5 mg/ml 103206 Biolegend,
Uithoorn, NL
TER-119 TER-119 0,5 mg/ml 116206 Biolegend,
Uithoorn, NL
CDllc N418 0,5 mg/ml 117306 Biolegend,
Uithoorn, NL
CD49b DX5 0,5 mg/ml 108906 Biolegend,
Uithoorn, NL
NKI1.1 PK136 0,5 mg/ml 108706 Biolegend,
Uithoorn, NL
CD8b YTS156.7.7 0,5 mg/ml 126606 Biolegend,
Uithoorn, NL
FceR1 MAR-1 0,5 mg/ml 134306 Biolegend,
Uithoorn, NL
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Tabelle 2.1.6: Verwendete Antikorper und Farbstoffe fiir FACS-Messungen in PE

Antikorper Klon Konzentration Cat.no. Hersteller
CD3e 145-2C11 0,2 mg/ml 100307 Biolegend,
Uithoorn, NL
Ly-6G/Ly-6¢ RB6-8C5 0,2 mg/ml 561084 BD Pharmingen
NK-1.1 Pk136 0,2 mg/ml 108708 Biolegend,
Uithoorn, NL
Siglec-F E50-2440 0,2 mg/ml 562068 BD Pharmingen

Tabelle 2.1.7: Verwendete Antikorper und Farbstoffe fiir FACS-Messungen in PE-Cy7

Antikorper Klon Konzentration Cat.no. Hersteller
CDll1c N418 0,5 mg/ml 117318 Biolegend,
Uithoorn, NL
CD4 Gkl1.5 0,2 mg/ml 100422 Biolegend,
Uithoorn, NL
CD90.2 53-2.1 0,2 mg/ml 140310 Biolegend,
Uithoorn, NL
Arm. Hamster HTKS888 0,2 mg/ml 400921 Biolegend,
IgG, Isotype Uithoorn, NL

Tabelle 2.1.8: Verwendete Antikdrper und Farbstoftfe fiir FACS-Messungen in PerCPCy5.5

Antikorper Klon Konzentration Cat.no. Hersteller

CD11b M1/70 0,2 mg/ml 550993 BD Pharmingen
CD19 1D3 0,2 mg/ml 551001 BD Pharmingen
CD4 Gk 1.5 0,2 mg/ml 100434 BL, Uithoorn, NL
CD103 2E7 0,2 mg/ml 121416 BL, Uithoorn, NL
CD86 GL-1 0,2 mg/ml 105028 BL, Uithoorn, NL
SiglecH 551 0,2 mg/ml 129614 BL, Uithoorn, NL
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Tabelle 2.1.9: Verwendete Antikdrper und Farbstoftfe fiir FACS-Messungen in APC

Antikorper Klon Konzentration Cat.no. Hersteller

CD8a 53-6.7 0,2 mg/ml 100712 BL, Uithoorn, NL
GR-1 RB6-8C5  0,2mg/ml 108412 BL, Uithoorn, NL
CD40 3/23 0,2 mg/ml 124612 BL, Uithoorn, NL
CD86 GL-1 0,2 mg/ml 105012 BL, Uithoorn, NL

pDC/IPC-A647 120G8 0,2 mg/ml DDX0390A647 Dendritics, Lyon, F
(120G8)

Tabelle 2.1.10: Verwendete Antikorper und Farbstoffe fiir FACS-Messungen in APC-Cy7

Antikdrper Klon Konzentration Cat.no. Hersteller
CD45 30-F11 0,2 mg/ml 103116 BL, Uithoorn, NL
CD44 IM7 0,2 mg/ml 103028 BL, Uithoorn, NL

Tabelle 2.1.11: Verwendete Antikorper und Farbstoffe fiir FACS-Messungen in Pacific Blue

Antikorper Klon Konzentration Cat.no. Hersteller
NK1.1 PK136 0,5 mg/ml 108722 BL, Uithoorn, NL
CDl11b M1/70 0,5 mg/ml 101224 BL, Uithoorn, NL
F4/80 BMS8 0,5 mg/ml 123124 BL, Uithoorn, NL
I-Ab AF6-120.1 0,2 mg/ml 116422 BL, Uithoorn, NL
CD25 eBio3C7 0,2 mg/ml 48-0253-82  Ebioscience,
Frankfurt, D
CD44 IM7 0,5 mg/ml 103020 BL, Uithoorn, NL
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2.1.5 Beads

Tabelle 2.1.12: Compensation Beads (FACS-Kompensation)

Beads Cat.no Hersteller
Anti-Mouse Ig,k Neg. Control Compensation 552843 BD Pharmingen"”,
Particles Set Heidelberg, D
Anti-Rat and Anti-Hamster Ig,x Neg. Control 552845 BD Pharmingen'”,
Compensation Particles Set Heidelberg, D

2.1.6 Chemikalien

Tabelle 2.1.13: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Cat.no. Hersteller

Ammoniumchlorid A9434 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Aqua ad injectabilia 6724092.00.00 B. Braun, Melsungen, D
BBL"Todd Hewitt Broth L007513 BD Bioscience, Heidelberg, D
B-Mercaptoethanol M7522 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
DMSO 472301 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
EDTA 14510 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Ethanol (70%, 99,9%) T86.8, P076.1 Roth, Karlsruhe, D

FACS Clean 340345 BD Bioscience, Heidelberg, D
FACS Flow 342003 BD Bioscience, Heidelberg, D
FACS Shutdown Solution 334224 BD Bioscience, Heidelberg, D
FCS Gold A15-649 PAA Laboratories, Pasching, A
Ficoll-Lympholyte-M (Density: CL5031 Biozol Diagnostica GmbH,
0,0875 g/cm?) Eching, D

HBSS H15-009 PAA Laboratories, Pasching, A
Hefeextrakt pulv. 2363 Carl Roth, Karlsruhe, D
Heparin-Natrium-25 3029843 Ratiopharm, Ulm, D
000-ratiopharm

(Durchstechflaschen)

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Tabelle 2.1.13 — Fortsetzung

Chemikalien Cat.no. Hersteller

HEPES 15630 Invitrogen, Darmstadt, D

Isofluran HDG9623 Baxter GmbH, Unterschlei3heim,
D

Isopropanol 6752.3.8.5.6.2 Roth, Karlsruhe, D

Lipopolysaccharide from 115K4013 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Escherichia coli (026:B6)

Nicht-Essentielle Aminosduren M7145 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Normales Maus Serum 01-6501 Invitrogen, Darmstadt, D

ODN1585

PBS P04-36500 PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
D

Penicillin/Streptomycin Losung P11-010 PAA Laboratories, Pasching, D

(50 pg/ml)

RPMI 1640 Medium E15-039 PAA Laboratories, Pasching, A

a- MEM mit GlutaMAX 32561 Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, D

Sodium-Pyruvat, (110 mg/ml) 11360 Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, D

Trypanblau 73K2420 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

2.1.7 Zytokin-, Protein- und Intracellular Staining Kits

Tabelle 2.1.14: Kits fiir intrazellular-Farbungen und Zytokinmessungen

Kit Cat.no. Hersteller

Flow Cytomix Basic Kit mouse =BMS8440FF eBioscience, Frankfurt, D
Flow Cytomix Simples BMS8607/2FF eBioscience, Frankfurt, D
TNFalpha

Flow Cytomix Simplex BMS86027FF eBioscience, Frankfurt, D
[FNalpha, mouse

Flow Cytomix Simplex BMS8606/2FF eBioscience, Frankfurt, D

IFNgamma, mouse

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Tabelle 2.1.14 — Fortsetzung

Kit Cat.no.

Hersteller

Flow Cytomix Simplex IL-10,  BMS8614/2FF

mouse

Intracellular Staining Kit 77-5775
FoxP3, APC

BCA Protein Assay Kit 23225

eBioscience, Frankfurt, D

eBioscience, Frankfurt, D

Thermo Fisher Scientific, Bonn, D

2.1.8 Puffer und Medien

Erythrozyten-Lyse Puffer:

e 155 mM NH,CL, 10 mM KHCOs;, 10 nM EDTA, pH 7,4; entspricht:

8,2 ¢ NH,Cl (MW: 53,49)
1,0 g KHCO; (MW: 100,12)

trieren

3,7mg EDTA-Na-Salz (Titriplex® III) (MW: 372,24)
Einen Liter Aqua Dest. hinzufiigen und pH-Wert auf 7,4 einstellen; steril fil-

Verdau-Puffer (im Wasserbad 37°C vorwédrmen) pro 1 Maus-Lunge

* 5ml RPMI/ 10%FKS / 1% Penicillin-Streptomycin Medium

» 700 pl Collagenase A (Roche)

* 51l DNase (Roche)
Paraformaldehyd 4%ig:

* 4 g Paraformaldehyd-Pulver

* 100ml Aqua Dest.
Klebsiella-Einfriermedium:

* 32,5ml Glycerol
* 5ml MgSO4 10mM
* 1,25ml TRIS IM

* Ad 11,25 ml Aqua Dest.
Klebsiella-Kulturmedium
« 1 Réhrchen BBL ™ Todd Hewitt Broth

* 1 ml 5% Hefeextraktlosung
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2.1.9 Arzneimittel

» Aldara Creme, 5%, Wirkstoff Imiquimod

2.2  Methoden

2.2.1 Tierhaltung und Tierversuche

Die Versuchstiere wurden von Charles River, Sulzfeld, D bezogen und in die Tierhaltung
der Justus-Liebig Universitit GieBen aufgenommen. Je nach Versuch wurden Miuse der
Staimme C57BL/6N, C3H, 129SV, DBA und BALB/c im Alter von 7 bis 12 Wochen
verwendet.
Die Tierexperimente erfolgten im Rahmen der Tierversuchsantrdage 71/2009 und 29/2009.
Ex vivo Analysen von Inzuchtmausstimmen erfolgten im Rahmen der Tieranzeigen
A2/2011, A25/2009.

2.2.2  Murine Zellisolation
2.2.2.1 Gewinnung von murinem Lungenhomogenat

Das Abdomen des getoteten Tieres wird erdffnet und die Haut {iber dem Brustkorb ent-
fernt. Anschlieend muss das Zwerchfell eroffnet werden, ohne die Lunge oder Herz zu
verletzen. Die Vena cava muss mit der Schere durchtrennt werden, genauso wird der linken
Vorhof angeschnitten. Mit der Pinzette kann die Herzspitze gefasst und die rechte Herz-
kammer punktiert werden. Die Lunge wird anschlieBend mit 15 ml HBSS gespiilt, bis die
Blutreste entfernt sind. Die einzelnen Lungenlappen miissen anschlieBend an Hauptbron-
chie abgetrennt und in eine leere Petrischale tiberfiihrt werden. Auf die Lungenlappen wird
Verdaupuffer pipettiert. Die Lungen werden zerkleinert, das Gewebe wird in ein Rohrchen
mit Verdaupuffer iiberfiihrt. Es folgt 1 Stunde Inkubation im Wasserbad bei 37 °C. Nach
dem Verdau wird das Gewebe mittels Aspiration durch eine Kaniile noch einmal zerklei-
nert. Zum Schluss wird das Lungenhomogenat in die Spritze aufgezogen und durch einen
70 pm Zellsieb (Cell Strainer) ins 50 ml Falcon-Rohrchen filtriert. Eine Zentrifugation er-
folgt, der Uberstand wird abgekippt und nochmals gewaschen.

2.2.2.2 Broncho-alveolédre Lavage (BAL)

Die Haut iiber der Trachea des toten Tieres wird gedffnet und das darunter liegende Ge-
webe zur Seite gezupft. Nach Freilegung der Luftrohre erfolgt zwischen zwei Knorpel-
spangen ein Einstich mit Hilfe einer Kaniile. Uber die entstandene Offnung wird eine
auf ca. 1,5 cm gekiirzte und umgebogene 21G-Kaniile eingefiihrt. Diese wird mit einem

Vicrylfaden (4,0) durch Anbringen eines Knotens um Tubus und Trachea fest fixiert. Eine
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Insulinspritze wird in die Kaniile eingesteckt. Die Durchfiihrung der BAL erfolgt nach der

500 nl Spiilung in 4 weiteren Schritten mit 400 pl Volumen.

2.2.2.3 Anreicherung von murinen Zellsubpopulationen mit Hilfe der Magnetic Cell Se-
paration (MACS)

Bei der MACS-Aufreinigung werden Antikorper, die mit kleinen Eisen- ummantelten Par-
tikeln gekoppelt sind, gegen spezifische Zelloberflichenmarker eingesetzt. Die markier-
ten Zellen laufen durch eine Séule, an die ein Magnetfeld angelegt wird. Dabei werden
die markierten Zellen an die Sdule gebunden. Die restlichen Zellen passieren die Séule
und werden als negative Fraktion definiert. AnschlieBend kann auch die positive Fraktion
gewonnen werden, indem das Magnetfeld aufgeldst wird und die durchlaufenden Zellen
aufgefangen werden.

Generell bezeichnet man die Sortierung, in deren Verlauf die Zielzellen markiert wer-
den, als positive Selektion. Werden nicht die gewiinschten Zellen, sondern alle anderen
mit Antikorper markiert, spricht man von einer Negativselektion. Sie kommt vor allem
dann zum Einsatz, wenn sich die Bead-Markierung der Zielzellen negativ auf die weite-
ren Versuche auswirkt.

Bei Markierung der Zellen mit erfolgten die Arbeitsschritte stets nach Angaben des

Herstellers.

2.2.3 In vitro Assays und Zellkulturmethoden
2.2.3.1 Paraformaldehyd (PFA) Fixierung von Zellmaterial

Die Fixierung mittels Paraformaldehyd ist vor allem in der Immunhistochemie eine géin-
gige Methoden, um die Struktur und Oberfliche des Gewebes fiir histologische Farbun-
gen zu stabilisieren. Auch fiir durchflusszytometrische Analysen ist die Fixierung vitaler
Zellen inzwischen géngig, besonders fiir intrazelluldre Farbungen. Paraformaldehyd ist
jedoch auch toxisch und totet infektidse Erreger ab. Diese Wirkung wurde fiir die Experi-
mente genutzt, in denen mit Klebsiella pneumoniae gearbeitet wurde, um die Zellsuspen-
sionen garantiert frei von lebensfahigen Pathogenen weiterverarbeiten und analysieren zu
konnen. Die keimfreien Kontrollen wurden aus Griinden der Vergleichbarkeit ebenfalls
mit PFA behandelt

2.2.3.2 CFSE Markierung

Um die Proliferation von naiven T-Zellen zu verfolgen, wurde die CFSE-Markierung ver-
wendet. Der membrangingige Farbstoff CFDASE (Carboxyfluoreszein Diazetat Succini-
midyl Ester) bindet an die freien Amine cytoplasmatischer Proteine. Durch die Abspaltung

von zwei Acetat-Gruppen bildet sich der Farbstoff CFSE, dessen Spektrum mit dem von
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FITC vergleichbar ist. Seine intrazelluldre Konzentration halbiert sich mit jeder Zelltei-
lung, da der Farbstoff zu gleichen Teilen an die Tochterzellen weitergegeben wird. Uber
CFSE Fluoreszenz konnen anschlieBend mittels FACS sowohl die Zellteilungen nachvoll-
zogen, sowie der Anteil der proliferierenden Zellen gemessen werden.

Fiir die Markierung wurden die zu markierenden Zellen 1-10° pro ml in PBS geldst
und mit CFDASE in einer Konzentration von 2 uM vereinigt. Eine Inkubation fiir 7 min
bei 37 °C im Wasserbad folgte. Mit 10 ml RPMI 1640 mit 10% FKS wurde die Reaktion
abgestoppt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und noch einmal mit
Medium aufgefiillt. Nach 15 min im Wasserbad bei 37 °C konnten die markierten Zellen
eingesetzt werden.

Am darauffolgenden Tag wurde die Messung einiger dafiir vorgesehener Proben am
FACS vorgenommen, um die initale Fluoreszenz der Zellen im Versuch festzustellen. Mit

diesen Anfangswerten wurden alle spiter gemessenen Proben abgeglichen.

2.2.3.3 Transgenes Modell der T-Zellproliferation

Die Analyse der Antigenprésentation der dendritischen Zellen sowie ihrer Zytokinexpres-
sion erfolgte mittels eines in vitro Assays.

Hierzu wurden T-Zellen eingesetzt, die aus transgenen OT-II Méausen gewonnen wur-
den. Ihre T-Zellen haben die Besonderheit, dass sie nur noch Rezeptoren einer Spezifitit
besitzen. Diese erkennen als einziges Antigen Ovalbumin. Um die Proliferation der T-
Zellen via Durchflusszytometrie analysieren zu konnen, wurden sie mit CFSE markiert.

Als Stimulatoren werden in diesem System Dendritische Zellen eingesetzt. Diese kon-
nen Ovalbumin durch Phagozytose aufnehmen und auf ihrer Oberfldache priasentieren. Je
effektiver die Antigen-Prisentation im in-vitro System ist, desto mehr T-Zell-Proliferation

kann gemessen werden.

CFSE
Antigen- Antigen- Markierung
Prozessmrung 2 Prasentation Proliferation O O 5 l‘f"."“
[
e — |:> O n— OO © == I B A
o © cw. N

Naive T-Zelle
Ovalbumin Dendritische Zelle (OVA spezifischer TCR)

Abbildung 2.2.1: Versuchsaufbau und Arbeitsschritte zur Analyse der T-Zellproliferation im
transgenen OVA-Modell

In der vorliegenden Arbeit wurde die T-Zellproliferation als MaB fiir die Fahigkeit der
Dendritischen Zellen benutzt, Antigen aufzunehmen und zu priasentieren. Nach Ablauf der
Inkubation von Stimulator und Responder (10:1) wurden die Wells geleert und abzentri-

fugiert. Die T-Zellproliferation wurde im FACS-Canto analysiert.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Das am haufigsten angewandte Verfahren zum quantitativen Nachweis von Proteinen im
Allgemeinen und Zytokinen im Besonderen stellt der Enzyme-Linked Immunosorbent As-
say (ELISA) dar. Diese immunologische Nachweismethode wurde in den frithen 1970er
Jahren erstmals beschrieben (Avrameas and Guilbert 1971; Engvall and Perlmann 1971).

Das Verfahren beruht auf dem Entstehen einer festen Bindung zwischen einem spezifi-
schen Antigen mit einem entsprechenden Antikorper. Im Falle des ELISA wird zu Beginn
des Nachweises ein Capture-Antikorper an eine Oberfliche, z.B. einer Mikrotiterplatte,
gebunden. Auf diese Platte wird die zu messende Probe aufgebracht. Gibt es in diesem
Sample ein Protein, das zu dem Capture-Antikdrper passt, geht es eine feste Bindung mit
ithm ein. Im néchsten Schritt wird ein zweiter Antikdrper dazu gegeben, der gegen das
nachzuweisende Protein gerichtet und mit einem Enzym gekoppelt ist. Zu dieser Kon-
stellation wird im Anschluss ein Substrat gegeben, welches bei erfolgreicher Bindung der
Einzelkomponenten in einer Reaktion umgesetzt wird, bei der es zu einer Verfirbung der
Flissigkeit in der Mikrotiterplatte kommt. Diese Farbreaktion ermoglicht unter Verwen-
dung eines Photometers die Detektion von Antigen vom pg/ml bis ng/ml Bereich.

Es wurden vorgefertigte ELISA Kits der Firma Biolegend verwendet (ELISA MAX™
Standard Sets). Der ELISA wurde stets nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die bei
-80 °C gelagerten Proben wurden auf Eis aufgetaut. Fiir das jeweilige Zytokin wurde durch
Verdiinnungsschritte die optimale Auftragsmenge bestimmt. Fiir jeden Ansatz erfolgte ei-
ne Doppelbestimmung, um die Qualitit der Messergebnisse zu verbessern. Die Konzen-
trationsbestimmung jeder Probe wurde durch Anlegen Standardreihe geméal Herstelleran-
gaben vorgenommen.

Die Extinktion der Proben wurde mit dem Photometer TECAN Sunrise (Crailsheim)
bei der vom Hersteller angegebenen Wellenlédnge gemessen. Die Ermittlung des absoluten
Proteingehaltes erfolgte mit Hilfe der Magellan Software V6.5. Alle Waschschritte erfolg-
ten vollautomatisch durch den ,,ELISA-Platten-Washer“ TECAN Hydroflex (Crailsheim).

2.2.4.2 Messung von Zytokinen in Zelliiberstinden mittels Cytometric Bead Array

Der Cytometric Bead Array ist eine dem ELISA sehr dhnliche Methode der Quantifizie-
rung von Proteinen in Uberstinden. Fiir die vorliegende Arbeit wurden die FlowCytomix
Kits der Firma eBioscience verwendet. Mit diesem System konnen ein oder auch meh-
rere Proteine gleichzeitig aus einem sehr geringen Probenvolumen nachgewiesen werden
(Simplex bzw. Multiplex Kits). Dies ist sowohl in einer 96-well Mikrotiterplatte als auch
in FACS Tubes moglich. Das Testprinzip basiert auf Latexbeads, die unterschiedliche
GroBen aufweisen und nach Anregung mit einem Laser unterschiedliche Fluoreszenz zei-

gen.
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Jede dieser Partikelarten ist mit einem Primérantikorper beschichtet, welcher spezifisch
fiir das nachzuweisende Protein ist. Durch die unterschiedlichen Partikelgroen sowie de-
ren unterschiedlich starke Fluoreszenz ist der Nachweis von bis zu 20 Analyten simul-
tan moglich. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Die Proben wurden im

FACS Canto II gemessen und mittels der zugehdrigen Software ausgewertet.
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Abbildung 2.2.2: Prinzip der Zytokinmessung mittels FlowCytomix System und Darstel-
lung der maximal verwendbaren Bead Populationen, aufgeteilt nach GroBe und Fluores-
zenzintensitdt in APC (verdndert nach http://www.ebioscience.com/media/pdf/literature/
flowcytomix-multiple-analyte-detection.pdf).

2.2.4.3 Proteinbestimmung aus der BAL

Die Proteinbestimmung aus der BAL der Versuchstiere wurde nach der BCA Methode
mit Hilfe des BCA Protein Assay Kit der Firma Thermo Fisher durchgefiihrt.

Die Proteinmessung mittels BCA verkniipft die Biuret-Reaktion mit Bicinchoninsdure
(BCA) als Detektionssystem. Es kommt hierbei zunéchst zur Komplexbildung von Protein
mit Cu?*-Ionen in alkalischer Losung (Biuret-Reaktion), anschlieBend werden die Cu?*-
Tonen des Komplexes zu Cu*-lonen reduziert. Diese konnen durch Komplexbildung mit
BCA mit Hilfe der Absorptionsmessung bei 562 nm detektiert werden (Krohn, 2011).

Der Messbereich des BCA Assays ermoglicht Messungen bis zu Proteinkonzentratio-

nen von 5 png/ml.

2.2.5 Durchflusszytometrische Methoden
2.2.5.1 Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer bietet die Moglichkeit der qualitativen und quantitativen Unter-
suchung unterschiedlichster Zellpopulationen.

Das Durchflusszytometer wird im allgemeinen Sprachgebrauch als FACS (Fluorescence-
activated cell sorter) bezeichnet. Fluoreszenzmarkierte Zellen werden in einem sehr feinen

Fliissigkeitsstrahl vereinzelt und passieren nacheinander in sehr hohen Geschwindigkeiten
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Abbildung 2.2.3: Darstellung der stattfindenden Reaktion bei Durchfiihrung der BCA-Methode
zur Proteinbestimmung; verédndert nach Randall I. Krohn: The Colorimetric Detection and Quan-
titation of Total Protein, 2011.

mehrere Laserstrahlen. Hierbei streuen sie das Laserlicht. Dabei werden die zellgebunde-
nen Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und emittieren Licht einer bestimmten Wellenlénge.
Detektoren messen sowohl die Lichtstreuung, (Parameter zur Bestimmung der Grof3e und
Granularitét) als auch die Fluoreszenz-Emissionen. Dabei ist es mdglich, simultan ver-
schiedene markierte Antigene durch Kombination von geeigneten Fluoreszenzfarbstoffen
zu messen. Voraussetzung sind Fluorochrome, die das Durchflusszytometer durch ihre
unterschiedlichen Emissionsspektren unterscheiden kann und die deshalb getrennt von-

einander detektiert werden konnen.

Generell konnen nicht nur Oberflaichenmolekiile gemessen werden, sondern auch intra-
zelluldre Zytokine. Durch Verwendung von Detergenzien kann die Zellmembran perme-

abilisiert werden, so dass die Anfarbung von intrazelluldren Antigenen ermoglicht wird.

Zusammenfassend ermoglicht die Durchflusszytometrie die Analyse und Unterschei-
dung von Zellen in einer Zellsuspension anhand ihrer Grofe, Struktur, Oberflacheneigen-

schaften und intrazelluldrer Zusammensetzung.

Die Farbung der am FACS zu bestimmenden Zellen erfolgte fiir jeden Versuch nach
dem gleichen Protokoll. Je nach Versuch wurden verschiedene Antikdrperkombinationen

eingesetzt.

Die Zellen wurden nach ihrer Gewinnung als Einzelzellsuspension mit einer Konzen-
tration von 1*106 Zellen pro 100 j1l in ein FACS-R6hrchen iiberfiihrt. Dazu wurden 10 jl
Maus-Serum zugegeben, um unspezifische Bindungen von Antikdrpern zu reduzieren. Es
folgte die Zugabe der monoklonalen Antikorper. Die Zellsuspension wurde flir 20 min auf
Eis im Dunkeln gefirbt. Im Anschluss wurde das Réhrchen gewaschen und der Uberstand
durch Dekantieren entfernt. SchlieBlich erfolgte die Messung am FACS. Um tote Zellen

zu diskriminieren, wurde Sytox Blue verwendet.
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2.2.5.1.1 Mehrfach-Firbung leukozytirer Subpopulationen

Um die leukozytidren Subpopulationen wurden mittels Mehrfach-Farbung durchflusszy-

tometrisch analysiert (Hackstein et al. 2012b). Eine Zellprobe wurde mit bis zu 7 Antikor-

pern mit unterschiedlichen Fluorochromen gefirbt. Uber mehrere Gating-Schritte konnte

die einzelne Subpopulation durchflusszytometrisch dargestellt werden. Jede Analyse geht

hierbei von als CD45 positiv definierten Leukozyten aus.

Panel FITC PE PE-Cy7 PerCP-Cy5.5 APC APC-Cy7  P-Blue
Lympho1 antigen  TCR gd CD3e CD4 CD19 CD8a CD45 CD49%b
clone GL3 145-2C11 GK 15 1D3 53-6.7 30-F11 DX5
Cat.No. 118106 100307 100406 551001 100712 103116 108918
company  Bio-legend Biolegend Biolegend BDPharm. Biolegend Biolegend  Biolegend
Lympho2/ antigen Lin-cocktail CD3e CD90.2 CD4 CD45 CD25
Lin-neg cells
clone see 145-2C11 53-2.1 GK 15 30-F11 eBio3C7
Cat.No. below 100307 140310 100434 103116 48-0253-82
company Biolegend Biolegend Biolegend Biolegend  eBio-science
DC antigen  FA/I-E SiglecF CD49% CD11c CcD103 pDC/IPC-AG47  CDA45 CD11b
clone M5/114.152  E50-2440 DX5 N418 2E7 12098 30-F11 M1/70
Cat.No. 107606 562068 108908 117306 121416 DDX039A647 103116 101224
company  Bio-legend Biolegend Biolegend Biolegend Dendritics Biolegend  Biolegend
Mono/ antigen I-A/I-E SiglecF CD11c CD11b GR1 CD45 F4/80
Granulo clone M5/114.15.2 E50-2440 N418 M1/70 RB6-8C5 30-F11 BM8
Cat.No. 107606 562068 117306 550993 108412 103116 123124
company  Bio-legend Biolegend Biolegend BD Pharm. Biolegend Biolegend  Biolegend
Tregs antigen cD127 CD39 CD3e [@pZ) Foxp3 CD45 CD25
clone A7R34 24DMS1 145-2¢11 GK1.5 FJK-16s 30-F11 eBio3C7
Cat.No. 135009 12-0391-82 100320 100434 77-5775-40 103116 48-0253-82
company  Bio-legend eBioscience Biolegend Biolegend eBioscience Biolegend  eBio-science
Lineage all FITC
cocktail
antigen CD3e CD4 CD8a CD45R/B220  TER-119 CD11b CD11c CD49%b  FceR1 CcD19
clone 145-2C11 GK 15 53-6.7 RA3-6B2 TER-119 M1/70 N418 DX5 MAR-1  6D5
Cat.No. 553058 100406 100706 103206 116206 101206 117306 108906 134306 115506
company  BD Pharm Biolegend

Tabelle 2.2.1: Verwendete Antikorper/Fluorochrome fiir die Farbung leukozytérer Subpopulati-
on der murinen Lunge fiir anschlieBende durchflusszytometrische Analyse.

2.2.5.1.2 Makrophagen und Granulozyten

Alveolarmakrophagen und nonalveoldre Makrophagen sind in der vorliegenden Arbeit als

respiratorische Makrophagen zusammengefasst. Ausgehend von den den Gesamt-Leukozyten

konnen dariiber hinaus eosinophile und neutrophile Granulozyten dargestellt werden. Die

Gating-Strategie ist in Abb. 2.2.4 zusammengefasst.

2.2.5.1.3 Lymphozyten

Lymphozyten sind kleine Zellen, die im Scatter Plot aus SSC und FSC bereits als Po-

pulation eingrenzbar sind. Aus den Lymphozyten lassen sich iiber verschiedene Marker
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Abbildung 2.2.4: Gating der Respiratorischen Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten in
der durchflusszytometrischen Analyse murinen Lungenhomogenats und der BAL; die Untertei-
lung wird mittels der Marker GR-1, CD11b, MHCII, SiglecF und F4/80 vorgenommen.

Subpopulationen definieren.

Mit Hilfe des Markers NK 1.1 konnen natiirliche Killerzellen dargestellt werden. Unter
Verwendung des eines Antikorpers gegen CD19 werden B-Zellen definiert.

CD3e (CD3-epsilon Polypeptid) ist ein Bestandteil des CD3-T-Zellrezeptorkomplexes
und dient als Marker fiir alle T-Zellen. Die CD3e positiven Zellen lassen sich iiber CD4
und CD8 in Helferzellen und zytotoxische T-Zellen unterteilen sowie in gd-T-Zellen iiber
die Expression des gd-T-Zell-Rezeptors (TCR gd). Aus CD4 positiven Zellen kdnnen liber
CD25 regulatorische T-Zellen dargestellt werden.

Verschiedene Subpopulationen Regulatorischer T-Zellen werden durch Expression von
CD25, FoxP3, CD127 sowie CD39 definiert.
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Abbildung 2.2.5: Gating der Lymphozyten und Lineage-negativen Leukozyten in der durch-
flusszytometrischen Analyse murinen Lungenhomogenats; Ausgangspunkt ist der sogenannte
,Lymph-Scatter-Plot‘, in dem die Ausgangszellpopulation mittels des Ausschlusses zu grofer
Zellen eingeengt wird.
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Abbildung 2.2.6: Gating der regulatorischen T-Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse
murinen Lungenhomogenats
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2.2.5.1.4 Lineage-negative CD90""*¢ Leukozyten

Diese Zellpopulation umfasst Lineage-Marker-negative Zellen, die zuerst in Infektionen
mit parasitischen Wiirmer durch ihre Produktion von IL-13 sowie IL25 aufgefallen sind.
Sie dienen als Vermittler von Th,-Antworten, indem sie zwei dafiir essentielle Zytokine
ausschiitten (Barlow and McKenzie 2011; Koyasu and Moro 2011). Die Gating-Strategie

ist in Abb. 2.2.5 zusammengefasst.

2.2.5.1.5 Dendritische Zellen

Ausgehend von den Leukozyten werden die DC iiber CD11c und NK1.1/SiglecF defi-
niert. Aus ihnen konnen iiber den Marker CD103 die CD103"DC dargestellt werden. In-
dem man das CD103 Gate invertiert, schlieBt man diese DC Subpopulation aus. Aus den
restlichen Zellen kénnen CD11b"MHCII"#'*% sowie CD11b"MHCII"DC gegatet wer-
den, indem man sie in einem Plot mit CD11b und MHCII darstellt. Die Population der

|
|

™ i “a ‘2
23 ' 3
~ 4 q-c_' -
3 =3 o -
0 & e -
7 Q. O e
N o3 O "=+ O 2
CEf =
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I CFH IIII|IIII|IIIII[IIIIIIIIlI g
50 100 150 200 250 S0 100 150 200 250 s O 10° w0t 10t
FSC " SiglecF/CD49b

Abbildung 2.2.7: Gating der DC-Gesamtpopulation in der durchflusszytometrischen Analyse
murinen Lungenhomogenats

CD11b*MHCII™?®" wird bei Kim and Braciale 2009 als MoDC bezeichnet. Da gemil
neueren Publikationen (Plantinga et al. 2013) die MoDC wahrscheinlich priziser durch an-
dere Marker definiert werden, wird das analysierte Subset im Folgenden nur als CD11¢"
CD11b"MHCII™#"¥ bezeichnet.

Wenn man die CD11c positiven Zellen hinsichtlich ihrer Expression von 120G8 und
CD11b analysiert, erhdlt man die Population der pDC als 120G8 positive und CD11b

negative Zellen.

2.2.5.1.6 Bestimmung absoluter Zellzahlen mit TruCount Tubes

Diese vorgefertigten FACS-Ro6hrchen enthalten eine bekannte Anzahl von fluoreszieren-
den Beads, welche unter einem Metallnetz am Boden des Rohrchens zuriickgehalten wer-
den. Die Aufnahme der Beads, die durch Zugabe der Probe aufgelost werden, erfolgt die

parallel zu den Zellen wihrend der Messung im Duchflusszytometer. Bei der Aufhahme
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Abbildung 2.2.8: Gating der DC-Subpopulation in der durchflusszytometrischen Analyse mu-
rinen Lungenhomogenats; die Unterteilung wird mittels der Marker CD103, MHCII und CD11b
aus CDl11c¢ positiven Leukozyten vorgenommen; MoDC bezeichnet hier Zellen des Phinotyps
CD11b"MHCII#low,

der Daten kann die Zahl der aufzunehmenden Beads fest eingestellt werden. Da das Volu-
men der in das Tube eingesetzten Zellsuspension bekannt ist, ist es moglich das wihrend
der Messung aufgenommene Volumen und die absolute Zahl an Zellen in der Zielpopu-

lation errechnen. Folgende Formel diente zur Berechnung der Werte:

Zahl der aufgenommenen Zellen Anzahl der “Beads” pro Réhrchen

X = Zellzahl im Testvolumen
Anzahl der aufgenommenen “Beads” Testvolumen

Abbildung 2.2.9: Formel zur Berechnung absoluter Zellzahlen in einem durchflusszytometrisch
aufgenommenen Sample aus einem TruCount Tube

Die TruCount Tubes kdnnen fiir jede geférbte Einzelzellsuspension sowie auch fiir Voll-

blut benutzt werden.

2.2.5.2 Zellsorting

Mittels Durchflusszytometer mit Sortiervorrichtung wie dem BD FACS Aria II und III
konnen verschiedene Zellpopulationen analysiert und voneinander getrennt aufgefangen
werden. Dazu wird der Probenstrahl nach der laserbasierten Zellcharakterisierung gere-
gelt in sehr viele einzelne Tropfchen verteilt. Durch die vorhergehende Analyse werden
die Zellen den einzelnen Tropfen zugeordnet und die Tropfen mit den Zielzellen elek-
trostatisch geladen. Diese Zieltropfen konnen parallel im elektrischen Spannungsfeld von
zwei Elektroden in bis zu vier verschiedene Probenréhrchen oder sogar als Einzelzellen
in die Wells einer Mikrotiterplatte sortiert werden. Zur Zellsortierung werden die Zielpo-
pulationen in der FACS Diva Software stringent definiert und dem Gerit werden die zu
sortenden Unterfraktionen vorgegeben. Die Zellsortierung erfolgte auf einem BD FACS
Aria II sowie einem FACS Aria III mit FACS Diva Software (BD Biosciences).
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2.2.5.2.1 Sort definierter DC-Subpopulationen sowie Vergleichspopulationen aus

der murinen Lunge

Um die definierten DC-Subpopulationen in vitro genauer untersuchen zu kdnnen, muss-
ten sie hochrein aus murinem Lungenhomogenat gewonnen werden. Die Lungen der in
der gewiinschten Anzahl eingesetzten Méuse der verschiedenen Inzuchtstimme wurden
nach Protokoll aufgearbeitet und in Sort-Puffer aufgenommen. Eine kleine Menge von
500.000 Zellen wurde im Sorter analysiert, um darauf basierend das Gating der Zellpopu-
lation durchzufiihren. Hierbei wurde das Gating so durchgefiihrt wie fiir die Multicolor-
Messung.

Aus der Gesamtpopulation der DC konnten 4 Subsets definiert werden:

pDC: 120G8 positiv/CD11b negativ
CD103 DC: CD103 positiv, MHCII positiv

Nach Ausschluss der CD103 positiven DC-Subpopulation:

CD11c¢*CD11b"™MHCII™#"¥: CD11b positiv/MHCII negativ
CD11b"DC: CD11b positiv/MHCII positiv

Als Vergleichspopulationen dienten murine Makrophagen (SiglecF und F4/80 positiv)
und Granulozyten (GR1 positiv/CD11b positiv). Nach Abschluss des Sorts wurden die

Reinheiten der Populationen iiber eine Postsort-Analyse bestimmt.

2.2.5.2.2 Sort naiver T-Zellen aus transgenen OVA-Miusen

Naive T-Zellen wurden aus der Milz transgener OT-II Mause (C57BL6/N Hintergrund)
gewonnen. Die naiven T-Zellen wurden nach Protokoll des T-Cell Isolation Kit IT von
Miltenyi Biotec angereichert. Um die naiven T-Zellen hochrein zu gewinnen, wurden die-
se anschlieBend mittels FACS Aria gesortet. Dazu wurde ein Antikorper Cocktail in PE
verwendet, (CD8a, CD11b, CD11c, CD49b, CD45R und TER119), sowie CD44 in Paci-
fic Blue, CD62L in PE-Cy7 und CD45 in APC-Cy7. Uber den Lineage Cocktail wurden
unerwiinschte Zelltypen ausgeschlossen. Die restlichen Zellen wurden {iber CD62L und

CD44 dargestellt, um die naiven T-Zellen zu sorten.

2.2.6 Mikrobiologische Methoden
2.2.6.1 Herstellung von Klebsiella pneumoniae Stocks

Zur Herstellung von Klebsiella pneumoniae Stocks wurden drei Cryotubes des alten Stocks
auf Eis aufgetaut. Im S2 Labor wurden drei Rohrchen BBL™Todd Hewitt Broth mit je
1 ml fliissigem Hefeextrakt komplettiert. In jedes dieser R6hrchen wurde der Inhalt eines
Cryotubes tlberfiihrt. Diese wurden iiber Nacht in einem Brutschrank mit 37 °C bei 5%
CO, mit leicht aufgedrehtem Deckel inkubiert.
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Am néchsten Tag wurde der entstandene Schleimpfropf mittels einer Eppendorf Pipette
entnommen. Der Inhalt der drei Réhrchen wurde in einem 50ml Falcon vereinigt und
gemischt. AnschlieSend erfolgte die Zugabe von 9 ml Einfriermedium. Die Losung wurde
in 250 pnl Aliquots auf zuvor vorbereitete Cryotubes verteilt. Diese Cryotubes wurden in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Zur Bestimmung der Colony-formung-units (CFU), die ein Ma8 fiir die Menge der tei-
lungsfiahigen Bakterien in einem Stock darstellt, wurden zufillig drei verschiedene fti-
sche Stock-Tubes ausgewéhlt. Diese wurden in einer Verdiinnungsreihe von 1:10 bis 1:
100.000.000 angesetzt. Von jeder der Verdiinnungsstufen wurde auf zwei MacConkey
Agarplatten jeweils 100ul ausplattiert und die Platten beschriftet. Diese verblieben iiber
Nacht bei 37 °C 5% CO, im Brutschrank.

Am folgenden Tag wurden die Platten ausgezéhlt. Die Zahl der CFU wurde iiber fol-

gende Formel berechnet:

(CFU Platte 1 + CFU Platte 2)/2 * Verdiinnungsfaktor +
(CFU Platte 3 + CFU Platte 4)/2 * Verdiinnungsfaktor + (/3 = CFU/ml
(CFU Platte 5 + CFU Platte 6)/2 * Verdiinnungsfaktor +

Basierend auf dieser Rechnung wurde die Anzahl der pul berechnet, mit der eine Infek-

tion mit 1-10* CFU pro Maus erreicht werden konnte.

2.2.6.2 Herstellung von Klebsiella Lysat

Zuerst wurde ein Klebsiella Stock hergestellt. Dessen Bakterienkonzentration wurde mit-
tels Abgleich auf die McFarland Reihe bestimmt. Die Losung wurde mit NaCl gewaschen
und zentrifugiert. Das Pellet wurde in NaCl aufgenommen. AnschlieBend wurden die Bak-
terien durch 12 Minuten Inkubation im 65 °C warmen Wasser inaktiviert und das entstan-
dene Lysat aliqotiert. Durch Ausplattieren eines Aliquots auf MacConkey Agar wurde
sichergestellt, dass sich keine infektiosen Partikel mehr darin befanden.

2.2.6.3 Intra-tracheale Applikation von Klebsiella pneumoniae

Die Klebsiella-infizierten Lungenhoognate wurden aus der Kooperation mit AG Lohmey-
er, Innere Medizin, Universitdtsklinikum Gielen gewonnen und untersucht. Die Infektion
wurde im Rahmen dieser Kooperation in der Maus mittels intra-trachealer Applikation
induziert. Dazu wurden 1 - 10* CFU in einem Applikationsvolumen von 50 pl fiir die ge-

wiinschte Anzahl Tiere eingesetzt.

Die Auswertung der Infektion erfolgte 48 h sowie 5 Tage nach Infektion.
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Abbildung 2.2.10: Auswertungsschema der Miuse aus Klebsiella-infizierten Tieren, welche
im Rahmen der Kooperation mit AG Lohmeyer, Innere Medizin, Universititsklinikum Gieen
gewonnen wurden

2.2.7 Immunhistologische Auswertung Klebsiella pneumoniae-infizierter Lungen

Fiir die Beurteilung des Schweregrades der Infektion bei den Versuchstieren wurde ei-
ne immunhistochemische Farbung mit Himatoxylin und Eosin der Mauslungen durchge-
fiihrt.

Dafiir wurden pro Versuchsgruppe drei Proben der Lungen entnommen. Die Gewebe-
proben wurden in vierprozentigem Formalin fixiert. Danach wurden die Lungen gekiihlt
auf Eis verschickt. Die automatische Paraffineinbettung, das Anfertigen der Schnitte so-
wie die Standardfarbung mit Hamatoxylin/Eosin erfolgte nach Standardprotokoll durch

die Kooperationsgruppe Achim Gruber, Berlin.

2.2.8 Statistische Auswertung der Messergebnisse

Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit Hilfe der GraphPad Prism Software.
Durchgefiihrt wurden eine Bestimmung des Mittelwertes, der Standardabweichung so-
wie Signifikanzanalysen. Diese erfolgten mittels ANOVA und Tukey post-Test. Hierbei

wurde ein p-Wert von < 0,05 als signifikant angenommen.
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Ergebnisse

3.1 Heterogenitit der respiratorischen leukozytdren Subpopulationen und

Dendritischen Zell-Subsets in Inzucht-Mausstimmen

3.1.1 Vergleich der Gesamtleukozyten, respiratorischen Makrophagen, DC und Granu-
lozyten

Der Vergleich verschiedener Immunzellpopulationen zeigte fiir die Gesamtheit der Leu-
kozyten in der Lunge sowie der BAL, der Makrophagen in Lunge und BAL sowie der DC
keine deutlichen Unterschiede zwischen den Inzucht-Mausstimmen.

Deutliche Unterschiede sind bei den eosinophilen und neutrophilen Granulozyten er-
kennbar. Bei der C3H und DBA Maus haben die Neutrophilen einen groferen Anteil
an den Gesamtleukozyten als in den anderen Mausstimmen. Die BALB/c Méause zeigen
den hochsten prozentualen Wert fiir eosinophile Granulozyten, gefolgt von der DBA und
129Sv Maus.

3.1.2  Vergleich der respiratorischen DC-Subpopulationen

Der Vergleich der respiratorischen DC-Subpopulationen zeigte grole Heterogenitét zwi-
schen den Maus-Inzuchtstimmen, obwohl die Gesamtzahl an DCs in allen Stimmen ver-
gleichbar ist.

Es zeigen sich signifikant erhhte pDC Anzahlen 129Sv Méusen im Vergleich mit den
anderen Stimmen. CD103"DC sind im Vergleich zu C57BL/6, 129Sv und DBA-Maiusen
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Abbildung 3.1.1: Durchflusszytometrische quantitative Untersuchung von Leukozytensubpo-
pulationen zwischen fiinf Inzucht-Mausstimmen mittels Multicolor-Analyse. Gemessen wurden
Gesamtleukozyten in Lunge und BAL, der respiratorischen Makrophagen in Lunge und BAL so-
wie von Lungen DC und Neutrophilen in den Stimmen BI16/N, BALB/c, 129Sv, C3H und DBA
(n>8).

in C3H Méusen deutlich hher. Die Subpopulation der CD11¢"CD11b*"MHCII™#/ov jst

ebenfalls in C3H Maiusen signifikant groBer als in den anderen Stdmmen.

3.1.3  Vergleich der respiratorischen Lymphozyten

Die Analyse der respiratorischen Lymphozyten ergibt einen deutlich hheren Anteil von
Gesamt-T-Zellen und Helferzellen in BALB/c Mausen. Die Subpopulation der T-Killerzellen
ist in C57BL6/N Méusen am grofiten, signifikant erhoht im Vergleich mit C3H und DBA
Maiusen. Der Anteil putative regulatorischer T-Zellen zeigt sich signifikant erhéht in 129Sv
Maiusen im Vergleich zum C57BL6/N und C3H Stamm.

B-Lymphozyten stellen in C57BL6/N Tieren einen deutlich hdheren Anteil der Gesamt-

leukozyten als in anderen Inzuchtmausen. Der Anteil von NK-Zellen und y5-T-Zellen ist
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Abbildung 3.1.2: Durchflusszytometrische quantitative Untersuchung von respiratorischen DC-
Subpopulationen zwischen fiinf Inzucht-Mausstimmen mittels Multicolor-Analyse. Gemessen
wurden pDC, CD103"DC, MoDC und CD1 16MDC in den Stimmen BI16/N, BALB/c, 129Sv,
C3H und DBA (n > 8); * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; MoDC bezeichnet hier Zellen des
Phinotyps CD11b"MHCII"¢¥/low

besonders in C3H und DBA Mausen sehr hoch. BALB/c und 129Sv Méuse zeigen die
hochsten prozentualen Anteile von in Lin®™¢CD90" Leukozyten, wohingegen C3H Tiere

besonders hohe Anzahlen von Lin"®CD90"¢ Leukozyten zeigen.

3.1.4 Vergleich der Zytokinproduktion von respiratorischen Lymphozyten nach Stimu-

lation

Hierbei zeigt sich, dass in BALB/c Méusen viel hohere Menge von TNF-alpha sowohl
nach CD3/28 als auch nach LPS Stimulation produziert werden konnen. Nach Stimulation
durch CpG zeigten sich jedoch keine Mausstamm-spezifischen Unterschiede. Hinsichtlich
der Interferon-gamma Produktion ldsst sich feststellen, dass nach CD3/28 Stimulation die
BALB/c Leukozyten signifikant mehr produzieren als der Ansatz mit C57BL6/N Leuko-
zyten. Die Produktion des anti-inflammatorischen Interleukin-10 ist ebenfalls in BALB/c
Proben nach Stimulation mit CD3/28 am hdchsten. Dagegen ist die Ausschiittung von
Interleukin-10 durch die Leukozyten der BALB/c Miuse nach Stimulation mit CpG si-
gnifikant geringer als in C57BL6/N Leukozyten.

Es ist, bezogen auf die Zytokinproduktion, ebenfalls eine Heterogenitdt zwischen den
verschiedenen Mausstdmmen vorhanden. BALB/c Méuse scheinen insgesamt das hochs-
te Potential zur Zytokinausschiittung zu haben, wohingegen DBA Maéuse in den meisten

Ansitze die geringsten Zytokinmengen produzieren.
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Abbildung 3.1.3: Durchflusszytometrische quantitative Untersuchung von respiratorischen
Leukozyten-Subpopulationen mittels Multicolor-Analyse zwischen fiinf Inzucht-Mausstimmen
(Bl6, BALB/c, 129Sv, C3H und DBA; n > 8); * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

3.1.5 Vergleich der respiratorischen regulatorischen T-Zellen

Basierend auf den erhohten CD4"CD25" Zellen in BALB/c und 129Sv Méusen wurden
diese Zellen hinsichtlich ihrer Zugehorigkeit zu Subpopulationen regulatorischer T-Zellen
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass BALB/c und 129Sv Méuse signifikant hhere An-
zahlen von CD47CD25", CD4"CD25"Foxp3* und CD4*CD25"CD127'°""¢¢ regulatori-
schen T-Zellen im Vergleich mit C3H und DBA Méusen besitzen. C57BL6/N Miuse ha-
ben vergleichbare Anzahlen wie BALB/c hinsichtlich der Subpopulationen CD4*CD25"
und CD4"CD25"Foxp3™.
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Abbildung 3.1.4: Durchflusszytometrische Untersuchung der Zytokinproduktion von Micro-
bead-aufgereinigten respiratorischen Leukozyten nach Stimulation mit CD3/28, CpG ODN 1826
und LPS mittels Cytometric Bead Array (n > 5); * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

3.2 Quantitative Analyse leukozytédrer Subpopulationen in der experimen-
tellen Klebsiella-Pneumonie in C57BL6/N Méusen

3.2.1 Nachweis der Manifestierung einer gram-negativen Pneumonie
3.2.1.1 Allgemeines

Die Auswertung der Zellpopulationen erfolgte durchflusszytometrisch. Die durchflusszy-
tometrischen Ergebnisse in den jeweiligen Gruppen wurden gemittelt. Fiir die statistische

Auswertung lag eine Zahl von mindestens 3 Tieren pro Gruppe zugrunde.

Bei der Auswertung ist zu beachten, dass die Leukozytose wihrend der Pneumonie zu
einer Verzerrung der prozentualen Anteile fiihrt. Das bedeutet, dass bezogen auf die grof3e
Menge eingewanderten Leukozyten der Anteil einer bestimmten Immunzellpopulation ge-
ringer werden kann. Dies fiihrt dazu, dass die Prozentwerte einer Population in infizierten

Tieren niedriger sein konnen als in gesunden.
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Abbildung 3.1.5: Durchflusszytometrische quantitative Untersuchung von respiratori-

schen Foxp3™ regulatorischen T-Zell- Subpopulationen mittels Multicolor-Analyse (extra-
/intrazelluldre Farbung) zwischen fiinf Inzucht-Mausstammen (B16, BALB/c, 129Sv, C3H und
DBA; n > 5); * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

3.2.2 Gesamtleukozyten, Makrophagen, Gesamt-DC und Neutrophile in der Lunge

In den Lungen von infizierten Tieren ldsst sich ein deutlicher Anstieg der Gesamtleuko-

zyten, Makrophagen, DC sowie Neutrophilen 48 h nach Infektion feststellen.
An Tag 5 sinkt die Zahl der Neutrophilen deutlich, der Wert bleibt im Vergleich zur
Kontrolle nur leicht erhoht. Die Zahl der Makrophagen am Infektionsort bleibt stabil, die

Anzahl der Gesamt-DC steigt noch etwas an.
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Abbildung 3.2.1: Durchflusszytometrische quantitative Untersuchung der Lunge hinsichtlich

Gesamtleukozyten, Makrophagen, Gesamt-DC und Neutrophilen mittels Multicolor-Analyse in
Klebsiella-infizierten C57BL6/N Méusen und gesunden KontrolltierenEs wurden absolute und
relative Werte 48h und 5 Tage nach Infektion bestimmt (n > 3).
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3.2.2.1 Histologische Befunde

Fiir die Histologie wurden Lungen infizierter und nicht-infizierter Versuchstiere 48h sowie

5 Tage nach der Operation verglichen.

Abbildung 3.2.2: Histologische H&E Préparate Klebsiella-infizierter Mause 48 h und 5 Tage
nach Infektion sowie dazugehoriger Kontrolltiere; in Kooperation mit Achim Gruber, Olivia
Kershaw (Charité Berlin), Inna Schevtschenko (Universitit Giefen).

Die mikroskopischen Untersuchungen der Pridparate ergaben fiir die Kontrollen 48 h
und 5 Tage eine geringgradige, akute Stauungshyperdmie. Diese ist auf die Euthanasie zu-
riickzufiihren. Es konnten keine entziindlichen Verédnderungen des Lungengewebes nach-
gewiesen werden. Die Histologie entspricht im Wesentlichen der gesunden Lungengewe-
bes.

Die Préparate der Tiere 48 h nach Infektion wiesen eine hochgradige, multifokale Pneu-
monie auf. Diese zeigte sich nekrotisierend-eitrig mit partieller Parenchymkonsolidierung
sowie einem perivaskuldrem, entziindlichem Odem.

Die Priparate der Tiere 5 Tage nach Infektion zeigen nach wie vor den Zustand ei-
ner eitrigen Pneumonie mit teils flichiger Parenchymkonsolidierung an. Die analysierten
Lungen weisen eine massive Infiltration von Lymphozyten in Form einer Lymphozyten-
manschette auf. Die Mikroskopie zeigt aulerdem eine Endothelaktivierung an sowie eine
Leukozytostase, die untersuchten Lungen weisen ausgeprigte Lasionen auf. Eine einset-

zende Regeneration wird durch eine Typ II Pneumozytenhyperplasie deutlich.
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3.2.3 Quantitative Bestimmung respiratorischer DC-Subpopulationen in der experimen-

tellen Klebsiella-Pneumonie
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Abbildung 3.2.3: Durchflusszytometrische quantitative Untersuchung von CD11¢"CD11b"
MHCII"#'°% mittels Multicolor-Analyse. Die Lunge der Klebsiella-infizierten C57BL6/N Miu-
sen und gesunden Kontrolltiere wurde 48 h und 5 Tage nach Infektion analysiert (n > 3); MoDC
bezeichnet hier Zellen des Phénotyps CD11b"MHCII#/low

Die Diskriminierung der vier DC-Subpopulationen zeigt, dass die beobachtete Gesamt-
entwicklung der DC iiber die Dauer der Infektions ich aus den Einzeleffekten der Subsets
zusammensetzt. Deren Quantitdt verdndert sich sehr unterschiedlich iiber die Dauer der
Infektion.

Der relative Anteil der CD11¢"CD11b"MHCII™#"*" an der Leukozytengesamtheit sinkt
iiber die Dauer der Infektion Experimentes ab, wobei dieser Effekt sowohl in Kontrolltie-
ren als auch in infizierten Versuchstieren auftritt.

Der relative Anteil der CD11b"MHCII™ steigt von 48 h zu Tag 5 signifikant und spe-
zifisch fiir die mit Klebsiella infizierten Tiere an. An Tag 5 zeigt sich der relative Wert
in den infizierten Tieren mehr als doppelt so hoch als in den Kontrolltieren. Der relative
Anteil der CD103"DC zeigt sich in infizierten Versuchstieren 48 h nach der Infektion si-
gnifikant erniedrigt. An Tag 5 erreicht der prozentuale Wert der CD103"DC das Niveau
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der Kontrolle.

Die Subpopulation der pDC ist die kleinste DC Population und bildet in den Kontrollen
ca. 0,2% aller Leukozyten der Lunge. In den infizierten Tieren zeigt sich 48 h nach Infekti-
on kein Unterschied zwischen infizierten Versuchstieren und nicht-infizierten Kontrollen.

Relativ ist bis Tag 5 nach Infektion ein signifikanter Anstieg der pDC im Vergleich zur

korrespondierenden Kontrolle.

3.3 Verifizierung der Analyse plasmazytoider DC

Die Messung der pDC im Verlauf der Pneumonie lieB eine zusitzlich Uberpriifung der
Messergebnisse sinnvoll erscheinen. Daher wurde die pDC Fraktion zusétzlich mit Sig-
lecH sowie mPDCA-1 geférbt und ihre IFNalpha Produktion untersucht.

3.3.1 Analyse der Expression von SiglecH und mPDCA-1

Die Expression der Markermolekiile SiglecH (sialic acid binding immunoglobulin-like
lectin H; Blasius and Colonna 2006) und mPDCA-1 (mouse plasmacytoid dendritic cell
antigen 1; Sung et al. 20006) ist fiir die Subpopulation der pDC wie der Marker 120G8
spezifisch. Hierbei binden 120G8 und mPDCA-1 an das gleiche Molekiil, jedoch unter-
schiedliche Epitope.

Plasmazytoide DC Isotyp
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Abbildung 3.3.1: Durchflusszytometrische Untersuchung putativer pDC mittels Multicolor-
Analyse. Die DC-Subpopulation wurde in Klebsiella-infizierten C57BL6/N Méusen 5 Tage nach
Infektion analysiert. Von den 120G8+CD11b- pDC sind 85% ebenfalls positiv fiir mPDCA-1
und SiglecH.

Als interne Kontrolle wurden im Vergleich zur Gruppe der pDC auch die Nicht-pDC
Fraktionen hinsichtlich der Expression der beiden Oberflichenantigene untersucht. Als
Nicht-pDC Fraktionen wurden hier Zellen definiert, die positiv fiir CD11c, jedoch negativ
fiir 120G8 sowie positiv oder negativ fiir CD11b sind.

Von den Zellen der gesamten pDC Fraktion konnten in der durchflusszytometrischen
Analyse 84,8% als positiv fiir beiden Marker SiglecH und mPDCA-1 dargestellt werden.
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Die Nicht-pDC Fraktionen zeigten praktisch keine Expression, da nur eine statistisch ir-
relevante Anzahl an Zellen fiir einen der beiden Marker schwach positiv erschienen. Iso-
typkontrollen wurden mitgefiihrt, es konnte keine signifikante unspezifische Bindung des
Antikorpers festgestellt werden.

3.3.2 Analyse der IFNalpha Produktion

Als weiterer Nachweis fiir die Identitdt der als pDC gemessenen Zellen wurde die charak-
teristische Produktion von gro3en Mengen IFNalpha nach Stimulation benutzt.

Hierfiir wurden die pDC sowie die Nicht-pDC Fraktionen hochrein aus Lungen von
infizierten Mausen an Tag 5 nach Infektion gesortet. Ihre Reinheit betrug in der Postsort-
Analyse in allen Fraktionen iiber 92%. Jede Subpopulation wurde fiir 24 Stunden mit
ODN1585 stimuliert.

Angereicherte DC-Subpopulationen

pDC Fraktion Nicht-pDC Fraktionen
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Abbildung 3.3.2: Durchflusszytometrische Bestimmung der Reinheit gesorteter DC-Subpo-
pulationen mittels Multicolor-Analyse. Die DC-Subpopulationen aus Klebsiella-infizierten
C57BL6/N Méausen wurden 5 Tage nach Infektion auf die Expression von 120G8 und CD11b
untersucht (n > 3).

Die entnommenen Uberstinde wurden hinsichtlich ihres Gehaltes an IFNalpha unter-
sucht (FlowCytomix Simplex, Fa. Ebioscience). Die Analyse ergab, dass die Konzentrati-
on an IFNalpha in den Uberstéinden der Nicht-pDC Fraktionen unter dem Detektionslimit
des Tests lag.

In den Proben der pDC Fraktion ergab sich eine Konzentration von 907 pg/ml IFNalpha.
Somit zeigte lediglich die als pDC bezeichnete Zellfraktion eine deutliche Produktion von
[FNalpha.

3.4 Antigenprisentation und T-Helferzellproliferation durch definierte,

Klebsiella-aktivierte DC-Subpopulationen

Die Féhigkeit, Antigen auf der Oberfldche an CD4-T-Helferzellen zu priasentieren und de-

ren Proliferation anzuregen, ist unter den DC-Subpopulationen sehr unterschiedlich aus-

gepragt.
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Abbildung 3.3.3: Untersuchung mit ODN-stimulierter DC-Subpopulationen mittels CBA (Cy-
tometric Bead Array). Analysiert wurden putative pDC sowie zwei Nicht-pDC Fraktionen (n >
3).

Das stirkste stimulatorische Potential weisen die CD103"DC auf, die iiber 90% der
zugesetzten naiven CD4 T-Zellen aktivieren konnen. Die CD11bhi DC wirken ebenfalls
stark proliferationsstimulierend und kénnen durchschnittlich iiber 60% der naiven T-Zellen
im Ansatz zur Proliferation anregen.

Qualitativ zeigt sich, dass die von den CD103"DC stimulierten Helferzellen iiber die
Dauer des Experiments mehr Teilungen vollziehen, als die im Ansatz mit CD11b"DC.

Weder CD11¢*CD11b"MHCII™#'°% noch pDC sind in der Lage, die Proliferation der
naiven T-Zellen anzuregen. Auch die internen Kontrollen mit Granulozyten und Makro-

phagen zeigen keine Proliferation.

3.5 Charakterisierung der Expression von Aktivierungsmarkern auf DC-

Subpopulationen

3.5.1 CD86 und MHCII

Der Reifungsgrad der DC-Subpopulationen wurde mittels Durchflusszytometrie genauer
untersucht. Als Hauptmerkmale der Reifung und Aktivierung dienten die Expression des
kostimulatorischen Molekiils CD 86 sowie MHCII auf der Zelloberfliche.

Die Analyse der MFI zeigt, dass die Gesamtpopulation der pDC eine geringe Expression
des Aktivierungsmarkers CD86 aufweist, unter Infektionsbedingungen erhoht es sich ge-
ringfligig. Analysiert man die DC Gesamtpopulation bezogen auf die vier Subsets CD103*
DC,CD11bM"DC, CD11¢*CD11b"MHCII™ " und pDC, so werden deutliche Unterschie-
de sichtbar.
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Abbildung 3.4.1: CD4 T-Zellproliferation nach Stimulation mit OVA durch verschiedene DC-
Subpopulationen verglichen mit Kontrollen ohne OVA bzw. ohne Zugabe von DC (n > 3); B:
Anteil proliferierender CD4-T-Zellen nach Stimulation mit OVA und verschiedenen DC-Subpo-
pulationen, Makrophagen und Granulozyten (interne Kontrollen) im Vergleich mit Kontrollen
ohne OVA bzw. ohne Zugabe von DC (n > 3); * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; MoDC
bezeichnet hier Zellen des Phinotyps CD11b*MHCII"#low

Am stirksten wird CD86 von CD103" exprimiert wird und sich dies unter Infektions-
bedingungen verstirkt. CD11b"DC zeigen in dieser Darstellung eine durchschnittliche
Expression von CD86, die sich aber unter Infektionsbedingungen stark erhdht und das
Niveau der CD103"DC erreicht. Sowohl pDC als auch CD11¢*CD11b"MHCII™#/oY ex-

primieren kaum CD86.

Hinsichtlich des Reifungsmarkers MHCII zeigt sich bezogen auf die Gesamtpopula-
tion der DC eine durchschnittliche Expression. Werden die Subsets diskriminiert, zeigt
sich, dass CD103"DC und CD11b"DC das hdchste Ausgangsniveau an MHCII Expressi-
on zeigen. Die MHCII Expression wird unter Infektionsbedingungen schlechter. CD11¢"
CD11b*MHCII™?"" und pDC zeigen kaum MHCII auf ihrer Oberfliche. Dies verindert
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sich unter Infektionsbedingungen nicht.
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Abbildung 3.5.1: Durchflusszytometrische Analyse des Aktivierungsmarkers CD86 auf der
Oberflache definierter respiratorischer DC-Subpopulationen in Klebsiella-infizierten C57BL6/N
Maéusen sowie in nicht-infizierten Kontrolltieren. Gemessen wurde die Expression des Aktivie-
rungsmarkers CD86 auf der Zelloberfldche (n > 3); MFI = Mean Fluorescence Intensity; MoDC
bezeichnet hier Zellen des Phénotyps CD11b"MHCII"e#/ow
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Abbildung 3.5.2: Durchflusszytometrische Analyse des Aktivierungsmarkers MHCII auf der
Oberflache definierter respiratorischer DC-Subpopulationen in Klebsiella-infizierten C57BL6/N
Maiusen sowie in nicht-infizierten Kontrolltieren. Gemessen wurde die Expression des Aktivie-
rungsmarkers CD86 auf der Zelloberfldche (n > 3); MFI = Mean Fluorescence Intensity; MoDC
bezeichnet hier Zellen des Phénotyps CD11b*MHCII"¢/low
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3.6 Charakterisierung der Zytokinexpression respiratorischer Leukozy-
ten nach Behandlung mit dem TLR7 Liganden Imiquimod und fol-

gender Stimulation durch Klebsiella pneumoniae

3.6.1 Allgemeines

Imiquimod ist ein synthetischer TLR 7 Ligand und wird als Creme kutan appliziert. Der
Wirkstoff stimuliert antivirale und antitumorale Antworten des innaten und adaptiven Im-
munsystems (Miller et al., 2008; Smits et al, 2008). Das Medikament dient zur Behand-
lung von aktinischer Keratose, oberflachlichen Basalzellkarzinomen und Genitalwarzen
(Wagstaff et al., 2007;Gaspari et al., 2009). Im Rahmen der Arbeit von Frau Nicole Ha-
gel, welche die Effekte dieses TLR7 Liganden auf die einzelnen Immunzellpopulationen
untersuchte, wurde in einer Kooperation der Effekt von Klebsiella pneumoniae auf die

Zytokinproduktion in diesem System untersucht.

3.6.2 Expression von Interferon-gamma, TNF-alpha, Interleukin-10, Interleukin-2 und

Interleukin-12p70 unter dem Einfluss von Imiquimod und Klebsiella-Lysat

Die Ergebnisse zeigen, dass die Zytokinproduktion unter Infektionsbedingungen von ei-
nem TLR7 Liganden moduliert werden kann. Die Interferon-gamma Produktion wird un-
ter dem Einfluss von Imiquimod nach 24h signifikant reduziert. Hierbei wirkt die Kom-
bination aus kurzer Therapie mit der hoheren Dosis des Medikaments &hnlich stark wie
eine langer Behandlung mit geringerer Dosis.

Die TNF-alpha Produktion ist unter Imiquimod Stimulation signifikant erh6ht bei kur-
zer Behandlungsdauer mit niedriger Dosis. Die Menge des synthetisierten Zytokins fallt
aber deutlich ab bei Langzeiteinwirkung.

Leicht erhoht ist die Interleukin-10 Synthese nach 24h Behandlung mit der groferen
Dosis Imiquimod. Durch Langzeitbehandlung wird mehr des Zytokins produziert, sowohl
bei geringerer als auch hoherer Dosis. Unter Einwirkung von der gréeren Dosis Imiqui-
mod fiir 24h erhoht sich die Produktion von Interleukin-12p70 signifikant. Dieser Effekt
ist schwicher bei langerer Behandlung mit der niedrigeren Dosis des TLR7-Liganden.
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Abbildung 3.6.1: Untersuchung von Leukozyten aus 24h und 7 Tagen mit zwei verschiedenen
Dosierungen Imiquimod behandelten C57BL6/N Méausen mittels CBA. Dargestellt ist die Pro-

duktion von Interferon-gamma, TNF-alpha, Interleukin-10, Interleukin-2 und Interleukin-12p70
nach in vitro Stimulation mit Klebsiella-Lysat; n > 3.
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Diskussion

4.1 Heterogenitit der respiratorischen leukozytiren Subpopulationen und

DC-Subsets in Inzucht-Mausstimmen

Mausmodelle sind fiir die Erforschung von Krankheitsbildern, moglichen Therapieansét-
zen und Grundlagenforschung nach wie vor unverzichtbar. Verwendung finden hier unter-
schiedliche Inzuchtstimme, die den genetischen Hintergrund fiir unterschiedlichste trans-
gene Modelle bilden. Speziell fiir Untersuchungen immunologischer Prozesse in diesen
Modellen ist es von grofler Wichtigkeit, das Versuchstier passend zum Versuch auszuwih-
len. Meist sollen die Ergebnisse auf den Menschen iibertragbar sein. Hier muss sich der
Untersucher bewusst sein, dass unter Umstédnden genetische Unterschiede zwischen den
verfiigbaren Mausmodellen gibt, die das Ergebnis maB3geblich beeinflussen konnen (Lam-
Yuk-Tseung and Gros 2003). In einem Modell von chemisch induziertem Asthma lasst
sich dieser Effekt ebenfalls beobachten (Vooght et al. 2010). Auch fiir die Abwehr von
Infektionen spielt der genetische Hintergrund eine entscheidende Rolle, immunologisch
relevante Gene sind durch die Arbeit mit Inzuchtstimmen identifiziert worden (Gruenheid
and Gros 2010). In Infektionsversuchen sind gerade die Stamm-Unterschiede zu bertick-
sichtigen, welche die Anzahl bestimmter Immunzelltypen betrifft, da sie die natiirliche Re-
sistenz oder Anfélligkeit gegen ein Pathogen bestimmen. Dafiir gibt es zahlreiche Belege
in der Literatur. So sind DBA-Méuse besonders anfillig fiir Lungen-Tuberkulose, wo-
hingegen 129Sv sich Tiere sehr resistent gegen S.typhimurium zeigten (Lam-Yuk-Tseung
and Gros 2003). Hinsichtlich chronischer P.aeruginosa Infektion erwiesen sich BALB/c
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Maiuse als sehr resistent, wohingegen Tiere des DBA-Stammes hochanfillig sind (Stotland
et al. 2000). Im Pneumovirus-Modell sind der DBA- wie auch 129Sv-Stamm wesentlich
empfindlicher als BALB/c und C57BL6/N (Anh et al. 2006), Dartiber hinaus ist es un-
verzichtbar, den Normalwerte des Versuchstiers zu kennen, um Untersuchungsergebnisse
in den richtigen Zusammenhang zu bringen. Fiir die Gewinnung von einzelnen, aufger-
einigten Immunzellpopulationen bietet es sich an, Tiere zu nutzen, die bereits natiirlich
moglichst viele dieser Zellen besitzen. Dies reduziert den Tierverbrauch mafigeblich.

Fiir die Untersuchung genereller inflammatorischer Prozesse gilt das Gleiche, da auch
dies abhdngig vom Ausgangszustand des untersuchten Modells ist. So gibt es dokumen-
tierte Unterschiede in einer Studie iiber die Wirkung von Ozon auf die Atemwege, bei der
sich C57BL6/N als wesentlich empfindlicher als C3H Méuse zeigten (Broeckaert et al.
2003).

Die vorliegende Arbeit stellt verschiedene im nicht-infizierten Zustand vorkommen-
den respiratorische Zellpopulationen des Immunsystems unterschiedlicher Inzuchtstdm-
me gegeniiber und zeigt wesentliche Unterschiede zwischen ihnen auf. Bisher liegen dazu
keine umfassenden Daten in der Literatur vor. Fiir weitere Arbeiten stellen diese Ergebnis-
se Referenzwerte zur Verfiigung und konnten die Korrelation mit bestimmten Befunden

vereinfachen.

4.1.1 Heterogenitét der respiratorischen DC-Subpopulationen

Beim Vergleich von vier definierten respiratorischen DC-Subsets sind starke quantitative
Unterschiede zwischen den Inzuchtstimmen messbar, obwohl die Quantitdt der Gesamt-
DC in den Inzuchtstimmen vergleichbar ist.

129Sv Méuse zeigen eine vielfach hohere natiirliche Zahl von pDCs in der Lunge als
alle anderen Stamme. Bei Experimenten, welche die Aufreinigung von pDC aus Méusen
erfordern, wiirde dieser Inzuchtstamm sich am besten eignen, um Tierzahlen und Experi-
mentalzeit zu reduzieren.

Die hohe Zahl von pDC in diesem Mausstamm ist in der Literatur bereits dokumen-
tiert. Asselin-Paturel et al. sowie Nakano et al. stellen ebenfalls eine signifikant erhohte
Frequenz dieses DC-Subsets in der Milz und dem Blut von 129Sv Mausen fest. Da pDC
mafgeblich den Verlauf viraler Infektionen beeinflussen und fiir die Immunregulation von
grofler Bedeutung sind, beeinflussen hohere Anzahlen dieser DC die Pathogenese von re-
spiratorischen Allergien und viralen Atemwegserkrankungen.

CD103"DC kommen in C3H M4usen in signifikant hoherer Anzahl als in anderen In-
zuchtstimmen, besonders verglichen mit 129Sv und DBA Méusen. Diese DC-Subpopu-
lation ist essentiell fiir die Aktivierung naiver CD8" Killerzellen in viralen Atemwegser-
krankungen (Beauchamp et al. 2010; Kim and Braciale 2009). Verénderte Anzahlen der
CD103"DC modulieren méglicherweise die unterschiedliche Auspragung der antiviralen

Immunantwort in verschiedenen Inzuchtstimmen und somit die Pathogenese pulmonaler
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Erkrankungen.

Auch hinsichtlich der Population der CD11b"MHCII™#!*¥ zeigte sich ein Mausstamm
als besonders reich an diesem Subset. C3H Miuse besitzen im gesunden Zustand deutlich
mehr dieser Zellen als DBA, BALB/c und C57BL6/N Tiere. Da die CD11b"MHCII"#/ov
jedoch wenig effizient hinsichtlich der Antigenprésentation an naive T-Zellen sind (Kim
and Braciale 2009) und méglicherweise die Vorliufer der CD11b"MHCIIMDC darstellen
(eigene Ergebnisse), ist schwer einzuschitzen, inwieweit ihre Zahl virale und bakterielle

Atemwegserkrankungen beeinflusst.

CD11bMMHCIIMDC sind am stirksten in 129Sv Miusen vertreten, besonders deutlich
im Vergleich mit dem C3H Stamm. In Influenza-Infektionen gelten diese Zellen als poten-
te Aktivatoren naiver CD4" T-Zellen (Kim and Braciale 2009). Da C57BL6 und BALB/c
fiir Infektionen der Lunge die am haufigsten gebrauchten Inzuchtstimme sind, ist in der
Literatur iiber die 129Sv Tiere und die Pathogenese viraler Atemwegsinfektionen kaum

etwas bekannt.

4.1.2 Heterogenitit der Granulozyten

Signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Inzuchtstimmen zeigen die Gra-
nulozyten. Die Anzahl der Eosinophilen bei BALB/c Méusen im Vergleich zu C3H und
CS7BL6/N deutlich hoher. In der Literatur finden sich keine Angaben zur Anzahl Eosi-
nophiler im gesunden Zustand, jedoch in Modellen von infektiésen und nicht infektio-
sen Lungenerkrankungen. So berichtet die Arbeit von Zhu and Gilmour 2009, dass im
Allergie-Modell nach Sensibilisierung mit OVA C57BL6/N Méuse mit einer schwiche-
ren Erhohung der Eosinophilen reagieren als BALB/c.

Die natiirliche Anzahl Neutrophiler in der BAL von Inzuchtmausstdmmen ist in C3H
und DBA Méusen hdher, am deutlichsten im Vergleich mit 129Sv Tieren. Dies ist in der

Literatur, die Inzuchtstamm-Vergleiche beinhaltet, so noch nicht beschrieben.

Innerhalb der Makrophagen zeigten die verschiedenen Inzucht-Mausstdmme keine gro-
Ben quantitativen Unterschiede. Bei der Betrachtung der Ergebnisse und Abgleich mit dem
aktuellen Wissensstand muss jedoch beachtet werden, dass quantitativen Unterschieden
zwar wichtige Informationen liefern, aber auch qualitative Unterschiede bestehen kon-
nen. Dies wird unter anderem deutlich am Beispiel einer Studie von Sung et al. 2006, in
der die Sensitivitidt von C57BL6 und 129Sv Méusen auf eine Infektion mit Pneumokokken
untersucht wurde. Hier erwiesen sich 129Sv Tiere als deutlich anfélliger, da ihre Alveolar-
makrophagen die Erreger schlechter phagozytieren konnten als die Alveolarmakrphagen
der C57BL6 Tiere.
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4.1.3 Heterogenitit der respiratorischen Lymphozyten

Hinsichtlich aller untersuchter Leukozyten-Populationen ergab sich zwischen den Inzucht-
stimmen eine mehr oder weniger ausgepragte Heterogenitit.

Hier zeigen C57BL6/N Mause sich reich an B-Zellen und T-Killerzellen, besitzen aber
kaum Lin"¢CD90"¢ Leukozyten.

Der Stamm BALB/c zeigt einen verhiltnismdBig hohen Anteil an Gesamt-T-Zellen,
T-Helferzellen und Lin"¢CD90" Leukozyten. Besonders BALB/c sind daher eine gute
Wabhl fiir die Untersuchung dieser Immunzell-Subpopulation, die seit kurzem unter der
Bezeichnung ,Nuozyten’ vermehrt in der Literatur auftaucht (Neill and McKenzie 2011;
Neill et al. 2010). Der Stamm C3H zeichnet sich aus durch besonders viele Lin"¢CD90"*®
Leukozyten sowie eine hohe Anzahl an NK-Zellen. DBA-Mause besitzen grundséatzlich
durchschnittliche Zahlen der untersuchten Immunzellen, lediglich yd T-Zellen sind in die-
sem Stamm quantitativ deutlich hdufiger als in C57BL6/N und BALB/c Méusen, weshalb
sich diese Mause besonders gut fiir die Gewinnung dieser T-Zellpopulation eignen konn-
ten.

Genauer wurde die Population der regulatorischen T-Zellen in der vorliegenden Arbeit
analysiert. Regulatorische T-Zellen sind unverzichtbarer Bestandteil des Immunsystems,
da sie dafiir sorgen, dass immunologische Reaktionen nicht zu stark werden und sich da-
mit gegen den eigenen Organismus richten. Dariiber hinaus vermitteln sie Toleranz und
verhindern im Idealfall damit Autoimmunerkrankungen. Somit ist ihre Funktion anders
definiert als die anderer Zellpopulationen, sie tragen jedoch mafBgeblich zur Feinmodula-
tion jeder Immunantwort bei.

Auch innerhalb dieser Population zeigen sich deutliche, stammabhingige Unterschie-
de zwischen den verschiedenen Inzuchtmédusen. BALB/c und 129Sv zeigten signifikant
hohere respiratorische Treg Anzahlen als C3H und DBA Tiere. C57BL6/N Méiuse besit-
zen eine groBe Anzahl von CD4"CD25" sowie CD4"CD25"Foxp3* Tregs, wenige CD4"
CD25"Foxp3*CD39" Tregs und eine mittlere Anzahl von CD4"CD27"#1°VCD25" Zel-
len. Funktionell ist zu den stammspezifischen Unterschieden in Verbindung mit regulato-
rischen T-Zellen praktisch nichts bekannt. Weiterfiihrende Studien sind nétig, um festzu-
stellen, ob und wie stark sich dies in unterschiedlichen inflammatorischen Bedingungen

auswirkt.

4.1.4 Funktionelle Unterschiede respiratorischer Leukozyten nach T-Zell- sowie nach
TLR4- und TLR7- Aktivierung

Nicht nur die rein zahlenméBigen Unterschiede der Immunzellpopulationen spielen fiir
Versuchsreihen eine Rolle, sondern auch deren qualitative Eigenschaften. Eine der wich-
tigsten Funktionen von Immunzellen, auBler der direkten Abwehr eines Pathogens, ist,

durch Zytokine und Chemokine Signale zu iibermitteln. So werden Zellen zum Infekti-
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onsort hin oder von ihm fort dirigiert und ermdglichen so das komplexe Zusammenspiel
von innatem und adaptivem Immunsystem.

Die respiratorischen Leukozyten von BALB/c Miusen zeigen in der vorliegenden Ar-
beit durchgehend das grofite Potential zur TNF-alpha Produktion nach Stimulation durch
LPS und CD3/28.

Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Arbeit von Gosselin et al. 1995, die gezeigt
hat, dass die Resistenz der BALB/c Méuse gegen Infektionen mit P.aeruginosa auf starke
TNF-alpha Produktion zuriickzufiihren ist.

Auflerdem zeigen BALB/c Miuse ein etwas grof3eres Potential zur Produktion von IL-
10 nach T-Zellstimulation als die anderen Inzuchtstimme. Auf mRNA-Ebene konnte dies
fiir den Stamm in einer Infektion mit M.pulmonis ebenfalls gezeigt werden (Sung et al.
2006). Die Arbeitsgruppe stellte auch einen Anstieg der mRNA fiir IL-10 in C3H Méusen
fest, dieses Ergebnis lédsst sich jedoch bisher auf Proteinebene nicht bestitigen.

Im Infektionsmodell mit dem Pilz C.immitis wurde festgestellt, dass hohere Produkti-
on von IL-10 mit einer erhohten Anfilligkeit von Inzuchtmausstimmen einhergeht und
BALB/c wie C57BL6/N Méuse im Rahmen einer Th2 Antwort mehr von diesem Zytokin
produzieren (Fierer et al. 1998). Fiir Infektionen mit Klebsiella pneumoniae ist bekannt,
dass hohere IL-10 Spiegel mit einer erhohten Sterblickeit und einem schwereren Verlauf
der Erkrankung verbunden sind (Greenberger et al. 1995; Soares et al. 2003; Standiford
et al. 1996; Wang et al. 2001).

4.2 Heterogenitit respiratorischer DC in der experimentellen Klebsiella-
Pneumonie von C57BL6/N Méusen

Die durch Klebsiella pneumoniae hervorgerufene Infektion der Lunge ist ein Standard-
modell fiir die gram-negative Pneumonie. Dennoch ist diese Infektion in Tiermodellen
bisher weder klinisch noch immunologisch genau charakterisiert. Dies konnte jedoch An-
satzpunkte fiir die Entwicklung neuer Behandlungsansitze darstellen. Durch die immer
héufiger werdenden Antibiotika-Resistenzen im Krankenhausumfeld ist die Forschung auf
diesem Gebiet essentiell.

Grob verallgemeinert erfolgt die immunologische Antwort durch Zellwanderung zum
Infektionsort hin oder von ihm fort, durch Regulation 16slicher Mediatoren sowie daraus
resultierende Gewebeverdanderungen. In Kombination mit dem zeitlichen Verlauf ergibt
sich eine hohe Komplexitdt der Erkrankung.

Die quantitativen Verdnderungen leukozytirer Subpopulationen im Vergleich und iiber
den Verlauf der Klebsiella-Pneumonie von akuter bis hinein in die postakute Phase sind
nicht eingehender charakterisiert, darunter ebenfalls die respiratorischen DC. Eine deut-
lich differenzierte Rolle einzelner DC-Subpopulationen im und auf den Verlauf dieser

pulmonalen Infektion wurde bisher noch nicht angenommen, da die DC weitgehend als
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relativ homogene Gruppe wahrgenommen werden.

Betrachtet man die DC in der vorliegenden Arbeit ebenfalls so, wird auf rein quantita-
tiver Ebene zunichst eine deutliche Erhohung der Gesamtzahl Dendritischer Zellen unter
Infektionsbedingungen deutlich. Dies ist erwartetes Ergebnis vor dem Hintergrund der
ablaufenden Immunantwort. Bei Bakterienkontakt in der Prisenz von inflammatorischen
Zytokinen wie GM-CSF differenzieren Monozyten im Menschen zu dendritischen Zellen
(Romani et al. 1994; Sallusto and Lanzavecchia 1994). Fiir das murine Modell ist ebenfalls
bekannt, dass Monozyten aus dem Blut zum Infektionsort hinwandern. Sie differenzieren
dort in DC (Jakubzick et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Gesamtpopulation der DC weiter differenziert,
denn betrachtet man die DC als Gesamtpopulation und behandelt sie auch in experimen-
tellen Ansétzen als einheitliche Gruppe, werden die Charakteristik und die differenzierte
funktionelle Rolle einzelner DC-Subsets nicht sichtbar.

In der vorliegenden Arbeit ergibt sich bei Betrachtung der vier Subpopulationen der
CD11c¢"CD11b"™MHCII™¢"*¥ CDI11b"DC, CD103"DC und pDC ein differenzierteres Bild,
das zeigt, wieso eine Betrachtung der DC als Gesamtpopulation wenig aussagekraftig ist.
Hierbei zeigt sich die Zahl der CD103"DC sowie die CD11b"DC in der postakuten Phase
an Tag 5 als besonders hoch. Die Immunantwort des erkrankten Tieres erreicht dort ihre
volle Auspriagung.

In der Literatur wird die Subpopulation der CD11b"DC in den meisten Arbeiten oh-
ne weitere Unterteilung behandelt (reviewed in Condon et al., 2011). Die Migration von
CD11b"DC erfolgt CCR2-abhiingig, ist jedoch bisher in Infektionen mit L.monocytogenes,
M.tuberculosis, T.gondii und C.neoformans untersucht (Serbina et al. 2008). Fiir Infek-
tionen mit Klebsiella liegen in der Literatur keine Daten vor. Zusammen mit den CD103*
DC werden sie als die Gruppe angesehen, die Antigen zu den drainierenden Lymphknoten
transportiert und dort prasentiert. Fiir CD103"DC wurde experimentell durch verschiede-
ne Arbeitsgruppen nachgewiesen, dass sie im Lymphknoten den dort residenten CD8alpha
DC Antigen iibergeben, was die CD8 T-Zellantwort verstarkt (Allan et al. 2006; Carbone
et al. 2004). Dartiber hinaus scheinen CD103"DC besonders Material apoptotischer Zel-
len aufzunehmen und zu prasentieren (Desch et al. 2011). Auch fiir die Immunantwort
gegen virale Infektionen wurde gezeigt, dass die CD103"DC entscheidend sind, da sie am
effektivsten CD8 T-Zellen aktivieren, wohingegen CD11b"DC trotz starker Antigenauf-
nahme eher am Infektionsort verbleiben und dort inflammatorische Zytokine produzieren
(Ho et al. 2011). Die CD103"DC sowie die CD11b"DC als migratorische DC scheinen
die zentralen Populationen fiir die Antigenprasentation im Lymphknoten zu sein.

Als unerwartetes Ergebnis zeigte sich in der vorliegenden Arbeit ein starker quantita-
tiver Anstieg pDC an Tag 5 nach Infektion mit Klebsiella pneumoniae. Eine derartige
Kinetik der pDC konnte in der Literatur bisher so fiir die gram-negative Pneumonie nicht

gezeigt werden. Diese Population ist viel starker im Zusammenhang mit viralen Infektio-
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nen und verschiedenen Lungenerkrankungen im Menschen studiert worden (Zusammen-
fassung in von Garnier and Nicod 2009). Fiir dieses Subset wurde auch eine antivirale
Aktivitdt bei Infektionen mit Influenza angenommen, es wird jedoch inzwischen kontro-
vers diskutiert, ob hier tatsdchlich die pDC eine herausragende Rolle spielen (reviewed in
Lambrecht and Hammad 2012). In anderen viralen Infektionsmodellen ist ihre funktionel-
le Beteiligung jedoch klar gezeigt worden (Swiecki et al. 2010). In der Literatur werden
pDC dabei als ineffektiv bei Aufnahme und Prisentation von Antigen angesehen, kon-
nen jedoch auch Toleranz induzieren und die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen
fordern. Dies bremst den Entziindungsprozess und kann die Wiederherstellung des phy-
siologischen Gleichgewichts in der Lunge fordern (Matta et al. 2010). Dariiber hinaus ist
erst kiirzlich entdeckt worden, dass pDC unter dem Einfluss von TGF-beta eine Th17-
Antwort fordern, was auch fiir die Beurteilung bakterieller Pneumonien ein interessanter
Ansatzpunkt ist (Bonnefoy et al. 2011).

Aufgrund der Tatsache, dass es bei durchflusszytometrischen Férbungen zu unspezi-
fischen Féarbungen und @hnlichen Artekfakten kommen kann, wurde in der vorliegenden
Arbeit diese kritische Uberpriifung mit Hilfe der Marker mPDCA-1 und SiglecH hinsicht-
lich der pDC durchgefiihrt (Blasius and Colonna 2006; Sung et al. 2006). Die Analyse
zeigt, dass fast 100% des Subsets ebenfalls fiir mPDCA-1 sowie fiir SiglecH positiv ist.

Die pDC trugen lange Zeit den Namen ,natiirliche Interferon-alpha produzierende Zel-
len‘, da sie zuerst durch diese spezielle Eigenschaft im Menschen entdeckt wurden (re-
viewed in Fitzgerald-Bocarsly 1993). Diese Fahigkeit muss daher ebenfalls bei pDC nach-
weisbar sein. Um die Fahigkeit der pDC zur IFN-alpha Produktion zu iiberpriifen, erfolg-
te eine Messung dieses Zytokins nach entsprechender Stimulation. Die Ergebnisse dieser
Versuche bestitigen, dass es sich um pDC handelt. Die durchflusszytometrische Eben-
so sind die pDC in der Lage, IFN-alpha in grolen Mengen zu produzieren. Die internen

Kontrollen sichern die Ergebnisse zusitzlich ab.

4.2.1 Expression der Aktivierungsmolekiile CD86 und MHCII auf definierten respira-

torischen DC-Subpopulationen

Um die unterschiedlichen Subpopulationen von pulmonalen DC hinsichtlich ihrer Effek-
tivitit zur T-Zell-Aktivierung besser einschitzen zu konnen, wurden die kostimulatori-
schen Molekiile CD86 und MHCII in der Klebsiella pneumoniae induzierten Pneumonie
gemessen. Deutlich unterschieden werden muss in der vorliegenden Arbeit zwischen den
Ergebnissen fiir die Gesamtpopulation der DC und den Ergebnissen fiir die einzelnen Sub-
sets.

Die die durchflusszytometrische Messung des Oberflachenmolekiils CD86 in der Ge-
samtpopulation der DC zeigt ein niedriges Expressionsniveau mit einem leichten Anstieg
unter Infektionsbedingungen. Es ist eine mittlere Expression von MHCII im gesunden Tier

zu messen, unter Infektionsbedingungen kann man einen leichten Anstieg beobachten.
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Aus der Literatur ist fiir die DC bekannt, dass MHCII und CD86 nur in geringem
MaB bei unreifen Dendritischen Zellen gemessen werden, ein hohes Expressionslevel von
MHCII Molekiilen charakterisiert erst die reifen DC (Abbas and Lichtman 2005; Rink
et al. 2011). CD86 wird in der Literatur als Molekiil auf antigenpriasentierenden Zellen
beschrieben, das T-Zellen tiber Interaktion mit CD28 und CTLA-4 ein kostimulatorisches
Signal iibermittelt, so dass sie aktiviert werden und zu proliferieren beginnen (Rink et al.
2011). Es ist ein unerwartetes Ergebnis, dass CD86 und MHCII auf den DC auch unter
Infektionsbedingungen nicht besonders stark exprimiert sind. Bei einer deutlich ausge-
pragten Pneumonie wire zu vermuten, dass starke Expressionsanstiege der Molekiile zu
messen sind.

Durch die vorgenommene Differenzierung der DC in Subpopulationen zeigt sich, dass
diese sehr jedoch heterogen sind und sich der in der vorliegenden Arbeit gemessene Ge-
samteffekt aus der Summe der Reaktionen dieser Subsets ergibt.

CD103"DC sind im gesunden Tier die Gruppe der DC, welche am meisten CD86 auf'ih-
rer Oberflache tragen. Wahrend der Infektion steigt die Expression noch einmal an. CD86
ist auf der Gruppe der CD11bMDC etwas geringer exprimiert als bei den CD103*DC, er-
reicht jedoch unter Infektionsbedingungen ein mit den CD103" vergleichbares Niveau.

In der Literatur werden die CD103"DC als die vornehmlich auswandernde DC-Subpo-
pulation betrachtet, das effektiv im Lymphknoten T-Zellen aktiviert (Allan et al. 2006;
Carbone et al. 2004), gefolgt von den CD11b"DC. Um dies erfolgreich zu tun, bendtigen
sie unter anderem eine hohe Dichte von CD86 auf ihrer Oberflache. Die starke Expressi-
on, die in der vorliegenden Arbeit innerhalb dieser beiden Subsets gemessen wurde, zeigt
ihre deutliche Reaktion wihrend der experimentellen Klebsiella Pneumonie.

Die CD11¢"CD11b"MHCII™#¢"®¥ Zellen zeigen sehr wenig CD86 Expression im nicht-
infizierten Zustand, es ist keine grofle Verdnderung in der Klebsiella-Pneumonie zu sehen.
Die CD11¢"CD11b"MHCII™#!*% Zellen stellen sich als nicht reaktive DC-Subpopulation
dar, das kaum mit kostimulatorischen Molekiilen ausgestattet ist.

PDC zeigen im gesunden Tier ein dhnlich niedriges Niveau an CD86 Molekiilen auf
ihrer Oberflache. Auch unter Infektionsbedingungen verstérkt sich die Expression dieses
Molekiils kaum. Dies unterstiitzt die Annahme, dass diese Zellpopulation der CD11¢"
CD11b"MHCII™#"% Zellen und die pDC méglicherweise eine geringere Bedeutung fiir
die Kostimulation von T-Zellen haben.

Die Analyse von MHCII zeigt auf der Oberfliche der CD11b"DC die groBte Menge
von MHCII-Molekiilen im Vergleich mit den anderen DC-Subsets. Da CD11b"DC bereits
in der initialen FACS-Analyse tiber ihre hohe Expression von MHCII definiert sind, ist
dies ein klar zu erwartendes Ergebnis. Unter Infektionsbedingungen sinkt die Menge von
MHCII auf der Oberflache dieser DC Population ab.

Die CD103"DC zeigten etwas geringere Mengen an MHCII Molekiilen auf der Ober-
fliche als die Gruppe der CD11b"DC. Unter Infektionsbedingungen sinkt die Menge von
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MHCII.

Dies konnte darauf hindeuten, dass die die stark aktivierten Zellen dieses Subsets aus-
gewandert sind. Sie konnten ihre endgiiltige Ausreifung und die Erhéhung der MHCII
Expression auch erst auf dem Weg in den ndchsten Lymphknoten erfahren. Daher ist eine
starke MHCII-Dichte auf der Oberfliche der am Infektionsort verbliebenen CD103" und
CD11b"DC nicht unbedingt zu erwarten. Eventuell gehen auch einige DC nach Aktivie-
rung am Infektionsort bereits in Apoptose tiber.

Eine andere Moglichkeit wire, dass der Erreger direkt oder indirekt die Expression
von MHCII auf DCs herunter reguliert. Fiir eine experimentelle Infektion mit Francisella
tularensis gibt es Daten, die zeigen, dass MHCII in DC der Lunge trotz Infektion nicht
hochreguliert werden (Bosio et al. 2007; Hunt et al. 2012). Auch bei Infektion mit Yersinia
enterocolitica im Darm ist eine Reduktion der MHCII Expression auf DC zu beobachten
(Schoppet et al. 2000).

Die Zellpopulation mit dem geringsten Vorkommen von MHCII auf der Oberflédche
sind die CD11¢"CD11b"MHCII™#!*¥ Zellen. Es gibt kaum Unterschiede zwischen Kon-
trolle und Infektion. Die Expression von MHCII auf pDC bewegt sich auf einem &hnlichen
Niveau. Dieses Ergebnis zeigt ebenfalls, dass diese Zellpopulation nur eine geringe Be-

deutung fiir die Kostimulation von T-Zellen haben.

4.2.2 Respiratorischen DC-Subpopulationen zeigen stark heterogenes Potential zur Ak-

tivierung und Proliferationsinduktion von T-Helferzellen

Eine weitere zentrale Fahigkeit der DC besteht darin, T-Zellen mit zum prisentierten An-
tigen passendem T-Zellrezeptor zu aktivieren und damit zur Teilung anzuregen.

Um das aktivierende Potential der respiratorischen DC zu untersuchen, wurde im trans-
genen Modell der T-Zellproliferation jedes definierte Subset getrennt untersucht. Die vor-
liegende Arbeit zeigt unabhdngig vom migratorischen Potential der DC-Subpopulation
starke Unterschiede in ihrer Fahigkeit, die T-Zellen zur Teilung anzuregen. Das hochste
aktivierende Potential ergibt sich fiir CD11b" und CD103"DC, wobei die CD103"DC die
starkste Proliferation induzierten.

Es gibt einige Arbeiten, die zeigen, dass die DC-Subpopulationen unterschiedlich stark
die Teilung bei T-Zellen initiieren — dabei spielt ihre Effizienz beim Auswandern in den
Lymphknoten auswandern eine grof3e Rolle, etwa bei den CD103°DC (Allan et al. 2006;
Carbone et al. 2004). Es wurde schon mehrfach gezeigt, dass die CD103"DC das vor-
nehmlich auswandernde Subset darstellt, dass effektiv im Lymphknoten T-Zellen aktiviert
(Allan et al. 2006; Carbone et al. 2004).

Die CD11b"DC werden von Kim and Braciale 2009 wie die CD103"DC in drainie-
renden Lymphknoten gefunden, allerdings in einer experimentellen Virusinfektion. Die
Population der CD11¢*CD11b"MHCII™#"™ Zellen scheint dagegen nicht fihig zur Sti-

mulation von T-Zellen, ebenso wie die pDC, welche sich generell stark von den anderen
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respiratorischen DC abgrenzen.

4.2.3 Funktionelle Rolle der pDC in der gram-negativen Klebsiella-Pneumonie

Fiir die pDC sind verschiedene Aufgaben im Verlauf einer respiratorischen Inflammati-
on denkbar, anders als die der ,klassischen’ DC, welche sich grob als Antigenaufnahme,

Migration und Prisentation zusammenfassen lassen.

So konnten pDC an der Regulation der Immunantwort wihrend der abklingenden In-
fektion maBgeblich beteiligt sein. PDC konnen theoretisch sowohl CD4 als auch CD8 T-
Zellen aktivieren (Takagi et al. 2011), obwohl wir es in diesem Modell der gram-negativen
Pneumonie zumindest fiir CD4-Helferzellen nicht zeigen konnten. Die Prasentation von
Antigen durch pDC an Helferzellen scheint jedoch die Th1 und Th17 Immunantwort in-
hibieren zu konnen, was moglicherweise die Entstehung einer T-Helferzell-vermittelten
Autoimmunitét verhindert (Loschko et al. 2011). Die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit zeigen allerdings die Unféahigkeit, in diesem experimentellen System T-Helferzellen
zu stimulieren, was eine funktionelle Rolle im Schutz vor Autoimmunitit unwahrschein-
lich erscheinen ldsst. Dariiber hinaus wird durch mehrere Arbeitsgruppen hinsichtlich der
Klebsiella-Pneumonie von einer Auspragung einer Th17 Antwort berichtet (reviewed in
Curtis and Way 2009), die laut Loschko et al. in ihren Versuchen inhibiert wird. Die Unfa-
higkeit zur Kostimulation von T-Helferzellen schlieB3t allerdings nicht aus, dass die pDC

generell auch inhibierend wirken kdnnten.

Da in der postakuten Phase einer Klebsiella-Infektion auch vermehrt regenerative Pro-
zesse einsetzen, um den entstandenen Gewebeschaden zu beheben, ist auch eine Betei-
ligung der pDC an diesen Reparaturprozessen denkbar. So wird auch durch Gregorio et
al berichtet, dass pDC 24h nach einer Hautverletzung in groer Zahl in den betroffenen
Hautarealen akkumulieren. Die pDC werden durch die Freisetzung von Nukleinséuren
durch geschédigte Zellen zum Verletzungsort dirigiert, sie beeinflussen die Produktion
von Th17 Zytokinen, die auch im Zusammenhang mit der K/ebsiella-Pneumonie fiir die
Immunantwort eine entscheidende Rolle spielen (reviewed in Curtis and Way 2009). Die
Depletion der pDC verzogert den Heilungsprozess des Hautepithels (Gregorio et al. 2010).
Eine Rolle der pDC bei der Wiederherstellung geschidigten Lungenepithels ist denkbar.
Um die Frage zu kldren, welche funktionelle Bedeutung der starke Anstieg der pDC in der

postakuten Phase hat, miissten jedoch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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4.3 Immunologische Modulation der Zytokinexpression respiratorischer
Leukozyten nach Behandlung mit dem TLR7 Liganden Imiquimod

wihrend der Klebsiella pneumoniae Infektion

In der experimentellen Klebsiella-Pneumonie ist ebenfalls die Rolle verschiedener 16sli-
cher Immunmediatoren untersucht worden. In der Literatur haben sich schon friih TNF-
alpha (Laichalk et al. 1996), IL-10 (Greenberger et al. 1995), MIP-1 und -2 (Greenberger
et al. 1995; Standiford et al. 1996) sowie IL-12 (Bhan et al. 2010; Greenberger et al. 1996;
Happel et al. 2005; Herold et al. 2011) als besonders bedeutend in der gram-negativen
Pneuonie herauskristallisiert. Die herausragende Beteiligung von IL-17 an der Rekrutie-
rung von Neutrophilen ist ebenfalls beschrieben und wird seit einigen Jahren eingehender
untersucht (Review in Matsuzaki and Umemura 2007). Insgesamt stellt insbesondere die
Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen eine Grundlage fiir die er-
folgreiche Resolution einer bakteriellen Pneumonie dar welche besonders bei einer Infek-
tion von Klebsiella pneumoniae von entscheidender Bedeutung ist (Moore and Standiford
1998; Review in Schultz and van der Poll 2002).

Die Auswirkung bakterieller Stimulation auf die Zytokinproduktion respiratorischer
Leukozyten ist generell wenig untersucht, im Fokus sind in den vorhandenen Arbeiten
meist Interleukin-10 und TNF-alpha, jedoch nicht im Krankheitskontext gram-negativer
Pneumonie. Besonders Interleukin-10 scheint im Zusammenhang mit der Klebsiella-Pneu-
monie sehr interessant, da die Gewebeschiden-induzierenden starken inflammatorischen
Prozesse durch dieses Zytokin moduliert werden kdnnten Eine Stimulation der Immunzel-
len wihrend einer bakteriellen Infektion erfolgt zuerst iiber Mustererkennungsrezeptoren,
zu denen auch die Gruppe der TLR (Toll-like Rezeptoren) gehort (Rink et al. 2011).

Fiir die vorliegende Arbeit wurde innerhalb dieser Kooperation ein TLR7 Ligand einge-
setzt, um die Auswirkung auf die Zytokinproduktion der respiratorischen Leukozyten in
der gram-negativen Pneumonie zu untersuchen. Es stellte sich nach Analyse der quantita-
tiven Verdnderungen respiratorischer Leukozyten in der Klebsiella-Pneumonie die Frage,
ob sich die fiir die akute Infektion gezeigte Immunantwort modulieren lésst.

Hier konnte gezeigt werden, dass die unterschiedliche Behandlungsdauer mit Imiqui-
mod dariiber die Immunantwort in der Infektion sehr unterschiedlich moduliert. Eine ge-
ringe Menge des Medikaments zeigt sich bereits als ausreichend, um Verdnderungen in
der Zytokinproduktion im Infektionsmodell zu erzeugen. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeiten geben Hinweise, welche der untersuchten Zytokine durch die Anwesenheit von
Klebsiella pneumoniae in vitro reguliert werden.

Bei Behandlung mit niedriger Dosis TLR7-Ligand wird iiber ldngere Zeit signifikant
mehr immunsuppressives Interleukin-10 produziert. Interleukin-10 ist ein stark diskutier-
ter Faktor hinsichtlich des Verlaufs der Klebsiella Pneumonie (Greenberger et al. 1995;
Soares et al. 2003; Standiford et al. 1996; Wang et al. 2001), da er einerseits als antiin-
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flammatorisches Zytokin den Verlauf der Krankheit positiv beeinflussen miisste, in eini-
gen Arbeiten jedoch das Gegenteil gezeigt wird. Die Effekte von Interleukin-10 miissten
in vivo ndher untersucht werden, um neue Erkenntnisse liber die Wirkungsweise dieses
Zytokins zu erlangen.

Eine hohere TNF-alpha Produktion trigt moglicherweise zu einem giinstigeren Verlauf
gram-negativer Pneumonien bei (Laichalk et al. 1996). Im Versuch ist der Spiegel dieses
Zytokins nach Gabe einer kleineren Dosis Imiquimod fiir 24h deutlich erhoht. Eine ldngere
Gabe des Therapeutikums bewirkt den gegenteiligen Effekt.

Fiir Interferon gamma ist aus der Literatur bekannt, dass lokale Produktion dieses Zy-
tokins die Rekrutierung Neutrophiler unterstiitzt und so den Verlauf einer gram-negativen
Pneumonie verbessert (Ruan et al. 2006). Unter Imiquimod Einfluss sinkt der Spiegel die-
ses Zytokins unterschiedlich stark.

Hinsichtlich der Zytokinproduktion von Interleukin-12p70 unter dem Einfluss von Kleb-
siella gibt es keine Vergleichsdaten. Somit ist die potentielle Wirkung dieser Zytokinver-
anderung schwer einzuschétzen. Imiquimod fiihrt vor allem bei kurzer Gabe einer hoheren
Dosis zu einer vermehrten Produktion des pro-inflammatorischen Interleukin-12p70. Wei-
terflihrende Untersuchungen sind fiir eine Beurteilung der beobachteten Verdnderungen
der Zytokinexpression ndtig, um die Effekte gewichten und in einen Gesamtzusammen-
hang setzen zu konnen.

Interessant wire eine experimentelle Untersuchung des Beitrags der DC-Subpopulatio-
nen an der Verdnderung der Zytokinproduktion in der Infektion mit Klebsiella pneumo-
niae.

Die bisher veréffentlichen Arbeiten schitzen die Expression von TLRs auf DC als or-
ganspezifisch unterschiedlich ein. Hinsichtlich ihrer TLR-Expression in der Lunge gibt es
einige Untersuchungen der DC-Populationen (Zusammenfassung in Lambrecht and Ham-
mad 2012). Hier ist mittlerweile {iber CD103"DC in der Lunge der Maus bekannt, dass
diese hauptsichlich TLR3 sowie eine geringe Menge TLR4 im nicht-infizierten Zustand
exprimieren (Desch et al. 2011). CD11b"DC zeigen eine deutliche Expression von TLR2
und TLR7 (Desch et al. 2011), pDC tragen TLR7 und TLR9 auf ihrer Oberfldche (Grego-
rio et al. 2010; Kadowaki et al. 2001).

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass DC-Subsets auf kutane Applikation eines TLR7-
Liganden mit quantitativen und qualitativen Verdnderungen reagieren (Hackstein et al.
2012a). Experimentell geklart werden miisste, inwieweit sich dieser Effekt unter Infekti-

onsbedingungen manifestiert und sich auf den Verlauf der Erkrankung auswirkt.
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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Heterogenitidt und Modulation der respiratorischen Zell-
populationen unter nichtinfektiosen Bedingungen in Inzucht-Mausstimmen sowie unter
infektiosen Bedingungen wihrend einer bakteriellen Pneumonie zu untersuchen.

Dieser deskriptive Teil der Arbeit liefert eine Grundlage sowie Vergleichswerte fiir
weitergehende funktionelle Studien, die sich mit der Lungenphysiologie unter gesunden
und inflammatorischen Bedingungen befassen.

Die Unterschiede in den respiratorischen Immunantworten der verschiedenen Inzucht-
Stamme, die in der Literatur immer wieder dokumentiert wurden, sind offensichtlich auch
auf die quantitative und funktionelle Variabilitit der leukozytdren Subpopulationen zu-
riickzufiihren.

Es ist die erste Arbeit, die DC, Makrophagen und innate Leukozyten quantitativ ver-
gleicht sowie deren Zytokinproduktionspotential vergleicht. Fiir die quantitativ optima-
le Gewinnung von respiratorischen Immunzellen aus Mausgewebe bieten die Ergebnisse
ebenfalls eine Grundlage.

Die Methodik wurde weiterfiihrend zur Analyse der gram-negativen Pneumonie (Kleb-
siella pneumoniae) eingesetzt. In dieser wurden die Verdnderungen der grof3en respiratori-
schen Leukozytenpopulationen sowie im Besonderen der Dendritischen Zellpopulationen
unter inflammatorischen Bedingungen niher untersucht.

Von besonderem Interesse ist hierbei die festgestellte ausgepréigte Heterogenitit in der
Gruppe der respiratorischen DC, unter denen vor allem die pDC in zukiinftigen Projekten
auf funktioneller Ebene niher untersucht werden sollten.

Die Immunantwort wéhrend einer Klebsiella Pneumonie ist dabei modulierbar.

Therapeutika, die durch den TLR-Signalweg wirken, haben einen deutlichen Einfluss
auf die Zytokinausschiittung respiratorischer Leukozyten gezeigt.

Ausgehend von diesen Ergebnissen konnten sich Ansétze fiir alternative Behandlungs-
strategien fiir bakterielle Pneumonien ergeben, die angesichts zunehmender Antibiotika-

Resistenzen notig werden.
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Summary

It is the aim of this project was to analyze the heterogeneity and modulation of respira-
tory leukocyte subsets in the most important inbred mouse strains under non-infectious
conditions as well as in the model of gram-negative pneumonia. To elucidate the role of
respiratory dendritic cells was of particular importance in this context.

The results of the descriptive part provide reference values for further functional studies
on the field of inflammation in the lung and lung physiology in general.

The study shows major differences in the quantity and quality of respiratory immune
response in different mouse strains as described before in the literature. This results ap-
parently from genetically variance causing quantitative and functional differences among
leukocyte subpopulations in the mouse lung.

As far as we know this is the first work describing quantitative differences between
mouse inbred strains regarding dendritic cells, macrophages as well as innate leukocytes
and analyzing their specific cytokine potential. Furthermore this study provides basic da-
ta for optimal selection of inbred mice representing human phenotypes and to plan the
setup of ex vivo experiments using extremely rare lung leukocyte subsets. The method
of multicolor-FACS-analysis was used to further investigate lung leukocyte subsets in
the context of gram-negative pneumonia (K/ebsiella pneumonia). Quantitative changes of
leukocyte subpopulations with special consideration of respiratory dendritic cell subsets
during progressive inflammation were analyzed in detail.

Attention should be paid to the distinct quantitative and functional heterogeneity among
the populations of respiratory dendritic cells. Based on the data of the thesis submitted
herewith the role of pDC could be of particular interest in prospective functional studies.

Furthermore, the inflammatory immune response during Klebsiella pneumonia can be
modulated by TLR-signaling molecules. The study shows a distinct influence of thera-
peutics on cytokine production of respiratory leukocytes.

In the face of emerging bacterial resistance against antibiotic therapy these data could

provide an approach to alternative treatment strategies of bacterial pneumonia.
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Abkiirzungsverzeichnis

ANOVA Analysis of Variance; Varianzanalyse

APC Antigen-prisentierende Zelle

BAL Broncho-alveoldre Lavage

BCA Bicinchoninsédure

COPD  chronisch-obstruktive Lungenerkrankung

CcDh ,»Cluster of differentiation*; Unterscheidungsgruppen
cDC konventionelle Dendritische Zelle

CFSE Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

CFU Colony-Forming Unit

DC Dendritische Zelle

ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FACS Fluorescence Activated Cell-Sorting; Durchflusszytometrie

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

HIV Humanes Immundefizienz-Virus
IFN Interferon

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

MACS  Magnetische Zell Separation
mDC myeloide Dendritische Zelle

MoDC  Monozytische Dendritische Zelle

A\



mPDCA mouse plasmacytoid dendritic cell antigen 1

Mph Makrophagen

OVA Ovalbumin

pDC plasmazytoide Dendritische Zelle

PFA Paraformaldehyd

RDC respiratorische Dendritische Zelle

SiglecH sialic acid-binding immunoglobulin-type lectin H
TLR Toll like Rezeptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor
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