Einfluss alveolar rekrutierter Exsudatmakrophagen
auf die LPS-induzierte pulmonale Inflammation

in vivo

Tannaz Shafiei Tabar

!

S

INAUGURALDISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitét GieBen

A e
m VVvB LAUFERSWEILE?&ERLAG



Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Die rechtliche Verantwortung fiir den gesamten Inhalt dieses
Buches liegt ausschlieBlich bei dem Autor dieses Werkes.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2014

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1* Edition 2014

© 2014 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

T

VVB LAUFERSWEILER VERLAG

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Einfluss alveolar rekrutierter Exsudatmakrophagen
auf die LPS-induzierte pulmonale Inflammation

in vivo

INAUGURALDISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin der
Justus-Liebig-Universitit Gieflen

vorgelegt von

Tannaz Shafiei Tabar

aus Teheran

Giellen 2013



Aus dem medizinischen Zentrum fur Innere Medizin

der Universititsklinikum Gieen und Marburg GmbH,
Standort Giel3en,

Leiter: Prof. Dr. med. Werner Seeger

Gutachter: Prof. Dr. med. Jiirgen Lohmeyer

Gutachter: Prof. Dr. med. Wolfgang Weidner

Tag der Disputation: 27.01.2014



INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS 4
1 EINLEITUNG 7
11 Pneumonie und ARDS 7
1.2 Pathophysiologie der pulmonalen Inflammation 7
1.3 Die CCL2-CCR2-Achse in der pulmonalen Inflammation 8
1.4 Zirkulierende Blutmonozyten 11
15 Mausmaodell der pulmonalen Inflammation 13
1.6 Ziel der Arbeit 14
2 MATERIAL UND METHODEN 15
2.1 Material 15
211  Geréte 15
2.1.2  Verbrauchsmaterialien 16
2.1.3  Verwendete Losungen 18
2131 Lipopolysaccharid (LPS) 18
2.1.4  Antikorper 18
2.1.5  Versuchstiere 19
2151 Wildtypmause 19
2152 Empféangerméause im Chimarenmodell 19
2153 CCR2-defiziente Méuse 19
2154 Fraktalkine-Rezeptor defiziente Mause (CX3CR1-GFP/GFP) 20
2155  CX3CR1 *°™ Mause 20
2156 Chimére Méuse 21
2.1.5.6.1 Bestrahlungsregime 22
2.1.5.6.2 Isolation und Aufarbeitung der Knochenmarkszellen 22
2.1.5.6.3 Knochenmarkstransplantation 23
2157 Adoptiver mononukleérer Zell-Transfer 23
2.2 Methoden 24
2.2.1  Tierexperimenteller Versuchsabschnitt 24
2211 Narkose 26
2212 Durchfiihrung des Limulus-Amdbozytenlysat-Assays zur Bestimmung der LPS-Kontamination

26
2.2.13 Intratracheale Instillation von Lipopolysaccharid (LPS) 26
2.2.2  Durchfiihrung der Blutenthahme 27
2221 Gewinnung von Blutleukozyten 28
2222 Gewinnung von Blutserum 28
2.2.3  Durchfuhrung der bronchoalveoldren Lavage (BAL) 29
2231 Vorbereitung und Gewinnung der Lavage 29
2232 Zahlung der Zellen der BAL 29

2.2.4  Untersuchung der Permeabilitat der Blut-Lungenschranke mittels intraventser Gabe von FITC-
Albumin30

2.3 Histologie 31
2.3.1  Préaparation der Lungen 31
2.3.2  Anfertigung und Anfarbung von Lungenschnitten 31

1



2.3.3  Beurteilung der Lungenschnitte 31

2.4 Anfertigung von Zytozentrifugenpréaparaten 32
2.4.1  Zentrifugation der BAL 32
2.4.2  Pappenheim-Féarbung des Zytopraparates 32
2.4.3  Lichtmikroskopische Beurteilung der BAL 32

2.5 Durchfluf3zytometrie 33
25.1  DurchfluBzytomterisches Messprinzip 33
2.5.2  Durchflusszytometrische Analyse des Antigenprofils von Spender- vs. Empfangerzellen im Blut
anhand des CD 45 —Alloantigen-Musters 34

2.5.3  Durchflusszytometrische Analyse des Antigenprofils von Spender- vs. Empfangerzellen in der

BAL 34

2.5.4  Prinzip der durchfluBzytometrischen Zellseparation 35
255  Separation der mittels BAL und Blutentnahme gewonnenen Zellen 36

2.6 Quantifizierung der Zytokinsekretion mittels ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 37

2.7 PCR 37
2.8 Statistik 37
3 ERGEBNISSE 38
3.1 Dosis- und Zeitabhangigkeit der durch intratracheal instilliertes LPS ausgel6sten pulmonalen
Inflammation 38
3.1.1  Untersuchungen der brochoalveoldren-Lavage(BAL)-Flussigkeit 38
3.1.2  Untersuchungen der alveolo-kapilldren Schrankenstdrung 41
3.1.3  Histologische Analysen der Lungen 43
3.1.4  Vergleich der BALF Differentialzytologie von Wildtyp- und CCR2-defizienten M&usen nach
intratrachealer Instillation von 50ug LPS 44
3.1.5  Vergleich der alveolo-kapillaren-Schrankenstérung in Wildtyp- und CCR2-defizienten-Méusen
nach 50ug LPS-Gabe 47

3.1.6  Vergleichende Lungen-Histologie mit 50ug LPS behandelter Wildtyp- und CCR2-defizienter
Mause 49
3.1.7  Vergleich der BALF Konzentrationen der Chemokine KC und MIP-2 von Wildtyp- und CCR2-

defizienten Mdusen nach LPS Gabe 51
3.2 Vergleich der BALF Zytologie nach intratrachealer Instillation von 50ug LPS in Wildtyp-,
Fraktalkine-Rezeptor defizienten (FR-KO) (CX3CR1 ®*”°"") und CCR2-defizienten-Méausen 52
3.3 Das chimére Mausmodell 55

3.3.1  Transplantations-Effizienz 55

3.3.2  Alveolére Leukozytenrekrutierung in chiméaren Mausen nach intratrachealer Instillation von 50pug

LPS verglichen mit Wildtyp- und CCR2-defizienten-Mausen 57

3.3.3  Vergleich der alveolo-kapillaren-Schrankenstérung nach 50ug LPS-Gabe in Wildtyp-, CCR2-
defizienten- und chiméren Mausen, die mit Wildtyp- oder CCR2-defizientem-Knochenmark transplantiert
wurden 60

3.34  Histologie des Lungengewebes von Wildtyp-, CCR2-defizienten sowie chiméren M&usen

transplantiert mit Wildtyp- oder CCR2-defizientem Knochenmark nach LPS-Instillation 62
3.4 Adoptiver Transfer mononukleérer Zellen 65
3.5 Zytokingenexpression in FACS-separierten BAL Exsudatmakrophagen und zirkulierenden
Monozyten von CX3CR*®"" Mausen nach intratrachealer LPS- Instillation 67
4 DISKUSSION 69
4.1 Das Maus-Modell der Endotoxin-induzierten alveolaren Inflammation 69



4.2 Einfluss unterschiedlicher LPS-Dosierungen auf den Verlauf der pulmonalen Inflammation 70
4.3 Einfluss verschiedener CCR2-exprimierender Zellpopulationen auf die pulmonale Inflammation
72
4.4 Einfluss einer Fraktalkine/Fraktalkine Rezeptor abhédndigen Monozyten Migration auf den
pulmonalen Entziindungsprozess 76
4.5 Zytokin-Genexpressionsprofil von zirkulierenden Monozyten und Exsudatmakrophagen nach
intratrachealer LPS Instillation 77
5 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK 78
6 ZUSAMMENFASSUNG 79
7 ABSTRACT 82
8 LITERATURVERZEICHNIS 84
9 ANHANG 95
9.1 Danksagung 95
9.2 Lebenslauf 96
9.3 Veroffentlichung 97
9.4 Ehrenwdértliche Erklarung 98



Abklrzungsverzeichnis

°C

pl

pm

Ak

Aqua dest.
ARDS
BAL

BSA

CCL
CCL2

CCR2
CCR2-/-
CCR2-KO
CCR2-KO-KM
CCR2+/+
CD
CFU-GM
CX3CR17~
d

ddCT

DNA

E.coli
EDTA
ELISA
FACS

FCS

FITC

FL

Grad Celsius

Mikroliter

Mikrometer

Antikorper

Aqua destillata

acute respiratory distress syndrome
Bronchoalveolére Lavage

Bovines Serumalbumin

CC-Chemokin Ligand

CC-Chemokin Ligand 2

(entspricht in alter Nomenklatur: MCP-1)
CC-Chemokinrezeptor 2

CCR2-defizient

CCR2-defizient

chimére Wildtyp-Mé&use mit CCR2-defizientem Knochenmark
CCR2-exprimierend

Cluster of differentiation

colony-forming unit, granulocyte-macrophage
Fraktalkine-Rezeptor-defiziente Méuse
Tage

DeltaDeltaCT

Desoxyribonucleinsédure

Escherischia coli
Ethylendiaminotetraessigséure
Enzyme-linked immunosorbent assay
Fluorescense-activated cell sorting
Fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat

Fluoreszenz

AbkUlrzungsverzeichnis----------=--==semsmmm oo



-------------- AbkUlrzungsverzeichnis----------=--==semsmmm oo

FR-KO Fraktalkine-Knockout-Mause

FSC Vorwartsstreulicht

G Gauge

Gy Gray

GFP grin fluoreszierendes Protein
G-CSF Granulocyte colony stimulating factor
GM-CSF Granulocyte macrophage colony stimulating factor
h Stunden

HE Hamatoxylin-Eosin

HGF Hepatocyte growth factor

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IRDS infant respiratory distress syndrom
V. intravenous

IVC-racks isoliert ventilierte K&fige
JE/MCP-1 rekombinantes murines MCP-1
KGF Keratinocyte growth factor

KM Knochenmark

KMT Knochenmarkstransplantation

LAL Limulus-Amdobozytenlysat-Assay
LPS Lipopolysaccharid

Ly Lymphozyt

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1
M-CSF Macrophage colony stimulating factor
min Minuten

ml Milliliter

mM Millimolar

MNC mononukledre Zellen

MRNA Messenger-RNA

NaCl Natrium-Chlorid

ng Nanogramm

NK-Zellen natural killer-Zellen

nm Nanometer



-------------- AbkUlrzungsverzeichnis----------=--==semsmmm oo

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

PCR Polymerase Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

pg Pikogramm

PMN Polymorphkerniger neutrophiler Granulozyt

PTP Proteintyrosinphosphatase

rAM Residenter Alveolarmakrophage

RANTES Regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted
RNA Ribonucleinsdure

rpm Umdrehungen/min

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
S Sekunden

S Serum

SEM Standard error of the mean

SPF specific pathogen-free

SSC Seitwartsstreulicht

TGF-beta Transforming growth factor-beta

TNF Tumor Nekrose Faktor

U Units

\Y Volt

Vs. Versus

W Watt

WT Wildtyp

WT-KM Chimare Wildtyp-Mause mit Wildtyp-Knochenmark



-------------- -Einleitung-----------=--=-- oo

1 Einleitung

1.1 Pneumonie und ARDS

Die ambulant erworbene Pneumonie (community acquired pneumonia/CAP) ist die
weltweit haufigste Infektionskrankheit und deshalb von hoher sozialmedizinischer und
O0konomischer Bedeutung (1, 2). Ausléser der ambulant erworbenen Pneumonie sind in
der Uberwiegenden Mehrzahl der Falle bakterielle Krankheitserreger. Das akute
Atemnotsyndrom des Erwachsenen (acute respiratory distress syndrom/ARDS) ist eine
gefiirchtete Komplikation einer Pneumonie und auch heute noch mit einer hohen
Letalitat verbunden (1, 3). Die Pathomechanismen der gewebsschéadigenden pulmonalen
Inflammation sind noch unzureichend untersucht.

Die akute pulmonale Inflammation ist durch eine friihe und ausgepréagte Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten aus dem Gefélbett der Lunge Uber die endo-/epitheliale
Barriere, in den Alveolarraum der Lunge charakterisiert (4-7). Im Gegensatz zur gut
untersuchten Rolle der neutrophilen Granulozyten im Entziindungsprozess ist die
Funktion  der spater rekrutierten  Monozyten im  akuten  pulmonalen

Entziindungsgeschehen nur unzureichend bekannt (8-10).

1.2 Pathophysiologie der pulmonalen Inflammation

Forschungen der letzten Jahre  haben eine Vielzahl von Chemokinen und
Adhésionsmolekulen identifiziert, die an den Transmigrationsprozessen von Monozyten
und neutrophilen Granulozyten ins Lungenparenchym beteiligt sind (9, 11-17).

Fur Patienten mit ARDS konnte gezeigt werden, dass neben der neutrophilen
Granulozyten- und Monozytenrekrutierung in den Alveolarraum die Konzentration des
Chemokins CCL2 (monocyte chemoattractant protein 1, MCP-1) in der
bronchoalveoldren Lavage Flussigkeit (BALF) deutlich erhoht ist (3). Auch beim
Atemnotsyndrom des neugeborenen Kindes (IRDS) (18), bei chronischen
Lungenerkrankungen (19, 20), bei der Hypersensitivitdtspneumonitis (21), bei
granulomatésen Lungenerkrankungen (22, 23), beim Asthma (24, 25) und in
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experimentellen Sepsismodellen (26) konnten erhohte CCL2-Spiegel in den
broncheoalveolaren Lavagen nachgewiesen werden.

CCL2 gehort zur Gruppe chemotaktischer Proteine aus der Chemokinfamilie, welche
die  Gewebsrekrutierung neutrophiler  Granulozyten und Monozyten unter
inflammatorischen Bedingungen steuern (27). Die Gruppe der Chemokine wird in vier
Untergruppen unterteilt, welche sich in der Anzahl und Anordnung der ersten Cysteine
in ihrer Aminosdurenkette unterscheiden: CC-Chemokine, wie RANTES (regulated
upon activation, normal T-cell expressed and secreted) und CCL2 (monocyte
chemoattractant protein 1); CXC-Chemokine, wie Interleukin-8, C-Chemokine und
CX(3)C-Chemokine (28).

Chemokine ihrerseits gehoren zur Superfamilie der Zytokine und entfalten ihre
chemotaktische Wirkung auf die Zielzelle durch Bindung an 7-transmembransegment-
Proteine, welche ihr Signal Uber intrazelluldre heterotrimere G-Protein-Komplexe
vermitteln (27, 29).

1.3 Die CCL2-CCR2-Achse in der pulmonalen Inflammation

Das CC-Chemokin CCL2 wird von makro- und mikrovaskulédren Endothelzellen der
pulmonalen Strombahn, von Alveolarepithelzellen, residenten Makrophagen,
zirkulierenden  Monozyten, neutrophilen Granulozyten, glatten Muskelzellen,
Keratinozyten und Fibroblasten produziert (30-34). CCL2 weist primdr chemotaktische
Eigenschaften fur Monozyten und Lymphozyten auf (35-38). Die priméren Zielzellen
des h&matopoetischen Zellsystems, welche in vivo durch CCL2 in inflammatorisch
verandertes Gewebe rekrutiert werden, sind zirkulierende Blutmonozyten (17). Diese
tragen auf ihrer Zelloberflache eine homogene Verteilung des CCL2-Rezeptors CCR2
(39).

Die Abhéngigkeit der inflammatorischen Akkumulation von Monozyten in
verschiedenen Organsystemen von CCL2 konnte anhand von transgenen Mausmodellen
nachgewiesen werden (38, 40). Fir die Rekrutierung zirkulierender Monozyten aus der
Blutstrombahn in die Lunge scheint die inflammatorisch induzierte CCL2 Produktion in

Alveolarepithelzellen relevant zu sein (35).
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Das Chemokin CCL2 ist nicht nur essentiell fiir die inflammatorische Rekrutierung von
Monozyten, sondern es beeinflusst auch den Aktivierungszustand dieser Zellen (41).
CCL2 induziert in den Monozyten eine Erhohung des intrazelluldren Kalzium-Gehaltes,
die Freisetzung von Arachidonséurederivaten und einen respiratorischen Burst (34, 41,
42).

Zusétzlich werden weitere Monozyten-Makrophagen Funktionen durch CCL2
moduliert, unter anderem durch die Steigerung der beta2-Integrinexpression (43, 44),
welche an der Monozytenpassage uber die endo- und epitheliale Barriere in vitro und in
vivo beteiligt ist (11, 12).

CCL2 hat neben der Wirkung auf die Monozyten einen allerdings deutlich schwécheren
chemotaktischen Effekt auf CD-4-positive T-Lymphozyten, basophile Granulozyten
und NK-Zellen (20, 35, 40, 45, 46). Auf Alveolarmakrophagen ist CCR2 mit deutlich
geringerer Dichte als auf Blutmonozyten exprimiert (30). Die Expression von CCR2 auf
humanen wie auch murinen mononukledren Phagozyten wird durch inflammatorische
Stimuli reguliert (31, 47, 48). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die CCL2-
vermittelte wie auch eine Uber bakterielles Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte CCR2-
Internalisierung (Liganden-abhé&ngiges-Rezeptor-recycling) in Funktionsassays zu einer
passageren Anergie der Phagozyten gegeniiber dem Liganden CCL2 fiihrt. Es wurde
ebenfalls gezeigt, dass die Expressionsdichte des CCR2-Rezeptors im Verlauf der
Monozyten-Makrophagen-Differenzierung herunterreguliert wird (30).

Die durch bakterielle Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen associated
molecular pattern/PAMP) wie LPS induzierte alveoldre Monozytenrekrutierung ist
strikt abhangig von der CCL2-Interaktion mit seinem Rezeptor CCR2 auf der
Monozytenoberflache (49).
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LPS

Gefal

Differenzierung

Makrophage

Lymphoz yt

Abbildung 1. Induktion, Produktion und Wirkung von CCL2.

Der  Bakterienbestandteil LPS  induziert die  Zytokin-Produktion  der
Alveolarmakrophagen, die wiederum unter anderem die Alveolarepithelzellen zur
Produktion von CLL2 anregen. CCL2 wirkt sowohl migrations- wie auch
differenzierungsfordernd auf Monozyten.
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1.4 Zirkulierende Blutmonozyten

Zirkulierende Blutmonozyten sind wichtige Bestandteile des mononukledren
Phagozyten Systems (MPS), zu welchem neben Blutmonozyten die Gesamtheit der
gewebetypischen Makrophagen und die dendritischen Zellen z&hlen (50). Zirkulierende
Blutmonozyten selbst gehen aus hdmatopoetischen Vorlauferzellen des Knochenmarks
hervor (51, 52). Die sowohl fir die Neutrophilen-, als auch fir die
Monozytenentwicklung relevante h&matopoetische Vorldauferzelle wird als CFU-GM
(colony forming unit of the granulocytic and monocytic lineage) bezeichnet, aus
welcher neben  Neutrophilen-Vorlduferzellen auch sogenannte  Monoblasten
hervorgehen (53). Monoblasten ihrerseits reifen im Knochenmark zu Promonozyten
(54), welche als Vorléuferzellen zirkulierender Monozyten zu betrachten sind, die
ihrerseits nach unterschiedlicher Verweildauer im Blut in Organgewebe emigrieren, wo
sie zu den gewebetypischen Makrophagen ausdifferenzieren (50, 55, 56). Dieser
komplexe Prozess der Monozyten-Makrophagendifferenzierung wird durch
verschiedene Wachstumsfaktoren reguliert (G-CSF, M-CSF, GM-CSF) (57). Eine der
wichtigsten bisher definierten Funktionen zirkulierender Blutmonozyten besteht somit
zweifelsfrei in ihrer Funktion als Progenitorzelle gewebetypischer Makrophagen (58).
Das mononukledr-phagozytare Zellsystem ist ein hocheffizientes Netzwerk
gewebetypischer professioneller Phagozyten, das entscheidend zur angeborenen

Immunitat (,,innate immunity*) des Organismus an Grenzflachen beitragt (59).

11
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P

Promyelozyt Granulozyt
CFU-GM
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Vorlauferzelle
Monoblast Promonozyt = Monozyt Makrophage

Abbildung 2. Entwicklung des monozytar-phagozytaren Systems

Aus der hamatopoetischen Vorlduferzelle entwickeln sich sowohl die
Vorlduferzelle der neutrophilen Granulozyten wie auch die Vorlauferzelle der
Monozyten, die Monoblasten. Diese differenzieren tber Promonozyten zu den
aus dem Knochenmark in die periphere Blutbahn austretenden Monozyten, um

dann im Gewebe die Enddifferenzierung zu Makrophagen zu erreichen (51, 53).

Die charakteristischen Veranderungen in der friihen pulmonalen Entziindungsreaktion
sind bereits umfassend untersucht worden (4, 60). Hier kénnen Monozyten eine
proinflammatorische Schrittmacherfunktion tibernehmen (10, 52, 61). Hierzu zahlt unter
anderem der Einfluss CCR2-exprimierender zirkulierender Monozyten auf die frihe
und intensive Rekrutierung neutrophiler Granulozyten aus dem Gefalbett in den
Alveolarraum der Lunge (4-7, 62).

Die Rolle von Monozyten/Makrophagen bei der Terminierung der Entziindung und in
der Reparaturphase ist demgegenuber unzureichend untersucht. Wie bereits von Amano
et al. beschrieben, spielt diese Phase fur die Wiederherstellung der Organfunktion eine
entscheidende Rolle (60). Es ist bekannt, dass die friihe Rekrutierung neutrophiler

Granulozyten bereits den ersten Schritt zur Terminierung der pulmonalen

12
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Entzindungsreaktion nach bakterieller Infektion darstellt. Die neutrophilen
Granulozyten werden im AnschluR an die Bekdmpfung der Bakterien apoptotisch und
als potentielle Quelle fir die Freisetzung lokaler Gewebe-zerstérende Substanzen durch
Makrophagen phagozytiert (Efferozytose) (62, 63). Die pulmonale Inflammation wird
durch Beseitigung der apoptotischen neutrophilen Granulozyten limitiert und terminiert
(60, 62).

1.5 Mausmodell der pulmonalen Inflammation

Zur Charakterisierung der inflammatorischen Funktion von Monozyten im Kontext
akuter pulmonaler Inflammation wurde ein Mausmodell entwickelt, welches mit Hilfe
der DurchfluRzytometrie ein Monitoring des Monozytenverkehrs in die Lunge unter
nicht-entzlindlichen sowie unter akut-entzlindlichen Bedingungen erlaubt (9, 64, 65).
Eine Differenzierung von konstitutiver und Entzindungs-getriebener Migration von
Monozyten ist im Hinblick auf die unterschiedliche Funktion der Monozyten unter den
jeweiligen Bedingungen wie bereits von Maus et al und Srivastata et al beschrieben
wichtig (61, 66). In diesem Modell lieR sich zeigen, dass die alleinige Deposition von
rekombinantem murinen CCL2 (JE, MCP-1) in die Lungen von Wildtypmé&usen eine
selektive alveoldre Monozytenakkumulation induzierte (64, 65). Demgegenuber
induzierte die intratracheale Applikation von bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) von
Escherichia coli eine starke, selbstlimitierte pulmonale Inflammation mit Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten und Monozyten (67).

Escherischia coli Bakterien gehdren zu den Vertretern der Gram-negativen-Bakterien
(68).  Bakterien aus dieser Gruppe konnen schwer verlaufende nosokomiale
Pneumonien mit hoher Mortalitdt auslésen (1, 69-73). Lipopolysaccharide sind
Zellwandbestandteile Gram-negativer Bakterien, die zu den aktivsten biologischen
Entziindungsstimulatoren gehdren (74). Es gibt  zwischen den verschiedenen
Escherischia coli Stdammen Unterschiede im Aufbau der Lipopolysaccharide (75, 76).
Aus Standardisierungsgrinden wurde im Mausmodell der LPS-induzierten pulmonalen
Inflammatin Uberwiegend das hoch aufgereinigte Lipopolysaccharid von Escherischia
coli Bakterien des Serotyps O111:B4 eingesetzt (77).

13
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Die Rolle der CCL2/CCR2 Achse fur die pulmonalen Monozytenrekrutierung wurde
durch vergleichende Untersuchungen an Wildtyp und CCR2-defizienten Mausstamme

sowie an Knochenmarkschimaéren dieser Tiere spezifiziert (27,49).

1.6 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, welche Rolle alveolér rekrutierte
CCR2 exprimierende Monozyten in der akuten pulmonalen Entzlindungsreaktion

spielen.

Hierzu wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1) Etablierung eines Mausmodells mit starker pulmonaler Inflammation und
alveolérer Rekrutierung von Monozyten nach intratrachealer Instillation von
LPS

2) Etablierung eines chimédren Modells mit CCR2-defizienten zirkulierenden
Spender-Monozyten in Wildtyp Empfanger-Mé&usen

3) Analyse des Einflusses rekrutierter CCR2-exprimierender Monozyten auf die
pulmonale Inflammation in vivo

4) Differenzierung proinflammatorischer und antiinflammatorischer/regenerativer
Effekte alveoldr rekrutierter CCR2-exprimierender Monozyten bei akuter

pulmonaler Inflammation
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Mikropraparierbesteck

Orthoplan Hellfeldmikroskop
PCLYSIS Software

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Rittelgerat VVortex
Stereomikroskop

Zentrifugen

Zytozentrifuge

-Material und Methoden----------=-==-==-mmmmmom e

Heraeus, D-Hanau

Molecular Devices, D-Ismaning

Tecan, D-Crailsheim

CLINAC 600C, Varian

Becton Dickinson, Mountain View, CA,USA
Becton Dickinson, Mountain View, CA,USA
Perkin Elmer, D-Weiterstadt

Leica, D-Wetzlar

Hammacher, D-Solingen; Aesculap, DTuttlingen
Leica, D-Wetzlar

Becton Dickinson, D-Heidelberg

Scott, D-Hofheim

Perkin Elmer, D-Weiterstadt

Eppendorf, D-Hamburg; Abimed, DLangenfeld
Janke & Kunkel, D-Staufen

Leica MS 5 Leica, D-Wetzlar

Heraeus, D-Hanau

Shandon, D-Frankfurt
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Abbocath 26G Venenverweilkatheter
Antikorper

Ammoniumchlorid
Amobozytenlysat-Assay Coatest
Anti-Maus CD45 Antikdrper

Agua destillata

Bepanthen Augensalbe
Blutprobenréhrchen mit EDTA
EDTA

Einwegmaterial aus Polypropylen,
Polyethylen, Polystyren

Ethanol 100%

Faden, Vicryl, 4.0 und 6.0

FCS (Fotales Kalberserum)
FITC-Albumin

FITC-konjugierter Ziege-anti-Ratte-AK
Forene® (Isofluran)
Fraktalkine-Rezeptor-defizienten Mause
Giemsa-L0Osung

Hamatoxylin-Eosin

HSA (Humanes Serumalbumin)
Injekt F 1ml-Spritze
Ketaminhydrochlorid (Ketavet®)
Leibovitz L15-Medium

LPS

Magnesiumchlorid

Maus TNF-a ELISA-Kit
May-Grinwald-Ldsung
Methylgriinldsung

Mikrotiterplatten, flexibel

16
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Abbott, Sligo, Irland

BD Biosciences, D-Heidelberg
Sigma, D-Munchen

Chromogenix, Mdlndal, Schweden
Dako, D-Hamburg

Pharmacia & Upjohn, D-Erlangen
Hoffmann-LaRoche, D-Grenzach-Whylen
KABE Labortechnik, D-Nurnberg
Merck, D-Darmstadt

Eppendorf, D-Hamburg; Falcon, D-
Heidelberg; Costar, D-Bodenheim
Riedel-deHaen, D-Seelze

Johnson & Johnson Intl, Belgien
Gibco, D-Karlsruhe

Sigma, D-Deisenhofen

Serotec, D-Minchen

Abbott, D-Wiesbaden

Taconic, Germantown, NY

Merck, D-Darmstadt

Merck, D-Darmstadt

Sigma, D-Miinchen

Braun, D-Melsungen

Pharmacia & Upjohn, D-Erlangen
Gibco, D-Karlsruhe

Sigma, D-Miinchen

Merck, D-Darmstadt

R&D Systems, D-Wiesbaden

Merck, D-Darmstadt

Merck, D-Darmstadt

Falcon, BD-Biosciences, DHeidelberg



MMLYV Reverse Transkriptase
Natriumchlorid 0,9%

Nylon cell stainer

Omnican 30 1ml-Insulinspritze
Omnifix 100 Spritze (1 ml)

PBS-/- 10%

Phenol/Chlorophorm

PKH26-PCL mit Verdinnungsldsung
Ratte-anti-Maus-Antikdrper

(F4/80, CD18, CD45, CD49d)
RNAse- freie Deoxyribonuklease |
RNAsin

RPMI 1640 mit und ohne GlutaMAX |
Softasept-Desinfektionslésung

Sterile Kanulen

Sterile Skalpelle
TagMan™ PCR Reaction Kit
TissueTek
TRIS
Trypanblaulésung
Wildtypmé&use C57BL/6
CD45.1
CD45.2
Xylazinhydrochlorid (Rompune)

-Material und Methoden
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Gibco, D-Karlsruhe

Pharmacia & Upjohn, D-Erlangen,
Fresenius, D-Bad Homburg

BD Bioscienses, D-Heidelberg
Braun, D-Melsungen

Braun, D-Melsungen

PAA, D-Colbe

Roth, D-Karlsruhe

Sigma, D-Miinchen

Serotec, D-Miinchen

Sigma, D-Munchen

Serva, D-Heidelberg

Gibco, D-Karlsruhe

Braun, D-Melsungen
Teruma, Leuven, Belgien; Becton
Dickinson, Drogheda, Irland
PFM, D-Kdln

Perkin Elmer, D-Weiterstadt
Sigma, D-Munchen

USB, Cleveland, Ohio, USA
Sigma, D-Miinchen

Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA
Charles River, D-Sulzfeld

Bayer, D-Leverkusen
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2.1.3 Verwendete Losungen

PBS 1-fach (-/-) PBS 10 fach (-/-)
1: 10 verdinnt
mit
Aqua. dest.
PBS/ EDTA als Spulflissigkeit bei PBS 1-fach (-/-)
bronchoalveolérer Lavage EDTA-Versen 5mM
pH 7,2
Waschpuffer fir Immunfluoreszenz/ PBS 1-fach (-/-)
FACS Mausserum 5%
Verdunnung fir Antikérper PBS 1-fach(-/-)
Mausserum 10 %

2.1.3.1 Lipopolysaccharid (LPS)

E. coli Endotoxin (E. coli LPS, Serotyp O111:B4) wurde von Sigma, Deisenhofen,

bezogen.

2.1.4 Antikorper

Zur Fluoreszenzmarkierung des CD45.1-Alloantigens (Ly 5.1, Leukocyte common
antigen, LCA) auf peripheren Blutleukozyten und mononukledren Phagozyten aus der
bronchoalveoldren Lavage wurden FITC- oder Phycoerythrin (PE)-markierte
monoklonale Maus-anti-Maus-CD45.1-Antikdérper (Klon A20, Isotyp Maus 19G2,)
verwendet. Die Expression des CD45.2-Alloantigens (Ly 5.2, LCA) auf peripheren
Blutleukozyten und Makrophagen aus der BAL wurde mit FITC-markierten
monoklonalen Maus-anti-Maus-CD45.2-Antikérpern (Klon 104, Isotyp Maus 19G2,)
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erfasst. Alle Antikérper und die dem Isotyp entsprechenden Kontroll-Antikorper
wurden von BD Biosciences, Heidelberg, bezogen. Phycoerythrin-markiertes Annexin

V wurde von BD Biosciences, Heidelberg, bezogen.

2.1.5 Versuchstiere

In allen Experimenten wurden weibliche M&use im Alter von 10-12 Wochen mit einem
Gewicht von 18-21 g verwendet. Es wurden je nach Experiment verschiedene

Mausstdmme eingesetzt.

2.1.5.1 Wildtypmause

Die  Wildtypmduse C57BL/6 mit dem  Alloantigen CD45.2  (Ly5.2
Proteintyrosinphosphatase, PTP) wurden von Charles River, Sulzfeld, bezogen.

2.1.5.2 Empfangermause im Chimarenmodell

Die Empfangermaduse fur die Knochenmarkstransplantation waren C57BL/6 M&use mit
dem Alloantigen CD45.1 (Ly5.1 PTP) auf zirkulierenden Leukozyten und wurden von

Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA, bezogen.

2.1.5.3 CCR2-defiziente Mause

Die CCR2-defizienten Mause wurden auf dem gemischten C57/BL6 x 129/Ola
genetischen Hintergrund durch gezielte Zerstérung des CCR2 Gens generiert (27).
CCR2-defiziente Tiere wurden dann flr sechs Generationen in den genetischen
C57/BL6 Hintergrund zuriickgekreuzt. Die Eltern wie auch die Nachkommen der
CCR2-defizienten Mause mit C57/BL6 Hintergrund wurden unter keimfreien
Bedingungen (SPF) geziichtet.
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2.1.5.4 Fraktalkine-Rezeptor defiziente Mause (CX3CR1-GFP/GFP)

Die Fraktalkine-Rezeptor defizienten Mause CX3CR1-GFP/GFP C57/BL6 wurden von
Taconic (Germantown, NY) bezogen, wo sie auf den C57/BL6 Hintergrund fir 10
Generationen zuriickgekreuzt wurden (78, 79).

Die Tiere wurden im zentralen Tierstall der Justus-Liebig-Universitdt Giellen unter
SPF-Bedingungen (spezifisch pathogen freien Bedingungen) vermehrt und gehalten. Sie

erhielten freien Zugang zu Wasser und Futter.

2.1.5.5 CX3CR1 " Mause

Heterozygote CXsCR1 *"®F transgene Mause wurden durch Kreuzungen zwischen
CX3CR1-GFP/GFP C57/BL6 mit C57/BL6 Wildtyp Tieren generiert (79).
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2.1.5.6 Chiméare Mause

Zur Herstellung chimarer Mé&use wurden Empfangermause mit Alloantigen CD 45.1

(Ly 5.1 PTP) Expression letal bestrahlt und mit aufgearbeitetem Knochenmark von

Spendermdusen mit Alloantigen CD 45.2 (Ly 5.2 PTP) Expression transplantiert

(Abbildung 3).

CD 45.2 Maus

= Spendermaus

CD 45.1 Maus

= Empfangermaus

CD 45.1 Maus mit i.v. transfundiertem CD 45.2 KM

Abbildung 3: Herstellung chimérer Mause: CD 45.2 exprimierenden Mé&usen wurde

das Knochenmark aus dem Femur entnommen und Knochenmarks-Zellen isoliert. CD

45.1 tragenden Empfénger-Mausen wurden nach einer Ganzkdrper-Bestrahlung die

isolierten Knochenmarkszellen CD 45.2 exprimierender Spender-Mé&use intravends

transplantiert.
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2.1.5.6.1 Bestrahlungsregime

Die Empfangermduse wurden einer Ganzkorperbestrahlung mit 11 Gy eines
Elektronenbeschleunigers unterzogen. Diese letale Bestrahlung der Mause wurde
fraktioniert mit einer Pause von 3h vorgenommen, um die gastrointestinalen

Komplikationen zu reduzieren (80, 81).

2.1.5.6.2 Isolation und Aufarbeitung der Knochenmarkszellen

Die Knochenmarkszellen der Spenderméuse wurden unter sterilen Bedingungen aus der
Markhohle der langen Réhrenknochen Tibia und Femur gewonnen (80).

Die Spendermause wurden mit einer Uberdosis an Inhalationsnarkose (Isofluran)
getotet. Im Anschluss wurden sie desinfiziert und durch einen kleinen Schnitt auf der
dorsalen Seite des Riickens proximal des Schwanzes wurde das Fell vollstandig uber die
Extremitaten abgezogen. Weiterhin unter sterilen Bedingungen arbeitend wurden ohne
Verletzung die langen Ro6hrenknochen von Muskeln und Sehen befreit und das
Huftgelenk vorsichtig aus der Pfanne luxiert. Nach Isolierung und Freipréparieren von
Tibia und Femur beidseits wurde der Beckenknochen ebenfalls von Muskeln und
Sehnen befreit und wie die Gbrigen Knochen bis zur weiteren Verarbeitung zwischen
sterilen befeuchteten Kompressen aufbewahrt.

Mit einem sterilen Skalpell wurde der Knochenmarkskanal durch das Abtrennen der
Epiphysen eroffnet. Dieser Kanal wurde anschliefend mit Iml RPMI 1640 + 10 % FCS
pro Knochen gespilt um das Knochenmark herauszulésen. Mit Hilfe einer
Eppendorfpipette erfolgte die Vereinzelung der Zellen, so dass die Zellsuspension
mittels eines 40 um Nylon Cell Stainer (BD Biosciences) gefiltert werden konnte.
Dieses Filtrat wurde in 5ml Leibovitz-L15 Medium aufgenommen, die Zellen wurden
gezahlt, abzentrifugiert (1400 rpm, 9 min, 20°C) und in einer Konzentration von 1x10’

Zellen / 150pl in Leibovitz-L 15 Medium resuspendiert.
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2.1.5.6.3 Knochenmarkstransplantation

Den letal bestrahlten Empfiangerméausen wurden unter sterilen Bedingungen 1x10’
Knochenmarkszellen in sediertem Zustand in die Schwanzvene infundiert. Nach der
Transplantation wurden die Mé&use in isoliert ventilierten Kéafigen (IVC-Racks) mit
speziellen keimfreien Bedingungen untergebracht und erhielten autoklaviertes Futter

und Wasser.

2.1.5.7 Adoptiver mononuklearer Zell-Transfer

CCR2-defizienten Mausen wurden mononukledre  Wildtyp-Zellen intravends
verabreicht. Die Wildtyp-Mause wurden mit einer Uberdosis Inhalationsnarkotikum
getotet und wie unter 2.2.2 beschrieben erfolgte die Blutennahme mit anschlieender
Antikoagulation.

Unter sterilen Bedingungen wurde das antikoagulierte Blut mit PBS (Phosphat-
gepufferte Kochsalzlésung) verdinnt und anschlielend vorsichtig auf ein mit
Lympholyte gefulltes ProbengefaR (berschichtet. Nach Zentrifugation (1200 rpm, 10
min, 4°C) wurde die Interphase abpippetiert, in steriles Leibovitz-L 15 Medium
uberfuhrt und erneut zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 4°C). Im Anschlu} wurde der
Uberstand dekantiert. Das Zellpellet wurde in Leibovitz-L 15 Medium resuspendiert
und danach gefiltert. Nach Bestimmung der Zellzahl im Filtrat wurden 1x10’

mononukleare Zellen in CCR2-defiziente Mausen Uber die Schwanzvene transfundiert.
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimenteller Versuchsabschnitt

Zur Untersuchung der Funktion CCR2-exprimierender Monozyten wurden die

folgenden Experimente mit 6 unterschiedlichen Mausgruppen durchgefihrt. Ziel war

es, die Unterschiede zwischen zwischen Wildtyp- und Chemokin-Rezeptor-defizienten

Tieren sowie Knochenmarkschiméaren dieser Mausstamme im Modell der Endotoxin

induzierten akuten Lungenschadigung zu definieren.

Zusammenstellung der 6 verschiedenen experimentellen Tiergruppen:

Gruppe 1:
Gruppe 2:
Gruppe 3:
Gruppe 4.

Gruppe 5:

Gruppe 6:

Wildtyp-Méuse

CCR2-defiziente Mause

Fraktalkine-Rezeptor defiziente Mé&use

Chimére letal Dbestrahlte Wildtyp-Mduse mit Transplantation von
Wildtyp-Knochenmark

Chimére letal bestrahlte Wildtyp-Méause mit Transplantation von CCR2-
defizientem Knochenmark

CCR2-defiziente Ma&use mit adoptivem Transfer mononukledrer

Blutzellen von Wildtyp-Mé&usen
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Gruppen Abkiirzung Behandlungsregime CCR2- CCR2-
Expressions- Expressions-
profil im profil in der
peripheren Blut Lunge

1. Wildtyp- WT +++ +++

Mause

2. CCR2- CCR2-KO

defiziente- (CCR27/)

Mause

3. Fraktalkine- FR-KO +++ +++

Rezeptor (CX3CR17)

defiziente

Mause

4. chimare WT-KM Letale Bestrahlung +++ +++

Wildtyp-Méuse der Wildtyp-Méuse

mit Wildtyp- mit Wildtyp-

Knochenmark Knochenmarks-

transplantation

5. chimare CCR2-KO-KM Letale Bestrahlung +++

Wildtyp-Méuse der Wildtyp-Mause

mit CCR2- mit CCR2-

defizientem defizienter

Knochenmark Knochenmarks-

transplantation

6. CCR2- CCR2-KO + CCR2-defiziente +++

defiziente WT-MNCiv Mause mit

Mause mit intravendser

mononuklearer Zelltransfusion

Zelltransfusion mononuklearer

von Wildtyp- Wildtyp-Zellen

Mausen

Abbildung 4: Tabellarische Auflistung der CCR2-Expressionsprofile der experimentellen Tier
Gruppen im periperen Blut und im Lungengewebe. Fur die Knochenmarkschiméren und den
Die

Expressionsprofile vergleichen das Vorhandensein des CCR2-Rezeptors im peripheren Blut und

adoptiven Zelltransfer ist das Behandlungsregime zur Generierung  angegeben.
in der Lunge.
+++ steht fur CCR2 exprimierende Zellen und --- steht fir CCR2 defiziente Zellen im

untersuchten Gewebe.
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2.2.1.1 Narkose

Die Narkoseeinleitung erfolgte durch eine ca. 20 Sekunden andauernde Sedierung
mittels einer mit Isofluran gefillten Aetherglocke. Danach erfolgte die intramuskuldre
Gabe von Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer, Leverkusen) zur tiefen Sedierung
und Muskelrelaxierung. Hierfir wurde eine Endkonzentration von 6 mg/kg
Kaorpergewicht Xylazinhydrochlorid bendétigt. Die eigentliche Narkose wurde durch die
intramuskuldre Gabe wvon 50ul einer Ketaminhydrochloridlésung (Ketavet®,
Pharmacia, Upjohn) eingeleitet (Endkonzentration 50 mg/kg Korpergewicht). Wahrend
des operativen Eingriffs erfolgte die Aufrechterhaltung der Narkose durch
intramuskuldre Gabe von 20-30 pl der Ketaminhydrochloridldsung.

2.2.1.2 Durchfihrung des Limulus-Amdbozytenlysat-Assays zur
Bestimmung der LPS-Kontamination

Zum Ausschluss von Endotoxinkontaminationen der verwendeten LoOsungen und
Praparationen wurde ein Limulus Amobozytenlysat Assay (LAL) durchgefuhrt. Der
Test weist sehr sensitiv und spezifisch bakterielles Endotoxin in Konzentrationen von >
0,015 U/ml (1,25 pg/ml) nach. Das Test-Prinzip beruht auf der Aktivierbarkeit eines
Limulusenzyms durch Endotoxin, welches p-Nitro-Anilin von einem chromogenen
Substrat abspaltet. Dadurch kommt es zu einem Farbumschlag, der photometrisch bei
einer Wellenldange von 405 nm erfasst und (ber eine Standardkurve in
Konzentrationswerte umgerechnet werden kann. Standards und Proben wurden im
Duplikat gemessen. Hierzu wurden 100ul der 37°C warmen Proben, Standards und
Kontrollen in 100ul LA-Lysat gegeben, nach 15 min 200ul der Substrat-Puffer-Ldsung
zugegeben, die ablaufende Farbreaktion nach 8 min durch die Zugabe von 100ul
20%iger Essigsaure abgestoppt und anschliel’end im Photometer gemessen.

2.2.1.3 Intratracheale Instillation von Lipopolysaccharid (LPS)

Die Mduse wurden wie oben beschrieben narkotisiert. Nachdem beide Augen mit

Bepanthen Augensalbe versorgt worden waren um das Austrocknen vorzubeugen,
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erfolgte die Fixation der Méuse an den Extremitdten in Rickenlage. Der Halsbereich
wurde mit Ethanol desinfiziert und das Fell wurde anschlieBend in Fellwuchsrichtung
auf Hohe der Trachea abrasiert. Nach erneuter Desinfektion erfolgte eine senkrechte, in
der Medianlinie des Halses ventral der Trachea gefiihrte, ca 0,5cm lange Inzision unter
stereomikroskopischer Kontrolle. Das nun unter dem Schnitt befindliche Gewebe
wurde mit sterilen feinen Pinzetten stumpf dissektiert, um die Trachea frei zu legen.
Nach Erlangung freier Sicht auf die Trachea erfolgte dann eine Querinzision mit einer
23G Kanule zwischen zwei Trachealspangen. Mit Hilfe dieser Inzision konnte man
einen sterilen 26G Venenverweilkatheter in die Trachea einbringen. Von dem kurz
vorher angefertigten Reagenz, jeweils abhangig von dem beabsichtigten Experiment,
wurde ein Volumen von 70ul in einer 1ml-Spritze (Omnifix® 100) aufgezogen und auf
den Venenverweilkatheter angesetzt. Unter visueller Kontrolle der Atmung wurde
langsam und fraktioniert das Volumen in die Lunge instilliert. Nach vollstdndiger
Instillation des gesamten VVolumens wurde der Venenverweilkatheter aus der Trachea
entfernt. Die Wunde wurde anschlieBend mit einem Vicrylfaden (6,0) in zwei bis drei
Stichen vernaht und sorgféltig mit Softasept Desinfektionslosung befeuchtet.

Die Tiere wurden nach Erwachen aus der Narkose in ihre Kafige zuriickgebracht und
hatten freien Zugang zu Wasser und Futter.

Je  nach  Fragestellung  wurden  unterschiedliche = Konzentrationen  des
Lipopolysaccharides appliziert. Das hoch aufgereinigte lyophilisierte E. coli O111B5-
LPS (Sigma, Deisenhofen) wurde mit isotoner Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) in einer
Konzentration von 1 mg/ml restituiert, aliquotiert und bei —18°C aufbewahrt, wobei
dieser Schritt wie auch die folgenden Aufarbeitungen unter sterilen Bedingungen statt
fanden. Es wurden intratracheale Instillationsexperimente mit einer Dosis von 1ug,
10pg und 50ug Lipopolysaccharid durchgefiihrt, wobei jeweils ein Gesamtvolumen von
70l instilliert wurde. Die Kontrollgruppe erhielt eine intratracheale Instillation von
70pl isotoner Kochsalzlgsung.

2.2.2 Durchfuhrung der Blutentnahme

Bei Experimenten, fur die eine venose Blutentnahme vorgesehen war, wurden die
Mause zu definierten Zeitintervallen nach Behandlung mit LPS oder mit isotoner

Kochsalzlésung durch eine Uberdosierte Inhalationsnarkose mit Forene (Isofluran,
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Abbott) getdtet. Zur vendsen Blutentnahme wurde die Maus in Riickenlage fixiert und
das Fell mit Softasept Desinfektionsmittel befeuchtet. Zuerst wurde mit einer
Mikropraparierschere das Fell tber der Bauchhohle angehoben und eingeschnitten,
daraufhin erfolgte das stumpfe Entfernen des Fells um eine klare Sicht auf die
Bauchhohle zu erhalten und diese anschlielend zu erdffnen. Die Vena cava inferior
wurde danach ebenfalls stumpf frei prapariert. Die Bifurkation wurde mit einer 23G
Kantle auf einer 1 ml-Spritze (Omnifix® 100) punktiert und ca. 800ul venoses Blut

aspiriert.

2.2.2.1 Gewinnung von Blutleukozyten

Zur Antikoagulation wurde die Blutprobe umgehend in ein EDTA-Blutprobenréhrchen
(Merck, Darmstadt) Gberfuhrt. Anschlieend wurde dem antikoagulierten Blut 10 ml
Ammoniumchloridlésung  zur  Erythrozytenlyse (5min bei  Raumtemperatur)
hinzugegeben. Die Suspension wurde 9 min bei 1400 rpm bei 4°C zentrifugiert, der
Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert. Nach einem
zweiten Zentrifugationsschritt (9min bei 1400 rpm und 4°C) wurde wiederum der
Uberstand dekantiert.

2.2.2.2 Gewinnung von Blutserum

Das aus der Vena cava inferior aspirierte vendse Blut wurde in ein 1,5ml
Eppendorfgefal’ berfihrt und ca. 5 min bei Raumtemperatur abgedunkelt aufbewahrt.
AnschlieBend wurden die EppendorfgefaRe in der Eppendorf-Tischzentrifuge bei 3500
Umdrehungen pro min 15 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wird ebenfalls unter
abgedunkelten Umgebungsbedingungen abpipettiert, in ein neues Eppendorfgefall
uberfihrt und erneut mit 3500 Umdrehungen pro min 8 min lang zentrifugiert. Der
Uberstand, welcher dem Serum entspricht, wurde abpipettiert und in einem
Eppendorfgefa? bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Die
Serumpréparation fand unter abgedunkelten Bedingungen statt, da das gewonnene
Serum zur Ermittlung der Blut-Lungen-Schrankenstorung diente, nachdem eine Stunde
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vor der Blutentnahme das lichtempfindliche FITC-Albumin intravends in die

Schwanzvene der Versuchsmaus injiziert worden war.

2.2.3 Durchfihrung der bronchoalveolaren Lavage (BAL)

2.2.3.1 Vorbereitung und Gewinnung der Lavage

Nach erfolgter Blutentnahme (siehe 2.2.2) wurde die Hautnaht Gber der Trachea mit
einer Mikropraparierschere entfernt und der Hautschnitt um ca. 1 cm verléngert. Mit der
Schere wurde die Trachea zwischen den zwei Trachealspangen, die bei vorheriger
Instillation von LPS oder 0,9% NaCl inzisiert worden war, unter stereomikroskopischer
Kontrolle horizontal zu den Knorpelspangen erdffnet ohne die Trachea ganz zu
durchtrennen. Eine 21G Kaniile, die vorher abgeschliffen und auf die L&nge von 1,5cm
verkurzt worden war, wurde in die Trachea eingefuhrt und mit einem Vicrylfaden (4,0)
durch flissigkeitsdichtes Umschlingen der Kantle in der Trachea fest fixiert.

Eine 1 ml Spritze, in die zuvor 300 pl einer kalten sterilen PBS/EDTA-L6sung (EDTA-
Konzentration 5 mM, pH-Wert 7,2) aufgezogen worden waren, wurde auf die als Tubus
fungierende Kanile aufgesetzt und der Spritzeninhalt wurde langsam in die Lunge
instilliert. Nach der Instillation wurde dasselbe Volumen aspiriert und in zwei 10 ml
Probenréhrchen/15ml Falcon Tubes auf Eis Uberfiihrt. Dieser Lavage-Vorgang wurde
so oft wiederholt bis in den zwei Probenréhrchen/Falcon Tubes ein BAL-Volumen von

1,5 ml bzw. 4,5 ml pro Maus gesammelt worden war.

2.2.3.2 Z&hlung der Zellen der BAL

Die durch die BAL gewonnene Zellsuspension wurde bei 1400 rpm und 4°C 10 min
zentrifugiert. FlUr weitere Untersuchungen der BAL-Fllssigkeit wurden 2
EppendorfgefaRe mit je 500ul des Uberstandes der zentrifugierten Zellsuspension
gefiillt und bei — 20°C aufbewahrt.
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Nach Verwerfen des restlichen Uberstandes wurden das verbliebene Zell-Pellet der
zwei Probenrdhrchen/Falcon Tubes pro Maus durch Zugabe von 1ml RPMI 1640 +
10% FCS resuspendiert und in ein Probenréhrchen/Falcon Tube Gberfihrt.

Im Anschluss wurden die gewonnen Zellen in der Neubauer-Kammer gezahlt, wobei

Trypanblau zur Zellsuspension hinzugegeben wurde.

2.2.4 Untersuchung der Permeabilitat der Blut-Lungenschranke
mittels intravendser Gabe von FITC-Albumin

Den Mdusen wurde eine Stunde vor dem Messzeitpunkt FITC-Albumin intravends in
die Schwanzvene verabreicht.

FITC-Albumin (Sigma, Deisenhofen) wurde in Portionen von 2mg/80ul aliquotiert und
bei -20° gelagert. Fiir die Herstellung des gebrauchsfertigen Substrates wurde den
Aliquots 120ul NaCl 0,9%ig zugefiigt um pro Maus 1mg FITC-Albumin in 100pl
Volumen verabreichen zu kénnen (30, 49, 64). Das Volumen wurde vorsichtig unter
visuellem Ausschluss von Luftblaschen langsam in die Schwanzvene infundiert. Nach
Ablauf von 60 min wurden die Mé&use durch eine tberdosierte Inhalationsnarkose mit
Forene (Isofluran, Abbott) getotet.

Die venose Blutentnahme wie auch die Gewinnung des Blutserums wurde bereits unter
2.2.2 ausfuhrlich erldutert.

Die Messung der Fluoreszenz-Intensitdten in Lavage und Serum Proben erfolgte in 96-
well Mikrotitierplatte in einem Fluoreszenz-Spektrometer (Bio-Tek FL 880 microplate
fluorescence reader), welches mit einer Absorption von 488nm und einer Emission von
525 + 20 nm Wellenlange arbeitet.

Die 96-well Mikrotitierplatten wurden mit den eingefrorenen Serum- und BAL-Proben
mit jeweils 100l Volumen befillt.

Die Auswertung und Messung der Fluoreszenz Intensitaten erfolgten mit dem FLX-800
Programm im KC Junior, wobei der Index fur die Permeabilitdt der Lunge definiert

wurde Uber die Formel:

Fluoreszenz Intensitat der unverdiinnten BAL-Fliissigkeit
Gemittelte Fluoreszenz Intensitat der 1:10 verdiinnten Seren
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2.3 Histologie

2.3.1 Praparation der Lungen

Nach T6tung der Tiere mit einer Uberdosis des Inhalationsnarkotikums wurden diese in
Rickenlage auf der Unterlage fixiert, das Fell ohne Er6ffnung des Peritoneums entfernt
und der Thorax vorsichtig er6ffnet. Durch eine kleine Inzision in das Diaphragma lie3en
sich Herz und Lunge vom Thorax l6sen. Die Lunge wurde Uber einen Zugang am
rechten Ventrikel so lange mit PBS gespuilt, bis die Lunge ganz blutfrei (weil3) war.

Wie bei der Vorbereitung der BAL unter 2.2.3 beschrieben, wurde die Trachea erdffnet,
ein Tubus eingelegt und tber den Tubus die Lunge mit Tissue Tek, einer Ldsung zur
Herstellung von Kryopraparaten, gefullt, bis diese nach optischer Beurteilung entfaltet
aussah.

Der Tubus wurde entfernt und der Zugang zur Trachea verschlossen um ein Austreten
des Tissue Tek's zu verhindern. AnschlieBend wurde die Lunge im Ganzen aus dem
Thorax vorsichtig und ohne Verletzung ihrer Strukturen entfernt. Die frei praparierte
Lunge wurde in Tissue Tek eingebettet und mittels flissigem Stickstoff schockgefroren.

Bis zum weiteren Verarbeiten der Lungen wurden diese bei -80°C aufbewahrt.

2.3.2 Anfertigung und Anfarbung von Lungenschnitten

Aus den in Tissue Tek eingebetteten und eingefrorenen Lungen wurden im
Kryomikrotom  Mikroschnitte von 7pum Dicke angefertigt und anschlieBend mit

Héamalaun-Eosin gefarbt.

2.3.3 Beurteilung der Lungenschnitte

Die gefarbten Mikrokryoschnitte wurden mikroskopisch untersucht und mit dem
Programm Leica QWnV3 dokumentiert. Zur Beurteilung des Grades der Inflammation

und der Lungenschadigung wurden folgende Parameter analysiert: interstitielle,
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intraalveolare, bronchiale und pleurale  Inflammation, Odembildung und

Thrombosierung.

2.4 Anfertigung von Zytozentrifugenpraparaten

2.4.1 Zentrifugation der BAL

Zur mikroskopischen Kontrolle und morphologischen Differenzierung des komplexen
BAL-Zellgemisches wurden Zytozentrifugenpréparate angefertigt.

Es wurden 10° separierte Zellen in 100ul RPMI 1640 + 10% FCS aus der wie unter
2.2.3 beschriebenen aufgearbeiteten BAL-Flussigkeit entnommen und mit Hilfe der
Zytozentrifuge 5 min lang bei 500rpm auf vertikal montierte Objekttrédger zentrifugiert

und anschlie3end luftgetrocknet.

2.4.2 Pappenheim-Farbung des Zytopraparates

Danach erfolgte die Anfarbung nach May-Griinwald-Giemsa: Die Objekttrager wurden
10 min in May-Grinwald- (Eosin-Methylenblau-) Losung fixiert und anschlielend 5
min in Giemsa- (Azur-Eosin-Methylenblau-) Losung (10% v/v in Aqua dest.) angefarbt
(Pappenheim-Farbung).

2.4.3 Lichtmikroskopische Beurteilung der BAL

Die differentielle lichtmikroskopische Auszahlung der prozentualen Anteile an
eingewanderten ~ Monozyten, residenten  Alveolarmakrophagen,  neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten in der BAL-Suspension, wie auch die Bestimmung der
Reinheit und der Morphologie der separierten Zellen erfolgte bei 100-facher

VergroRerung unter Verwendung eines Leitz-Mikroskopes.
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2.5 Durchflu3zytometrie

2.5.1 Durchfluf3zytomterisches Messprinzip

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein computerunterstiitztes Verfahren,
welches die Identifizierung von Zellpopulationen durch Multiparameteranalyse
ermaoglicht.

Voraussetzung dieses Messprinzips ist die Vereinzelung der Zellen am Messpunkt.
Diese geschieht mittels hydrodynamischer Fokussierung in einem Flissigkeitsstrahl.
Hierbei wird die Zellsuspension mittels Luftdruck aus einem Plastikréhrchen in einen
Schlauch gedriickt und in eine diinne Flissigkeitssaule eingeschlossen. Uber den
Schlauch gelangt diese in eine groRere Flissigkeitssaule, die als ,,Mantelflissigkeit” das
Zellgemisch umgibt. Die ,,Mantelflussigkeit* weist im Verhéltnis zur Kkleineren
Flussigkeitssaule eine hohere FlieRBgeschwindigkeit auf, was zur Vereinzelung und
Fokussierung der Zellen im Zentrum des Flissigkeitsstrahles fuhrt und die Zellen
perlschnurartig hintereinander liegen lasst. Jede einzelne vom Flissigkeitszylinder
umhullte Zelle flieBt nacheinander durch die Messkammer, einem sog. Laser-Intersect
und wird dabei von einem Argon-Laser, welcher Licht bei 488 nm emittiert, angestrahit.
Kreuzt eine Zelle den Laserstrahl, erzeugt sie ein fur ihren Zelltyp charakteristisches
Streulicht. Dieses wird in mehreren Dimensionen detektiert. Die eine Messung erfolgt
in Ausrichtung des Laserstrahls als sog. Vorwartsstreulicht (FSC = Forward-Scatter), im
rechten Winkel dazu als Seitwartsstreulicht (SSC = Side-Scatter). Das FSC-Streulicht
gibt v.a. Auskunft Uber die GroRe einer Zelle, wahrend sich das SSC-Streulicht
proportional zur Granularitdt der Zelle verhélt. So erzeugt jede Zelle ein flr seinen
Zelltyp charakteristisches FSC- und SSC-Streulicht. Darlber hinaus kénnen mittels
Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen, die an spezifische Antikdrper gebunden sind,
die unterschiedlichen Zellpopulationen aufgrund ihrer Anfarbung identifiziert werden.
Der monochromatische Laserstrahl fuhrt zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes,
wodurch dieser auf ein hdheres Energieniveau gehoben und unter Abgabe von Energie
(in Form von Photonen) auf sein Ursprungsniveau zuriickfallt. Die emittierte
Photonenkonzentration wird durch einen Photonendetektor registriert. Sie verhalt sich
proportional zur Menge an gebundenen Antikérpern pro Zelle. Haufig fir

durchfluBzytometrische  Analysen verwendete Fluorochrome sind das grin-
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fluoreszierende Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) und das gelbrot-fluoreszierende
Phycoerythrin (PE). Die FITC-Fluoreszenz hat ein Emissionsmaximum bei 530 nm
(FL1, grune Fluoreszenz) und die PE-Fluoreszenz bei 575 nm (FL2, rote Fluoreszenz).
Das Fluoreszenzlicht wird von Detektoren erfasst und nach der Amplifikation mit
Sekundarelektronenvervielfachern (sog. Photomultipliern) wie auch in elektrische
Signale  konvertiert. Ebenso wie die Streulichtcharakteristika dient die
Fluoreszenzmarkierung der Differenzierung von einzelnen Zellpopulationen sowohl in

der bronchoalveoldren Lavage und im peripheren Blut.

2.5.2 Durchflusszytometrische Analyse des Antigenprofils von
Spender- vs. Empfangerzellen im Blut anhand des CD 45 —
Alloantigen-Musters

Die untersuchten Zellpopulationen wurden folgendermalRen immunphéanotypisch
differenziert: Blutmonozyten F4/80-positiv, PMN Gr-1-positiv und F4/80-negativ.
Zundachst wurden 100 pl der lysierten Blutprobe in jedes Well einer Mikrotiterplatte
(96er Wells) pipettiert. Die Mikrotiterplatte mit den Proben wurde dann bei 1200 rpm 3
min lang zentrifugiert. Nach Dekantieren wurde 10 pl humanes Immunglobulin G
(Octagam® in einer 1:5-Verdlnnung in PBS) in jedes Well hinzugegeben und die
Proben fir 5 min inkubiert, um die unspezifische Fc-Rezeptor-vermittelte
Antikorperbindung zu blockieren. Die Zellen wurden dann einmal mit PBS gewaschen
und fir 30 min entweder mit PE-konjugiertem anti-CD45.1 oder mit FITC-
konjugiertem anti-CD45.2 in einer Verdinnung von 1:1000 inkubiert. Die angeféarbten
Zellen wurden zweimal gewaschen und der FACS-Analyse zugefiihrt, die mit einem
FACScan (Software: CellQuest; Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) durchgefiihrt

wurde.

2.5.3 Durchflusszytometrische Analyse des Antigenprofils von
Spender- vs. Empfangerzellen in der BAL

Die CD45-Alloantigen-Differenzierung erfolgte wie die des peripheren Blutes. Zur
Analyse der Expression von CD45.1 vs. CD45.2 auf peripheren Leukozyten im Blut

34



-------------- -Material und Methoden----------=-==-==-mmmmmom e

unbehandelter CD45.1- und CD45.2-Mé&use oder chimarer CD45.2-Mduse wurde ein
FACScan Durchflusszytometer verwendet, das mit einem 488 nm Argon-Laser sowie
der CellQuest Pro Software (BD Biosciences) ausgestattet ist. Fir ausgewéhlte
Experimente wurde die Expressionsanalyse der Marker CD45.1 vs. CD45.2 auch mit
dem Durchflusszytometer FACSCanto SE durchgefiihrt. Dieses besitzt eine DIVA-
Option flr die Auswertung. Zur Feststellung der Spezifitat der verwendeten Antikorper
wurde im Vorfeld jeder der beiden Mausstamme (CD45.1 und CD45.2) sowohl mit dem
PE-konjugiertem CDA45.1-Antikorper als auch mit dem FITC-konjugierten CD45.2-
Antikorper untersucht. Im Chimarenmodell wurden die Leukozyten im peripheren Blut
sowie die Alveolarmakrophagen aus der BAL mit PE-konjugierten anti-CD45.1-

Antikorpern angefarbt um den Spender von Empféangerzellen zu differenzieren.

2.5.4 Prinzip der durchflu3zytometrischen Zellseparation

Zur Separation der residenten Alveolarmakrophagen und der in den Alveolarraum
eingewanderter Monozyten wurde ein FACSVantage Durchflulizytometer mit DIVA
cellsorting verwendet, welches zur Separation groRerer biologischer Partikel eine
MakroSort-Einrichtung besitzt. Mittels eines piezo-elektrischen Transducers wird dabei
nach der hydrodynamischen Fokussierung der BAL-Zellen der umhullende
Flissigkeitsstrahl zu Vertikalschwingungen angeregt, so dass der die Zellen umgebende
Flussigkeitsmantel im sog. TropfenabriBpunkt (stream breakoff) in einzelne Tropfen
(droplets) ubergeht. Erreicht nun eine zu separierende Zelle den TropfenabriBpunkt, so
wird der gesamte Flussigkeitsstrahl fur einen kurzen Zeitpunkt elektrisch geladen und
der sich ablosende Tropfen mit der darin enthaltenen Zelle erhélt eine elektrische
Restladung. Zwischen zwei Ablenkungsplatten (deflection plates) findet nun in einem
elektrischen Feld die Deflexion des elektrisch geladenen Tropfens und damit die
Separation der im Tropfen enthaltenen Zelle statt. Die separierten Zellen werden dabei

in sterilen Probenréhrchen aufgefangen.
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2.5.5 Separation der mittels BAL und Blutentnahme gewonnenen
Zellen

Fur die flow-zytometrische Separation der BAL-Zellen wurde ein Durchflufizytometer
verwendet, welches mit einem 5W-Argonionen Laser mit einem Laser-Output von 200
mW und einer Emissionswellenlange von 488 nm betrieben wurde. Vor jedem
Separationsvorgang erfolgte eine Sterilisierung des Probenschlauches mit 0,1%iger
(w/v)  Natrium-Hypochloridlésung, darauf ein  Nachspulen mit 0,9%iger
Kochsalzlosung. Die MakroSort-Einrichtung am FACStar war folgendermafen justiert:
Der Differentialdruck wurde auf 8,5 psi (pound force per square inch = 1 bf/in2 ; 1 psi =
68,95 mbar) eingestellt und der piezo-elektrische Transducer mit einer Frequenz von
17,164 kHz betrieben, so dass eine Tropfchenverzogerung (droplet delay) von 15,2 —
15,7 Tropfchen resultierte. VVor der Separation der Zellen erfolgte die exakte Justierung
des Tropfchenabrisspunktes durch experimentelle Separation fluoreszierender
Kalibrierungsbeads, bis eine Separationsreinheit von > 99% erreicht war. Die wahrend
des Separationsvorgangs verwendete sterile Kochsalzlésung wurde mit Hilfe des oben
beschriebenen Limulus-Amdobenzytenlysat-Assays (siehe 2.2.1.2) routineméaRig auf
ihren Endotoxingehalt Gberprift, der stets < 1,25 pg/ml Kochsalzlésung betrug.

Die Separation der einzelnen Zellpopulationen aus der BAL (alveolédr rekrutierte
Monozyten und residente Alveolarmakrophagen) wie auch der peripheren
Blutmonozyten erfolgte jeweils nach unterschiedlichen Kriterien. Periphere
Blutmonozyten und Exsudatmakrophagen der BALF wurden nach den Kriterien 1)
Vorwartsstreulicht (FSC) und Seitwartsstreulicht (SSC) und 2) Grin-Fluoreszenz bei
535 + 30 nm (FL 1) der endogenen GFP-Markierung in CX3CR1"°"" Mausen separiert.
Wahrend der Zellseparation wurden die zu separierenden Zellen auf Eis inkubiert. Die
Reinheit der sortierten Zellpopulationen wurde 1) durch eine ,,post-sort“Analyse der
separierten Zellen und 2) durch differentialzytologische Auswertung Pappenheim-
geféarbter Zellausstriche Uberprift. Mittels einer Propidium-lodid-Farbung und
anschlieBender FACS-Analyse der separierten Monozyten und Alveolarmakrophagen
wurde ihre Vitalitat bestimmt. Sie betrug immer > 96%. Die Daten der
Zellseparationsprozedur wurden computergestltzt gespeichert und mit Hilfe der

PCLYSYS-Software fiir graphische Auswertungen prozessiert.
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2.6 Quantifizierung der Zytokinsekretion mittels ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay)

Die Quantifizierung der Zytokin-Proteinkonzentration im Serum und in der
brocheoalveoldren Lavage der verschiedenen Mausreihen wurde in Doppelbestimmung
mittels kommerziell erhéltlicher ELISA-Kits (enzyme-linked immunosorbent assay)
unter Beachtung der Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Absorptionsmessung erfolgte
hierbei bei 500nm unter Verwendung eines ELISA-Plattenphotometers (Molecular
Dynamics). Die untere bzw. obere Nachweisgrenze fir TNF-alpha lag bei 5 pg bzw.
1000 pg/ml BAL.

2.7 PCR

Zur Analyse der m-RNA-Expression ausgewéhlter Zytokine erfolgte eine real-time-
PCR (RT-PCR) gesorteter GFP-positiver Monozyten. Die gesamte zelluldare RNA
wurde mittels kommerziell erhéltlicher RNA-isolation kits (Carl Roth) isoliert. Die
Quantifizierung und Uberpriifung der Reinheit wurde mittels Agilent Bioanalyzer 2100
(Agilent Biosystems) durchgefiihrt. Nur RNA-Praparationen, deren Absorptionsquotient
(A260/280nm) 1,90 Uberstieg, wurden fur weitere Untersuchungen zur Amplifikation
und real-time-PCR verwendet.

Experimentelle Details bezogen auf die Synthese der komplementaren DNA und die
Validierung der real-time PCR wurden entsprechend der aktuellen wissenschaftlichen
Protokolle durchgefihrt (82, 83).

2.8 Statistik

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SEM. Signifikante Differenzen zwischen
Zellpopulationen wurden mit dem Mann-Whitney U-Test bestimmt. Die Differenzen

wurden als statistisch signifikant betrachtet, wenn p < 0,05 war.
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3 Ergebnisse

3.1 Dosis- und Zeitabhangigkeit der durch intratracheal
instilliertes LPS ausgeldsten pulmonalen Inflammation

Zur Festlegung der geeigneten LPS-Dosis und der adaquaten Messzeitpunkte im
Entzindungsverlauf, die ein optimales Monitoring der pulmonalen Rekrutierung CCR2
positiver Monozyten nach intratrachealer Endotoxin Gabe erlauben, wurden die im
Folgenden beschriebenen Untersuchungen in Wildtyp-Mausen durchgefiihrt (Abb. 5 A-
D, Abb. 6, Abb 7 A-F).

3.1.1 Untersuchungen der brochoalveolaren-Lavage(BAL)-
Flussigkeit

Die Abbildungen 5 A-D zeigen die zellulare Zusammensetzung der BAL im zeitlichen
Verlauf nach intratrachealer Instillation verschiedener LPS-Dosen.

Es wurden 3 Gruppen von Wildtyp-Mausen verglichen, die jeweils mit 1ug, 10ug oder
50ug LPS intratracheal behandelt wurden. Diese wurden im Anschluss nach definierten
Zeitintervallen von Oh, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h lavagiert. VVon der
gewonnenen BALF  wurden  Zytozentrifugenpraparate  angefertigt  und
differentialzytologisch ausgewertet, wobei der prozentuale Anteil neutrophiler
Granulozyten, Monozyten, Alveolarmakrophagen und Lymphozyten bestimmt und
anhand der Gesamtzellzahl der BALF auf absolute Zellzahlen umgerechnet wurde. Bei
allen verwendeten LPS-Dosierungen wurde eine Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten in den Alveolarraum beobachtet. Vor LPS Instillation waren in der BAL-
Flissigkeit keine neutrophilen Granulozyten zu finden. Nach intratrachealer Instillation
von LPS stieg der Anteil der neutrophilen Granulozyten Gber 48 Stunden kontinuierlich
an und fiel dann wieder nahezu auf Ausgangswerte ab. Bei hoheren LPS-Dosen wurde
das im Vergleich zu niedrigeren Dosen hohere Rekrutierungsmaximum spater erreicht

und der Abfall des Neutrophilenanteils in der BAL erfolgte verzdgert. Fir die htheren
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LPS-Dosen (10pg und 50ug) stellte das 48h Intervall den Zeitpunkt der maximalen
Neutrophilen Rekrutierung nach intratrachealer LPS-Gabe dar.

Abbildung B zeigt die Anzahl der Alveolarmakrophagen in der BAL-Flussigkeit im
Zeitverlauf nach LPS Gabe. Zum Zeitpunkt Oh, welcher dem Ausgangszustand einer
unbehandelten Maus entspricht, war in der BAL-FIllssigkeit eine relativ konstante
Anzahl von Alveolarmakrophagen vorhanden. Ab dem 12h Intervall zeigten sich
deutliche Unterschiede zwischen den der Makrophagenzahlen der Tiere, die eine
niedrige LPS-Dosis von 1ug erhalten hatten, und den Tieren, die mit LPS-Dosen von
10pg und 50ug behandelt wurden. Wéhrend es bei Instillation von 1ug nach dem
anfanglichen Ansteigen der Alveolarmakrophagen-Anzahl zu einer Stagnation im 6h
und 12h Intervall kam, bevor ein erneutes und erhebliches Ansteigen der
Alveolarmakrophagen-Anzahl zu verzeichnen war, zeigte der Verlauf bei hoheren
Dosen zunéchst eine Abnahme der Alveolarmakrophagen-Anzahl, bevor es zu einem
erneuten Anstieg kam. Die Abnahme der Alveolarmakrophagen-Anzahl war bei Gabe
von 50ug LPS am ausgepréagtesten und der erneute Anstieg am starksten verzogert.

Im Vergleich zu den neutrophilen Granulozyten erfolgte die alveolédre Rekrutierung von
Monozyten/Exsudatmakrophagen verzdgert (Abbildung C). Je hoher die verabreichte
LPS-Dosis war, desto friiher lielen sich die Monozyten in der BALF nachweisen, um so
hoher war das Maximum der Monozytenrekrutierung nach 48 Stunden und umso langer
lieBen sich diese Zellen in der BALF nachweisen. Abbildung D zeigt die Anzahl
lymphatischer Zellen in der BALF im Zeitverlauf nach LPS Instillation. Vor LPS Gabe
waren keine Lymphozyten in der BALF detektierbar. Nach intratrachealer Gabe von
1ug LPS lieRen sich nach 96h und 120h Lymphozyten in der BALF nachweisen. Bei
Verabreichung hoherer LPS-Dosen waren Lymphozyten friher, in erhéhter Menge und

langer in der BALF zu finden.
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Neutrophile Granulozyten in der BALF
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Alveolarmakrophagen in der BALF
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Abbildung 5 A-D. LPS-Dosis

in der

abhangige Rekrutierung
Leukozytenpopulationen nach intratrachealer Instillation von LPS bei Wildtyp-
Mausen. Wildtyp-Mause erhielten eine intratracheale Instillation von liug LPS,
[110pg LPS oder #A50ug LPS. Die absolute Anzahl der A)neutrophilen
Granulozyten (PMN), B)Alveolarmakrophagen, C)Monozyten und D)Lymphozyten
bronchoalveoldren Lavage nach unterschiedlichen Zeitintervallen ist
dargestellt. Jeweils n=5-12; +++, ++ und +, p< 0,001, p< 0,01, p< 0,05 vs 1ug LPS;

§88§, 88 und §, p< 0,001, p< 0,01, p< 0,05 vs 10ug LPS

unterschiedlicher
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3.1.2 Untersuchungen der alveolo-kapillaren Schrankenstérung

Abbildung 6 zeigt die Veradnderungen der alveolo-kapilldren Schranke im Zeitverlauf
nach intratrachealer Instillation unterschiedlicher LPS-Dosen. Gemessen wurde der
Ubertritt von intravends verabreichtem FITC-Albumin in die BALF. Zum 0Oh Zeitpunkt
war nur eine geringe FITC-Albumin Konzentration in der BALF detektierbar. Nach
intratrachealer Instillation von LPS fand sich bei allen 3 verwendeten LPS-Dosierungen
eine Schrankenstorung. Bei den mit 1ug LPS behandelten Wildtyp-Mausen stieg die
Konzentration von FITC-Albumin im Verlauf jedoch nur geringfiigig an. Die mit 10ug
LPS instillierten Tiere zeigten eine ausgepragtere Storung der Schrankenfunktion,
welche bei mit 50ug LPS instillierten Mdusen mit einem Maximum nach 12 Stunden

noch deutlich starker nachweisbar war.
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Alveolo-kapillare Schrankenstérung
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Zeitintervall nach Instillation von LPS

Abbildung 6: LPS-Dosis abhangige Veranderungen der alveolo-kapillaren
Schrankenstorung von Wildtyp-Mausen. Wildtyp-Méuse erhielten eine intratracheale
Instillation von M1pg LPS, L110pg LPS oder EA50ug LPS. Nach intravendser FITC
Albumin-Injektion wurde der Ubertritt von FITC-Albumin in die BALF als MaR der
alveolo-kapillaren Schrankenstdrung zu unterschiedlichen Zeitpunkten quantitativ
ermittelt. n=5-12

++ und +, p< 0,01 und p< 0,05 vs 1ug LPS;

888 und §, p< 0,001 und p< 0,05 vs 10ug LPS
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3.1.3 Histologische Analysen der Lungen

Wildtyp-Méusen wurde intratracheal Lipopolysaccharid (LPS) instilliert und zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten (Oh und 48h) nach LPS-Gabe wurden histologische
Lungenschnitte, -farbungen und -mikroskopische Untersuchungen angeschlossen.

Die Lungenhistologie zum Zeitpunkt Oh  (Abbildung 7 A-C) entspricht einer
unbehandelten Wildtyp-Maus unter Standard Haltebedingungen. Sie zeigt eine normale
Struktur des Lungenparenchyms. Die Gbrigen Abbildungen (Abb 7D, 7E und 7F)
zeigen histologische Schnitte nach einem 48h Intervall nach 1ug (D), 10ug (E) und
50ug (F) LPS-Instillation. Nach LPS Gabe fand ein zellreiches Entziindungsinfiltrat der
Alveolen und Alveolarsepten, wobei die histologischen Veranderungen nach 50ug LPS-

Instillation am ausgepragtesten waren (Abbildung 7 F).

1ug LPS 10pg LPS 50ug LPS
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Abbildung 7 A-F: LPS-Dosis abhangige histologische Veranderungen der Lungen von
Wildtyp-Méausen. Vor (Oh: A, B, C) und nach (48h: D, E, F) intratrachealer Instillation
von 1lug (A, D), 10ug (B, E) und 50pg (C, F) LPS wurden die Verdnderungen
histologisch untersucht. HE-Féarbung, VergréRerung x200.
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3.1.4 Vergleich der BALF Differentialzytologie von Wildtyp- und
CCR2-defizienten Mausen nach intratrachealer Instillation von
50ug LPS

In den Abbildungen 8 A-D sind die absoluten Zellzahlen neutrophiler Granulozyten,
Alveolarmakrophagen, rekrutierter Exsudatmakrophagen und Lymphozyten wvon
Wildtyp-Méusen und CCR2-defizienen-Mdausen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
intratrachealer Instillation von 50ug LPS vergleichend dargestellt. Die Anfertigung und
Auswertung der Zytozentrifugenpraparate erfolgte wie im Abschnitt Material und
Methoden unter 2.4 beschrieben.

Abbildung 8 A zeigt die Gegeniiberstellung der Anzahl der neutrophilen Granulozyten
in der BAL von Wildtyp-Mdusen und CCR2-defizienten Tieren. Bei unbehandelten
Tieren (Oh Zeitpunkt) fanden sich in beiden Mausgruppen keine neutrophilen
Granulozyten in der BAL.

Nach Applikation von LPS kam es zu einem Ansteigen der neutrophilen Granulozyten
bis zu einem Maximum, dass in Wildtyp-Mdausen mit 4,1Mio. signifikant niedriger lag
als bei CCR2-defizienten Tieren mit 9Mio. Die CCR2-defizienten Mause zeigten
aullerdem eine im Vergleich zu Wildtyp-Ma&usen verzdgerte und langer anhaltende
alveolére Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, so dass 48h nach intratrachealer
Gabe von LPS die Anzahl neutrophiler Granulozyten in CCR2-defizienten Mé&usen
noch mehr als doppelt so hoch war wie in Wildtyp-M&usen. In Abbildung 8 B sind die
Absolutzahlen der Alveolarmakrophagen im Zeitverlauf vergleichend zwischen
Wildtyp-Mé&usen und CCR2-defizienten-M&usen dargestellt.

Bei unbehandelten Tieren lag die BALF Alveolarmakrophagenanzahl in beiden Maus-
Gruppen bei 0,4 Mio. Nach intratrachealer Applikation von 50ug LPS fiel die
Alveolarmakrophagen-Zellzanl ~ bis zum  12h-Zeitintervall auf 0,2 Mio.
Alveolarmakrophagen ab und stieg dann wieder an. Der Anstieg der
Alveolarmakrophagenzellzahl ab dem 12h Zeitpunkt erfolgte in beiden Maus-Gruppen,
war jedoch bei den CCR2-defizienten-Méausen starker ausgepragt. Dieser Unterschied
war zum 120h Zeitpunkt mit 0,9 Mio. Alveolarmakrophagen in Wildtyp-Mausen vs. 1,7
Mio. Alveolarmakrophagen in CCR2-defizienten-Mdusen statistisch signifikant.

In Abbildung 8C sind die Absolutzahlen alveolér rekrutierter Exsudatmakrophagen
nach 50ug LPS-Gabe vergleichend zwischen Wildtyp-Mausen und CCR2-defizienten-
Mausen dargestellt. In unbehandelten Tieren (Zeitpunkt Oh) waren in beiden
Mausgruppen keine Exsudatmakrophagen in der BALF nachweisbar. Nach LPS-Gabe
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kam es zu einem Ansteigen der Exsudatmakrophagen in der brocheoalveoldaren Lavage
von Wildtyp-Mausen, nicht aber in der brochoalveoléaren Lavage von CCR2-defizienten
Tieren. Das Maximum der Exsudatmakrophagen in den Zytozentrifugenpraparaten von
Wildtyp-Mé&usen wurde mit 0,15 Mio. 48h nach LPS-Gabe errreicht, danach nahm die
Exsudatmakrophagen-Anzahl in der BAL wieder langsam ab. Bei CCR2-defizienten
Mausen blieb somit die in Wildtyp-Tieren regelhafte alveoldre Rekrutierung von
Exsudatmakrophagen nach LPS Gabe nahezu vollstandig aus. Die Abbildung 8D zeigt
die Veranderungen der Lymphozytenzahl in der BALF nach Instillation von 50ug LPS.
Unbehandelt (Zeitpunkt Oh) lieRen sich in beiden Mausgruppen keine Lymphozyten in
der BALF nachweisen. Nach LPS-Gabe kam es zu einem stetigen Anstieg der Anzahl
der BALF Lymphozyten bis zu einem Maximum von ca. 0,17Mio. in CCR2-
defizienten-Mdusen und 0,19Mio. in Wildtyp-Mé&usen nach 72h und danach zu einem

kontinuierlichen Abfall.
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Abbildung 8 A-D: Vergleich der BALF Differentialzytologien in Wildtyp- und
CCR2-defizienten-Méausen im Zeitverlauf nach intratrachealer Gabe von 50ug
LPS.

Wildtyp-Mause B und CCR2-defiziente-Mause L1 erhielten eine intratracheale
Instillation von 50ug LPS. Die Anzahl der A)neutrophilen Granulozyten (PMN),
B)Alveolarmakrophagen, C)Monozyten und D)Lymphozyten wurde zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in der broncheoalveoldren Lavage bestimmt. n=4-10

+++, p< 0,001 vs. der anderen Mausgruppe desselben Zeitintervalls
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3.1.5 Vergleich der alveolo-kapillaren-Schrankenstdérung in Wildtyp-
und CCR2-defizienten-Mausen nach 50ug LPS-Gabe

Die Abbildung 9 zeigt die, wie unter Material und Methoden beschrieben, ermittelten
Werte der alveolo-kapillaren-Schrankenstérung vergleichend fiir beide Mausgruppen
nach 50ug LPS Instillation. Unbehandelte Tiere beider Mausgruppen (Oh Zeitpunkt)
zeigten nur eine minimalen Ubertritt von FITC-Albumin in das alveolare Kompartiment
(0,05). Nach intratrachealer Instillation von 50ug LPS kam es bei beiden Mausgruppen
zu einer Zunahme der Schrankenstorung mit Ansteigen der kapillo-alveolaren FITC-
Albumin Passage bis zum Hochstwert von 0,17 bei Wildtyp-Mausen und 0,25 bei
CCR2-defizienten-Mdusen nach 12h. Bis zum 120h Zeitpunkt erreichte die kapillo-
alveoldre FITC-Albumin Passage wieder nahezu Ausgangswerte. Ab dem 3h Zeitpunkt
fand sich bei CCR2-defizienten M&usen konstant eine signifikant starkere und langer

anhaltende Schrankendysfunktion als in Wildtyp-Mausen.

47



-------------- Ergebnisse-------------mmmm oo

Alveolo-kapillare Schrankenstérung

03

02

0,05 l
0

Oh 3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h

Zeitintervall nach Instillation von 50ug LPS

Abbildung 9: Veranderungen der pulmonalen Schrankenfunktion nach
intratrachealer Instillation von 50ug LPS bei Wildtyp-Mausen und CCR2-
defizienten-Mausen. Wildtyp- B und CCR2-defiziente-Mause [ erhielten eine
intratracheale Instillation von 50ug LPS. Der Grad der alveolo-kapillaren
Schrankenstérung wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten ermittelt. n=4-10

+, p< 0,05 vs. den Wildtyp-Méusen desselben Zeitintervalls
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3.1.6 Vergleichende Lungen-Histologie mit 50ug LPS behandelter
Wildtyp- und CCR2-defizienter Mause

Zur weiteren Differenzierung der 50ug LPS-Wirkung auf das Lungengewebe der zwei
verschiedenen Mausgruppen wurden Lungenschnitte histologisch verglichen. Bei
unbehandelten Tieren (Oh Zeitpunkt) fand sich in Wildtyp- (Abb. 10A) und CCR2-
defizienten-Madusen (Abb. 10D) ein reizloses und zellarmes Lungengewebe ohne
auffallige Unterschiede. Sowohl den Wildtyp- als auch den CCR2-defizienten-Mé&usen
wurde 50ug LPS intratracheal verabreicht und zu den zwei Zeitpunkten 48h und 120h
nach LPS-Gabe wurden, wie unter Material und Methoden unter 2.3 beschrieben,
histologische Untersuchungen angeschlossen. Bei beiden Mausgruppen war 48h nach
LPS-Gabe eine verstéarkte entztndliche Infiltration des Lungengewebes zu beobachten.
In der Gegenuberstellung der beiden Abbildungen 10B (Wildtyp-Maus 48h nach LPS-
Gabe) und 10E (CCR2-defiziente-Maus 48h nach LPS-Gabe) zeigen sich aber deutlich
starkere inflammatorische Veranderungen im Lungengewebe der CCR2-defizienten-
Méuse mit Verdickung der Kapillarwénde, starkerer Durchblutung und ausgepréagterem
Entzlindungsinfiltrat.

In den Abbildungen 10C (Wildtyp-Maus 120h nach LPS-Gabe) und 10F (CCR2-
defiziente-Maus 120h nach LPS-Gabe) findet sich ein Riickgang der pulmonalen
Inflammation im Vergleich zum 48h Zeitpunkt. Diese Rickbildung der Inflammation
war jedoch in CCR2-defizienten-Mdausen deutlich geringer ausgepragt als in Wildtyp-
Tieren. CCR2-defiziente-Mause zeigten somit eine starker ausgeprégte und langer
anhaltende Entzundungsreaktion nach LPS Gabe in der Lungenhistologie.
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Abbildung 10 A-F: Histologische Veranderungen der Lungen von Wildtyp- und CCR2-
defizienten-M&usen nach intratrachealer Instillation von 50ug LPS.

Wildtyp-Méusen (A, B, C) und CCR2-defizienten-Mé&usen (D, E, F) wurde 50ug LPS
intratracheal instilliert und nach Oh (A, D), 48h (B, E) und 120h (C, F) wurden die

pulmonalen Veranderungen histologisch untersucht. HE Farbung, VergréiRerung x200.
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3.1.7 Vergleich der BALF Konzentrationen der Chemokine KC und
MIP-2 von Wildtyp- und CCR2-defizienten Mausen nach LPS
Gabe

Um zu kléren, ob eine verstarkte alveoldre Freisetzung Neutrophilen-chemotaktischer
Mediatoren fir die gesteigerte alveoldre Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in
CCR2-defizienten Tieren verantwortlich ist, wurden in der BAL-FlUssigkeit von
Wildtyp- und CCR2-defizienten-Madusen nach einer intratrachealen Behandlung mit
50ug LPS die Konzentrationen der Chemokine KC (Abbildung 12A) und MIP-2
(Abbildung 11B) bestimmt. In beiden Mausgruppen fand sich 6h nach Behandlung mit
LPS ein Anstieg der Chemokin-Spiegel, jedoch kein signifikanter Unterschied
zwischen Wildtyp- und CCR2-defizienten Tieren. Somit scheint die verstéarkte
Neutrophilenrekrutierung in CCR2-defizienten Tieren nicht durch eine verstarkte

Freisetzung der Chemokine KC und MIP-2 im Alveolarraum bedingt zu sein.

Abbildung 11: Expression neutrophile  Granulozyten-rekrutierender
Chemokine nach 50pg LPS-Instillation.

Wildtyp-Mause B und CCR2-defiziente Mause [ erhielten 50ug LPS
intratracheal (n=5-7). Nach jeweils 6h und 24h erfolgte die Bestimmung der
Chemokin-Expression von KC (A) und MIP-2 (B) in der BALF mittels
ELISA.
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3.2 Vergleich der BALF Zytologie nach intratrachealer
Instillation von 50ug LPS in Wildtyp-, Fraktalkine-Rezeptor
defizienten (FR-KO) (CX3CR1 ®F*F"y und CCR2-
defizienten-Mausen

Um zu kléren, ob die in CCR-defizienten Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen
beobachtete Verstarkung der pulmonalen Inflammation auch in Fraktalkine-Rezeptor
defizienten Tieren auftritt, wurde das Zellprofil nach LPS Gabe in der BAL von
Wildtyp-, CCR2-defizienten und Fraktalkinerezeptor-defizienten Tieren verglichen. Die
Zytozentrifugenpraparate der BAL wurden wie im Abschnitt Material und Methoden
unter 2.4 beschrieben angefertigt und ausgewertet. Die Abbildungen 12 A-D zeigen die
absoluten Zellzahlen fiir neutrophile Granulozyten, Alveolarmakrophagen, rekrutierte
Exsudatsmakrophagen und Lymphozyten in der BALF von Wildtyp-, CCR2-

defizienten- und Fraktalkine-Rezeptor defizienten Mausen (CX3CR16F/CFP

) nach
intratrachealer Instillation von 50ug LPS im Zeitverlauf. In der Abbildung 12A wird die
Anzahl der neutrophilen Granulozyten (PMN) in der BALF flr die 3 oben genannten
Mausgruppen nach unterschiedlichen Zeitintervallen nach LPS-Instillation dargestellt.
Bei unbehandelten Tieren (Oh Zeitpunkt) aller 3 Mausgruppen fanden sich keine
neutophilen Granulozyten in der BALF. Sowohl bei Wildtyp-Mausen als auch bei
CCR2- und CX3CR1-defizienten Mdusen kam es nach LPS Gabe zu einem Anstieg der
neutrophilen Granulozyten in der BALF mit einem Maximum nach 48h. Die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten 48h nach LPS-Instillation erreichte in Wildtyp-Tieren
4,1Mio, in CCR2-defizienten-Mausen 9Mio und in Fraktalkine-Rezeptor defizienten
Méusen 4,1Mio. Im Gegensatz zu CCR2-defizienten Tieren mit deutlich erhohter
Neutrophilenrekrutierung war somit die Anzahl neutrophiler Granulozyten bei
Fraktalkine-Rezeptor defizienten Mé&usen im Vergleich zu den Wildtyp Tieren nicht
gesteigert. Abbildung 12 B zeigt die Verdnderungen der Anzahl der
Alveolarmakrophagen zu verschiedenen Zeitpunkten nach LPS-Gabe vergleichend
zwischen Wildtyp-, CCR2-defizienten- und Fraktalkine-Rezeptor defizienten M&usen.
Unbehandelt (Oh-Zeitpunkt) zeigten alle 3 Mausgruppen eine vergleichbare Anzahl
Alveolarmakrophagen (WT-> 0,37Mio, CCR2-KO-> 0,44Mio, Fraktalkine-Rezeptor
defiziente Mause-> 0,28Mio) in der BALF. Auch nach LPS-Gabe zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Alveolarmakrophagen zu den gewahlten
Zeitpunkten zwischen den untersuchten Mausgruppen.
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Die Untersuchung auf Unterschiede in der Anzahl rekrutierter Exsudatsmakrophagen
nach 50ug LPS-Gabe zwischen den Mausgruppen ist in Abbildung 12 C dargestellt. In
unbehandelten Tieren (Oh-Wert) lassen sich in allen Mausgruppen keine
Exsudatmakrophagen in der BALF nachweisen. Nach LPS-Gabe fehlte der Anstieg von
Exsudatmakrophagen in der BALF wie bereits unter 3.2.1 beschrieben in CCR2-
defizienten-Mdusen. Demgegenlber zeigten sowohl Widtyp-Méause als auch
Fraktalkine-Rezeptor defiziente Méuse einen Anstieg der Exsudatmakrophagen in der
BALF mit einem Maximum nach 48h (Wildtyp-Mé&use-> 0,15Mio und Fraktalkine-
Rezeptor defiziente Mduse-> 0,14Mio). Der zeitliche alveoldre Rekrutierungsverlauf
von Exsudatmakrophagen in Fraktalkine-Rezeptor defizienten Mausen entsprach somit
dem von Wildtyp-Ma&usen. In Abbildung 12 D sind die Veranderungen der Anzahl von
Lymphozyten nach Instillation von 50ug LPS bei Wildtyp-Mausen, CCR2-defizienten-
Mausen und Fraktalkine- Rezeptor defizienten Mdusen dargestellt. Bei unbehandelten
Tieren (Oh Zeitpunkt) fanden sich in allen 3 Mausgruppen keine Lymphozyten in der
BAL-Flussigkeit. Die Lymphozytenrekrutierungskinetik in das alveoldre Kompartiment
nach LPS-Gabe zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Mausgruppen.
Zusammenfassend zeigten Fraktalkine-Rezeptor defiziente Ma&use demnach im
Gegensatz  zu CCR2-defizienten Tieren die gleiche Rekrutierungskinetik
inflammatorischer Zellen in die BALF wie Wildtyp-Tiere.
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Abbildung 12 A-D: Rekrutierung unterschiedlicher Leukozytenpopulationen nach
intratrachealer Instillation von 50pug in Wildtyp-Mausen, CCR2-defizienten-Mausen
und Fraktalkine-Rezeptor defizienten Mausen (CX3CR16FF/6FP),

Wildtyp-Méause B , CCR2-defiziente-Mause L1 und Fraktalkine-Rezeptor defiziente
Méuse erhielten eine intratracheale Instillation von 50ug LPS (n=4-12). Die
Anzahl der A)neutrophilen Granulozyten (PMN) B)Alveolarmakrophagen
C)Monozyten und D)Lymphozyten wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der
broncheoalveoldren Lavage ermittelt.

+++, p< 0,001 vs. der anderen Mausgruppen desselben Zeitintervalls
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3.3 Das chiméare Mausmodell

Beim chimdren Mausmodell erfolgte wie unter 2.1.5.6 beschrieben eine
Knochenmarkstransplantation auf CD 45.1 Mduse. Diese Empfangermause wurden mit
11 Gy bestrahlt und erhielten anschlielend eine Knochenmarkstransplantation von
CD45.2 Spendertieren. Empfangermause, die aufbereitete Knochenmarkszellen von
Wildtyp-Méusen (CD 45.2) erhielten, werden im Folgenden mit WT-KM,
Empféangerméuse, die aufbereitete Knochenmarkszellen von CCR2-defizienten-M&usen
erhielten, mit CCR2-KO-KM abgekdirzt.

3.3.1 Transplantations-Effizienz

Zur Untersuchung der Effizienz der Knochenmarkstransplantation wurde der
prozentuale Anteil CD 45.2 positiver Zellen in der brocheoalveoldren Lavage und im
peripheren Blut von mit Wildtyp-Knochenmark und CCR2-defizientem-Knochenmark
transplantierten CD 45.1 Wildtyp-Méuse nach 0, 1 und 2 Wochen untersucht (Abb. 13).
Die Abbildung 13A zeigt den prozentualen Anteil CD45.2 positiver Zellen in der
brocheoalveoldren Lavage. Direkt nach Transplantation (0 Wochenzeitpunkt) fanden
sich in den brocheoalveolaren Lavagen der mit Wildtyp-Knochenmark und CCR2-
defizientem-Knochenmark transplantierten CD 45.1 positiven Empfangermduse keine
CD 45.1 positiven Zellen. Im Verlauf der ersten und zweiten Woche kommt es zu
einem geringen Anstieg des prozentualen Anteiles an CD 45.2 positiver Zellen in der
BALF. Nach 2 Wochen betrégt der prozentuale Anteil an CD 45.2 positiven Zellen in
der brocheoalveoldren Lavage bei den mit Wildtyp-Knochenmark transplantierten
Méusen 7,5% und bei den mit CCR2-defizientem-Knochenmark transplantierten Tieren
4,8%.

In der Abbildung 13B ist der prozentuale Anteil CD45.2 positiver Zellen im peripheren
Blut von CD 45.1 Empfanger-Mdusen nach Transplantation von Wildtyp-Knochenmark
und CCR2-defizientem-Knochenmark dargestellt. Zum 0 Wochenzeitpunkt lieRen sich
in beiden Mausgruppen kaum CD45.2 positive Zellen im peripheren Blut nachweisen.
Im Verlauf der ersten und zweiten Woche nach Knochenmarkstransplantation fand sich
ein rascher Anstieg von CD45.2 positiver Spenderzellen im peripheren Blut bei beiden

Mausgruppen. In der zweiten Woche erreichte der prozentuale Anteil CD 45.2 positiver
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Spenderzellen bei den mit Wildtyp-Knochenmark transplantierten Méausen 93% und bei

den mit CCR2-defizientem-Knochenmark transplantierten Tieren 93,6%. Es bestand

kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen.
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Abbildung 13: Anteil der Spenderleukozyten 0, 1 und 2 Wochen

nach Knochnmarkstransplantation in der bronchoalveoldren Lavage und im
peripheren Blut der Empfangertiere. CD 45.1 exprimierende Wildtyp-Mause
(Empfangermause) wurden letal bestrahlt und mit Knochenmark von CD 45.2
exprimierenden Wildtyp-Spendermausen Il (WT-KM) oder CCR2-defizienten
Spendermausen [ (CCR2-KM) transplantiert (n=5). Der Anteil CD 45.2
exprimierender Spenderzellen wurde nach 0, 1 und 2 Wochen nach
Transplantation durchflusszytometrisch in der

A) broncheoalveoldren Lavage und B) im peripheren Blut bestimmt.
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3.3.2 Alveoléare Leukozytenrekrutierung in chiméren Mausen nach
intratrachealer Instillation von 50ug LPS verglichen mit
Wildtyp- und CCR2-defizienten-Mausen

Um zu klaren, ob die CCR2 Expression auf Lungen-residenten oder auf aus der
Zirkulation rekrutierten Immunzellen fir das veranderte pulmonale Entziindungsprofil
nach LPS-Gabe in CCR2 defizienten Tieren verantwortlich war, wurden Experimente
im Chimérenmodell durchgefuhrt. Die Abbildungen 14A-D zeigen vergleichend
Untersuchungen zur Differentialzytologie der BALF. Verglichen wurden mit 50ug LPS
intratracheal instillierte Wildtyp-, CCR2-defiziente- und chimére M&use, die wie unter
2.1.5.6 beschrieben mit Wildtyp-Knochenmark (WT-KM) oder CCR2-defizientem
Knochenmark (CCR2-KO-KM) behandelt worden waren.

Abbildung 14A zeigt die Gegeniiberstellung der Anzahl der neutrophilen Granulozyten
in der BALF nach Instillation von LPS bei allen vier Mausgruppen. Zum Oh Zeitpunkt
fanden sich in allen vier Mausgruppen keine neutrophilen Granulozyten in der
broncheoalveoldren Lavage. Nach 48h wurde in allen Mausgruppen die maximale
Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BALF erreicht. Es fanden sich jedoch
signifikante Unterschiede im AusmaR der Neutrophilen-Rekrutierung zwischen den
einzelnen Mausgruppen. Zum 48h-Zeitpunkt wiesen Wildtyp-Mé&use -> 4,1Mio, CCR2-
defiziente-Mé&use -> 9Mio, chimare Mause mit Wildtyp-Knochenmark -> 4,6Mio und
mit CCR2-defizientem-Knochenmark -> 9,2Mio neutrophile Granulozyten im Mittel in
der Lavage auf. Auch im weiteren Verlauf entsprach die Rekrutierungskinetik der
neutrophilen Granulozyten der chimaren Mdause mit Wildtyp-Knochenmark der von
Wildtyptieren. Demgegenuber zeigten Tiere, denen CCR2-defizientes Knochenmark
transplantiert wurde, wie CCR2-defiziente Mause eine verstarkte und prolongierte
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in das alveoldre Kompartiment.

In Abbildung 14B sind die zeitlichen Veranderungen in  der Anzahl der
Alveolarmakrophagen vergleichend zwischen den 4 Mausgruppen (Wildtyp-Mausen,
CCR2-defizienten-Méausen und chimaren Mausen) dargestellt. Unbehandelte Tiere aller
Mausgruppen zeigten &hnliche Ausgangswerte in der Anzahl an Alveolarmakrophagen
in der broncheoalveoldren Lavage (Wildtyp-Mause-> 0,37Mio, CCR2-defiziente-
Mause-> 0,44Mio, WT-KM-> 0,24Mio und CCR2-KO-KM-> 0,38Mio im Mittel).
Nach intratrachealer Instillation von 50ug LPS erfolgte in allen Mausgruppen zunéchst

eine leichte Abnahme der Zellzahlen von Alveolarmakrophagen in der BALF. Danach
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stiegen die Zellzahlen der Alveolarmakrophagen in der Lavage in allen Mausgruppen
in vergleichbarem Ausmal an.

Die Anzahl rekrutierter Exsudatmakrophagen der verschiedenen Mausgruppen nach
50ug LPS-Gabe ist in Abbildung 14C dargestellt. Bei unbehandelten Tieren (Oh-Wert)
aller Mausgruppen lieRen sich keine Exsudatmakrophagen in der BAL-Flussigkeit
nachweisen. Nach LPS-Gabe kam es zu einem Anstieg der BALF Exsudatmakrophagen
in Wildtyp-Mé&usen und in chimédren Mé&usen mit Wildtyp-Knochenmark mit einem
Maximum nach 48h bei Wildtyp-Mausen von 0,15 Mio. und bei chimdren M&usen mit
Wildtyp-Knochenmark von 0.1 Mio.. Im Gegensatz zu den Wildtyp-Mé&usen und den
chimaren Mé&usen mit Wildtyp-Knochenmark kam es bei den CCR2-defizienten-
Maéusen und den chimédren Mausen mit CCR2-defizientem-Knochenmark zu keiner
signifikanten Anderung der Exsudatmakrophagen-Anzahl nach LPS-Gabe. Sowohl in
CCR2-defizienten Méusen als auch in chimdren Ma&usen mit CCR2-defizientem-
Knochenmark fehlt somit die in Wildtyptieren nach intratrachealer LPS Instillation
regelhaft nachweisbare alveoldre Rekrutierung von Exsudatmakrophagen. Demnach ist
die fehlende Expression auf zirkulierenden und nicht auf Lungen-residenten
Entzindungszellen fir den Rekrutierungsdefekt in CCR2 defizienten Tieren
verantwortlich.

In Abbildung 14D sind die Verédnderungen der Anzahl von BALF Lymphozyten nach
Instillation von 50ug LPS dargestellt. Die vier untersuchten Mausgruppen zeigten keine
signifikanten Unterschiede in der alveoldren Rekrutierungskinetik von Lymphozyten.
Die maximale Lymphozytenanzahl in der broncheoalveoléren Lavage wird bei allen
vier Mausgruppen 72h nach LPS-Gabe mit im Mittel 0,19Mio in Wildtyp-Mausen,
0,17Mio in CCR2-defizienten-Mausen, 0,1Mio in chiméren Mdausen mit Wildtyp-
Knochenmark und 0,1Mio in chimaren Mdusen mit CCR2-defizientem-Knochenmark
erreicht. Danach kam es bei allen vier Mausgruppen zu einer Abnahme der
Lymphozyten Zellzahlen in der BAL-FlUssiggkeit. Es fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden chiméren Mausgruppen sowie zwischen Wildtyp-
und CCR2-defizienten-Mausen. Allerdings zeigten nach 48 und 72h die chiméren
Mause signifikant niedrigere Lymphozyten Zellzahlen in der BALF als die nicht
transplantierten Wildtyp- und CCR2-defizienten Tiere.
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Abbildung 14 A-D: Gegeniberstellung der Rekrutierung unterschiedlicher
Leukozytenpopulationen nach intratrachealer Instillation von 50pg LPS in Wildtyp-
Mausen, CCR2-defizienten-Mausen, mit Wildtyp-Knochenmark transplantierten
chimaren Mausen (WT-KM) wund mit CCR2-defizientem Knochenmark
transplantierten chimaren Mausen (CCR2-KO-KM).

Wildtyp-Méause M , CCR2-defiziente Mause L1 , chimare Mause mit Wildtyp-
Knochenmark oder chimére Méause mit CCR2-defizientem Knochenmark
erhielten eine intratracheale Instillation von 50ug LPS (n=4-12). Die Anzahl der
A)neutrophilen Granulozyten (PMN) B)Alveolarmakrophagen C)Monozyten und
D)Lymphozyten wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten mittels broncheoalveolérer
Lavage ermittelt.

+++, p< 0,001 vs. Wildtyp-Mause desselben Zeitintervalls;

888, p< 0,001 vs. chimdare Mause mit Wildtyp-Knochenmark desselben
Zeitintervalls;

*, p< 0,05 vs. chimére Mausgruppen desselben Zeitintervalls
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3.3.3 Vergleich der alveolo-kapillaren-Schrankenstdérung nach 50ug
LPS-Gabe in Wildtyp-, CCR2-defizienten- und chimaren
Mausen, die mit Wildtyp- oder CCR2-defizientem-
Knochenmark transplantiert wurden

In Abb. 15 sind die Werte der alveolo-kapillaren-Schrankenstérung der 4 Mausgruppen
nach 50pug LPS Instillation gegeniibergestellt. Nach intratrachealer Instillation von 50ug
LPS kommt es bei allen Versuchs-Gruppen zu einer verstarkten Schrankenstérung mit
Ansteigen der kapillo-alveoldren FITC Albumin Passage bis zum Maximum 6h nach
LPS Instillation. Dieser Hochstwert betragt im Mittel bei Wildtyp-Méusen 0,12, bei
CCR2-defizienten-Mé&usen 0,23, bei den chiméren Mausen mit Wildyp-Knochenmark
0,12 und bei chimaren Tieren mit CCR2-defizientem Knochenmark 0,25.

Es bestatigt sich somit die bereits unter 3.3.2 beschriebene signifikant hohere
Schrankenstorungen bei den CCR2-defizienten Mdusen im Vergleich mit den Wildtyp-
Mausen. Darliber hinaus zeigt der Vergleich der chiméren Versuchsgruppen eine
signifikant starkere Schrankenstorung bei chimaren Madusen mit CCR2-defizientem
Knochenmark als bei chiméren Tieren, die mit Wildtyp-Knochenmark transplantiert
wurden. Demnach ist auch die verstérkte Schrankenstorung in CCR2 defizienten Tieren
mit der fehlenden Expression von CCR2 auf zirkulierenden Entziindungszellen

assoziiert.
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Abbildung 15: Veranderungen der alveolo-kapillaren-Schrankenstérung nach
intratrachealer Instillation von 50ug LPS bei Wildtyp-Mausen, CCR2-defizienten-
Mausen, chimdren M&usen mit Transplantation von Wildtyp-Knochenmark und mit
Transplantation von CCR2-defizientem-Knochenmark.

Wildtyp-Mause B | CCR2-defiziente Mause L1 , chimare Mause mit Wildtyp-
Knochenmark oder chimére Mé&use mit CCR2-defizientem Knochenmark
erhielten eine intratracheale Instillation von 50ug LPS (n=4-12). Der Grad der
alveolo-kapillaren Schrankenstérung wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten
ermittelt.

++ und +, p< 0,01 und p< 0,05 vs. Wildtyp-Mause desselben Zeitintervalls;

88 und 8§, p< 0,01 und p< 0,05 vs. chimare Mause mit Wildtyp-Knochenmark
desselben Zeitintervalls
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3.3.4 Histologie des Lungengewebes von Wildtyp-, CCR2-
defizienten sowie chimaren Mausen transplantiert mit Wildtyp-
oder CCR2-defizientem Knochenmark nach LPS-Instillation

Von Lungen der mit 50ug LPS intratracheal behandelten vier Mausgruppen (Wildtyp-,
CCR2-defiziente und chimére Mause transplantiert mit Wildtyp-Knochenmark oder
CCR2-defizientem Knochenmark) wurden histologische Schnitte angefertigt und mit
H&matoxilin/Eosin gefarbt. Unbehandelt (Zeitpunkt Oh) zeigten alle vier Mausgruppen
ein reizloses Lungengewebe ohne auffallige Unterschiede.

Zum Zeitpunkt 48h nach intratrachealer LPS Instillation fand sich in allen vier
Mausgruppen eine deutliche pulmonale Inflammation mit Infiltration des
Lungenparenchyms durch Entziindungszellen. Die histologischen Préparate der vier
Mausgruppen zum 48h Zeitpunkt sind in den Abbildungen 16 B (Wildtyp-Mause), 16 E
(CCR2-defiziente Mé&use), 16 H (chimare M&use mit Wildtyp-Knochenmark) und 16 K
(chimédre Mause mit CCR2-defizientem Knochenmark) gegeniibergestellt. Zwischen
den Gruppen fallen starke Unterschiede auf. Wie bereits unter 3.3.3 dargestellt, zeigten
CCR2-defiziente Maé&use eine deutlich starkere inflammatorische Reaktion im
Lungengewebe als Wildtyp Tiere. Die beiden Histologien der chiméren Méuse wiesen
ebenfalls starke Unterschiede auf. Das Lungengewebe der chimaren Mause mit CCR2-
defizientem-Knochenmark zeigt eine deutlich stirkere Entziindungsreaktion mit
Verdickung der Kapillarwande, starkerer Durchblutung und Entzindungszell-
Infiltration als die Tiere, denen Wildtyp Knochenmark transplantiert wurde. Zum
Zeitpunkt 120h nach intratrachealer LPS Instillation (Abbildungen 16 C (Wildtyp-
Maus 120h nach LPS-Gabe), 16 F (CCR2-defiziente Maus 120h nach LPS-Gabe), 16 |
(chimére Mause mit Wildtyp-Knochenmark 120h nach LPS-Gabe) und 16 L (chimare
Mause mit CCR2-defizientem-Knochenmark 120h nach LPS-Gabe)) fand sich in allen
Gruppen ein Rickgang der Entziindungsreaktion im Vergleich zum 48h Zeitpunkt. Wie
bereits unter 3.3.3 dargestellt, zeigten die CCR2-defizienten-Mé&use (16 F) aber auch
zum 120h Zeitpunkt eine starkere Entziindung in der Histologie als Wildtyp-Méause (16
C). Auch bei den chiméren Mé&usen fanden sich Unterschiede im Inflammationsgrad.
Die chiméren Maduse, die mit CCR2-defizientem-Knochenmark transplantiert wurden,
zeigten auch nach 120h eine starkere inflammatorische Reaktion als chimére Méause, die
mit Wildtyp-Knochenmark transplantiert wurden. Insgesamt zeigte die histologische
Untersuchung des Lungengewebes eine starkere und langer anhaltende
Entziindungsreaktion bei CCR2-defizienten M&usen und chiméren Madusen, die mit
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CCR2-defizientem Knochenmark transplantiert wurden. Bei diesen Tieren ist wegen der
fehlenden Expression von CCR2 auf zirkulierenden Monozyten die Entziindungs-
getriebene Rekrutierung von Exsudatmakrophagen in die Lunge stark reduziert. Dies
stitzt die Hypothese, dass die in Wildtyp und in chiméren Tieren, die mit Wildtyp
Knochenmark transplantiert wurden, CCR2-abhangig pulmonal rekrutierten
Exsudatmakrophagen Intensitdt und Dauer der pulmonalen Inflammation nach LPS

Gabe attenuieren.
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Abbildung 16 A-L: Histologische Veranderungen der Lungen von Wildtyp-Mausen,
CCR2-defizienten-Mausen, chiméaren Mausen mit Wildtyp-Knochenmark oder CCR2-
defizientem-Knochenmark nach intratrachealer Instillation von 50ug LPS.
Wildtyp-Méusen (WT: A, B, C), CCR2-defizienten-Mausen (CCR2-KO: D, E, F),
chiméren Mausen mit Wildtyp-Knochenmark (WT-KM: G, H, 1) oder chimdren M&usen
mit CCR2-defizientem Knochenmark (CCR2-KO-KM: J, K, L) wurden 50ug LPS
intratracheal instilliert und nach Oh (A, D, G, J), 48h (B, E, H, K) und 120h (C, F, I, L)
die pulmonalen Verénderungen histologisch untersucht. HE Férbung, VergroRerung
x200.
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3.4 Adoptiver Transfer mononuklearer Zellen

Um zu untersuchen, ob intravends transferierte mononukledre Blutzellen mit intakter
CCR2-Expression die verstarkte pulmonale Entziindungsreaktion CCR2-defizienter
Tiere abschwéchen konnen, wurde der Anteil der neutrophilen Granulozyten (Abb.
17A) und Monozyten (Abb. 17B) in BAL Zytozentrifugenpréparaten 48h nach
intratrachealer Instillation von 50ug LPS nach intravendser Gabe von Monozyten mit
intakter und fehlender CCR2-Expression vergleichend analysiert. Die in diesen
Versuchsgruppen gegenibergestellten Méause sind Wildtyp-Mdause, CCR2-defiziente
Méuse, chimdre Méuse mit Wildtyp-Knochenmark oder mit CCR2-defizientem-
Knochenmark und CCR2-defiziente Mause mit intravendsem Transfer mononukledrer
Zellen von Wildtyp-Mausen.

CCR2-defiziente Mduse und chimére Mduse, die mit CCR2-defizientem-Knochenmark
transplantiert wurden, zeigten einen deutlich hoheren Anteil neutrophiler Granulozyten
in der BALF als Wildtyp Tiere und chimare Mé&use, die mit Wildtyp-Knochenmark
transplantiert wurden. In CCR2-defizienten Mausen, denen mononukleédre Blutzellen
von Wildtyp-Mausen transferiert wurden, war der Anteil der neutrophilen Granulozyten
in der BALF vergleichbar mit Wildtyp-Mausen und signifikant niedriger als in CCR2-
defizienten Mdusen ohne adoptiven Zelltransfer.

Die Analyse der Anzahl rekrutierter Monozyten 48h nach intratrachealer Instillation
von 50ug LPS zeigte, dass CCR2-defiziente Mause nach intravendsem Transfer von
mononukledren Zellen von Wildtyp-Mausen einen signifikant hoheren Anteil von BAL
Exsudatmakrophagen aufwiesen als CCR2-defiziente Mé&use und chimére Mause nach
Transplantation mit CCR2-defizientem-Knochenmark (Abbildung 17B).

Die Befunde zeigen, dass der adoptive Transfer von mononukledren Blutzellen von
Wildtyp Tieren in CCR2-defiziente Mé&use die Rekrutierung von Exsudatmakrophagen
nach LPS Gabe nahezu auf das Niveau von Wildtyp Tieren steigert. Interessanterweise
revertiert dies auch die gesteigerte Neutrophilen Rekrutierung in CCR2-defizienten
Tieren und deutet auf eine Entzindungs-regulierende Funktion CCR2-abhéngig

rekrutierter Exsudatmakrophagen hin.
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Neutrophile Granulozyten nach Instillation von 50pg LPS Monozyten nach Instillation von 50ug LPS
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Abbildung 17: CCR2-exprimierende Blutleukozyten reduzieren die Migration
neutrophiler Granulozyten bei erhaltener Monozytenrekrutierung.

Wildtyp-Méuse (WT), CCR2-defiziente Mause (CCR2-KO), chimére Mdause mit
Transplantation von Wildtyp-Knochenmark (WT-KM), chimére Méuse mit
Transplantation von CCR2-defizientem Knochenmark (CCR2-KO-KM) und CCR2-
defiziente Mduse mit i.v. Transfer mononukleédrer Blutzellen von Wildtyp-Mé&usen
(CCR2-KO + WT-MNC iv) erhielten eine intratracheale Instillation von 50ug LPS
(n=4-12). Die Anzahl der A)neutrophilen Granulozyten (PMN) und B) Monozyten
wurde 48h nach Instillation mittels broncheoalveoldrer Lavage ermittelt.

+++, p< 0,001 vs. Wildtyp-Mause;

88§, p< 0,001 vs. chiméare Méause mit Wildtyp-Knochenmark;

*** p< 0,001 vs. CCR2-defiziente Mduse mit mononukledrem Zelltransfer
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3.5 Zytokingenexpression in FACS-separierten BAL
Exsudatmakrophagen und zirkulierenden Monozyten von
CX3CR"FP Mausen nach intratrachealer LPS- Instillation

Um Zytokine zu identifizieren, die potentiell den Entziindungs-ddmpfenden Effekt von
Exsudatmakrophagen  im  LPS-Modell  vermitteln  kénnen,  wurde die
Zytokingenexpression von BALF Exsudatmakrophagen und zirkulierenden Monozyten
verglichen. Hierzu wurden CX3CR®" Mause genutzt, in denen zirkulierende
Monozyten und BALF Exsudamakrophagen durch das Fraktalkin-Rezeptor-abhéngig
exprimierte GFP-Transgen endogen markiert sind und deshalb mit hoher Reinheit im
FACS separiert werden konnen. Nach intratrachealer Instillation von 50ug LPS in
CX3CR1"¢"" Mause erfolgte nach einem Zeitintervall von 48h eine Blutentnahme
sowie eine bronchoalveoldre Lavage mit entsprechender Aufarbeitung wie unter
Material und Methoden im Abschnitt 2.5 beschrieben.

Die Zellen der BALF und des peripheren Blutes wurden mit Hilfe eines Zellsorters in
Subpopulationen separiert. In Abbildung 18A ist die Grin- (FITC, Absisse) und
Rotfluoreszenz (PE, Ordinate) der BALF Zellen logarithmisch dargestellt.
Exsudatmakrophagen lassen sich auf Grund des GFP-Transgens unter Kontrolle des
Fraktalkine Rezeptors als grun fluoreszierende Zellpopulation abgrenzen. Die GFP-
markierten Exsudatmakrophagen wurden mit hoher Reinheit durchflusszytometrisch
sortiert und zur Genexpressionsanalyse mittels real time PCR aufgearbeitet.

Abbildung 18B zeigt die real time PCR Analyse der m-RNA-Expression der Zytokine
IL-10, HGF, KGF, TGF-beta und IL-1 RA aus sortierten GFP markierten
Exsudatmakrophagen im Vergleich zu FACS-separierten  Monozyten aus dem
peripheren Blut. Die Differenz der Genexpression in Exsudatmakrophagen im
Vergleich zu zirkulierenden Monozyten ist auf der Ordinate dargestellt
(DeltaDeltaCT=ddCT). In den Exsudatmakrophagen der BAL war die Genexpression
der Zytokine TGF-beta und insbesondere IL-1 RA im Vergleich zu den Monozyten des
peripheren Bluts deutlich erhéht. Die GFP-markierten Monozyten aus dem peripheren
Blut exprimieren demgegentiber verstarkt die Zytokine 1L-10, HGF und KGF. Die
drastische  Hochregulation  von  anti-inflammatorischem  IL-1  RA in
Exsudatmakrophagen der BALF ist ein Hinweis auf die funktionelle Relevanz dieses

Zytokinrezeptorantagonisten im Kontext der akuten pulmonalen Inflammation.
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Abbildung 18: Alveolar rekrutierte CCR2-exprimierende

Exsudatmakrophagen exprimieren verstarkt 1L1-RA.

(A) Durchflusszytometrische Identifikation und FACS Separation von
CX3CR1-GFP-exprimierenden Exsudatmakrophagen (griin-fluoreszierend) in
der broncheoalveoldren Lavage von Fraktalkine-GFP-Mausen CX3CR1"¢F
48h nach intratrachealer Instillation von 50ug LPS.

(B) Vergleichende real time RT-PCR Analyse der m-RNA-Expression
ausgewadhlter Zytokine in mittels FACS isolierten Zellen (alveoldr rekrutierte
CCR2-exprimierende Exsudatmakrophagen vs. periphere CCR2 exprimierende

Blut-Monozyten)

68




4 Diskussion

Eine akute pulmonale Inflammation des distalen Respirationstraktes kann durch
verschiedene Ursachen hervorgerufen werden, am hadufigsten tritt sie im Rahmen einer
Pneumonie auf (5, 84, 85). Seit Jahrzehnten wird an der Pathogenese der
Gasaustauschstérung im Rahmen “Acute Respiratory Distress Syndroms” (ARDS)
geforscht und nach neuen Therapiemdglichkeiten gesucht. Dennoch konnte bislang
keine wirksame pharmakologische Therapie des ARDS etabliert werden, weshalb das
akute Lungenversagen auch noch heute eine hohe Morbiditat und Mortalitat aufweist
(85-87). In der vorliegenden Arbeit wurde durch intratracheale Instillation von LPS
eine pulmonale Inflammation im Mausmodell induziert und die Rolle CCR2-abhangig

alveolér rekurtierter mononukleérer Phagozyten in diesem Kontext untersucht (5).

4.1 Das Maus-Modell der Endotoxin-induzierten alveolaren
Inflammation

Es existieren mehrere Mausmodelle zur Induktion einer akuten pulmonalen
Inflammation (“acute lung injury’, ALI). Diese unterscheiden sich hinsichtlich des
applizierten Entzindungstimulus (Erreger bzw. ihre Komponenten, Pharmaka wie
Bleomycin) sowie der Verabreichungsart (88-91). Das gemeinsame Ziel aller ALI-
Mausmaodelle ist es eine der humanen pulmonalen Inflammation &hnelnde Situation im
Tiermodell, z.B. in Mausen zu reproduzieren (92,93). Beim Menschen sind die
Pneumonie und die Sepsis die zwei h&ufigsten Ausléser einer pulmonalen Inflammation
bzw. eines ARDS (85). Die pulmonale Inflammation nach LPS-Gabe ist durch die
Rekrutierung inflammatorischer Zellen in die Lunge mit friher Neutrophilen- und
verzogerter Monozytenakkumulation im Alveolarraum charakterisiert (49). Parallel
konnte eine gesteigerte endoepitheliale Permeabilitatserhdhung mit korrespondierendem
Proteinlibertritt aus dem GefaRbett in das alveolare Kompartiment nachgewiesen
werden (64,94). Dieses Mausmodell einer akuten pulmonalen Inflammation nach
intratrachealer LPS-Gabe zeigt somit pathophysiologische Charakteristika des akuten
Lungenversagens beim Menschen (5, 64). In diesem Modell wurde gezeigt, dass die

Entzindungs-getriebene alveoldre Monozytenrekrutierung in den Alveolarraum strikt
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CCR2-abhéngig ist, da sowohl die genetische Deletion als auch die spezifische
Blockade des CCR2-Rezeptors durch Applikation funktionsblockierender anti-CCR2-
Antikorper eine nahezu 100%ige Hemmung des akut entzlndlichen alveoldren
Monozyteneinstroms bewirkte (27, 39, 91, 95).

In dem in der Arbeit verwendete Mausmodell wurde zur Auslésung einer pulmonalen
Inflammation 50ug hochaufgereinigtes Lipopolysaccharid intratracheal instilliert und
eine Inflammation des Alveolarraumes induziert (77, 96). Das hier verwendete
Mausmodell der Endotoxin-induzierten alveolaren Inflammation war sehr gut
reproduzierbar, benotigte nur eine einmalige Behandlung der Méuse und ermdglichte
durch die geringe Mortalitats- und Komplikationsrate die Untersuchung Uber den
gesamten Entzundungsverlauf von 120 Stunden, welcher sowohl die Initierung als auch

die Terminierung auf der Inflammation umfasste.

4.2 Einfluss unterschiedlicher LPS-Dosierungen auf den
Verlauf der pulmonalen Inflammation

Es wurden bereits verschiedene Mausmodelle des Endotoxin-induzierten
Lungenversagens beschrieben, in den unterschiedliche Dosierungen von LPS zur
Auslosung des Lungenschadens verwendet wurden (97-99). Erstes Ziel der
vorliegenden Arbeit war es in dem verwendeten Mausstamm eine LPS-Dosis zu
ermitteln, die reproduzierbar ein alveoldres Entziindungsprofil auslost, welches mit dem
Entziindungsmuster der bronchoalveoldren Lavage von Patienten mit ALI/ARDS
vergleichbar ist. Hierzu wurde die Rekrutierungskinetik von neutrophilen Granulozyten
und Exsudatmakrophagen in den Alveolarraum und die pulmonale Schrankenstdrung zu
verschiedenen Zeitpunkten nach intratrachealer LPS-Gabe evaluiert. Eine pulmonale
Inflammation geht typischerweise mit einer friihen alveoldren Neutrophilenrekrutierung
einher (12, 64, 65, 100). Diese Arbeit bestétigt die vorbekannten Befunde mit einem
signifikanten Anstieg der neutrophilen Granulozyten in der BALF beginnend 6 h nach
LPS Gabe. Je hoher die intratracheal applizierte Lipopolysaccharid-Dosis war, desto
anhaltender und starker war ist die alveoldre Rekrutierung neutrophiler Granulozyten.

Neben der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten konnte eine verzogerte Migration
von Monozyten aus dem Blut in den Alveolarraum gezeigt werden (11, 80, 101). Beim

Vergleich verschiedener LPS-Dosen fanden sich signifikante Unterschiede in Beginn,
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Ausmall und Dauer der Rekrutierung von Exsudat Makrophagen in den Alveolarraum
mit einem Rekrutierungsmaximum 48h nach LPS-Gabe.

In  Dbrocheoalveoldaren  Lavagen unbehandelter M&use machen residente
Alveolarmakrophagen den Hauptanteil der zelluldren Bestandteile aus. Wie bereits von
Maus et al. nachgewiesen wandern die Monozyten nach alveoldrer Stimulation mit
Endotoxin aus dem Blut in die Lunge und durchlaufen dort einen
Differenzierungsprozess zu Alveolarmakrophagen (12, 65). Alveolarmakrophagen
haben durch die Produktion von Chemokinen und Zytokinen sowie durch Phagozytose
apoptotischer intraalveolarer Zellen eine wichtige Funktion fir das lokale
Abwehrsystem der Lunge (102). Daneben spielen auch im Verlauf der Entziindung
rekrutierte Exsudatmakrophagen als Vorldufer von Alveolarmakrophagen im Kontext
der Induktion und Terminierung von Inflammation sowie der Gewebsreparatur eine
bedeutende Rolle. Nach einer Exposition der Wildtyp-Mdause mit intratracheal
instilliertem  Lipopolysaccharid  zeigten anschlieende zeitlich  engmaschige
Untersuchungen der bronchoalveoldren Lavagen eine anfangs langsame und spéter
deutlichere Erh6hung der Anzahl der Alveolarmakrophagen.

Die alveolo-kapillare Schrankenstérung der mit unterschiedlichen LPS-Dosen
behandelter Wildtyp-Mé&use war wie bereits aus vorherigen Forschungen bekannt bei
den niedrigeren LPS-Dosen geringer ausgepréagt. Nach intratrachealer Instillation von
50ug LPS zeigten die Wildtyp-Mé&use nach 12h eine ausgeprdgte pulmonale
Schrankenstdrung.

Erganzend zu den zellularen Analysen der brochoalveoldren Lavagen wurden
histologische Analysen des Lungengewebes bei verschiedenen LPS-Dosen
durchgeftuihrt. Auch hierbei war die pulmonale Inflammation bei der intratrachealen
Applikation von 50ug LPS deutlicher ausgepréagt als bei niedrigeren LPS-Dosen.
Anhand dieser Ergebnisse wurde fiir die weiteren Experimente dieser Arbeit die
intratracheale Instillation von 50ug LPS zur Induktion der pulmonalen Inflammation
genutzt. Der Zeitpunkt 48h nach intratrachealer Instillation von 50ug LPS wurde auf
Grund der dann maximalen Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und

Exsudatmakropahgen in den Alveolarraum préferentiell analysiert.
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4.3 Einfluss verschiedener CCR2-exprimierender
Zellpopulationen auf die pulmonale Inflammation

Forschungen der letzten Jahre zeigen, dass die inflammatorische Rekrutierung von
Monozyten in den Alveolarraum strikt abhé&ngig ist von der Interaktion des Monozyten-
rekrutierenden Chemokins CCL2 und dem monozytar exprimierten Rezeptor CCR2 (35,
40, 101, 103,104). Um auf die Rolle von CCR2-abhéngig alveolar rekrutierten
Monozyten im Entziindungsverlauf zu untersuchen, wurden vergleichende Experimente
mit intratrachealer Instillation von 50ug LPS in CCR2-exprimierenden Wildtyp-Mausen
und CCR2-defizienten Mausen durchgefthrt .

Sowohl die Anzahl der der neutrophilen Granulozyten in der BALF, die alveolo-
kapillare Schrankenstorung als auch die Entziindungsreaktion in der histologischen
Aufarbeitung des Lungenparenchyms war in CCR2-defizienten Mausen signifikant
starker ausgepragt als in Wildtyp Tieren. Diese Ergebnisse bestatigen Arbeiten von
Amano et al, die ebenfalls zeigen, dass alveoldr applizierte Stimuli bei CCL2-
defizienten Mé&usen eine deutlich starkere pulmonale Inflammationen hervorrufen als in
Wildtyptieren und h&ufiger tddlich ausgehen (60, 105). In den histologischen
Aufarbeitungen des Lungengewebes 120h nach intratrachealer Instillation von 50ug
LPS fand sich bei den CCR2-defizienten M&usen ein starker geschadigtes
Lungengewebe und ein ausgepragteres Entzindunsgsinfiltrat als in Wildtyp Tieren.
Ahnliche Befunde fanden auch Amano et al bei Einsatz von Anti-MCP-1/CCL2
Antikorpern in Wildtyptieren (60).

Um zu prifen, ob der Unterschied in der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
zwischen den CCR2-exprimierenden Wildtyp-Mausen und den CCR2-defizienten
Mausen durch unterschiedliche Produktion neutrophilen-chemotaktischer Zytokine
bedingt ist, wurde die Produktion der neutrophilen-chemotaktischen Zytokine KC und
MIP-2 untersucht (106-108). Die KC und MIP-2 Spiegel in der BALF zeigten keinen
signifikanten Unterschied zwischen CCR2-exprimierenden Wildtyp und den CCR2-
defizienten Mdusen.

Der Nachweis einer verstarkten und prolongierten Inflammation bei weitgehend
fehlender Rekrutierung von Exsudatmakrophagen in CCR2-defizienten Méusen fiihrte
zu der Hypothese, dass CCR2-exprimierende Monozyten nicht nur wie bereits bekannt
eine wichtige Rolle in der Induktion der pulmonalen Inflammation spielen (109),

sondern auch an der Regulation des Ausmales der Inflammation beteiligt sind
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Wie bereits in der Einleitung erldutert, gibt es aul3er Monozyten noch andere Zellen, die
den Rezeptor CCR2 auf ihrer Oberflache exprimieren. Zu diesen geh6éren zum einen die
Alveolarmakrophagen und zum anderen Lymphozyten, welche jedoch beide eine
deutlich geringere Rezeptordichte auf ihrer Oberfl&che prasentieren (30, 39, 60).

Um zu prifen, ob zirkulierende  Monozyten oder  Lungen-residente
Alveolarmakrophagen fir den attenuierenden Effekt auf die Inflammation
verantwortlich sind, wurde ein Knochenmarkschimédren Modell etabliert und unter
Nutzung des CDA45.1/CD45.2 Alloantigensystems charakterisiert. Die Herstellung
chimérer Mduse erfolgte durch Transplantation von Knochenmark von WT oder CCR2
KO Spendertieren in letal bestrahlte Wildtyp-Tiere (80). Chiméare Mausmodelle mit
anderen Spender- und Empfanger-Kombinationen sind auch von einer Reihe anderer
Arbeitsgruppen genutzt worden (39, 49, 60). Hierbei zeigen sich auf Grund der
verschiedenen Bestrahlungsregime mit unterschiedlichen Bestrahlungsdosen und
Bestrahlungsquellen unterschiedliche  Kurzzeit und Langzeit Transplantations-
Effizienzen (110, 111). Fir die hier beschriebenen Experimente mit intratrachealer LPS
Gabe wurde ein Zeitpunkt evaluiert, an dem der Austausch der peripher zirkulierenden
Monozyten vom Empfangertyp durch Monozyten vom Spendertyp nahezu vollstdndig
erfolgt war, wohingegen der Austausch der Empfanger-Alveolarmakrophagen durch
konstitutiv rekrutierte Monozyten vom Spendertyp noch gering ausgepragt war. So
zirkulierten in den chimdren Tieren 2 Wochen nach Transplantation nahezu
ausschliellich CD45.2 positive Spender Monozyten, wahrend Lungen-residente
Alveolarmakrophagen noch weitgehend einen CD45.1  Empfanger  Phéanotyp
aufwiesen. Der Austausch der Alveolarmakrophagen vom CD45.1 Empféangertyp durch
Alveolarmakrophagen vom CD45.2 Spendertyp durch konstitutive Migration
mononukledrer Phagozyten in die Lunge erfolgte somit deutlich langsamer als der
Austausch  zirkulierender Blutzellen. Abhdngig von der Konditionierung der
Empféangertiere  vor der  Knochenmarktranspalantation,  insbesondere  dem
Bestrahlungsregime, welches in unterschiedlichem Ausmass eine pulmonale
Inflammation induzieren kann, erfolgt der Austausch dieser Zellen iber einen Zeitraum
von 8 bis 24 Wochen (80,81). In dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Knochenmarkschiméarenmodell wurden die Tiere 2 Wochen nach der Bestrahlung und
Transplantation fir die Experimente eingesetzt, um eine klare Diskriminierung
zwischen  zirklierenden Blutzellen von Spendertyp und Lungen-residenten

Makrophagen vom Empfangertyp zu gewadhrleisten. Unsere Untersuchungen im
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Chiméarenmodell haben die Abhéngigkeit der Entziindungs-getriebenen alveolédren
Rekrutierung von Exsudatmakrophagen von der CCR2 Expression zirkulierender
Monozyten und ihrer Vorldufer bestatigt. Wahrend mit Wildtyp-Knochenmark
transplantierte chimére Mause eine mit Wildtyp Tieren vergleichbare alveolédre
Rekrutierung von Exsudatmakrophagen nach LPS zeigen, fehlt die Entzindungs-
getriebene Rekrutierung dieser Zellen in chimdren Mausen, die mit CCR2-defizientem
Knochenmark transplantiert wurden ebenso wie in CCR2-defizienten Mausen
weitgehend. In CD 45.1 Empfangermdusen stehen nach letaler Bestrahlung und
Transplantation von CD 45.2 Knochenmark zur Erneuerung ihres hdmatopoetischen
Zellsystems nur CD 45.2 exprimierende Zellen zur Verfligung stehen. Falls die CD
45.2 exprimierenden h&matopoetischen Spenderzellen von CCR2-defizienten Mausen
stammen, befinden sich im peripheren Blut dieser chimdren Mause ausschliellich
CCR2-defiziente CD 45.2 exprimierende Monozyten. Nach intratracheal instilliertem
LPS erfolgt unter Wildtyp-Bedingungen eine Rekrutierung von CCR2-exprimierenden
Exsudatmakrophagen in den Alveolarraum. Bei den chimdren Mausen mit CCR2-
defizientem Knochenmark fehlt wie bei den CCR2-defizienten Maéausen die
inflammatorische Rekrutierung von Exsudatmakrophagen in den Alveolarraum. Im
Gegensatz zu den CCR2-defizienten Mdusen liegen bei den chimdren Mausen 2
Wochen nach Transplantation von CCR2-defizientem Knochenmark jedoch nahezu
ausschlieBlich  CCR2-exprimierende  residente  Alveolarmakrophagen  vom
Empféangertyp im Alveolarraum vor. Die Tatsache, dass auch in den chiméren Mdusen
eine verstarkte und verlédngerte pulmonale Inflammation beobachtet wurde, belegt, dass
die fehlende CCR2 Expression auf zirkuliernden Monozyten und ihren Vorlaufern und
damit die fehlende Rekrutierung dieser Zellen in den Alveolarraum und nicht die
fehlende Expression von CCR2 auf residenten Alveolarmakrophagen fir verstarkten
Inflammationsprozess verantwortlich ist. Die Attenuierung der pulmonalen
Inflammation in Wildtyp Tieren im Vergleich zu CCR2-defizienten Tieren wird
demnach durch CCR2-exprimierende zirkulierende Monozyten und ihre Vorlaufer und
nicht durch CCR2-exprimierende residente Makrophagen vermittelt. Untersuchen von
Amano et al (60) haben in CCL2 defizienten Mausen eine verstarkte pulmonale
Inflammation nach LPS-Gabe nachgewiesen, die durch die exogene Gabe von CCL2
revertierbar war. Die Autoren haben als Mechanismus fir die beobachtete die
antiinflammatorische und regenerative Wirkung des exogen applizierten CCL2 in

CCL2-defizienten Tieren eine Wirkung von CCL2 auf CCR2-exprimierenden
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Alveolarmakrophagen angenommen. Die von uns unter Nutzung CCR2-defizienter
Mause und Knochenmarkschiméren erhobenen Befunde sprechen hingegen eher fir die
Relevanz der Interaktion von CCL2 mit CCR2 auf zirkulierenden Monozyten im
pulmonalen Inflammationsprozess. Ergdnzend zum Chimdaren Modell wurden adoptive
Transfer Experimente mit Transfusionen isolierter mononukleérer Zellen durchgefihrt.
CCR2-defizienten Mausen wurden mononukledre Zellen von CCR2-exprimierenden
Wildtyp-Méusen oder von CCR2-defizienten Ma&usen intravends transferiert. Bei
CCR2-defizienten Mé&usen fehlt CCR2 auf zirkulierenden Monozyten und ihren
Vorlédufern, was zu einer drastischen Reduktion der Entziindungs-getriebenen
pulmonalen Rekrutierung von Exsudatmakrophagen fiihrt. Nach Transfusion von CCR2
exprimierenden Monozten aus Wildtyp Mausen in CCR2-defiziente M&use findet in
diesen Tieren eine mit Wildtypméusen vergleichbare  Migration von
Exsudatmakrophagen in den Alveolarraum statt. Zusatzlich  wiesen die CCR2-
defizienten Mé&use nach Transfer von CCR2-exprimierenden mononukledren Zellen aus
Wildtypmé&usen eine signifikant geringere pulmonale Inflammation im Vergleich zu
nicht transfundierten CCR2-defizienten Mausen auf. Dieser Befund belegt das Konzept,
dass CCR2-exprimierende Monozyten nach Migration in die Lunge Entziindungs-
dampfende und -terminierende Effekte austiben. Lymphatische Zellen besitzen wie
bereits erwadhnt neben den Monozyten und den Makrophagen die Fahigkeit den
Rezeptor CCR2 auf ihrer Oberflache zu exprimieren (112). Eine Beteiligung dieser
Zellen an der hier beobachteten Dampfung der pulmonalen Entziindungsreaktion bei
Wildtyp im Vergleich zu CCR2-defizienten Mé&usen ist jedoch eher unwahrscheinlich.
So fand sich kein signifikanter Unterschied im Anteil rekrutierter Lymphozyten
zwischen broncheoalveoldren Lavagen von Wildtyp-Mdausen und CCR2-defizienten
Tieren. Ergédnzend wurden auch die Lymphozyten der chimdren Maé&use in den
brochoalveoldren Lavagen analysiert. Auch bei dieser Analyse fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den chimaren Maus-Gruppen.
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4.4 Einfluss einer Fraktalkine/Fraktalkine Rezeptor abhandigen
Monozyten Migration auf den pulmonalen
Entzindungsprozess

Neben der CCR2/CCL2 abhéangigen Rekrutierung wurde eine Fraktalkine/Fraktalkine-
Rezeptor (CX3C/CX3CR)-abhdangige Monozyten Migration ins Gewebe beschrieben
(61, 66). In vergleichenden Untersuchungen an Wildtyp-Mé&usen mit intakter
CCR2/CCL2 und CX3CR/CX3C Achse, CCR2-defizienten Ma&usen mit fehlenden
Expression des Chemokinrezeptors CCR2 und Fraktalkine-Rezeptor defizienten Tieren
(CX3CRE™/C) - zeigten CCR2-defiziente Tiere wie oben beschrieben bei fehlender
Rekrutierung von Exudatmakrophagen ein verstarktes pulmonales Inflammationsprofil
nach intratrachealer LPS-Gabe. Demgegeniiber fanden sich zwischen Fraktalkine-
Rezeptor defizienten Tieren und Wildtyp Tieren keine signifikanten Unterschiede im
zelluldren BAL Profil, histologischem Entziindungsmuster und in der pulmonalen
Schrankenfunktion. Demnach scheint die Fraktalkine/Fraktalkine-Rezeptor abhangige
Monozytenmigration im LPS Modell nicht zur Attenuierung der pulmonalen

Inflammation beizutragen.

76



4.5 Zytokin-Genexpressionsprofil von zirkulierenden
Monozyten und Exsudatmakrophagen nach intratrachealer
LPS Instillation

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass inflammatorisch aus dem GefaBsystem in den
Alveolarraum rekrutierte Monozyten gegentber zirkulierenden Monozyten ein
veradndertes  Genexpressionsprofil ~ (66) aufweisen. Um Kandidatenmolekiile zu
identifizieren, die die von CCR2-exprimierenden alveoldr  rekrutierten
Exsudatmakrophagen ausgetibte Entziindungshemmung vermitteln, wurde nach
intratrachealer Instillation von 50ug LPS die Genexpression fiir eine Auswahl
regulatorischer und antiinflammatorischer Zytokine in FACS-separierten zirkulierenden
Monozyten und alveolar rekrutierten Exsudatmakrophagen mittels realtime RT-PCR
verglichen. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede fir TGFR, HGF, KGF und
IL-10 zwischen den untersuchten Zellpopulationen. Amano et al konnten demgegentber
in residenten Alveolarmakrophagen eine verstarkte Produktion von HGF unter
inflammatorischen Bedingungen nachweisen (60).

Die alveolér-rekrutierten CCR2-exprimierenden Exsudatmakrophagen wiesen
hingegen einen signifikant hoheren IL-1-RA mRNA Spiegel auf als zirkulierende
Monozyten. Dieses antiinflammatorisches Zytokin ist damit ein Kandidatenmolekil als
Mediator fir die anti-inflammatorischen Effekte, die durch Exsudatmakrophagen

vermittelt werden.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Experimente mit Wildtyp, Chemokin-Rezeptor gendefizienten und
Knochenmarkschiméren Mdusen mit sequentieller Analytik des zelluldaren BAL-Profils,
der Lungenhistologie und der pulmonalen Schrankenfunktion zeigen erstmals eine
Entziindungs-dampfende Funktion CCR2-exprimierender
Monozyten/Exsudatmakrophagen im LPS-Modell der akuten pulmonalen Inflammation.
Ein potentieller Mediator fur diesen Effekt ist IL1RA, dessen Genexpression in
Exsudatmakrophagen hochreguliert wird.

Weiterfuhrende Arbeiten missen kléren, ob die Attenuierung der pulmonalen
Inflammation durch Exsudatmakrophagen im LPS Modell und bei bakterieller
Pneumonie in der Tat durch Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist vernmittelt wird. Hierzu
konnten Experimente mit exogen zugefiihrtem rekombinanten IL1RA und IL1-RA-

defizienten Mdusen in Chimarenmodellen durchgefiihrt werden.
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6 Zusammenfassung

Die pulmonale Entziindungsantwort im Rahmen einer Pneumonie ist einerseits
essenziell ~fur die Elimination von Pathogenen. Andererseits kdnnen
Entziindungsvorgange im hochsensiblen Lungenparenchym durch Gewebsschadigung
die pulmonale Schrankenfunktion und den Gasaustausch  schwerwiegend
beeintrdchtigen, bis hin zum akuten respiratorischen Distress Syndrom (ARDS). Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von Exsudatmakrophagen, die im Verlauf der
Inflammation neben neutrophilen Granulozyten durch Interaktion des Monozyten-
rekrutierenden Chemokins CCL2 (MCP-1) mit seinem monozytar exprimierten
Rezeptor CCR2 in den Alveolarraum rekrutiert werden, in der frihen und spaten
Entzindungsphase zu untersuchen. Hierzu wurde die durch intratracheale Instillation
von LPS in verschiedener Dosierung in C57BL/6 Mausen ausgeloste pulmonale
Inflammation hinsichtlich des zelluldren Entziindungsprofils (Differentialzytologie der
bronchoalveolédren  Lavageflissigkeit, Lungenhistologie) und der pulmonalen
Schrankenfunktion (Ubertritt von FITC-Albumin aus der GefaBbahn in den
Alveolarraum) untersucht. In Wildtyptieren wurde der Entzundungsverlauf durch
sequentielle Analysen Uber einen Zeitraum von 120 Stunden charakterisiert, welcher
sowohl die Initierung als auch die Terminierung der Entzindungsreaktion umfasste.
Um die Rolle CCL2/CCR2-abhéngig rekrutierter Exsudatmakrophagen fur den durch
Instillation von 50ug LPS induzierten Entzindungsverlauf zu definieren, wurde das
zelluldre Entziindungsprofil in der bronchoalveoléren Lavage und Lungenhistologie in
Wildtyp Tieren und CCR2-defizienten Mdausen verglichen. Im Gegensatz zu Wildtyp
Tieren zeigten CCR2-defiziente M&use wie erwartet nach Behandlung mit 50ug LPS
nahezu keine alveoldre Rekrutierung von Exsudatmakrophagen. Interessanterweise
waren in diesen Tieren hingegen die alveoldre Neutrophilenrekrutierung und die
Entzlindungsreaktion in der Lungenhistologie deutlich verstarkt und verlangert
nachweisbar. Auch die pulmonale Schrankenstdrung, gemessen als kapillo-alveolérer
Ubertritt von FITC-Albumin, war ausgepragter und hielt langer an. Die Befunde
sprechen fiir eine bislang unbekannte Entzlindungs-attenuierende Funktion der
CCL2/CCR2 Achse und der CCR2-abhangig rekrutierten Exsudatmakrophagen im
Modell der LPS-induzierten pulmonalen Inflammation. Die verstarke Rekrutierung

neutrophiler Granulozyten in CCR2-defizienten Tieren war nicht auf die erhohte
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alveoldre Freisetzung der Neutrophilen-rekrutierenden-Chemokine MIP-2 und KC
zurlickzufuhren, da die quantitative Bestimmung dieser Zytokine in der BALF mittels
ELISA keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-Mé&usen und CCR2-
defizienten M&usen ergab.

Um die Rolle von Exsudatmakrophagen, die Fraktakine/Fraktalkine-Rezeptor vermittet
pulmonal rekrutiert werden, zu untersuchen, wurden Fraktalkine-Rezeptor defiziente
Mause mit Wildtyp- und CCR2-defizienten Tieren verglichen. Im Gegensatz zu CCR2-
defizienten Tieren zeigten Fraktalkine-Rezeptor defiziente Ma&use keine verstérkte
pulmonale Inflammation nach intratrachealer LPS-Gabe, sondern einen mit Wildtyp-
Mausen vergleichbaren Entziindungsverlauf. Somit lieR sich kein Entzindungs-
modulierenden Effekt der Fraktalkine/Fraktalkine-Rezeptor Achse im verwendeten
LPS-Modell nachweisen.

Um zu klaren, ob der auf zirkulierenden Monozyten oder der auf residenten
Alveolarmakrophagen exprimierte CCR2 fir den Entziindungs-hemmenden Effekt im
LPS Modell verantwortlich war, wurden Untersuchungen an chiméren Wildtyp-Mausen
durchgefuhrt, denen nach letaler Bestrahlung CCR2-defizientes Spenderknochennmark
transplantiert  wurde. Bei  diesen  Tieren sind zwei  Wochen nach
Knochenmarkstransplantation die zirkulierenden Blutzellen durch CCR2-defiziente
Spenderzellen ersetzt, wahrend die residenten Alveolarmakrophagen noch einen CCR2-
exprimierenden Empféngerphénotyp aufweisen. Diese chiméren Wildtyp-Mause zeigten
trotz intakter CCR2-Expression auf residenten Alveolarmakrophagen die gleiche
verstarkte pulmonale Entzlindungsreaktion wie CCR2-defiziente Méause mit fehlender
CCR2-Expression auf residenten Alveolarmakrophagen. Somit ist fiir den Entziindungs-
hemmenden Effekt im LPS-Modell nicht die Expression von CCR2 auf residenten
Alveolarmakrophagen, sondern die CCR2 Expression auf zirkulierenden Zellen
notwendig. Dies wurde durch Transfusionsexperimente von mononukleéren peripheren
Blutzellen mit intakter oder fehlender CCR2-Expression in CCR2-defiziente Tiere
bestatigt. CCR2-defiziente Tiere, die CCR2-exprimierende Wildtyp Leukozyten
erhielten, zeigten eine reduzierte und verkirzte pulmonale Inflammation, welche dem
Verlauf in Wildtyp-Maduse entsprach.

Um potentielle Mediatoren zu identifizieren, die den beobachteten anti-
inflammatorischen Effekt von CCR2-abhéngig rekrutierten Exsudatmakrophagen
vermitteln, wurde die Genexpression ausgewahlter Zytokine in FACS-separierten Blut

Monozyten und Exsudatmakrophagen aus der bronchoalveoldren Lavage verglichen,
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wobei transgene CX3CR1Y“™-Tiere mit endogener Fluoreszenzmarkierung
mononukledrer Phagozyten fir die hochreine Isolation dieser Zellen genutzt wurden.
Exsudatmakrophagen zeigten sehr viel hohere mRNA Spiegel des Zytokins IL1-RA als
zirkulierende Monozyten. Dieser endogene Antagonist von IL1 ist somit ein potentielles
Mediatormolekul, Gber welches CCR2-abhangig rekrutierte Exsudatmakrophagen ihre

anti-inflammatorischen Effekte im untersuchten LPS-Modell vermitteln konnten.
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-------------- Abstract---------------m oo

7 Abstract

The lung inflammatory response is essential for pathogen clearance but may also induce
lung tissue damage which severely affects lung barrier function and gas exchange which
may lead to acute respiratory distress syndrome (ARDS). Central aim of the presented
work was to define the role of exudate macrophages recruited to lung tissue by
interaction of CCL2 with its receptor CCR2 during the early and late inflammation
phase. Therefore the inflammatory response induced by intratracheal LPS application in
C57BL/6 mice was analysed for inflammatory profiles (BALF cytospins, lung
histology) and lung barrier function (FITC albumin leakage) sequentially for a 120h
period which covered both inflammation initiation and terminantion.

To define the role of CCL2/CCR2-dependently recruited exudate macrophages for the
inflammatory response induced by instillation of 50 pug LPS cellular BALF profiles and
lung histologies in wildtype and CCR2-deficient mice largly lacking lung monocyte
recruitment were compared. Strikingly, neutrophil recruitment to the alveolar space,
inflammation in lung tissue evaluated by histology and lung barrier dysfunction
analysed by FITC albumin leakage were heavily increased and prolonged in CCR2-
deficient mice suggesting an attenuating role for CCL2/CCR2 dependend exudate
macrophage recruitment during lung inflammation. The increased neutrophil
recruitment observed in CCR2-deficient mice was not due to increased alveolar release
of the neutrophil attracting chemokines MIP-2 and KC because quantification of these
cytokines in BALF by ELISA revealed no differences between wildtype and CCR2-
deficient mice.

In contrast to CCR2-deficient mice fractalkine-receptor deficient animals showed no
increase in lung inflammation but displayed an inflammatory response comparable to
wildtype mice indicating that fractalkine receptor depently recruited exudate
macrophages have no inflammation modulating effect in this model of LPS induced
lung injury.

To assess whether CCR2 expressed on circulating monocytes or on resident alveolar
macrophages is critical for inflammation attenuation in the LPS model bone marrow
chimeras were generated by transplanting CCR2-deficient donor bone marrow into
lethally irradiated wildtype recipients. In these chimeric mice, circulating blood cells are

replaced by CCR2-deficient donor cells two weeks after transplantation whereas
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resident alveolar macrophages are still of recipient phenotype expressing intact CCR2.
Like CCR2-deficient mice these chimeric aminals showed severely increased lung
inflammation despite intact CCR2-expression on resident alveolar macrophages
indicating that monocyte expressed CCR2 is essential for attenuating lung
inflammation. This was confirmed by transfusion of mononuclear blood cells with
intact or lacking CCR2-expression into CCR2-deficient mice. Transfusion of CCR2-
expressing wildtype blood cells completely attenuated exaggerated lung inflammation
in CCR2 deficient animals to wildtype levels. To identify potential mediators for the
observed anti-inflammtory effects of CCR2-dependently alveolar recruited exudate
macrophages gene expression of selected cytokines in FACS separated blood
monocytes and BALF exudate macrophages were compared by real time RT-PCR.
Since gene expression of IL1-ra was drastically increased in exudate macrophages this
endogenous antagonist of IL1 could be indentified as a candidate molecule which might
exert the anti-inflammatory effects of CCR2-dependently recruited exudate

macrophages in LPS-induced lung injury.
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