Die Rolle von Interferon-beta bei der Influenzavirus Pneumonie:

Regulationswege und proapoptotische Effektormechanismen

Inauguraldissertation
Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Humanbiologie
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Vorgelegt von Katrin Hoégner

aus Amberg

GielRen 2012



Aus dem Zentrum fur Innere Medizin
der Universitatsklinikum Giel3en und Marburg GmbH
Standort Giel3en
Direktor: Prof. Dr. Werner Seeger

Gutachter: Prof. Dr. Jirgen Lohmeyer
Gutachter: Prof. Dr. John Ziebuhr

Tag der Disputation:
09.07.2013



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAITSVEIZEICNNIS ... e I
AbDIldUNGSVEIZEICANIS ... \Y
ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS .....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt e eeeees \%
1 BINIEIIUNG ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e neees -1-
1.1 Pathologie und Wirtsspektrum des Influenzavirus.............ccccceveeevieiiieeenennnnee. -1-
1.2 Mikroanatomie der LUNQE.......cuuiiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeeieeeeeeee ettt ee e eeeeeeeeeeeeeeees -4 -
1.3 Das mononukle&re Phagozytensystem der Lunge............coeevvveveiieeeieieeneennnne. -5-
1.4 Pulmonale Immunantwort nach Influenza Virus Infektion...............cccccooooeo. -7 -
1.5 Pathogen-induziertes akutes Lungenversagen (ARDS) ...........covvvevveiiieeeennnee. -8-
1.6 Mechanismen epithelialer Schadigung nach Influenzavirus Infektion ............ -9-
1.7 Das INterferONSYSIEM ........uiiiiiiiiiiiiiiiieiii ittt e e eeeeeeeeeeeeeees -10 -
A B 10T 1= (0 = PSSR -10 -
1.7.2Regulation der Typ | Interferone .........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeeeee -10 -
1.7.3Typ | Interferon induzierte Signalwege ..........cccceeiveeereeeeiiiiiiieeeeeeeeeeennnns -12 -
1.8 TRAIL vermittelte APOPLOSE ....uuuuiiie e e e e e e e e e - 13-
Y A 1= 1= 4 U | Vo USSR -17 -
3 Material und Methoden...........cooooiiii -18 -
3.1 Verwendung von humanem Material............cccoovvuiuiiiiiiieiieiiiie e e, -18 -
3.2 MAUSIINIEN . -18 -
3.3 VITUSSTAIMIMIE ... -19-
3.4 Zellkulturmedien und PUffer ... -19-
3.5 Gewinnung von primaren Zellen ..........ccooooeeeiviiiiiiiie e - 20 -
3.5.11solation von primaren murinen Alveolarmakrophagen........................ - 20 -
3.5.21solation von primaren murinen Typ Il Alveolarepithelzellen................ -21-
3.5.3Isolation von primaren humanen Alveolarmakrophagen...................... -22 -
3.5.41solation von primaren humanen Typ Il Alveolarepithelzellen.............. -23 -
3.6 Herstellung eines VIFUSSIOCKS ..........cuuuiiiiiiiieiiiieee e -24 -
3.7 Titration des VIFUSSIOCKS .....cooeiiii e -24 -
3.8 IN VItro EXPENMENTE ...cooeiiiiiiii it e e e e e e eeaaaes -25-
3.9 INVIVO EXPEIMENTE ...t - 26 -
3.9.1Transplantation von murinen Knochenmarkszellen ..............c.cccoo..ooo. - 26 -
3.9.2Intratracheale und intraperitoneale Behandlung von Tieren ................ - 26 -




Inhaltsverzeichnis

3.9.31N VIVO AUSWEITUNGEN ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e
3.10 Analyse der GENEXPIESSION ......ccovieeeeeieeeeeee e
3.10.1 RNA ISOIALION ...eveiiiee e e e eeneees
3.10.2 CDNA SYNTNESE......uuiiiiiiiiiiiiiiiiii e
3.10.3 Rl tIME PCR ....uiii it e e e e e eeneees
3.11 Analyse der Proteinexpression und -aktivitat .............ccooeeeeeeeee.
3.11.1 Durchflusszytometrie (FACS).........uuuurummmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiinees
3.11.2 WESLEIN BlOT ....uueiiiie e e e e e e e eeneees
3.11.3 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) .........cccccceciiinnnne
3.11.4 NF-KB AKLIVItALS TESE ... i
3.12 Messung klinischer Parameter bei Tierexperimenten .............cccccoeeeeeeen.
3.12.1 Messung der alveolaren Schrankenstérung bei Mausen .............
313 StALISHK. .
4 ErgebniSSe ...
4.1 IFN-B induziert apoptotischen Lungenschaden nach Influenza Infektion
4.2 Alveolarmakrophagen sind die Hauptquelle von alveolarem IFN- nach
Influenzavirus INFEKLON. ..o
4.3 mAM®O® vermitteln die IFN-B abhangige Alveolarepithelzellapoptose.......
4.4 Analyse von mAM®-exprimierten proapoptotischen Faktoren nach
Influenzavirus INFEKLON.........cooovie i,
4.5 IFN-B induziert die Expression des proapoptotischen Proteins TRAIL in
MAMD ..ttt
4.6 Analyse der in die Induktion von IFN-{ involvierten intrazelluléaren
Signalwege in MAMD.........oooviiiiiiiiiiiiiieee e
4.6.1 Influenzavirus Infektion aktiviert das Sensorprotein PKR in mAM®
4.6.2 PKR aktiviert den Transkriptionsfaktor NF-kB in mAM®.................
4.6.3PKR-abhéngig aktiviertes NF-kB reguliert die IFN-B Expression in
MAMD L
4.6.4 PKR abhangig aktiviertes NF-kB reguliert die IFN- abhangige TRAIL
Expression in MAM®D ...
4.7 AJ/PR8 induziert die DR5 Rezeptor Expression IFN-B unabhangig..........
4.8 PKR und IFN-B-abhéngig exprimiertes TRAIL induziert Apoptose in AEC...
4.9 Die Rolle von mAM®-sezerniertem IFN- in der Induktion des TRAIL-

vermittelten Lungenschadens im Tiermodell..............coooeviiiiiiiiiciiiinnn,




Inhaltsverzeichnis

4.9.1 Evaluation eines Knochenmarkstransplantationsmodells.....................
4.9.2 Untersuchung der Expression von TRAIL.........ccccooiiiiiiiiiies
4.9.3 Untersuchung der Rolle von Makrophagen-exprimiertem TRAIL in
der Induktion der Alveolarepithelzellapoptose ...........coevvvevvvevviiiiveennnee.
4.9.4 Untersuchung der Barrierefunktion der Lunge in Influenzavirus-
infizierten knochenmarkschiméren Mausen............ccccceeeee,

4.10 Modell zur TRAIL-vermittelten Apoptose bei einer Influenzavirus

PREUMONIE ...
5 DISKUSSION ...
5.1 Intrazellulare Signalwege zur Induktion von IFN-B..........cccoi.

5.2 Die Rolle von Influenza Virus-induziertem IFN-B in der Wirtsabwehr und
der IMmUNPAtNOgENESE ........uuiiiiiiiiiiiiiiii e
5.3 TRAIL als IFN-B-abhangig reguliertes Protein............cccccooevieiii,
5.4 TRAIL als proapoptotischer Faktor in der Influenzavirus in vitro Infektion....
5.5 Die Rolle der IFN-B/TRAIL Achse im in vivo Infektionsmodell......................
6 ZUSAMMENTASSUNG ... ..cciiiiiiiiiiiie e e ee ettt e e e e e e e et s e e e e e e eeetaa e e e e eeaeeennnes
A1 110110 U PRSPPI
LiteraturVerZeIChNIS. .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt
VeroffentliCRUNGEN......cco e
(D= 1] SES7= T | [ Vo

Eidesstattliche VErsiCherung ..........uuuoiiiiiiiiieeecie e




Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

ABBILDUNG 1: DARSTELLUNG DES INFLUENZA A VIRUS. ..ottt e e e e et e e e eanns -1-
ABBILDUNG 2: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER [FN-B INDUKTION. .....cuuiiiiiiiiieei e -12-
ABBILDUNG 3: TRAIL (APO2L) UND SEINE REZEPTOREN. ...cctitiiiiieeieeeeee e -14 -
ABBILDUNG 4: IFN-B SPIEGEL IN BALF UND LUNGENGEWEBE NACH INFLUENZAVIRUS INFEKTION. ........... - 36 -

ABBILDUNG 5: IFN-B INDUZIERT APOPTOTISCHEN LUNGENSCHADEN NACH INFLUENZAVIRUS INFEKTION. ..- 37 -
ABBILDUNG 6: IFN-B BEHANDLUNG VOR INFEKTION (TAG-1), ABER NICHT AM TAG 5 P.I. APPLIZIERTES IFN-B

REDUZIERT DIE VIRUSLAST UND DEN LUNGENSCHADEN NACH INFLUENZAVIRUS INFEKTION. ......

ABBILDUNG 8: DIE EXPRESSION VON IFN-B WIRD ABHANGIG VOM VIRUSSTAMM IN MURINEN UND HUMANEN

ABBILDUNG 9: REKOMBINANTES IFN-B INDUZIERT APOPTOSE IN EPITHELZELLEN NUR IN PRASENZ VON MAM®.

ABBILDUNG 10:
ABBILDUNG 11:

A/PR8 INDUZIERT DIE TRANSKRIPTION VON TRAIL INMAM®. ..o -42 -
DiE GENEXPRESSION VON TRAIL WIRD VIRUS-ABHANGIG IN MURINEN UND HUMANEN AM®
1NN L7 = = -42 -

ABBILDUNG 12:OBERFLACHENEXPRESSION UND FREISETZUNG VON TRAIL AUS ALVEOLARMAKROPHAGEN

VON PATIENTEN MIT PHINZI-INDUZIERTEM ARDS. ... -43-

ABBILDUNG 13:REKOMBINANTES IFN-B INDUZIERT DIE EXPRESSION VON TRAIL INAM®. ..., -44 -

ABBILDUNG 14:

ABBILDUNG 15:
ABBILDUNG 16:

ABBILDUNG 17:
ABBILDUNG 18:
ABBILDUNG 19:
ABBILDUNG 20:
ABBILDUNG 21:
ABBILDUNG 22:
ABBILDUNG 23:
ABBILDUNG 24:

ABBILDUNG 25:

ABBILDUNG 26:
ABBILDUNG 27:

ABBILDUNG 28:

ABBILDUNG 29:

ABBILDUNG 30:

ABBILDUNG 31:

ABBILDUNG 32:

ABBILDUNG 33:

DiE EXPRESSION VON TRAIL IN MAM® WIRD UNTER INFEKTIONSBEDINGUNGEN IFN-B

ABHANGIG REGULIERT . ctttttuttuett et eeteetseeneeaeeenseaneeaaeaneeaneeaaeanseaneenaenneenneenaenneennennrannns -45 -
PKR WIRD NACH INFLUENZAVIRUS INFEKTION AKTIVIERT . cevuuiuueiuieeneeeneeneeeeenneeneeneeneens -46 -
PKR AKTIVIERT DEN TRANSKRIPTIONSFAKTOR NF-KB NACH INFLUENZAVIRUS INFEKTION. .- 47

PKR- ABHANGIG AKTIVIERTES NF-KB REGULIERT DIE IFN-B SEKRETION IN MAM® UNTER

INFEKTIONSBEDINGUNGEN. ...cuuttuitneit et eteeteeaaeeaaeenseaneeaeanseanseneenseaneeaneeneenneenneenaennns -48 -
PKR-/NF-KB-ABHANGIG SEZERNIERTES IFN-B REGULIERT DIE TRANSKRIPTION VON TRAIL IN

72N > -49 -
DR5 WIRD IFN-B UNABHANGIG IN AEC UNTER INFEKTIONSBEDINGUNGEN REGULIERT. ....- 50 -

NP POSITIVE ZELLEN ZEIGEN EINE ERHOHTE DR5 EXPRESSION NACH A/PR8 INFEKTION. - 51 -
MAM®O®-SEZERNIERTES TRAIL INDUZIERT APOPTOSE IN INFIZIERTEN UND NICHT-INFIZIERTEN

N = -51-
PKR- obER IFNAR- DEFIZIENZ REDUZIERT DIE TRAIL SEKRETION VON INFIZIERTEN AMO......
.............................................................................................................................. -52 -
PKR-, IFNAR- oDER TRAIL-DEFIZIENZ IN MAM® ATTENUIERT DIE
ALVEOLAREPITHELZELLAP OPTOSE . .. ituiitittiitettieaneiteetesnetaeesneeansssassnseanssseesnssnaeeneeanss -53-
IFN-B INDUZIERT DIE SEKRETION VON TRAIL-VERMITTELTEM APOPTOTISCHEM
LUNGENSCHADEN IN A/PR8-INFIZIERTEN MAUSEN. .....uuiiviiiiiiiiiieieieeieieeeaeeeteesaneesanaas -54 -
DARSTELLUNG DER ,,GATING2 STRATEGIE UND DES ZELLAUSTAUSCHES NACH
KNOCHENMARKSTRANSPLANTATION ..utivuitneiteeniiteeneenseaseneesnsessenessnssassnessneenassneeanns -56 -
SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES VERSUCHSAUFBAUS.......ucvtiiiitiienciaeiieeeneeaeeaneeanas -57 -
DIE ALVEOLARE EXPRESSION VON TRAIL 1ST ABHANGIG VON PKR UND IFNAR IN
REKRUTIERTEN UND RESIDENTEN ALVEOLARMAKROPHAGEN. ...ucvviiitiiiiiiieeneiieeneeeneennaas -58 -
Die APOPTOSE VON AEC IST ABHANGIG VON LEUKOZYTAR EXPRIMIERTEM PKR, IFNAR uUND
TRAIL IN DER INFLUENZA VIRUS-PNEUMONIE. ... ittt eieeaeeie e e aeaeanees -59 -
ALVEOLARE SCHRANKENFUNKTION DER LUNGE IN KNOCHENMARKSCHIMAREN MAUSEN NACH
YA ad S TN = =g (] TR - 60 -
PKR”"-TRANSPLANTIERTE CHIMARE ZEIGEN EINE VERZOGERTE ELIMINIERUNG DER
VIRUSPARTIKEL INDER BALF . oot -61-

DIE GEWICHTSKURVEN VON TRAIL"-TRANSPLANTIERTEN CHIMAREN ZEIGEN EINEN

ATTENUIERTEN VERLAUF DER A/PR8 PNEUMONIE. ...ceuuiiviiiiieieiee e ieieeeieeiieeeaeeeannas -62 -

SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER SIGNALWEGE ZUR INDUKTION VON IFN-B-VERMITTELTER

APOPTOSE VON ALVEOLAREPITHELZELLEN. «.vuituititiitittetetieteetienesnesesssessesnesnesnesnesnenns -62 -

MODEL DER TODESLIGANDEN VERMITTELTEN KONTROLLE DER SYSTEMISCHEN
Y LTSN N Y0 ] = 1 -70-




Abkurzungsverzeichnis

AEC 1
AEC 2
ALI
AMO
APC
APC-Cy7
ARDS
AU
BAL(F)
BSA
CCL
CD
cDNA
CpG DNA
CRD
DC
DD
DISC
DMEM
DNA
dNTP
DR
dsRNA
DTT
EDTA
elF-2a
ELISA
ExMac
FACS
FasL
FCS
FITC
GPI

HA

Abklrzungsverzeichnis

Alveolarepithelzellen Typ |
Alveolarepithelzellen Typ II

Acute Lung Injury
Alveolarmakrophagen
Allophycocyanin
Allophycocyanin-Cyanin7

Acute Respiratory Distress Syndrome
Arbitrary Units

Bronchoalveolare Lavage (Flussigkeit)
Bovines Serumalbumin

CC Chemokin Ligand

Cluster of Differentiation
komplementare Desoxyribonukleinséaure
Cytosin-phosphatidyl-Guanin Desoxyribonukleinsaure
Cysteinreiche Domane

dendritische Zelle

Todesdomane

Todesinduzierender Signalkomplex
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsédure
Desoxynukleotid Triphosphat

Death Receptor

doppelstrangige RNA

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 2a
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Exsudatmakrophagen
Durchflusszytometrie

Fas Ligand

fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Glykophosphatidylinositol

Stunde

Hamagglutinin

\Y,


http://de.wikipedia.org/wiki/Dulbecco%E2%80%99s_Modified_Eagle_Medium
http://de.wikipedia.org/wiki/Ethylendiamintetraessigs%C3%A4ure

Abkurzungsverzeichnis

hAEC
hAM®
HBSS
HRP
IFN
IFNAR
IKK

IL
IPS-1
IRF 3/7
ISG
ISRE
IkB
LPS
M1/2
mA
mAB
MACS
MAEC
MAMO®
MCP-1
MCP-3
MDA-5
MDCK
MDP
pl

pum
min
MIP

mi
MRNA
Mx
Myd88
NA
NF-kB
nM

NP
NS1/2

humane Alveolarepithelzellen

humane Alveolarmakrophagen

Hanks Balanced Salt Solution
Meerrettichperoxidase

Interferon

Typ 1 Interferonrezeptor

Inhibitor von kB Kinase

Interleukin

Interferon-beta Promotor Stimulator-1
Interferon regulatorischer Faktor 3/7
Interferon stimuliertes Gen

Interferon stimuliertes response Element
Inhibitor von kB

Lipopolysaccharid

Nukleoprotein 1/2

Milliampere

monoklonaler Antikérper

Magnetic Assisted Cell Sorting

murine Alveolarepithelzellen

murine Alveolarmakrophagen
Monozyten chemotaktisches Protein-1
Monozyten chemotaktisches Protein-3
Melanom Differenzierungs-assoziiertes Gen-5
Madin Darby Canine Kidney Zellen
Makrophage and Dendritic Cell Precursor
Mikroliter

Mikrometer

Minuten

Makrophagen inhibitorisches Protein
Milliliter

Messenger RNA

Myxovirus Resistenz Protein
Differentiation Primary Response Gene 88
Neuraminidase

Nuklear Faktor k B

Nanometer

Nukleoprotein

Non-Struktural Protein 1/2

Vi



Abkurzungsverzeichnis

OpG
PA

pAB
PAGE
PAMP
PB1/2
PB1-F2
PBS
PCR
pDC
PE
PE-Cy5.5
PE-Cy7
pfu

p.i.
PKR
PRR
gPCR
RIG-I
RNA
RNAseL
RNP
rpm
RPMI
SDS

SP-A/B/IC/D

SSRNA
STAT 1/2
TLR
TNF-a
TRAIL
TRAIL-R
Tyk 2
uv

Vv

WHO

wit

Osteoprotegrin

Polymerase A

polyklonaler Antikdrper

Polyacrylamid Gel Elektrophorese
Pathogen Associated Molecular Pattern
Polymerase B1/2

Polymerase B1-F2

Phosphate Buffered Saline
Polymerasekettenreaktion
plasmazytoide dendritische Zellen
Phycoerythrin

Phycoerythrin-Cyanin 5.5
Phycoerythrin-Cyanin 7

plague forming unit

post Infektion

dsRNA abhangige Proteinkinase R
Pattern Recognition Receptors
guantitative PCR

Retinsdure induzierbares Gen 1
Ribonukleinsaure

Endoribonuklease L

Ribonukleoprotein

Runden pro Minute

Roswell Park Memorial Institute Kulturmedium
Sodiumdodecylsulfat

Surfactant Protein A/B/C/D
einzelstrangige RNA

Signal Transducer and Aktivator of Transkription 1/2
Toll like Rezeptor

Tumor Nekrose Faktor-a

Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand
TRAIL Rezeptor

Tyrosinkinase 2

ultraviolett

Volt

Weltgesundheitsorganisation

Wildtyp

VIl


http://de.wikipedia.org/wiki/Phycoerythrin
http://de.wikipedia.org/wiki/Phycoerythrin
http://de.wikipedia.org/wiki/Phycoerythrin
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Roswell_Park_Memorial_Institute&action=edit&redlink=1

Einleitung

1 Einleitung

1.1  Pathologie und Wirtsspektrum des Influenzavirus

Influenzaviren sind zoonotische umhdllte Einzelstrang-RNA Viren aus der Familie der
Orthomyxoviridae. Sie werden in Typ A, B und C klassifiziert, wobei nur die Typen A
und B humane Infektionen verursachen. Sie werden subtypisiert aufgrund strukturel-
ler Unterschiede innerhalb der Oberflachenglykoproteine Hamagglutinin (HA) und
Neuraminidase (NA). Das umhillte Virus hat einen Durchmesser von 75-120nm und
besitzt ein lineares einzelstrangiges segmentiertes RNA Genom (8 Segmente) mit
negativer Polaritat, welches 11 Proteine kodiert: Hamagglutinin (HA), Neuraminidase
(NA), Nukleoprotein (NP), Matrix Protein 1 (M1) und 2 (M2), Non Struktural Protein 1
(NS1) und 2 (NS2), Polymerase A (PA), Polymerase B1 (PB1), Polymerase B1-F2
(PB1-F2), und Polymerase B2 (PB2). Die Segmente sind mit NP vollstandig komple-
xiert [1], liegen mit den Polymerasen A, B1 und B2 assoziiert vor und werden als Ri-
bonukleoproteine (RNP) bezeichnet. In der Lipidhille sind die glykosylierten Oberfla-
chenproteine HA, NA und M2 eingelagert. Das M1 Protein liegt der Innenseite der
Hullmembran an (Abb 1).

ABBILDUNG 1: DARSTELLUNG DES INFLUENZA A VIRUS.

Das umhilite Virus enthélt 8 einzelstrangige Gensegmente mit negativer Polaritat, welches 11 Protei-
ne kodiert: Hamagglutinin (HA), Neuraminidase (NA), Nukleoprotein (NP), Matrix Protein 1 (M1) und 2
(M2), Non Struktural Protein 1 (NS1) und 2 (NS2), Polymerase A (PA), Polymerase B1 (PB1), Poly-
merase B1-F2 (PB1-F2), und Polymerase B2 (PB2). Mit den Gensegmenten assoziiert sind NP, PA,
PB1 und PB2. In die Lipidhille sind die Proteine NA und HA sowie der lonenkanal M2 eingelagert. Mit
der Innenseite der Hillmembran ist das M1 Protein assoziiert. Abbildung nach
www.nature.com/scitable/content/schematic-diagram-of-an-influenza-A-virus-26874.

-1-
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Influenza Viren verursachen fieberhafte Infekte der oberen Atemwege und bisweilen
schwere Pneumonien, die des Ofteren mit bakteriellen Superinfektionen einhergehen
[2]. Humanpathogene Influenza A Virus Stamme zeichnen sich durch grof3e Unter-
schiede in ihren antigenen Eigenschaften aus, die auf einer besonders hohen Muta-
tionsfrequenz und auf Genom-Neugruppierungen beruhen. Die hohe Mutationsfre-
quenz (,antigenic drift*) beruht auf einer 10.000-fach hoheren Replikationsfehlerrate
im Vergleich mit humanen DNA Polymerasen, so dass gehauft Punktmutationen ent-
stehen [3, 4]. Neugruppierungen der segmentierten RNA (,antigenic shift*) sind auf
den Segmentcharakter des viralen Genoms zuriickzufihren. Damit ist es moglich,
dass sich die Segmente aus zwei unterschiedlichen Viruspartikeln wahrend des Rep-
likationszyklusses reassortieren, sofern eine Zelle von zwei unterschiedlichen Virus-
Stammen gleichzeitig infiziert wurde. Deshalb kdnnen Influenza-Pandemien auftre-
ten, die auf primare avidre oder porzine Virusstamme zurtckzufihren sind. Daflr
charakteristisch sind eine schnelle Ausbreitung und eine erhdhte Pathogenitéat [5].
Allein im 20. Jahrhundert sind bisher vier grof3e Pandemien aufgetreten. Die spani-
sche Grippe, die 1918/1919 40 bis zu 50 Mio. Menschen das Leben kostete [6, 7],
sowie 1957/1958 die asiatische Grippe, 1968/1969 die Hong Kong Grippe und 1977
die russische Grippe, die allerdings auf den Influenza Subtyp der Spanischen Grippe
zurlckzufihren ist. Desweitern hatte die Pandemie von 1957 und 1968 nachweislich
aviaren Ursprung [8], was auch fir die spanische Grippe diskutiert wird [9]. Die Vo-
gelgrippe von 1997 und 2004 in Asien, bei der aviare H5SN1 Stamme auf Menschen
Ubergesprungen sind, verursachte zwar massive Erkrankungen, war jedoch nicht von
Mensch zu Mensch Ubertragbar. Diese Viren zeichneten sich durch eine erhdhte Af-
finitat gegentber Epithelzellen des unteren Respirationstraktes mit einer hohen Rep-
likationsrate aus, was zu schweren primaren Pneumonien fihrte [10].

Influenzaviren infizieren Epithelien des Nasenrachenraumes und der Bronchial-
schleimhaut. Nach Bindung des viralen Oberflachenmolekils Hamagglutinin an
epithelial exprimierte Sialinsaurereste erfolgt die Endozytose des Virus [11]. Im Ver-
lauf der viralen Replikation im Zellinneren wird der Proteinbiosyntheseapparat der
Wirtszelle ausschliel3lich fur die Herstellung viraler Proteine genutzt, wodurch die
zelleigene Proteintranslation gestort wird (zytopathischer Effekt) [12]. Zusatzlich wer-
den zytotoxische Mediatoren freigesetzt, die zum Tod infizierter und auch nicht-
infizierter Epithelzellen beitragen [13-15]. Die Infektion schadigt die Tracheal- und

Bronchialschleimhaut, wodurch eine inflammatorische Reaktion durch spezifische
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Erkennung viraler Strukturen induziert wird, die zur Transkription von Typ | Interfero-
nen, Zytokinen und Chemokinen fuhrt [11, 16-19]. Durch die Sekretion dieser in-
flammatorischen Mediatoren werden zunéachst neutrophile Granulozyten und spéater
hauptsachlich Exsudatmakrophagen und aktivierte T-Zellen rekrutiert [14, 19, 20].
Influenzavirus Infektionen treten hauptsachlich in den Wintermonaten auf. Als hu-
manpathogene Influenzaviren, die saisonal Infektionen verursachen, gelten H3N2,
H1N1 und Influenza B, wobei die Symptome wie Fieber, Kopf- und Muskelschmerzen
etwa 1 bis 5 Tage nach der Infektion gemeinsam mit respiratorischen Beschwerden
auftreten. Die Mortalitat einer Infektion mit saisonalen Influenzaviren unterliegt star-
ken Schwankungen je nach Pathogenitat des Erregers, wobei im Durchschnitt In-
fluenzavirus Infektionen in Deutschland etwa 8-11.000 Todesfalle/Jahr verursachen
(www.rki.de, Epidemiologisches Bulletin). Allerdings erkrankten in den USA etwa 50
Millionen Personen zwischen April und Mitte Dezember 2009 (Berechnungen des
"Centers for Disease Control") am pandemischen Influenzavirus pH1N1. Zweihun-
derttausend Erkrankte mussten stationar behandelt werden, wobei etwa 10.000 Pati-
enten verstarben. Das Alter von 86% der Patienten lag unterhalb des 65. Lebensjah-

res (www.cdc.gov/hlnlflu/estimates/Aprii December 12.htm), was sich auch in

Deutschland widerspiegelte, da eine hohe pH1N1-induzierte Mortalitat bei Kleinkin-
dern und jungen Erwachsenen unter 29 Jahren auftrat [21, 22].

Gerade bei pandemischen Influenzaviren, die avidren oder porzinen Ursprung ha-
ben, treten haufig aufgrund der schnellen Virusausbreitung Infektionen des unteren
Respirationstraktes auf, wodurch Alveolarepithelzellen Typ 1l und Typ | sowie Alveo-
larmakrophagen infiziert werden [23-25]. Dies konnte bei der ,Spanischen Grippe*
1918/19 und zuletzt wahrend der Pandemie 2009/10 beobachtet werden [26]. Huma-
ne Infektionen mit aviaren H5N1 Erregern, auch als Vogelgrippe bezeichnet, verur-
sachen oft Infektionen des distalen Respirationstraktes und breiten sich systemisch
aus, wobei die Letalitat bei etwa 60% lag [27-29].

Dabei ist die Influenzavirus Pneumonie durch eine nekrotisierende Bronchiolitis mit
neutrophilen und mononuklearen Infiltraten sowie die Zerstérung des bronchioléren
Epithels mit Ausbidlung eines hamorrhagischen Lungendédems charakterisiert, was
zur Entwicklung eines akuten Lungenschadens (ARDS) fuhren kann [23]. Diese
schwere Gasaustauschstérung kann bis hin zum Multiorganversagen fihren [30, 31].
Fur diese schweren Verlaufe sind zum einen Eigenschaften des Influenzavirus, wie

starke Affinitat des viralen Hamagglutinins zu Oberflachenmolekilen des Alveo-



http://www.rki.de/
http://www.cdc.gov/h1n1flu/estimates/April_December_12.htm

Einleitung

larepithels, rasche Virusvermehrung, eine Suppression inflammatorischer Signalwe-
ge durch das virale Protein NS1 oder auch die proapoptotische Wirkung des PB1-F2,
aber auch Wirtsfaktoren wie das Alter des Patienten verantwortlich [23, 25, 32-37].
Fur die Behandlung stehen antivirale Substanzen (Oseltamivir, Zanamivir) zur Verfu-
gung, deren Wirksamkeit aber begrenzt ist und fur die ein hohes Potential der Resis-
tenzentwicklung besteht [38, 39].

1.2  Mikroanatomie der Lunge

Die oberen Atemwege der Lunge sind durch zilienbesetzte und sekretorische Zellen
ausgekleidet, wodurch eine mukozilidre Reinigung als erste Wirtsabwehr gegen
Fremdpartikel gewahrleistet wird. Kuboidale Epithel- und sekretorische Clara-Zellen
bilden die Bronchien und Bronchiolen. Im distalen Kompartiment der Lunge, dem Al-
veolarraum, finden sich Typ Il Alveolarepithelzellen und Typ | Alveolarepithelzellen.
Die flachen Typ | Alveolarepithelzellen sind als ausdifferenzierte Zellen fir den
Gasaustausch verantwortlich. Sie bilden gemeinsam mit den Endothelzellen und ei-
ner gemeinsamen Basalmembran die alveoldre Blut-Luft-Schranke. Typ Il Alveo-
larepithelzellen haben sowohl regenerative als auch metabolische Funktionen [40].
Sie sind zum einen in der Lage sich selbst zu erneuern und zum anderen Typ | Alve-
olarepithelzellen zu ersetzen, wodurch sie neben den pluripotenten bronchoalveola-
ren Stammzellen (BASC) als Progenitorzellen des Lungenepithels fungieren [41]. Die
metabolische Hauptaufgabe ist die Produktion von Surfactant, welcher aus amphiphi-
len Phospholipiden und spezifischen Proteinen besteht [40, 42] und fir eine Redukti-
on der Oberflachenspannung in den Alveolen verantwortlich ist, wodurch eine physi-
kalische Expansion und gleichmafige Entfaltung der Alveolen ermdglicht wird. Au-
Berdem regulieren Epithelzellen durch aktiven und passiven lonen- und Wasser-
transport den Fliussigkeitsgehalt der Lunge [42, 43]. Zuletzt haben sie gemeinsam mit
residenten Alveolarmakrophagen und immigrierenden Immunzellen eine wichtige
Funktion bei der Erkennung von Pathogenen und der Initiierung einer Immunreaktion
[42, 44].

Da die pulmonale Barriere mit ihrer Oberflache von ca. 200 m? in standigem Kontakt
mit der Umwelt steht, muss durch angeborene und erworbene Immunmechanismen
gewahrleistet sein, dass Noxen, wie auch bakterielle und virale Erreger, eliminiert

werden und der Schaden begrenzt wird [45]. An den Schutzmechanismen sind zahl-
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reiche Zellpopulationen beteiligt. Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten, residen-
te Alveolarmakrophagen und dendritische Zellen sowie aus der Zirkulation rekrutierte
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten spielen hier eine wichtige Rolle [44, 47].
Aufgrund des standigen Kontaktes der Lunge mit inhalierten Noxen aus der Umwelt
verfugt die Lunge Uber ein breites Arsenal antimikrobieller Abwehrmechanismen, die
fur eine effiziente Erregerelimination wichtig sind. Andererseits kénnen Infektionen
des Alveolarraumes aber auch aufgrund des engen Kontaktes mit dem Blutkreislauf

zu systemischen Entziindungsprozessen und damit zum Multiorganversagen fuhren.

1.3 Das mononukleare Phagozytensystem der Lunge

Monozyten und pre-DC sind myeloide mononukleére Zellen, entstammen einem ge-
meinsamen Knochenmarksvorlaufer (Monozyten/DC-Precursor, MDP) und zirkulieren
im peripheren Blut [47-49]. GR1 hochexprimierende murine Blutmonozyten, auch als
»inflammatorischen®“ Monozyten bezeichnet, sind wichtige Effektorzellen des angebo-
renen Immunsystems und migrieren hauptsachlich CCL2/CCR2 (CC-Chemokin Lig-
and 2/CC-Chemokin Rezeptor 2) -abhangig an den Ort der Inflammation [50-53]. Sie
exprimieren wichtige Adhasionsmolekile (B1- und B2-Integrine, Selektine), die fur die
Gewebsrekrutierung verantwortlich sind, verschiedene “Pattern Recognition” Moleku-
le (PRRs) zur Erkennung von Erregern und Effektormolekiile wie Zytokine und reak-
tive Sauerstoffspezies (ROS) [54]. Diese inflammatorischen Monozyten differenzie-
ren in der Lunge Uber Intermediarstufen (sog. monocyte-derived dendritic cells oder
TNF/iINOS-producing dendritic cells) entweder in inflammatorische CD11b" dendriti-
sche Zellen [54, 55] oder in Exsudatmakrophagen aus [48]. Exsudatmakrophagen
ersetzen im Verlauf der Inflammation schlie3lich den residenten Alveolarmakropha-
genpool [55]. Ein kleiner Teil der zirkulierenden murinen Blutmonozyten ist GR1 nied-
rigexprimierend [47] und wird wahrscheinlich entsprechend aktueller Daten
CCL2/CCR2-unabhéangig und stattdessen CX3C/CX3CR1-abhangig in periphere Ge-
webe rekrutiert. Es wird auch spekuliert, dass sie fur die CCR2-unabhangige Homo-
ostase der residenten Alveolarmakrophagen verantwortlich sind und eine anti-
inflammatorische und geweberegenerative Funktion besitzen. Des Weiteren dienen
sie im vaskularen Kompartiment der Lunge als Sentinelzellen fur vaskulare Inflamma-
tion [48, 56]. Damit haben zirkulierende Monozytenpopulationen neben ihrer Funktion

als Progenitoren residenter und inflammatorisch rekrutierter Phagozyten wichtige
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Funktionen in der Immunabwehr, der Regulation inflammatorischer Prozesse und in
der Geweberegeneration [57]. Neben den peripheren Blutmonozyten zirkulieren auch
pre-DC im peripheren Blut, welche konstitutiv den Pool der organ- und lymphknoten-
residenten CD103" migratorischen dendritischen Zellen ersetzen [48, 58-60].
Residente und rekrutierte alveolare Makrophagen sind Zellen mit einem breiten Auf-
gabenspektrum und breitem Differenzierungspotential, die eine Schlusselrolle in der
Induktion pulmonaler Inflammation sowie in der Erregerelimination spielen, aber auch
fur die Auflosung der Inflammation verantwortlich sind, indem sie beispielsweise
apoptotische Granulozyten phagozytieren [61-63]. Diese funktionellen Unterschiede
sind erregerspezifisch und sind kompartimental und zeitlich eng reguliert, wobei die
Makrophagen hierbei phanotypisch in ,klassisch aktivierte“ pro-inflammatorische M1
Makrophagen oder ,alternativ aktivierte” antiinflammatorische, reparative M2 Makro-
phagen unterschieden werden [64, 65]. Die Ausbildung des Phanotyps wird durch
verschiedene extrazellulare Signale, wie Zytokine und Erregerbestandteile oder auch
der Phagozytose von Pathogenen oder apoptotischen Granulozyten wahrend des
Infektionsverlaufes determiniert [57, 66].

Die dendritischen Zellen der Lunge besitzen ebenfalls ein breites Differenzierungspo-
tential, wobei die Differenzierung aber im Vergleich mit Makrophagen starker von der
Vorlauferlinie determiniert wird [48]. Verschiedene myeloide ,klassische® oder ,kon-
ventionelle“ dendritische Zellpopulationen (cDC) sind in die pulmonale Infektabwehr
involviert [67, 68]. Zu nennen waren in Mausen die CD11b*CX3CR1°CD103" dendriti-
sche Zellen (CD11b" DC), die im Gewebe persistieren, aber auch bei einer Infektion
CCR2-abhangig in die Lunge rekrutiert werden [71-73] und die Tip-DC, die ebenfalls
CCR2-abhangig rekrutiert werden. Einige Autoren beschreiben eine wichtige pro-
inflammatorische Wirtsabwehrfunktion der Tip-DC, die als unreife Population myeloi-
der dendritischer Zellen nahe mit den Exsudatmakrophagen verwandt sind und des-
halb als Intermediarpopulation gesehen werden kann [72, 73]. Aul3erdem existieren
die residenten migratorischen CD103"Langerin‘CD11b” dendritischen Zellen
(CD103" DC), die sich sowohl in der Trachea, den Bronchien als auch den Alveolen
befinden und aufgenommenes Fremdantigen nach Migration in die mediastinalen
Lymphknoten naiven T-Zellen prasentieren [60]. In vitro und in vivo wurde die Rolle
der CD103" DC in der antiviralen Wirtsabwehr mehrfach belegt [52, 74-76], wohinge-
gen ihre Bedeutung in der Immunantwort gegen bakterielle Infektionserreger weniger

gut untersucht ist.
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1.4 Pulmonale Immunantwort nach Influenza Virus Infektion

Das Atemwegs- und Alveolarepithel bildet die Grenzflache der Atemwege und ist
gemeinsam mit den residenten Immunzellen des mononukledren Phagozytensys-
tems, speziell den residenten Alveolarmakrophagen, die erste Verteidigungslinie der
angeborenen Immunitat [16, 42, 44]. Diese Zellen kdnnen pathogen- spezifische
molekulare Muster von eindringenden Mikroorganismen erkennen, die als ,Pathogen-
Associated Molecular Patterns® (PAMPS) bezeichnet werden [77]. Neben den
PAMPs, konnen aber ,Danger Associated Molecular Patterns® (DAMPs) erkannt
werden, die durch inflammatorischen Gewebeschaden entstanden sind. Dazu expri-
mieren die Zellen hochkonservierte Rezeptoren, die als ,Pattern Recognition Recep-
tors“ (PRR) bezeichnet werden. Nach Bindung der PAMPs und DAMPs an diese Re-
zeptoren werden Signalwege aktiviert, die zunachst die angeborene und spater im
Verlauf der Infektion die erworbene Immunreaktion des Wirtes einleiten. An der Zell-
oberflache oder endosomal werden 11 ,Toll-like“-Rezeptoren (TLR) [78-82], die zyto-
solischen ,Nucleotide Oligomerization Domain“ (NOD)-like Rezeptoren (NLR) [83,
84], die ,RNA Helicases Retinoic Acid Inducible Gene-1“ (RIG-I)-like Rezeptoren
(RLR) [17, 18, 85], die Proteinkinase R (PKR) [86-88] und zytosolische DNA Senso-
ren [89-91] exprimiert. Influenzaviren werden durch PKR und RIG-I/MDA-5 oder auch
durch die endosomalen TLRs 3 und 7 erkannt, wohingegen Gram-positive Bakterien
Erreger wie z.B. Streptococcus pneumoniae durch TLR2 und NLR erkannt werden.
Lipopolysaccharid (LPS) Gram-negativer Bakterien wie z.B. Klebsiella pneumoniae
dagegen wird durch das Sensorprotein TLR4 erkannt [16].

Die Bindung von PAMPs/DAMPs an PRRs aktiviert inflammatorische intrazellulare
Signalkaskaden, die am Ende zu einer Aktivierung von inflammatorischen Transkrip-
tionsfaktoren fluhren. Zentrale proinflammatorische Transkriptionsfaktoren sind der
nukleare Faktor-kB (NF-kB) [92-95], der durch seine intrazellulare Lokalisation und
durch posttranslationale Modifikationen reguliert wird [96]. Weiterhin die ,Interferon
Regulatory Factors” 3 und 7 (IRF3/7) [18, 95], deren Aktivierung fur die Transkription
von frihen inflammatorischen Mediatoren wie z.B. Typ | Interferonen (Typ | IFN), In-
terleukin-13 (IL-1B), Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) oder Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor (GM-CSF) nétig ist [17, 97-101]. Durch die Freisetzung
dieser frihen inflammatorischen Proteine werden weitere Zellen stimuliert, wodurch
sich eine effiziente Immunantwort ausbildet [97]. Durch die Sekretion von Chemoki-

nen, wie das Neutrophilen-Chemokin Interleukin-8 (IL-8) [102] oder das Monozyten-
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Chemokin CC-Chemokin Ligand 2 (CCL2, MCP-1) [50, 51, 103] werden die korres-
pondierenden Zellen an den Ort der Infektion rekrutiert, was fur die Eindammung der
Erregerinvasion und —replikation wichtig ist [52]. Die antigenspezifische Immunant-
wort wird durch die pulmonalen dendritischen Zellen initiiert, da sie nach Migration in
die mediastinalen Lymphknoten mikrobielle Antigene prozessieren und naiven CD4"
und CD8" T-Lymphozyten prasentieren [74]. Diese durch die sezernierten inflamma-
torischen Chemokine und Zytokine definierte Immunantwort ist somit essentiell fur
die Erregerelimination. Allerdings wurde sie auch im Falle einer Uberschie3enden
Immunreaktion, wie sie fur Infektionen mit dem hochpathogenen aviaren H5N1 In-
fluenzvirus beschrieben wurde, mit der Schadigung des Alveolarkompartimentes in
Verbindung gebracht. Dieses Phanomen wurde in diesem Kontext als Zytokinsturm
bezeichnet, da im Vergleich mit anderen Erregern hohe Mengen an Chemokinen und

Zytokinen freigesetzt wurden [104].

1.5 Pathogen-induziertes akutes Lungenversagen (ARDS)

Das akute Lungenversagen (Acute Lung Injury, ALI) und seine extremste Form, das
Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), sind durch den akuten Beginn einer
refraktaren Hypoxamie, verbunden mit bilateralen nicht durch Linksherzversagen be-
dingten radiologischen Infiltraten charakterisiert. Der Quotient aus arteriellem Sauer-
stoffpartialdruck und inspiratorischer Sauerstofffraktion (PaO,/FiO,, Horowitz-
Quotient) liegt bei ALI < 300 und bei ARDS < 200 [105]. Die Inzidenz liegt zwischen
30 und 74 je 100.000 Einwohner mit einer Mortalitat zwischen 40-60% [105, 106]. Als
haufigste Ursachen von ALI und ARDS gelten Pneumonie und pneumogene Sepsis.
Allerdings kann ALI/ ARDS auch durch Lungenkontusion, Polytrauma, Massentrans-
fusion, Fettembolie, Reperfusion, Inhalationstrauma und Magensaftaspiration verur-
sacht werden [107]. Das ARDS verlauft meist progressiv in mehreren Stadien, die
klinisch, histopathologisch und radiologisch unterschieden werden kdnnen. Zuerst, in
der akuten Phase (ca. Tag 1-6), findet sich ein diffuser Alveolarschaden mit Schadi-
gung von Endo- und Epithel und proteinreichem alveolaren Lungenédem, passivem
Einstrom von Erythrozyten und der Einwanderung von Neutrophilen. Fibrinreiche,
hyaline Membranen bilden sich aufgrund von intraalveoléarer Gerinnung aus. Dabei
werden das Alveolarepithel und das Endothel durch Apoptose, also durch program-

mierten Zelltod, geschadigt. Apoptose wird dabei durch eine Vielzahl an Mechanis-
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men induziert [105, 107-109], wobei hier ein Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Mediatoren eine wichtige Rolle spielt. Diese werden lokal von
Leukozyten, Epithelzellen oder Fibroblasten gebildet [61]. In der exsudativen Phase
kommt es dann zur Deaktivierung von Surfactant und einem geh&uften Auftreten
bakterieller Translokation in die Zirkulation [110, 111]. Nach 7-14 Tagen folgt die sub-
akute Phase, die durch proliferative Typ Il Alveolarepithelzellen und damit beginnen-
der Gewebereparatur sowie Odem Resorption charakterisiert ist. Nach etwa 14 Ta-
gen, in der chronischen Phase, 10st sich schlie3lich das neutrophile Infiltrat auf, wo-
bei in dieser Phase mononukleére Zellen und Alveolarmakrophagen dominieren.
Wahrend es bei manchen Patienten zu einer vollstadndigen Ausheilung kommt, entwi-
ckeln andere aufgrund unkontrollierter Reparatur eine fibrosierende Alveolitis.

ARDS Patienten werden durch Volumenrestriktion oder durch Sauerstoffgabe und
Beatmungstherapie behandelt. Jedoch birgt diese Behandlung auch Risiken, da so-
wohl die Hyperoxie (FiO, > 0,6) als auch die Uberdruckbeatmung einen zusatzlichen
Lungenschaden, der als ,Ventilator-Induced Lung Injury“ (VILI) bezeichnet wird, ver-
ursachen kann. Aufgrund dieser Problematik wurde bereits eine Vielzahl an Thera-
pien geprift. Jedoch zeigte weder die Applikation von Glukokortikoiden, intraalveola-
rem Surfactant, inhalativem NO, aktiviertem Protein C, Antioxidantien und anti-
inflammatorischen Substanzen einen positiven Effekt [112], weshalb eine spezifische
Therapie des ARDS nicht vorhanden ist. Deshalb ist die Entwicklung neuer Thera-
pieansatze neben der Behandlung mit antibiotischen/antiviralen Therapeutika auch
unter dem Aspekt, dass die Erreger der Pneumonie haufig Resistenzen entwickeln,

dringend erforderlich.

1.6  Mechanismen epithelialer Schadigung nach Influenzavirus Infektion

Ein Mechanismus der Schadigung des Lungenparenchyms stellt die Replikation des
Virus selbst in der Wirtszelle dar. Das Influenza Virus kann neben den Epithelzellen
des oberen als auch unteren Respirationstraktes zwar auch Alveolarmakrophagen
infizieren [65, 114], eine effiziente Replikation des Virus jedoch findet aber haupt-
sachlich in Epithelzellen statt [114]. Dabei nutzt das Virus die Proteinsynthesema-
schinerie der Wirtszelle, um ausschlie3lich virale Proteine zu synthetisieren (zytopa-
thischer Effekt). Die Epithelzelle wird hierbei unwiederbringlich geschadigt, da Vor-

laufer-mRNAs der Wirtszelle zerstort und zellulare mRNAs nicht mehr translatiert
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werden [115]. Neben diesem zytolytischen Mechanismus werden auch apoptotische
Signalwege in der infizierten Zelle induziert [116, 117]. Infizierte Zellen selbst zeigen
die fur den programmierten Zelltod charakteristische DNA Fragmentierung, Chroma-
tin Kondensation, Veranderungen in der Zellmorphologie, Caspasenaktivierung und
Bildung von Apoptosekdrperchen [118]. In infizierten Zellen kann Apoptose durch die
viralen Proteine NS1 [119], NA [120] und PB1-F2 [121] induziert werden. Prinzipiell
stellt die virusinduzierte Apoptose einen Abwehrmechanismus der Zelle dar, um die
Bildung neuer Viruspartikel einzudammen. Allerdings wurde gezeigt, dass die Repli-
kation des Virus bereits abgeschlossen ist, bis die Zelle den Apoptoseprozess voll-
standig durchlaufen hat [122]. Das virale Protein NS1 moduliert dazu zellulare antia-
poptotische Signalwege um initial eine effiziente Virusreplikation zu gewahrleisten
[123]. Zusatzlich zu der direkt durch das Virus verursachten Apoptose kénnen auch
die im Rahmen der Immunabwehr freigesetzten inflammatorischen Mediatoren wie
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder Zytokine die Apoptose sowohl infizierter, aber

auch nicht-infizierter Epithelzellen verursachen [124].

1.7 Das Interferonsystem
1.7.1 Interferone

Interferone sind Zytokine mit antiviraler Aktivitat, die lediglich in Vertebraten zu finden
sind [125, 126]. lhre antivirale Eigenschaft liegt in der Fahigkeit, nach Bindung an
ihren Rezeptor die Transkription von direkt antiviral wirkenden Proteinen zu induzie-
ren [126]. Interferone werden in Typ I, Typ Il und Typ IlI Interferone unterteilt. Zu den
Typ | Interferonen gehoéren IFN-a, IFN-B und die wenig untersuchten IFN-w, IFN-k
und IFN-T [127, 128]. Zu den Typ Il Interferonen gehdrt IFN-y [129-131] und zu den
Typ lll Interferonen werden IFN-A1-3 [132-134] gezahlt. Typ | und Il Interferone wer-
den hauptsachlich von virusinfizierten Zellen sezerniert und vermitteln die erste Ab-

wehrreaktion gegen Pathogene [135].

1.7.2 Regulation der Typ | Interferone

Pathogene Organismen werden Uber PRR durch das angeborene Immunsystem er-
kannt [136]. Diese aktivieren nach viraler Infektion Uber den klassischen Signalweg

die Transkription von Typ | Interferonen. Insbesondere fiir plasmazytoide dendriti-
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schen Zellen (pDC) wurde bisher eine Aktivierung Uber den Toll like Rezeptor (TLR)
abhangigen Signalweg beschrieben [137]. Beim klassischen Signalweg dienen als
PRR RIG-I, MDA-5 und Protein Kinase R (PKR) [138], die insbesondere virale RNA
erkennen kénnen. Nach Bindung an die RNA interagiert das Adaptorprotein Interfe-
ron-beta Promotor Stimulator-1 (IPS-1) [139] mit RIG-I oder MDA-5, wodurch weitere
Kinasen aktiviert werden, die den Interferon regulatorischen Faktor-3 (IRF-3) phos-
phorylieren und damit aktivieren [140]. Dieser wandert als Dimer in den Zellkern und
initiiert zusammen mit verschieden Transkriptionskoaktivatoren die IFN-B mRNA Syn-
these [141]. Nach dieser ersten Stimulation kommt es zur Expression des Transkrip-
tionsfaktors Interferon-regulatorischer Faktor-7 (IRF-7), der in den meisten Zellen
aul3er pDCs nur in sehr geringen Mengen konstitutiv exprimiert wird [142]. Es wurde
gezeigt, dass nach Expression IRF-7 vergleichbar mit IRF-3 aktiviert wird und als
Hauptregulator nun fiir die mRNA Synthese von IFN-B, aber auch von IFN-a Tran-
skripten verantwortlich ist [143]. Desweitern exprimieren einige Zellen des hamato-
poetischen Systems wie cDCs Toll like Rezeptor 3 (TLR3) und erkennen virale RNA
in endosomalen Kompartimenten. Die Bindung zwischen TLR3 und RNA fuhrt dann
ebenfalls Uber Adapterproteine zur Phosphorylierung von IRF-3 und damit zur Sekre-
tion von IFN-B. Auch PKR agiert als Sensor, der dsRNA erkennen kann [138]. PKR,
das hauptsachlich im Zytoplasma assoziiert mit Ribosomen vorliegt [126, 144], wird
nach Bindung an RNA [144-146] durch Autophosphorylierung aktiviert [147], wobei
zusatzlich bereits eine TLR abhangige Phosphorylierung nach LPS Stimulation be-
schrieben wurde [148]. PKR aktiviert nach Kontakt mit RNA den Transkriptionsfaktor
Nuklear Faktor-kB (NF-kB), der ebenfalls an die Promotorregion von IFN-B bindet
und zusammen mit aktiviertem IRF-3 und IRF-7, auch als ,IFN-B Enhancosom® be-
zeichnet, zu einer effizienten Transkription von IFN-B fuhrt. NF-kB liegt als Dimer im
Zytoplasma vor, assoziiert mit dem Inhibitor IkB (Inhibitor of kB) vor. Durch Stimulati-
on des Signalweges durch PKR wird die Kinase IKK (IkB Kinase) aktiviert [138, 149].
In aktiver Form phosphoryliert sie den NF-kB Inhibitor IkB, der danach ubiquitiniert
und proteasomal abgebaut wird [138, 150]. Nach Abbau des Inhibitors wird die Kern-

lokalisierungssequenz von NF-kB frei und NF-kB wird in den Zellkern transportiert.
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Doppelstrangige RNA (dsRNA) oder 5’triphosphorylierte RNA mit Doppelstrangcharakter (5’pppRNA)
wird durch PKR, MDA-5, RIG-I oder endosomal durch TLR3 erkannt und aktiviert die Transkriptions-
faktoren NF-kB, IRF-3 und IRF-7 (nicht gezeigt), was zur Transkription von IFN-B fuhrt. Abbildung
modifiziert nach [151].

1.7.3 Typ | Interferon induzierte Signalwege

Sezernierte Typ | Interferone binden an den Typ | IFN-Rezeptor (IFNAR), der ubiqui-
tar exprimiert ist. Dadurch verandert sich die Konformation des Rezeptors und es
werden die Tyrosinkinase 2 (Tyk2) sowie der ,Signal Transducer and Activator of
Transcription 2“ (STAT2) rekrutiert. Dadurch wird der ,Signal Transducer and Activa-
tor of Transcription 1“ (STAT1) phosphoryliert und bildet mit STAT2 ein Heterodimer
[152-154], welches nach Bindung an IRF-9 [154] in den Zellkern wandert und an das
»IFN-Stimulated Response Element® (ISRE) von Promotoren anbindet. Mehrere 100
Gene, die als ,Interferon Stimulated Genes® (ISGs) bezeichnet werden, besitzen die-
ses Element und werden dadurch IFN-B abhangig transkribiert [155, 156]. Zu den
bekanntesten direkt antiviral wirkenden Proteinen gehdren Mx (Myxovirus Resis-
tenz)-Protein, PKR und die 2°-5'-Oligoadenylat-Synthetase. Mx interagiert bei In-
fluenza A Infektion wahrscheinlich gemeinsam mit weiteren zellularen Faktoren [157,

158] mit der viralen Polymerase und dem Nukleoprotein, um die Transkription von
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viraler RNA zu inhibieren [159]. Die 2°-5° Oligoadenylatsynthetase aktiviert die zellul&-
re Endoribonuklease RNAseL, welche dann die Spaltung von viralen, aber auch zel-
lularen RNAs vermittelt, wodurch die Proteinsynthese gestoppt wird [160]. PKR
phosphoryliert den eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 2a (elF-2a) [144],
wodurch die Virusmehrung durch Abschalten der Proteinsynthese eingeschrankt wird
[161]. Neben den antiviralen Proteinen werden auch proapoptotische sowie inflamm-

atorische Signalwege induziert.

1.8 TRAIL vermittelte Apoptose

Eine Rolle von IFN-B in der Transkription des pro-apoptotischen Zytokins ,Tumor
Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand“ (TRAIL/Apo2L) [162] wurde
hauptséachlich in der Tumorbiologie beschrieben. Diese Daten zeigen, dass der anti-
Tumor Effekt von IFN-B auf die Expression von TRAIL in Zellen des mononukleéaren
Phagozytensystems zurlickzufiihren ist. Nach Bindung von TRAIL an seinen Rezep-
tor induziert es Apoptose in Tumorzellen Uber den extrinsischen Weg [163-165]. Im
Kontext von Infektionen mit dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV) konnte eben-
falls ein Einfluss von IFN-B auf die TRAIL Expression in Makrophagen gezeigt wer-
den [166]. TRAIL konnte dartber hinaus als wichtiger pathogenetischer Faktor im
Influenzavirus-induzierten Lungenversagen bei Mausen identifiziert werden [167].
Allerdings ist der Mechanismus der Regulation von TRAIL in diesem Zusammenhang
nicht geklart.

TRAIL (Apo2L) gehort neben Fas Ligand (FasL) und TNF-a zu der Tumor Nekrose-
Faktor (TNF) Liganden Familie, die auch als ,Death Ligands“ bezeichnet werden
[168]. TRAIL konnte 1995 basierend auf seiner Sequenzhomologie zu FasL und TNF
identifiziert und kloniert werden [168, 169]. Wie andere Mitglieder der TNF-Liganden
Familie wird TRAIL primar als Typ-ll Membranprotein von 33-35kDa exprimiert. Es
setzt sich zusammen aus einer extrazellularen TNF-ahnlichen Doméane, einer trans-
membrandsen Helix sowie einer kleinen zytoplasmatischen Doméane. Die extrazellu-
lare Domane kann von der Zelloberflache proteolytisch abgespalten werden [168].
Zusatzlich existiert eine Splicevariante, die sezerniert wird [170]. FUr TRAIL wurde
nachgewiesen, dass es in loslicher Form Uber den TRAIL-R2 nur mit limitierter Effizi-
enz Apoptose auslost, wahrend es Uber TRAIL-R1 effektiv apoptotische Signale in-

duziert. Membranstandiges TRAIL dagegen vermag beide Rezeptoren mit vergleich-
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barer Effizienz zu stimulieren [171, 172]. TRAIL, wie auch andere Mitglieder der TNF-
Liganden Familie, besitzt eine typische 3-Sandwich Struktur und bildet Homotrimere
[173]. So kdonnen drei Rezeptormolekile jeweils an der Grenzflache zwischen zwei
Untereinheiten des Homotrimers gebunden werden [174]. Eine Besonderheit von
TRAIL ist das Vorhandensein eines Zinkions. Bisher ist TRAIL das einzige Mitglied
der TNF- Liganden Familie, das ein Metallion enthalt. Es ist essentiell fir die trimere
Stabilitdt und die Bioaktivitat von TRAIL, denn Punktmutationen an der Bindestelle
fur Metallionen fuhren zur Ausbildung von Monomeren und Dimeren ohne biologi-
sche Aktivitat [175]. Das humane und murine TRAIL weisen eine Sequenzhomologie
von 65% auf [176].

TRAIL death and decoy receptors
Apo2L/TRAIL AN

A " ‘-¢l-< » LL OPG
DcR oralgi (i ors Wil ocr2
1
N
Caspases
Apoplosis

ABBILDUNG 3: TRAIL (APO2L) UND SEINE REZEPTOREN.

Das trimerisierte TRAIL kann an flnf Rezeptoren anbinden. TRAIL Rezeptor 1 (DR4) und TRAIL Re-
zeptor 2 (DR5) besitzen eine intrazellulare Todesdomane und kdnnen Uber die Aktivierung von
Caspasen Apoptose in der Zelle induzieren. Die Decoy Rezeptoren TRAIL Rezeptor 3 (DcR1) und
TRAIL Rezeptor 4 (DcR2) liegen membrangebunden aber ohne intrazellulare Todesdomane vor. Der
finfte Rezeptor ist das geldste Osteoprotegrin (OPG). Abbildung nach [177].

Humanes TRAIL bindet an funf unterschiedliche Rezeptoren der TNF-Rezeptor Su-
perfamilie, wobei zwei proapoptotische sogenannte ,Death Receptors® (DR) und drei
antiapoptotische Rezeptoren existieren. Die Rezeptoren TRAIL Rezeptor 1 (DR4)
[178] und TRAIL Rezeptor 2 (DR5) [179-181] sind membranstandig. Sie besitzen die
fur diese Rezeptoren typische zytoplasmatische ,Death Domain“ (DD) und kbnnen

nach Stimulation mit TRAIL apoptotische Signale weiterleiten. Wie alle Rezeptoren
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der TNF-Rezeptor Superfamilie sind auch diese beiden Rezeptoren Typ-I Membran-
proteine, die eine extrazellulare zysteinreiche Doméane (CRD) aufweisen. In der Maus
dagegen existiert lediglich ein apoptoseinduzierender Rezeptor (DR5), der TRAIL
aber mit einer dem humanen System vergleichbaren Affinitdt gegentber DR4 und
DR5 binden kann [182]. Die Rezeptoren TRAIL Rezeptor 3 (DcR1) [141, 144] und
TRAIL Rezeptor 4 (DcR2) [184, 185] weisen in ihrer extrazellularen CRD eine signifi-
kante Homologie zu TRAIL-Rezeptor 1 und 2 auf. Allerdings besitzt TRAIL-Rezeptor
4 nur eine verkirzte, funktionell inaktive Todesdomane und dem TRAIL-Rezeptor 3
fehlt der zytoplasmatische Rezeptorteil vollig. TRAIL-Rezeptor 3 ist stattdessen Uber
einen Glykophosphatidylinositol-Rest (GPI) in der Zellmembran verankert. Beide Re-
zeptoren sind damit zwar befahigt TRAIL zu binden, nicht aber apoptotische Signale
in das Zellinnere weiterzuleiten. Wahrscheinlich wirken die Rezeptoren gegenuber
DR4 und DR5 antagonistisch und nehmen damit die Funktion von sogenannten De-
coy Rezeptoren ein. So konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
TRAIL-Rezeptor 3 und 4 eine Resistenz der Zellen gegenuber TRAIL vermittelter
Apoptose zur Folge hat, wohingegen die Entfernung dieser Rezeptoren von der Zell-
oberflache zu einer Sensitivierung gegeniber TRAIL vermittelter Apoptose fihrt [180,
186]. Allerdings sind die Mechanismen, die den antiapoptotischen Effekten von
TRAIL-Rezeptor 3 und 4 zugrunde liegen, derzeit noch nicht genau geklart, da die
Sensitivitat der TRAIL vermittelten Apoptose nicht generell mit der Expression der
Decoy Rezeptoren korreliert [187]. Der funfte Rezeptor, an den TRAIL bindet, ist der
I6sliche Rezeptor Osteoprotegrin (OPG). Allerdings ist die Affinitdt von TRAIL zu die-
sem Rezeptor im Vergleich mit den Ubrigen gering. Uber die physiologische Bedeu-
tung dieser Interaktion ist bisher nur bekannt, dass Gber OPG die TRAIL-vermittelte
Apoptose in Osteoblasten inhibiert wird [188].

Nach Bindung des Liganden an DR4 oder DR5 erfolgt eine Oligomerisierung trimerer
Rezeptoreinheiten zu groReren Komplexen, wodurch das zytoplasmatische Adapter-
protein TRADD Uuber seine C-terminale Todesdomane an die des Rezeptors bindet
und oligomerisiert, was zur Rekrutierung der Initiatorcaspasen 8 und 10 fihrt, die an
die N-terminale Effektordomane von TRADD anbinden kénnen [189-191]. Dieser
Komplex wird als ,Death Inducing Signalling Complex“ (DISC) bezeichnet. Nach Di-
merisierung der Caspasen werden sie durch transkatalytische und autokatalytische
Spaltung aktiviert [192], schlief3lich als aktivierte Initiatorcaspasen vom DISC freige-

setzt und kénnen proteolytisch konstitutiv als Proform exprimierte Effektorcaspasen
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aktivieren [192-194]. In manchen Zelltypen kann die aktivierte Caspase-8 direkt die
Effektorcaspase Caspase-3 aktivieren, in anderen Zelltypen dagegen muss das Sig-
nal tber den intrinsischen Weg, also tber das Mitochondrium amplifiziert werden
[195, 196]. Dabei wird durch die aktivierte Caspase-8 das Protein Bax in der Mito-
chondrienmembran oligomerisiert [194], wodurch sich Poren bilden, durch die
proapoptotische Mediatoren in das Zytoplasma gelangen kdnnen [196-198], was letz-
ten Endes zur Aktivierung von Caspase-3 und Migration in den Nukleus beitragt. Ef-
fektorcaspasen spalten bzw. aktivieren zellulare Substratmolekile. Als Substrate
wurden Strukturproteine, Zelladhasionsmolekile, Interfilamentproteine, apoptotische
Inhibitoren und Enzyme der DNA Reparatur beschrieben. Die Zahl der bekannten
Substratmolektile belduft sich derzeit auf Uber 200 und steigt stetig an [199]. Fur
Caspase-3 wurden beispielsweise die nuklearen Substrate PARP oder ICAD gefun-
den, die aktiv eine Rolle bei der DNA-Fragmentation sowie Chromatin Kondensation
spielen [200].
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2 Zielsetzung

Das akute Lungenversagen (,Acute lung injury“, ALI) und seine extreme Manifestati-
on, das ,Acute Respiratory Distress Syndrome“ (ARDS) sind durch akuten Beginn
einer refraktaren Hypoxamie, verbunden mit bilateralen nicht kardiogen bedingten
radiologischen Infiltraten charakterisiert. Die h&aufigsten Ausloser der ALl und des
ARDS sind Pneumonie und pneumogene Sepsis. Da durch antibiotische/antivirale
Therapeutika haufig eine Resistenzausbildung der Erreger verursacht wird, besteht
ein Bedarf an der Entwicklung neuer Therapiestrategien. Ausloser der epithelialen
Schéadigung nach Influenza Infektion sind sowohl die Replikation des Virus selbst als
auch die im Rahmen der Immunabwehr freigesetzten inflammatorischen Mediatoren
wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder Zytokine, welche die Apoptose sowohl
infizierter, aber auch nicht-infizierter Epithelzellen verursachen kénnen. Als erste Ab-
wehr gegen Pathogene werden Typ | Interferone gebildet. Sie limitieren die Virusrep-
likation, indem sie Zellen in einen antiviralen Zustand versetzen und vermitteln die
Expression weiterer proinflammatorischer Zytokine. Erste Experimente zeigten, dass
die durch Influenzaviren induzierte Expression des Typ | Interferons IFN-B mit einer
deutlichen Induktion alveolarepithelialer Apoptose und alveolarer Schrankenstérung
assoziiert war. Ziel der Studie war es deshalb, die detaillierten Signalwege und zellu-
laren Interaktionspartner, welche dem Influenzavirus induzierten Lungenschaden zu-
grunde liegen, ndher zu beleuchten, um letztendlich therapeutische Angriffspunkte
zur Behandlung des virusassoziierten ALI/ARDS zu definieren.

Hierfir wurden in vitro Mono- und Kokulturinfektionsmodelle primarer muriner und
humaner Alveolarmakrophagen sowie Alveolarepithelzellen genutzt. Primare murine
Lungenzellpopulationen wurden aus Wildtyp oder gendefizienten Mausen isoliert. Um
die Rolle von durch Alveolarmakrophagen exprimierten Mediatoren in der Induktion
epithelialer Apoptose spezifisch zu adressieren, wurden neben in vivo Infektionsver-
suchen mit Wildtyp und transgenen Mausen auch knochenmarkschimare Mause ge-
neriert und fir in vivo Infektionsversuche verwendet, denen wichtige Apoptosemedia-

toren in myeloiden Zellen fehlen
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3 Material und Methoden

3.1  Verwendung von humanem Material

Lavage Material und humanes Lobektomiematerial wurden im Rahmen der Biobank
des Lungenzentrums der Universitaten Giel3en und Marburg (UGMLC) nach schriftli-
cher Einverstandniserklarung der Patienten gesammelt. Ein positives Ethikvotum der
Ethikkomission lag vor (Az. 10/06).

3.2 Mauslinien

Linie Bezeichnung | Quelle

C57BL/6 wildtyp, WT Fa Charles River, Sulz-
feld

B6.SJL-Ptprc® Ly5.1 Fa Jackson, Sacramento

129/SvEV*C57BL/6 pkr” PD Dr. Jovan Pavlovic,

Eif2ak2™mewe Ziirich

B6.129S2-Ifnar1 ™% ifnar” Prof. Dr. Ulrich Kalinke,
Hannover

B6.129Tnfsf10™=% trail” Fa Amgen, Miinchen

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere unter SPF Bedingungen gehalten. Wahrend
der Versuche wurden IVC Bedingungen eingehalten. Fur die Versuche wurden Tiere
mit einem Versuchsalter von 8-12 Wochen verwendet, wobei sich die Versuchsgrup-
pen in Alter und Geschlecht entsprachen. Die Tierversuche waren durch das Regie-
rungsprasidium Giel3en genehmigt (Az. 64/2007, 09/2009, 39/2011).
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3.3  Virusstamme

Stamm

Bezeichnung

Beschreibung

Quelle

A/Puerto Rico/8/34

A/PR8

saisonal, maus-

Prof. Dr. Stephan

(HIN1) adaptiert Pleschka, Giel3en
A/Thailand/KAN-1/04 A/H5N1 hochpathogen, Prof. Dr. Stephan
(H5N1) aviar Pleschka, Giel3en
A/Hamburg/5/09 A/Hamburg . Dr. Mikhail Ma-
(PH1IN1) pandemisch trosovich, Marburg
A/Memphis/14/96-M A/Memphis . Dr. Mikhail Matro-
saisonal _
(HIN1) sovich, Marburg
A/X-31 (H3N2) A/X-31 PR8 Hintergrund, | Prof. Dr. Stephan
H3N2 von saisonal | Pleschka, Giel3en
kloniert
3.4  Zellkulturmedien und Puffer
Bezeichnung Zusammensetzung

AM® Infektionsmedium

RPMI 1640 (PAA), 0,2%BSA (Sigma), 1fach Penicil-
lin/Streptomycin  (PAA), 2ug/ml Trypsin-TBCK
(Worthington)

AM® Medium

RPMI 1640 (PAA), 2%FCS (FCS Gold, PAA), 1fach
Penicillin/Streptomycin (PAA)

Avicel Medium

2XMEM (Gibco), 1fach Penicillin/Streptomycin (PAA),
0,1% NaHCO;3; (Sigma), 0,2% BSA (Sigma), 2ug/mi
Trypsin-TPCK (Worthington), 1,25% Avicel (RC581,
FMC Biopolymers)

DMEM/HEPES

DMEM high Glucose (PAA), 25mM HEPES (PAA)

Elektrophorese Puffer

25mM Tris (Roth), 250mM Glycin (Sigma), 0,1% (v/v)
SDS (Sigma) in 1000ml H,O

hAEC Infektionsmedium

HamsF12 (Biochrom), 0,2% BSA (Sigma), 1fach Peni-
cillin/Streptomycin  (PAA), 2,5ug/ml Amphotericin B
(PAA), 2ug/ml Trypsin-TPCK (Worthington

hAEC Medium

HamsF12 (Biochrom), 10%FCS (FCS Gold, PAA),
1fach Penicillin/Streptomycin, 2,5ug/ml Amphotericin B
(PAA)

MACS/FACS Puffer

PBSMI/a 7 40 EDTA (Biochrom), 0,5% FCS (FCS
Gold, PAA) pH 7,2
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Bezeichnung Zusammensetzung

MAEC Infektionsmedium DMEM High Glucose (PAA), 25mM HEPES (Bio-
chrom), 0,2% BSA (Sigma), 1fach Penicil-
lin/Streptomycin  (PAA), 2ug/ml Trypsin-TPCK

(Worthington)

MAEC Medium DMEM high Glucose (PAA), 25mM HEPES (PAA),
10%FCS (FCS Gold, PAA)/ 1-fach Penicil-
lin/Streptomycin (PAA)

MDCK-II Infektionsmedi- | DMEM High Glucose (PAA), 0,2% BSA (Sigma), 1fach

um Penicillin/Streptomycin  (PAA), 2ug/ml Trypsin-TPCK

(Worthington)

MDCK-II Medium

DMEM high Glucose (PAA), 10%FCS (FCS Gold,
PAA)/ 1-fach Penicillin/Streptomycin (PAA)

NP-40 Lysepuffer

20mM Tris (pH7,5) (Sigma), 150mM NaCl (Merck),
1mM EDTA (pH 8,0) (Merck), 1mM EGTA (pH8,0)
(Sigma), 0,5% NP40 (Sigma), 2mM Sodium Orthovan-

adat (pH 10,0) (Merck), Proteaseinhibitorcocktall
(Roche)

PBS/EDTA PBSM7Ca (PAA), 2mM EDTA (Biochrom)

PIl Puffer 0,49/l KCI (Merck), 1,119/l Glucose (Sigma), 0,469/l
Na;HPO, (Merck), 1% HEPES (Biochrom), 0,28mM
CacCl;, (Merck), 1,3mM MgSO, (Sigma)

Transferpuffer 25mM Tris (Roth), 192mM Glycin (Sigma), 20% Me-

thanol (Sigma), auffillen auf 2000ml mit H,O

Virusmedium

3.5

PBSMIYC (PAA), 0,2%BSA (Sigma), 1fach Penicil-
lin/Streptomycin (PAA)

Gewinnung von primaren Zellen

3.5.1 Isolation von primaren murinen Alveolarmakrophagen

Um primare murine Alveolarmakrophagen (mAM®) aus Mauslungen zu isolieren

wurden die Tiere getotet, die Trachea erdffnet und eine stumpfe Kanule eingefuhrt

und fir die Durchfihrung einer bronchoalveolaren Lavage (BAL) verwendet. Dabei

wurde 10-mal mit jeweils 500ul PBS/EDTA lavagiert. Die Zellsuspension wurde zu-

nachst zentrifugiert (1400rpm, 10min, 4°C), in 1ml AM® Medium resuspendiert, mit

einer Neubauer Zahlkammer unter Verwendung von 0,4% Trypanblau (Invitrogen)

gezahlt und zuletzt in Zellkulturplatten (BD) ausgesat. Fur die Detektion von Protei-

nen oder der Messung von Apoptose wurden 24 ,well* Platten mit einer Zellzahl von
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250.000 mAM®/well verwendet. Fiur die Bestimmung der Genexpression wurden 48
2well“ Platten mit einer Zellzahl von 125.000 mAM®/well eingesetzt. Nach 2h Inkuba-
tion im Brutschrank (37°C, 5%CO,) wurde das Medium gewechselt um nicht adha-
rente Zellen zu entfernen, wodurch eine Reinheit von > 98% erreicht werden konnte.
Diese wurde durchflusszytometrisch unter Verwendung eines Antikorpers gegen

murines Siglec-F bestimmt.

3.5.2 Isolation von primaren murinen Typ Il Alveolarepithelzellen

Die Tiere wurden mit einer Uberdosis Isofluran (Baxter) getétet und eine stumpfe Ka-
ndle in die freipraparierte Trachea eingefuhrt, welche mit einem Faden (4/0, Ethicon)
fixiert wurde. Danach wurde der Brustkorb erdffnet und eine Lungenperfusion mit
20ml HBSS (PAA) durchgefuhrt. Danach wurden tber die fixierte Kantle 1,5ml Dis-
pase (50 Caseinolytic Units/ml, BD) sowie 0,5ml 1% low melting Agarose (Sigma) mit
einer 1ml Spritze (B.Braun) in die Lunge gegeben, um Kontaminationen mit Zellen
des oberen Respirationstraktes zu vermeiden. Im Anschluss an das Gelieren der
Agarose im oberen Respirationstrakt wurde die Lunge entfernt, in HBSS (PAA) ge-
waschen und Fremdgewebe entfernt. Nach einer Inkubation der Lunge in 3,5ml Dis-
pase (50 Caseinolytic Units/ml, BD) fur 40min bei Raumtemperatur wurde diese in
7ml DMEM/HEPES/0,01% DNAse (Serva) in eine Petrischale Uberfihrt und der
Bronchialbaum entfernt. Die Zellsuspension wurde daraufhin 8-10 Minuten auf einem
Schiittler (Heidolph) bei Raumtemperatur inkubiert und durch Scheren mit einer 10ml
Pipette (BD) weiter vereinzelt. Nach dem Filtrieren durch einen 100pum (BD), 40um
(BD) und 20um (Millipore) Filter und einem Zentrifugationsschritt (8min, 4°C, 800rpm)
wurde das Zellpellet in 5ml mAEC Medium resuspendiert und mit einer Neubauer
Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Daraufhin wurde die Zellsuspension auf 10 Mio
Zellen/ml eingestellt und mit biotinylierten Antikdrpern gegen CD45 (BD Pharmin-
gen), CD31 (BD Pharmingen) und CD 16/32 (BD Pharmingen) 30min bei 37°C zur
Depletion von Leukozyten und Endothelzellen inkubiert. Hierbei wurde die Antikor-

permenge wie folgt in pl berechnet:

Zellzahl

Biotinylated a-mouse CD45 o X 0,45x2
Biotinylated a-mouse CD16/32 Zelj;?ohl x0,45x1,5
Zellzahl

Biotinylated a-mouse CD31 x0,2x2
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Im n&achsten Schritt wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit mAEC Medi-
um ohne FCS in dem nachfolgend berechneten Volumen mAEC Medium ohne FCS
(B) resuspendiert und mit der berechneten Menge an Streptavidin-gekoppelten mag-
netischen Beads (Dynabeads, Biotin Binder, Invitrogen) (C) 30min bei Raumtempera-
tur auf einem Rollator (Cat M. Zipper GmbH) inkubiert.

Die Menge der benétigten magnetischen Beads und Volumina wurde wie folgt be-

rechnet:

. Zellzahl

A: — X 0, 65
1 Mio
B: 2 ml
C: B x 50pl

Nachdem die Zellen 15min in einem magnetischen Separator (Magnetic particle con-
centrator, Dynal) platziert worden waren, wurde der Uberstand vorsichtig abgenom-
men, zentrifugiert (8min, 4°C, 800rpm) und in 2ml mMAEC Medium resuspendiert, ge-
zéhlt und in 24 ,well“ Platten (BD) mit einer Zellzahl von 250.000mAEC/well ausge-
sat. Des Weiteren wurden fur Kokulturexperimente die mAEC auf der Unterseite von
Transwells (8,0um Porengrdf3e, BD) mit 300.000 in 100ul ausgesat, welche nach 2h
in 24 ,well“ Platten mit 500ul Medium Uberfihrt wurden. Die Reinheit wurde durch-
flusszytometrisch mit einem Antikdrper gegen Prosurfactant Protein C (Rb-X Hu pro-
SP-C, Millipore), einem Typ Il Alveolarepithelzellmarker, bestimmt, wobei Zellen mit
einer Reinheit >90% verwendet wurden. Nach 2 Tagen erfolgte der erste Medien-
wechsel. Der Versuch wurde 4 bis 5 Tage nach Zellisolation bei ca. 90%iger Kon-

fluenz durchgefihrt.

3.5.3 Isolation von primaren humanen Alveolarmakrophagen

Verwendet wurden primare humane Alveolarmakrophagen (hAM®) von Patienten,
welche aus diagnostischen Grinden bronchoskopiert und lavagiert worden waren
und einen unauffalligen differentialzytologischen Befund zeigten (Makrophagenanteil
> 95%; ,gesunde Kontrollen“). Es wurden 250.000 hAM® in 24 ,well“ Platten (BD)
unter Verwendung des AM® Mediums ausgesat, welches nach 2h gewechselt wur-
de, um nicht adharente Zellen zu entfernen. Humane AM® aus bronchoalveolaren

Lavagen von Patienten mit pandemischem H1N1 Influenzavirus-induziertem ARDS
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und von Kontrollen wurden zu je 500.000 Zellen/12 well in AM® Medium mit 50%
FCS 40min im Brutschrank (37°C, 5% COy) inkubiert. Danach wurden die adharen-
ten Alveolarmakrophagen viermal mit PBSM9/“* (PAA) gewaschen, wodurch eine
Reinheit >90% erzielt wurde. Die Lavageflissigkeit selbst wurde fur Zytokinmessun-
gen mit ELISA bei -80°C gelagert.

3.5.4 Isolation von primaren humanen Typ Il Alveolarepithelzellen

Distales gesundes Lungengewebe aus Tumor-Lobektomiepraparaten wurde nach
schriftlicher Einwilligung der Patienten fir die Aufreinigung der Zellen verwendet.
Nach Waschen des Lungengewebes mit hAEC Medium und Zerkleinern mit einer
Schere wurde es in 50-100ml PII Puffer/2,5% Dispase (Dispase Il, Roche) 180min im
Wasserbad (Julabo) bei 37°C inkubiert. Im néchsten Schritt wurden die Zellen durch
Scheren mit einer 10ml Pipette (BD) vereinzelt und Uber einen 100um (BD), 40pum
(BD) und zuletzt 20um (Millipore) Filter gegeben. Das Filtrat wurde zentrifugiert
(1500rpm, 20°C, 25min), das Zellpellet in 30ml PII/0,25% DNAse (Serva) resuspen-
diert und 20ml Ficoll (Ficoll Paque, Plus, GE Healthcare) mit 15ml der Zellsuspension
Uberschichtet. Nach dem Zentrifugieren (2500rpm, 15min, 20°C, ohne Bremse) konn-
te die Interphase abgenommen werden, welche auf 50ml mit P11/0,25% DNAse (Ser-
va) aufgefillt und erneut zentrifugiert (1500rpm, 20°C, 15min) wurde. Nach einem
weiteren Waschschritt mit 50ml P11/0,25% DNAse (Serva) wurde das Pellet in 2ml
hAEC Medium gel6st, die Zellzahl bestimmt und auf 80ul/10Mio Zellen mit MACS
Puffer eingestellt. 20ul CD45 MACS Beads (human CD45 Micro Beads, Miltenyi Bio-
tech)/10Mio Zellen wurden hinzu pipettiert, um Leukozyten zu entfernen, und 15min
bei 4°C inkubiert. Zwischenzeitlich wurde eine MACS Saule (Miltenyi Biotech) in ei-
nem magnetischen Separator (Miltenyi) mit MACS Puffer vorgewassert (MS<10 Mio
Zellen 500ul; LS>10 Mio Zellen 3ml) und die Zellsuspension nach einmaligem Wa-
schen in 5ml MACS Puffer mit einem Volumen von 500ul (MS) oder 3ml (LS) auf die
Saule gegeben und 3 mal mit 500ul (MS) oder 1ml (LS) nachgespdult. Die hAEC, die
sich im Durchfluss befanden, wurden aufgefangen, mit hAEC Medium gewaschen
und in 24 ,well” Platten (BD) mit einer Zellzahl von 250.000/well ausgesét. Die Rein-
heit der Zellen wurde durchflusszytometrisch mit einem a-human-EpCAM/CD326

Antikorper (Biolegend) als Epithelzellmarker bestimmt, wobei Zellen mit einer Rein-
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heit >90% fur die Versuche verwendet wurden. Der erste Medienwechsel erfolgte
48h nach lIsolation. An Tag 4-5 nach Isolation (Konfluenz ca. 90%) wurde mit dem

Experiment begonnen.

3.6  Herstellung eines Virusstocks

MDCK-II Zellen (Madin Darby Canine Kidney Cells) kultiviert in MDCK-II Medium,
wurden 1:4 gesplittet und in T75 Flaschen (BD) ausgesat, tber Nacht im Brutschrank
bei (37°C; 5%CO;) inkubiert und am folgenden Tag infiziert. Dazu wurde zun&chst

eine Virusverdiinnung von MOI=0,01 (Multiplicity of Infection :%) des origi-

nalen Virusstocks in 4ml Virusmedium hergestellt und auf die Zellen nach zweimali-
gem Waschen in 10ml PBSM9"@* (PAA) gegeben. Nach 1h Inkubation bei Raum-
temperatur wurde das Inokulum abgenommen und die Zellen mit 8ml MDCK-II Infek-
tionsmedium Uberschichtet. Nach 48h wurde der Uberstand abgenommen, zu 1ml

aliquotiert und bei -80°C bis zur Titerbestimmung durch Plaque Assay gelagert.

3.7 Titration des Virusstocks

Einen Tag vor Infektion wurden MDCK-II Zellen mit einem Verhaltnis von 1:3 mit 2ml
MDCK-II Medium in 6 ,well“ Platten ausgesat. Zur Infektion wurde eine 10-fach-
Verdunnungsreihe der Virussuspension in Virusmedium angesetzt und je 1ml pro
well nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBSM9*/©@* (PAA) eingesetzt. Nach
1h bei Raumtemperatur wurden 2ml Avicel Medium hinzugegeben. Nach zwei Tagen
wurden die Zellen nach Abnehmen des Mediums mit 1ml 4% Paraformaldehyd (Sig-
ma) 30min bei 4°C fixiert und nach dreimaligem Waschen mit PBS “9*¢2* (PAA) eine
immunhistologische Farbung durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen mit 1ml 0,3%
Triton X 100 (Roth) permeabilisiert (15min, Raumtemperatur) und mit 0,5ml eines
1:1000 verdiinnten a-Influenza NP Antikorpers (Meridian Life science) in PBSMo*/ca*
(PAA)/0,1%Tween 80 (Sigma)/10% Pferdeserum (PAA) eine Stunde bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 2ml PBS M9*ca* (PAA)/0,05%
Tween 80 (Sigma) wurden 0,5ml des 1:2000 verdinnten HRP- (Meerrettich-

Peroxidase-) markierten Sekundarantikorpers (goat-a-mouse IgG-HRP, Santa Cruz)
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dazugegeben und 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit
PBS MI*Ca* (pAA) wurde True Blue (KPL) als Substrat hinzugegeben. Nach etwa 20-
30min konnten blau gefarbte Plagues ausgezahlt und der Titer wie folgt berechnet

werden:

pfu (Plague forming units)/ml = Mittelwert der gezéhlten Plaques x Verdinnung

3.8 Invitro Experimente

Die ausgesaten AM® wurden 24h nach Adhérenz und die AEC 4-5 Tage nach Isola-
tion verwendet. Die Virusverdinnungen wurden auf eine MOI von 1 oder 0,1 in Vi-
rusmedium eingestellt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS"¢*€@* (PAA) wurden die
Zellen durch Zugabe der Virusverdinnung 1h bei Raumtemperatur infiziert. Danach
wurde das Virusmedium abgenommen und das mit den Zellen korrespondierende
Infektionsmedium zugegeben. Bei Kokulturexperimenten mit AM® und AEC wurde
das AEC Infektionsmedium gewéhlt. Bei Verwendung von Inhibitoren wurden diese
dem Infektionsmedium zugesetzt und optional 1h prainkubiert. Die verwendeten Inhi-

bitoren sind nachstehender Tabelle zu entnehmen:

Inhibitor Beschreibung Behandlung Hersteller
pAB-IFN-3 inhibitorischer IFN- | Zugabe in Infekti- PBL
B Antikorper onsmedium
ICs0=2,51U/ml
Jak/Stat Inhibitor I | ATP-kompetitive 1h Prainkubation Calbiochem
Inhibition von und Zugabe in In-
JAK1/JAK2 fektionsmedium
ICs0=1nM, JAK3
Ki=5nM, and Tyk2
IC50=1 nM
Bay 11-7082 Inhibition von IkBa | 1h Prainkubation Calbiochem
Phosphorylierung und Zugabe in In-
IC50=10 uM; NF-kB | fektionsmedium
Aktivierung
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AulRerdem wurde in einigen Experimenten rekombinantes murines IFN-B (PBL), re-
kombinantes murines TRAIL (R&D) oder Staurosporin (Sigma-Aldrich) in definierten
Konzentrationen sowie ein Proteaseinhibitorcocktail (Sigma) 1:400 verdinnt dem
jeweiligen Zellkulturmedium zugegeben. Je nach Fragestellung wurde nach unter-
schiedlichen Zeitpunkten der Zellkulturiberstand abgenommen und die Zellen ent-
weder nach Waschen mit PBS"9"“®* (PAA) mit dem jeweiligen Lysepuffer lysiert
(Western Blot; real time PCR) oder nach Trypsinierung (1-fach Trypsin/EDTA, PAA)

fur durchflusszytometrische Untersuchungen vorbereitet.

3.9 Invivo Experimente
3.9.1 Transplantation von murinen Knochenmarkszellen

Die Spendertiere wurden durch Genickbruch getétet und in 70% Ethanol (Fischer)
gebadet und Femur, Tibia und Beckenknochen entfernt. Nach 30s Desinfektion in
70% Ethanol (Fischer) und einem Waschschritt in sterilem NaCl (0,9% NaCl, B.
Braun) wurden die Knochen auf eine in NaCl (0,9% NacCl, B. Braun) getrédnkte Kom-
presse gelegt und mit einem Skalpell eréffnet. Die Knochen wurden mit RPMI (RPMI
1640, PAA)/10% FCS (FCS Gold, PAA) durchgespilt und die Knochenmarkszellen
durch einen 40um Filter (BD) filtriert, zentrifugiert (1400rpm, Raumtemperatur,
10min) und einmal mit 50ml Leibovitz Medium (Gibco) gewaschen. Zehn Mio. Kno-
chenmarkszellen suspendiert in 100ul Leibovitz Medium wurden fir die Transplanta-
tion pro Tier verwendet. Die Empfangertiere wurden mit einer Energiedosis von 6
Gray mit dem Elektronenlinearbeschleuniger Clinac 600C (Varian) bestrahlt, wobei
eine Rontgenbremsstrahlung von 6 Megavolt verwendet wurde. Den bestrahlten Tie-
ren wurde direkt nach der Bestrahlung 100ul der Knochenmarkszellensuspension

intravends appliziert.

3.9.2 Intratracheale und intraperitoneale Behandlung von Tieren

Zur intratrachealen Instillation von Influenzaviren erhielten die Tiere eine Narkose.
Die Pramedikation erfolgte mit Atropin (Atropin 0,5mg/ml, Dosierung Maus:
0,05mg/kg KGW; Ansatz: 1:10 verdinnt mit steriler 0,9% NaCl-Lésung, Applikation:
subkutan, 27G Kanile, pro 20g KGW Maus 0,02ml). Nach ca. 2 min erfolgte die Nar-
kose mit Ketamin/Rompun in einer Mischung von 16 mg/kg Xylazinhydrochlorid

(Rompun 2%, Bayer GmbH, 20mg/ml; verdinnt mit steriler 0,9% NaCl Lésung auf
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1:6,25) und von 100 mg/kg Ketaminhydrochlorid (Ketavet, Pharmacia & Upjohn,
100mg/ml; verdunnt mit steriler 0,9% NaCl Lésung auf 1:5). In einer Mischspritze
aufgezogen wurde ein Gesamtvolumen von 0,2 ml pro 20g Maus intraperitoneal Uber
eine 29G Kantle appliziert. Die Narkosetiefe wird durch Kompression der Schwanz-
spitze ermittelt. Es wurde eine Inzision in der Mitte des Halses bis zum Brustbein ge-
setzt und die Trachea vorsichtig freiprapariert. Mit einer Kantle wurde unter dem ers-
ten oder zweiten Trachealknorpel die Trachea erdffnet und ein Katheter (Abboth
GmbH) eingefiihrt, durch den 70ul Virusverdiinnung (500pfu in PBS™) aufgezogen in
einer Insulinspritze (B. Braun) langsam appliziert wurden. Nach Entfernen des Kathe-
ters wurde die Wunde mit zwei Einzelknopfnahten (Faden 6/0, Ethicon) verschlos-
sen. Murines IFN-B (PBL) wurde mit einer Konzentration von 10000U/70ul in 0,1%
BSA (Sigma) verwendet sowie ein inhibitorischer polyklonaler IFN-B Antikérper (PBL)
mit einer Konzentration von 100001U/70pl und jeweils intratracheal appliziert. Ein-
hundert fliinfzig ug eines neutralisierenden a-TRAIL Antikérpers (Biolegend) wurden

mit einer Insulinspritze intraperitoneal injiziert.

3.9.3 In vivo Auswertungen

Nach der angegebenen Infektionsdauer wurden die Tiere unter tiefer Ketamin/ Rom-
pun Narkose durch Ausbluten oder Blut frei-Perfusion getttet und die Proben ge-
wonnen. Falls die alveolare Schrankenstérung mittels FITC-Albumin Applikation ge-
messen werden sollte, wurde den Tieren 60min vor Tétung 100ul 10mg/ml FITC-
Albumin (Sigma) in die Schwanzvene injiziert. Zur Blutentnahme wurde eine links-
ventrikulare Herzpunktion durchgefiuhrt. Entnommenes Blut wurde in Eppendorf "Tu-
bes" dberfuihrt, nach der Koagulation 15min bei 3500rpm zentrifugiert und das Se-
rum fir weitere Analysen aufbewahrt. Alternativ wurde das Blut in EDTA Rdhrchen
Uberfihrt und nach Lyse der Erythrozyten die Leukozyten fir durchflusszytometri-
sche Analysen verwendet. Im zweiten Schritt wurde nach Freipraparieren der
Trachea eine Querinzision zwischen zwei Trachealspangen durchgefiihrt und eine
stumpfe Kantile eingeftihrt, die mit einem Faden (4/0, Ethicon) fixiert wurde, um eine
bronchoalveolare Lavage (BAL) mit PBS/EDTA durchzufihren. Dabei wurde fraktio-
niert lavagiert. Fur die erste Fraktion wurde mit je 300ul, 400ul und 500ul, fir die
zweite Fraktion 8mal mit 500ul lavagiert. Die BAL Flissigkeit wurde anschliel3end

zentrifugiert (10min, 1400rpm, 4°C) und die Uberstande der ersten Fraktion aliquo-
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tiert und fir ELISA Messungen, Analyse der Totalproteinkonzentrationen oder gege-
benenfalls FITC-Albumin Quotientenmessungen verwendet, wohingegen der Uber-
stand der zweiten Fraktion verworfen wurde. Die Zellpellets beider Fraktionen wur-
den gepoolt und in 1000ul RPMI1640 (PAA)/10%FCS (PAA) resuspendiert. Im dritten
Schritt wurden nach Entfernen des Brustbeines die mediastinalen Lymphkoten ent-
fernt und 40min in 500ul Dispase (50 Caseinolytic Units/ml, BD) verdaut. Nachdem
die Zellen mit einer Pipette vereinzelt und zentrifugiert wurden (10min, 1400rpm,
4°C), wurden auch diese zunéchst in RPMI1640 (PAA)/10% FCS (PAA) resuspen-
diert. Um Lungenzellhomogenate herzustellen, wurde die pulmonale Strombahn mit
20ml HBSS (PAA) blutfrei perfundiert. Im Anschluss an die Perfusion wurden durch
die bereits in der Trachea fixierte Kanule 500ul Dispase (50 Caseinolytic Units/ml,
BD) in die Lunge gegeben, die Kanlle entfernt und die Trachea mit einem Faden
(6/0, Ethicon) verschlossen. AnschlieRend wurde die Lunge heraus prépariert,
Fremdgewebe entfernt und 40min in 3,5ml Dispase (50 Caseinolytic Units/ml, BD)
inkubiert oder fur Zytokinmessungen direkt mechanisch mit einem elektronischen
Homogenisator (TissueRuptor, Qiagen) zerkleinert und nach Zentrifugation (10min,
1400rpm, 4°C) der Uberstand bei -80°C gelagert. Nach dem enzymatischen Verdau
wurde die Lunge in Petrischalen in 7ml DMEM/HEPES/0,1% DNAse (Serva) zerklei-
nert und nach 10min Inkubation auf einem Schattler (Heidolph) vereinzelt. Nach
Zentrifugation (10min, 1400rpm, 4°C) und Waschen mit mAEC Medium wurden die
Zellen in 5ml mAEC Medium resuspendiert. Die gewonnenen Zellen wurden zur
durchflusszytometrischen Charakterisierung oder zur Messung der Apoptoserate der

Alveolarepithelzellen verwendet.

3.10 Analyse der Genexpression

3.10.1 RNA Isolation

Die Zellen aus Zellkulturexperimenten wurden nach Waschen mit PBSM9*/C3* mit
350ul RLT Puffer (Qiagen) lysiert und die RNA unter Benutzung des RNeasy Mini
Kits (Qiagen) nach Herstellerprotokoll isoliert. Die Qualitat und Menge der RNA wur-
de mittels eines Nanovue Plus (GE Healthcare) gemessen. Nur die RNA mit einem

Azeor2s0 Verhaltnis > als 1,9 und < als 2,1 wurden fur die cDNA Synthese verwendet.
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3.10.2 cDNA Synthese

Fur die Synthese von cDNA wurden 250ng RNA in 13,5ul H,O (Water Mol biol grade,
5 Prime GmbH) eingesetzt. Als Enzym wurde die MMLV-Reverse Transkriptase (In-
vitrogen) verwendet. Nachdem die RNA zunachst 5min auf 70°C denaturiert und da-

nach sofort auf Eis gestellt wurde, wurden 11,5l des PCR Mix hinzu pipettiert.

PCR Mix:

5x1st strand buffer (Invitrogen) 5ul
Dithiothreitol (DTT) (Invitrogen) 2,5l
RNAse Inhibitor (RNAse Out, Invitro- 1
gen)

dNTPs (Invitrogen) 1pl
random hexamers (Invitrogen) 1,5ul
MMLV-Reverse Transkriptase (Invitro- 1l
gen)

In einem Thermocycler (Peglab) wurden die Proben 1h bei 37°C inkubiert und die
Enzyme durch Erhitzen auf 97°C fur 5min inaktiviert. Danach wurde die cDNA 1:3 mit
H,O (Water Mol biol grade, 5 Prime GmbH) verdinnt und fir quantitative real time

PCR (gPCR) eingesetzt.

3.10.3 Real time PCR

Fur die quantitative real time PCR (gPCR) wurde der Platinum SYBR Green Super
Mix-UDG (Invitrogen) unter zuséatzlicher Verwendung des ROX Referenz Farbstoffes
zur Normalisierung eingesetzt. Die Reaktionen wurden mit einem Volumen von 25l
in 96 ,well“ Platten (Applied biosystems) mit dem Step one plus (Applied biosystems)
durchgefihrt.
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gPCR Mix
SYBR Green Mix (Invitrogen) | 13ul
MgCl; (Invitrogen) 1l
Forward Primer 0,5ul
Reverse Primer 0,5ul
H20 (5 Prime GmbH) 5ul
cDNA 5ul

PCR Bedinqungen:
50°C 2min, 95°C 5min; 45x 95°C 5s, 60°C 5s, 72°C 10s; 72°C 10 min

Die Primer wurden mit dem Programm Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) ent-

wickelt und unter Benutzung des BlastN Algorithmus auf Spezifitat Uberprift, welche
zusatzlich durch Schmelzkurvenanalyse und Auftragen des PCR Produktes auf ein
2%iges Agarosegel validiert wurde. Die verwendeten Primer sind der folgenden Ta-

belle zu entnehmen.

Gen Forward Primer Reverse Primer
Murines Aktin 5-ACCCTAAGGCCAACCGTGGC-3' 5'-CAGAGGCATACAGGGACAGCA-3'
Humanes Aktin 5-CTGGGAGTGGGTGGAGGC-3 5-TCAACTGGTCtCAAGTCAGTG-3'
Murines TRAIL 5-GAAGACCTCAGAAAGTGGC-3' 5-GACCAGCTCTCCATTCTTA-3
Humanes TRAIL 5-GAGGTTGCAGTGGTGAGA-3* 5'-CCCCTGCTGGCAAGTCAA-3

Murines IFN-B8 5-ACGTCTCCTGGATGAACTCCA-3' 5-CAGTTGAGGACATCTCCCACG-3'

Humanes IFN-B | 5-CAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGC-3'| 5-TCATCCTGTCCTTGAGGCAGT-3'

Murines DR5 5-AAGTGTGTCTCCAAAACGG-3 5-AATGCACAGAGTTCGCACT-3'

Humanes DR5 5-GGTTCCAGCAAATGAAGGTG-3 5-GAGTCAAAGGGCACCAAGTC-3

Aktin wurde hierbei als Referenzgen verwendet. Die Ergebnisse wurden entweder als
delta (A) ct angegeben:

Delta ct=Act=ct (Referenzgen)-ct (Gen)

oder als jeweiliger Faktor der Hoch- oder Herunterregulierung im Vergleich mit mock
(kontrollbehandelten) Proben (Fold Induction):

AAct = Act (behandelt) — Act (mock)

Fold Induction = 224¢t
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3.11 Analyse der Proteinexpression und -aktivitat
3.11.1 Durchflusszytometrie (FACS)

Fur die FACS Analyse wurden die Zellen mit 1% Paraformaldehyd (Sigma) 15min auf
Eis fixiert. Nach Zentrifugation (1200rpm, 10min, 4°C) wurden sie in FACS Puffer
resuspendiert und zur durchflusszytometrischen Analyse verwendet. Eine Ausnahme
bildete die Messung der Apoptose unter Verwendung von Annexin-V-Alexa647, die
ohne vorherige Fixierung durchgefuhrt wurde. Die AntikGrpermischungen wurden in
FACS Puffer oder fur Apoptosefarbung in Annexinbinding Puffer (BD) angesetzt und
jeweils 100.000 Zellen mit 20ul Antikdrpermischung bei 4°C 20min gefarbt. Unspezi-
fische Antikérperbindungen wurden durch die Zugabe von 10ul unspezifischem Im-
munoglobulin (Octagam, Octapharma) minimiert. Als Negativkontrollen wurden unge-
farbte oder mit einer IgG Kontrolle gefarbte Zellen verwendet. Permeabilisiert wurde
bei Bedarf 20min auf Eis mit 0,2% Saponin (Calbiochem), um intrazellulare Proteine
zu farben. Nach der Inkubation mit dem Erstantikdrper wurden die Zellen nach zwei-
maligem Waschen mit FACS Puffer gegebenenfalls mit einem Sekundarantikérper
gefarbt. Streptavidin gekoppelte Sekundarantikbrper wurden mit einem Volumen von
5ul fir 3min eingesetzt, gegen die Spezies des Erstantikdrpers gerichtete Sekun-
darantikorper dagegen mit einem Volumen von 20pl fir 20min. Zur Abgrenzung zwi-
schen apoptotischen und nekrotischen Zellen wurden 70ul 20ug/ml Propidiumiodid
(Roth) kurz vor der Messung zugesetzt. Nach erneutem zweimaligen Waschen und
Resuspendieren in 200ul FACS Puffer wurden die gefarbten Zellen mittels eines
FACSCanto Durchflusszytometers (BD Biosciences) analysiert. Die FACS Diva Soft-
ware (BD) wurde zur Analyse der Daten verwendet. Uberlagernde Histogramme
wurden mit der WinMDI Software dargestellt. Die verwendeten Antikdrper mit jeweili-

ger Verdinnung sind den folgenden Tabellen zu entnehmen.

Antikdrper zur Messung von apoptotischen Zellen

Antikdrper Verdinnung Hersteller
a-CD31 FITC 1:100 BD Pharmingen
a-CD45 APC-Cy7 1:50 BD Pharmingen
a-CD326/EpCAM PE-Cy7 1:50 Biolegend
Annexin-V Alexa 647 1:100 Invitrogen
Propidiumiodid (PE) 1.3 Roth
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Antikdrper zur Bestimmung der TRAIL Expression in murinen Zellen

Antikorper Verdinnung Hersteller
Primarantikorper

Purified Leaf rat a-mouse TRAIL | 1:15 Biolegend
Leaf rat IgG2a Isotype 1:15 Biolegend
Sekundarantikorper

donkey a-rat IgG Alexa 488 1:200 Invitrogen
goat a-rat IgG PE 1:200 Serotec

Antikdrper zur Bestimmung der TRAIL Expression in humanen Zellen

Antikorper Verdinnung Hersteller
Mouse a-human TRAIL PE 1:50 BD Pharmingen
Mouse IgG1k Isotype control PE | 1:50 BD Pharmingen

AntikOrper zur Bestimmung der Koexpression von DR5 und Influenza-NP

Antikorper Verdinnung Hersteller
Primarantikérper

Mouse a-Influenza-NP 1:100 Meridian Life sci-
Rat a-mouse DR5 1:50 R&D
Sekundarantikdrper

Goat a-mouse IgG Alexa 647 1:200 Invitrogen
Donkey a-rat IgG Alexa 488 1:200 Invitrogen

Antikdrper zur Charakterisierung von Leukozytenpopulationen und

Transplantationseffizienz

Antikorper Verdinnung Hersteller
a-mouse-CD45.1 FITC 1:50 BD Pharmingen
a-mouse-CD45.1 PE 1:50 BD Pharmingen
a-mouse-CD45.2 APC-Cy7 1:50 Biolegend
a-mouse-SiglecF PE 1:50 BD Pharmingen
a-mouse-CD11c PE-Cy5.5 1:20 Invitrogen
a-mouse-GR1 PE-Cy7 1:10 Biolegend
a-mouse-CD3e APC 1:25 Biolegend
a-mouse-CD11c APC 1:20 Biolegend
a-mouse-MHC Il FITC 1:100 BD Pharmingen
a-mouse-CD103 PE-Cy5.5 1:25 Biolegend
a-mouse-CD11b PE-Cy7 1:50 Biolegend
a-mouse-F4/80 APC 1:10 Invitrogen
a-mouse-B220 PE-Cy7 1:50 BD Pharmingen
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3.11.2 Western Blot

Die Zellen wurden mit 40ul NP-40 Lysepuffer behandelt, 30min auf Eis gestellt, zent-
rifugiert (13000rpm, 15 min, 4°C), die Uberstande abgenommen und deren Protein-
konzentration unter Benutzung des Dc Protein Assay Kits (Biorad) nach Hersteller-
protokoll bei einer Wellenlange von 650nM mit dem ELISA Reader UVmax (Bender
Hobein) in einer 96 ,well” Platte (BD) bestimmt. 20ug Totalprotein wurden auf ein
10%iges SDS Gel aufgetragen und die Proteine unter denaturierenden und reduzie-
renden Bedingungen bei 80V, 40mA, 2,5h aufgetrennt. Nach der Elektrophorese
(Equipment, Biorad) wurde auf eine Polyvinyldene Difluorid Membran (Amersham
Hybond, GE Healthcare) bei 100V, 265mA 1h unter Benutzung des Transferpuffers
bei 4°C geblottet (Equipment, Biorad). Nach dem Transfer wurde die Membran 1h in
5% Milch (Difco Skim milk, BD) in PBSM/“® (PAA)/0,05% Tween 20 (Sigma) bei
Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blocken. Danach wurden
die jeweiligen Primarantikdrper in der angegebenen Konzentration (Tabelle unten)
hinzugegeben und zunéchst 30min auf einem Schiittler (Heidolph) bei Raumtempe-
ratur und dann Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran
dreimal 15min auf einem Schiittler (Heidolph) mit PBS M97C® (PAA)/0,05% Tween 20
(Sigma) gewaschen und danach der HRP-gekoppelte Sekundarantikérper hinzuge-
geben, 1h inkubiert, dreimal gewaschen und die Banden durch ein Chemilumines-
zenzsystem (ECL plus; Amersham Pharmacia biotech) mit dem MicroChemi Chemi-
lumineszenz-Imaging-System (Berthold technologies) detektiert und die Daten densi-

tometrisch mit der GelQuant Software (AMPL Software) ausgewertet.

Antikodrper Verdinnung Hersteller
Primarantikérper

Rabbit a-3-Aktin 1:1000 Biolegend
Rabbit a-IRF3 1:1000 Santa Cruz
Rabbit a-phospho-IRF3 1:1000 Cell Signaling
Rabbit a-IRF7 1:1000 Santa Cruz
Rabbit a-PKR 1:1000 Abcam
Rabbit a-phospho PKR 1:1000 Abcam
Rabbit a-cleaved Caspase-3 | 1:1000 Cell Signaling
Sekundarantikorper

a-rabbit IgG-HRP 1:3000 Cell signaling
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3.11.3 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

TRAIL und IFN-B Konzentrationen von Zellkulturiiberstanden oder BAL Proben wur-
den mit kommerziellen ELISA Kits (murines IFN-B: PBL; murines TRAIL: USCN, hu-
manes TRAIL: R&D) bestimmt und das Protokoll nach Herstellerangaben durchge-
fuhrt. Dazu wurden die Proben und Standards in die mit einem Antikdrper gegen das
Protein beschichtete 96 ,well“ Platte pipettiert, nach Herstellerprotokoll inkubiert und
mit einem automatischen Waschgerat (Tecan) gewaschen. Nach der Zugabe eines
primaren sowie eines sekundéaren Antikorpers und des Substrates wurde die optische
Dichte bei der im Protokoll angegebenen Wellenldnge mit dem ELISA Reader
UVmax (Bender Hobein) gemessen und durch die Berechnung einer Standardkurve
mit dem Programm Soft Max Pro (Molecular devices) die Konzentration des Proteins
in der Probe bestimmt.

3.11.4 NF-kB Aktivitats Test

Zur Messung der Aktivitat von NF-kB wurde der TransAM Assay p65 (Active Motif)
nach Herstellerprotokoll verwendet. Hier wurden die Standards und die Proben, wel-
che wie fUr einen Western Blot vorbereitet wurden, auf eine mit der p65 Konsen-
sussequenz (5 -GGGACTTTCC-3’) gecoateten 96 ,well“ Platte aufgetragen, an die
die aktive Form von p65 anbinden kann. Nach Zugabe eines Primarantikorpers,
Waschschritten, Inkubation mit einem HRP-markiertem Sekundarantikdrper und zu-
letzt der Zugabe eines Peroxidasesubstrates konnte die Aktivitat mit dem ELISA
Reader UVmax (Bender Hobein) durch die Berechnung einer Standardkurve mit dem

Programm Soft Max Pro (Molecular devices) kalorimetrisch bestimmt werden.

3.12 Messung klinischer Parameter bei Tierexperimenten
3.12.1 Messung der alveolaren Schrankenstorung bei Mausen

Die alveolare Schrankenstdérung wurde durch die Messung der Totalproteinkonzent-
ration in bronchoalveolaren Lavagen bestimmt. Dazu wurde die Totalproteinkonzent-
ration der ersten Fraktion der BAL der Tiere unter Benutzung des Dc Protein Assay
Kits (Biorad) nach Herstellerprotokoll bei einer Wellenlange von 650nm mit dem ELI-
SA Reader UVmax (Bender Hobein) in einer 96 well Platte (BD) bestimmt. Durch das
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Mitflhren von Standards bekannter Konzentrationen und dem Berechnen einer
Standardkurve wurde die Konzentration mit SoftMax Pro (Molecular devices) berech-
net.

Als weitere Methode zur Detektion der alveolaren Albumin-Leakage wurde die Men-
ge von intravends appliziertem FITC markiertem Albumin in der BALF in ein Verhalt-
nis zu der im Serum vorhandenen Menge gesetzt. Dazu wurden die Serumproben
(1:100 verdunnt) und die erste Fraktion der BALF (unverdinnt) in Duplikaten auf eine
geschwarzte 96 ,well Platte (Costar) aufgetragen und mit dem Fluorimeter FLX800
und der KC Junior Software (Biotec Instruments) die Fluoreszenzintensitat (Filter
Ex485/200 Emission 530/25) von FITC gemessen.

Die Werte wurden wie folgt berechnet:

Fluoreszenzintensitat BAL

Arbitrary Units (AU) =

Fluoreszenzintensitat Serum

3.13 Statistik

Gepaarte Proben wurden unter Verwendung des zweiseitigen gepaarten T-Tests
analysiert und fur ungepaarte Proben wurde der studentische T-Test verwendet. Fur
Vergleiche mehrerer Versuchsgruppen untereinander wurde das statistische Pro-
gramm R benutzt, wobei die statistische Signifikanz durch die Einweg-
Varianzanalyse und anschlieendem Tukey-HSD post-hoc Test ermittelt wurde. Alle
Daten werden als Mittelwert +/- Standardabweichung prasentiert und ein p Wert klei-

ner als 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1  IFN-B induziert apoptotischen Lungenschaden nach Influenza Infektion

Um die Rolle von IFN- bei der Induktion von apoptotischem Lungenschaden zu unter-
suchen, sollte zunachst Uberprift werden, ob IFN-B als Antwort auf die Infektion mit
dem mausadaptierten und damit fir Mause hoch pathogenen H1N1 Influenzavirus
A/Puerto Rico/8/34, nachfolgend mit A/PR8 abgekirzt, gebildet wird. Dazu wurden
C57/BL6 (WT) Mause mit 500 pfu A/PR8 infiziert und die IFN-B Konzentrationen in der
BALF und im Uberstand von Lungenhomogenaten lavagierter Tiere bestimmt (Abbil-
dung 4). IFN-B wurde bereits am d3 nach Infektion (p.i.) alveolar und interstitiell freige-

setzt und persistierte in relevanten Mengen bis zum d7 p.i. im Lungengewebe.
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ABBILDUNG 4: IFN-B SPIEGEL IN BALF UND LUNGENGEWEBE NACH INFLUENZA VIRUS INFEKTION.

WT Tiere wurden mit 500pfu A/PRS8 infiziert und die IFN-B Konzentrationen unter Verwendung eines ELI-
SA nach null (dO), drei (d3) und sieben (d7) Tagen in den bronchoalveolaren Lavagen (BALF) sowie in
den Uberstanden des Lungenhomogenates (LHU) gemessen. Die Daten geben den Mittelwert +/- Stan-
dardabweichung von n=5 Tieren/Gruppe an. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Um den Einfluss von virusinduziertem IFN-B auf die Ausbildung von apoptotischem
Lungenschaden zu untersuchen, wurden WT Tiere mit 500pfu A/PR8 infiziert und an
Tag 5 nach Infektion entweder mit einem neutralisierenden IFN-B Antikérper oder um-
gekehrt mit exogen appliziertem rekombinanten IFN-B behandelt. An Tag 7 nach Infek-
tion wurde die Zahl an apoptotischen Alveolarepithelzellen (AEC) durchflusszytomet-
risch unter Verwendung von Annexin-V als Apoptosemarker sowie der alveolare Pro-

teintbertritt anhand einer Totalproteinbestimmung in der BALF gemessen.

-36 -



Ergebnisse

101
8- *

xK

- NN
(4] o (4] o (4]
{mg/ml)

6
44
2

Protein in BALF d7pi

-l

% apoptotische AEC
d7pi

% apoptotische AEC
d7pi

0 1
IgG anti-IFN-B ctrl  rIFN-B 0 ctri rIFN-B8

ABBILDUNG 5: IFN-B INDUZIERT APOPTOTISCHEN LUNGENSCHADEN NACH INFLUENZA VIRUS INFEKTION.

WT Tiere wurden mit 500pfu A/PRS8 infiziert und an Tag 5 nach Infektion mit (A) 10.0001U eines polyklo-
nalen IFN-B Antikorpers (anti-IFN-B) oder 10.000U rekombinantem murinen IFN-B (rlFN-B) (B, C) intrat-
racheal behandelt. An Tag 7 nach Infektion wurde im Lungenhomogenat der prozentuale Anteil apoptoti-
scher CD45 CD31 Propidiumiodid EpCam” Alveolarepithelzellen unter Verwendung des Apoptosemarkers
Annexin-V durchflusszytometrisch gemessen (A, B) und in den Lavagen von IFN-B behandelten Tieren
die Totalproteinkonzentration bestimmt (C). Die Daten geben den Mittelwert +/- Standardabweichung von
n=5 Tieren/Gruppe an. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Durch die Neutralisation von IFN- konnte der prozentuale Anteil an apoptotischen AEC
reduziert werden (Abbildung 5A), wohingegen die Applikation von IFN-B eine gegentei-
lige Wirkung erzielte (Abbildung 5B) und zuséatzlich die Barrierefunktion der Lunge ver-
ringerte (Abbildung 5C), was die proapoptotische Rolle von IFN-B und dessen Beitrag
zum akutem Lungenschaden bei einer Influenzvirus Pneumonie belegt.

In der Literatur wird die Applikation von IFN-B als klassisches anti-virales Zytokin mit
einer verringerten Virusreplikation und damit einem milderen Verlauf der Erkrankung in
Verbindung gebracht [144, 160, 201]. Da dieser Effekt generell nach friher IFN-B Induk-
tion [202] oder einer Vorbehandlung mit rekombinantem IFN- beobachtet wurde [202,
203], sollte verglichen werden, ob moglicherweise friih im Infektionsverlauf wirksames
von spater appliziertem IFN-B in seiner Wirkungsweise abgegrenzt werden kann. Dazu
wurden WT Tiere einen Tag vor Infektion oder 5 Tage nach Infektion mit IFN-B (10.000
IU/70ul) intratracheal behandelt und die Zahl an infektiosen Viruspartikeln an Tag 7
nach Infektion in Lavagen durch Plague Assay bestimmt. Zusatzlich wurde aus den

vorbehandelten Tieren die Totalproteinkonzentration in der BALF bestimmt.
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ABBILDUNG 6: IFN-B BEHANDLUNG VOR INFEKTION (TAG-1), ABER NICHT AM TAG 5 P.I. APPLIZIERTES IFN-B RE-
DUZIERT DIE VIRUSLAST UND DEN LUNGENSCHADEN NACH INFLUENZA VIRUS-INFEKTION.

WT Tiere wurden mit 500pfu A/PR8 infiziert und an Tag -1 (d-1) oder Tag 5 (d5) nach Infektion mit 10.000
IU rekombinantem murinen IFN-B (rIFN-B) oder der Tragersubstanz PBS”/0.1% BSA als Kontrolle intrat-
racheal behandelt. An Tag 7 nach Infektion wurde die Zahl an infektiosen Viruspartikeln (A) sowie die
Totalproteinkonzentration (B) in der BALF bestimmt. Die Daten geben den Mittelwert +/- Standardabwei-
chung von n=5 Tieren/Gruppe an. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Es zeigte sich, dass die Vorbehandlung mit IFN-B zu einer verringerten Virenlast im Al-
veolarraum der Lunge fiihrte (Abbildung 6A) und die Barrierefunktion der Lunge verbes-
serte (Abbildung 6B), wohingegen die spate Behandlung neben einem Beitrag zum
apoptotischen Lungenschaden (Abbildung 5) keinerlei Einfluss auf die Zahl an infektio-

sen Viruspartikeln im Alveolarraum hatte (Abbildung 6A).

4.2  Alveolarmakrophagen sind die Hauptquelle von alveolarem IFN-B nach In-

fluenzavirus Infektion

Um die zellulare Quelle von IFN-B im Alveolarraum nach Influenzavirus Infektion zu
identifizieren, wurden primare residente murine Alveolarmakrophagen, im Folgenden
MAM® abgekirzt, und primare murine Alveolarepithelzellen (mMAEC) aus WT M&ausen
isoliert, in vitro mit A/PR8 infiziert und das in den Uberstand abgegebene IFN- mittels
ELISA 16h nach Infektion quantifiziert. Hierbei sezernierten mAM® signifikant héhere
Mengen IFN-B als mAEC (Abbildung 7).
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ABBILDUNG 7: AM® PRODUZIEREN HOHERE IFN-B MENGEN ALS AEC NACH INFLUENZA VIRUS INFEKTION.

Isolierte mMAM® und mAEC wurden in vitro mit einer MOI=0,1 A/PR8 infiziert. Die Konzentration von IFN-
B wurde 16h p.i. in den Zellkulturiberstanden mittels ELISA bestimmt. Die Daten zeigen den Mittelwert
+/- Standardabweichung von n=4-5 unabhangigen Experimenten. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Um die Frage zu klaren, ob und in welchem Ausmald weitere Influenzavirus Stamme
neben dem mausadaptierten A/PR8 die Expression von IFN-B induzieren, wurden
mMmAM® mit den folgenden Influenza A Viren infiziert: A/Thailand/KAN-1/04, ein hochpa-
thogenes aviares Influenzavirus des H5N1 Subtyps, A/X-31, eine Reassortante des
A/PR8 vom H3N2 Subtyp, welche in der Maus weniger pathogen ist als das isogene
A/PR8 Virus, des Weiteren A/IMemphis/14/96-M, ein saisonales H1N1 Virus und das
pandemische H1N1 Isolat A/Hamburg/5/09. Da sich nach Infektion mit A/PR8 eine do-
sisabhangige Induktion von IFN-B auf mRNA Ebene zeigte, die nach 16h bei einer In-
fektionsdosis MOI=1 das Maximum erreichte und bis 24h nach Infektion persistierte
(Abbildung 8A), wurden die mAM® unter Verwendung der ubrigen Influenzavirus
Stamme mit einer MOI=1 infiziert und die Transkription von IFN-B nach 16h und 24h
durch gPCR quantifiziert. Die Induktion wurde dabei unter Verwendung von Aktin als
Referenzgen und unter Berlcksichtigung von zeitspezifischen nicht infizierten Kontrol-

len berechnet.
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ABBILDUNG 8: DIE EXPRESSION VON IFN-B WIRD ABHANGIG VOM VIRUSSTAMM IN MURINEN UND HUMANEN ALVE-
OLARMAKROPHAGEN INDUZIERT.

Isolierte mMAM® wurden in Kultur mit A/PR8 mit einer MOI=0,1 und MOI=1 infiziert und die Expression
von IFN-B bestimmt (A). Isolierte mMAM® wurden mit A/H5N1, x31, A/Hamburg (A/Ham) und A/Memphis
(A/Mem) (MOI=1) infiziert und die Expression von IFN-f auf mMRNA Ebene nach 16h und 24h mit qPCR
gemessen und die x-fache Induktion von IFN-B (2°4) kalkuliert (B). Isolierte hAM® wurden in Kultur mit
A/PR8 und x31 (MOI=1) infiziert und IFN-B auf mRNA Ebene gemessen und die x-fache Induktion von
IFN-B (ZAAC‘) kalkuliert (C). Die x-fache Induktion (ZAA“) wurde unter Verwendung von Aktin als Referenz-
gen und Verwendung von zeitspezifischen nicht infizierten Kontrollen berechnet. Die Daten zeigen den
Mittelwert der IFN-B Induktion +/- Standardabweichung von n=3 (A, B) oder 4-5 (C) unabhangigen Expe-
rimenten. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Dabei wurde die IFN-B Expression unterschiedlich stark induziert. Das in der Maus
hochpathogene A/PR8 erreichte eine maximale IFN-B Induktion von 60,1-fach, das
hochpathogene aviare Influenzavirus H5N1 ein Maximum von 14,2-fach und x31 die
geringste Induktion mit 2,1-fach jeweils nach 16h. Auch die humanen Isolate
A/Hamburg und A/Memphis konnten in mAM® die Expression der IFN-B mRNA induzie-
ren, wobei hier das saisonale A/Memphis eine héhere Induktion als das pandemische
A/Hamburg Isolat erreichte (Abbildung 8B). Auch primare humane Alveolarmakropha-
gen exprimieren substantielle Mengen an IFN-B nach Infektion mit A/PR8 und x31
(MOI=1) nach 8h, 16h und 24h (Abbildung 8C).

4.3  mAM® vermitteln die IFN- abhangige Alveolarepithelzellapoptose

Um die Frage zu adressieren, welche Signalmechanismen in IFN-B abhéngige Alveo-
larepithelzell-(AEC) Apoptose involviert sind, sollte zunachst evaluiert werden, welche
pulmonalen Zellpopulationen apoptotischen Lungenschaden IFN-B abhangig vermitteln.
Um zu untersuchen, ob mAM®-sezerniertes IFN-B direkt apoptotisch auf die Epithelzel-

len wirkt oder ob mAM® diesen Effekt sekundar vermitteln, wurden isolierte mAEC in
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vitro alleine oder in Kombination mit isolierten mAM® kultiviert und nach Stimulation mit
rekombinantem murinen IFN-B (180 U/ml) die Zahl an apoptotischen AEC 24h nach
Stimulation bestimmt (Abbildung 9A).
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ABBILDUNG 9: REKOMBINANTES IFN-B INDUZIERT APOPTOSE IN EPITHELZELLEN NUR IN PRASENZ VON MAM®.

Isolierte mAEC wurden mono- oder mit isolierten mAM® kokultiviert und nach 24h die Apoptose nach
Zugabe von 180U/ml IFN-B (rIFN-B) oder der BSA Kontrolle durchflusszytometrisch durch Zugabe von
Annexin-V quantifiziert. Die Daten zeigen den Mittelwert der Annexin-V*/Propidiumiodid” AEC +/- Stan-
dardabweichung von n=3 unabhangigen Experimenten. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Da IFN-B in den mit mMAM® kokultivierten mAEC, nicht jedoch in den monokultivierten
MAEC Apoptose induzieren konnte (Abbildung 9B), lasst sich schlussfolgern, dass aus
MAM® freigesetzte Mediatoren bei der IFN-B abhé&ngigen Apoptoseinduktion in mAEC

eine zentrale Rolle spielen.

4.4  Analyse von mAM®-exprimierten proapoptotischen Faktoren nach Influenzavirus

Infektion

Als proapoptotische Faktoren, die nach Kontakt mit Pathogenen induziert werden, wur-
den insbesondere FasL oder TRAIL in der Literatur beschrieben [204]. Deshalb sollte
zunachst untersucht werden, ob diese proapoptotischen Mediatoren nach Influenzavirus
Infektion in mMAM® reguliert werden. Dazu wurden mAM® aus WT Tieren isoliert und
mit A/PR8 (MOI von 0,1 und 1) in Kultur infiziert. Durch gPCR wurde die Expression von
TRAIL und FasL quantifiziert.
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ABBILDUNG 10: A/PR8 INDUZIERT DIE TRANSKRIPTION VON TRAIL IN MAM®.

Isolierte mMAM® wurden in Kultur mit A/PR8 (MOI=0,1 und MOI=1) infiziert und die Expression von TRAIL
nach Oh, 6h, 12h, 16h oder 24h und von FasL nach 24h auf mRNA Ebene quantifiziert (A). Isolierte
mMAM® und murine Epithelzellen (mMAEC) wurden mit A/PR8 (MOI=1) infiziert und die TRAIL Expression
nach 16h bestimmt (B). Die x-fache Induktion (2A ) wurde unter Verwendung von Aktin als Referenzgen
und Verwendung von zeitspezifischen nicht infizierten Kontrollen kalkuliert. Die Daten zeigen den Mittel-
wert der mRNA Induktion +/- Standardabweichung von n=4-5 unabhéngigen Experimenten. * p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001.

Es zeigte sich fur TRAIL eine Infektionsdosis-abh&ngige Regulation, die ihr Maximum
16h p.i. erreichte, wohingegen die Transkription von FasL auch nach 24h nicht signifi-
kant induziert wurde (Abbildung 10A). Zusatzlich zeigte der Vergleich zwischen infizier-
ten murinen mAM® und Epithelzellen nach A/PR8 Infektion (MOI=1), dass lediglich die
MAM® TRAIL als Antwort auf eine Influenza Virus-Infektion 16h nach Infektion ca. 800-
fach hochregulieren (Abbildung 10B) und damit das mAM®-sezernierte proapoptotische
Protein TRAIL als IFN-B-abhangiger Apoptose-Induktor in AEC in Betracht gezogen

werden kann.
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ABBILDUNG 11: DIE GENEXPRESSION VON TRAIL WIRD VIRUS-ABHANGIG IN MURINEN UND HUMANEN AM® INDU-
ZIERT.

Isolierte mMAM® wurden mit A/H5N1, X-31, A/lHamburg (A/Ham) und A/Memphis (A/Mem) (MOI=1) infi-
ziert und die Expression von TRAIL auf mMRNA Ebene nach 16h und 24h mit g°PCR gemessen (A). hAM®
wurden in Kultur mit A/PR8 und X-31 (MOI=1) infiziert und TRAIL auf mMRNA Ebene nach 16h und 24h mit
gPCR bestimmt (C). Die x-fache Induktion (2**“) wurde unter Verwendung von Aktin als Referenzgen
und Verwendung von zeitspezifischen nicht infizierten Kontrollen kalkuliert. Die Daten zeigen den Mittel-
wert der TRAIL Induktion +/- Standardabweichung von n=3 (A) oder 4-5 (B) unabhangigen Experimenten.
* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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Ein Hinweis auf eine IFN-B abhangige TRAIL Regulation ergab sich daraus, dass das
Ausmald der Induktion von TRAIL in mAM® nach Infektion mit unterschiedlichen In-
fluenza A Stammen (A/H5N1, x31, A/Memphis, A/Hamburg) mit dem der Induktion von
IFN-B3 korrelierte (Abbildung 11A und vgl. 8A/B). Korrespondierende Ergebnisse konn-
ten unter Verwendung von A/PR8 und x31 in humanen AM® erzielt werden (Abbildung
11B und vgl. 8C).

Insbesondere zeigten humane AM®, die aus der BALF von invasiv beatmeten Patien-
ten mit pH1N1-induziertem ARDS isoliert wurden, eine erhohte TRAIL Expression auf
MRNA und Proteinebene im Vergleich zu AM®, die aus BALF mit unauffalligem diffe-
rentialzytologischem Befund (AM®>90%) isoliert wurden (Abbildung 12A/B). Daruber
hinaus war die Proteinkonzentration von ldslichem TRAIL in der BALF von pH1N1 Pati-
enten im Vergleich zu ARDS Patienten mit einer bakteriellen Pneumonie als Ursache
signifikant erhdht (Abbildung 12C).
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ABBILDUNG 12:0OBERFLACHENEXPRESSION UND FREISETZUNG VON TRAIL AUS ALVEOLARMAKROPHAGEN VON
PATIENTEN MIT PH1N1-INDUZIERTEM ARDS.

Alveolarmakrophagen wurden aus BALF von Patienten mit pH1N1-induziertem ARDS und BALF von
Patienten mit unauffalligem differentialzytologischen Befund (ctrl) isoliert. Die TRAIL Expression wurde
auf mRNA Ebene mittels gPCR bestimmt, wobei der Act unter Verwendung von Aktin als Referenzgen
berechnet wurde (A). Die Oberflachenexpression von TRAIL auf Alveolarmakrophagen wurde durchfluf3-
zytometrisch quantifiziert (B). Die TRAIL Konzentration in der BALF von Patienten mit pH1N1 oder bakte-
riell induziertem ARDS (BP) wurde mittels ELISA detektiert. Die Daten zeigen die Einzelwerte (Punkte)
mit Mittelwert (Balken) +/- Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

4.5 IFN-B induziert die Expression des proapoptotischen Proteins TRAIL in mAM®

Da sowohl die Induktion von IFN-B als auch von TRAIL eine Virusstamm-spezifische

Charakteristik mit einer ahnlichen Kinetik zeigte, sollte im nachsten Schritt Uberprift
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werden, ob die Induktion von TRAIL nach A/PR8 Infektion IFN-B abh&ngig verlauft. Da-
fur wurden isolierte mAM® in vitro mit 18U/ml oder 180U/ml rekombinantem murinem
IFN-B stimuliert, was tatsachlich zu einer zeit- und dosisabhangigen Induktion von
TRAIL auf mRNA Ebene nach 6h und 12h fuhrte (Abbildung 13A), die auf Proteinebene
mittels Oberflachenfarbung durchflusszytometrisch verifiziert werden konnte, wobei die
mittlere Fluoreszenzintensitat von TRAIL in A/PR8 infizierten mAM¢ mit den IFN-f3 sti-

mulierten Zellen vergleichbar war (Abbildung 13B).
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ABBILDUNG 13:REKOMBINANTES IFN-B INDUZIERT DIE EXPRESSION VON TRAIL INAM®.

Isolierte mMAM® wurden in Kultur mit 18U/ml oder 180U/ml rekombinantem IFN-$ (rIFN-B) stimuliert und
die x-fache Induktion der TRAIL mRNA Expression nach 6h sowie 12h quantifiziert. Die x-fache Induktion
(2M°‘) wurde unter Verwendung von Aktin als Referenzgen und Verwendung von zeitspezifischen nicht
infizierten Kontrollen kalkuliert (A). Isolierte mAM® wurden in Kultur mit einer MOI=0,1 A/PR8 oder mock-
infiziert oder mit 180U/ml rekombinantem IFN-B stimuliert. Nach 24h wurde die Oberflachenexpression
von TRAIL durchflusszytometrisch bestimmt. Die Daten zeigen entweder reprasentative Histogramme
von Isotyp-Kontroll- oder TRAIL-gefarbten Zellen (B oben) oder die mittleren TRAIL-
Fluoreszenzintensitaten (MFI) abziglich der mittleren Isotyp-Fluoreszenzintensitat (B unten). Die Daten
zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung von n=3 (A) oder 5 (B) unabhangigen Experimenten. *
p<0,05; ** p<0,01; **p<0,001.

Ob allerdings tatsachlich das von mAM® unter Infektionsbedingungen sezernierte IFN-
B die Expression von TRAIL auto-/parakrin reguliert, sollte mit dem folgenden Experi-
ment untersucht werden. Primare mAM® wurden in vitro mit A/PR8 unter Verwendung
einer MOI=0,1 oder MOI=1 infiziert, wobei die IFN-B-induzierte Signalkaskade an unter-
schiedlichen Punkten inhibiert wurde. Zur Inhibition von IFN- selbst wurde dem Zellkul-

turmedium ein polyklonaler neutralisierender IFN-B Antikdrper mit einer Konzentration
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von 180IU/ml zugesetzt. Um die intrazellulare IFN-B vermittelte Signalkaskade zu hem-
men, wurden entweder mAM® aus Typ | Interferonrezeptor defizienten Mausen (ifnar™)
verwendet oder dem Medium ein Jak/STAT Inhibitor (1500nM) zugegeben. Als Kontrol-
le wurde dem Medium anstelle der Inhibitoren ein unspezifischer Antikrper oder DMSO
als Loésungsmittel des Inhibitors zugesetzt.
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ABBILDUNG 14: DIE EXPRESSION VON TRAIL IN MAM® WIRD UNTER INFEKTIONSBEDINGUNGEN IFN-B ABHANGIG
REGULIERT.

Isolierte WT oder Typ | Interferonrezeptor defiziente (ifnar"') mMmAM® wurden mit einer MOI=0,1 und
MOI=1 A/PR8 infiziert und DMSO in Kombination mit einer Isotypkontrolle (IgG), 180IU/ml eines polyklo-

nalen Antikdrpers gegen IFN-B (anti-IFN-B) oder ein Jak/Stat Inhibitor (Jak/STAT Inh., 1500nM) zugesetzt
und die Genexpression von TRAIL bestimmt. Die x-fache Induktion (ZAM) wurde unter Verwendung von
Aktin als Referenzgen und Verwendung von zeitspezifischen nicht infizierten Kontrollen kalkuliert. Die
Daten zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung von n=4-5 unabhangigen Experimenten. * p<0,05;
** p<0,01; ***p<0,001

Nach Analyse mittels gPCR konnte die autokrine Wirkung von unter Infektionsbedin-
gungen gebildetem IFN-B auf die TRAIL Expression bestatigt werden, da sowohl die
Zugabe des inhibitorischen IFN-B Antikdrpers als auch das Fehlen des Typ | Interferon-
rezeptors und die Blockade der Jak/STAT Signalkaskade zu einer verminderten Induk-
tion der TRAIL Transkription unter Verwendung beider Viruskonzentrationen fihrten.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass das unter Infektionsbedingungen gebildete IFN-f
Uber das Binden an seinen Rezeptor und den damit aktivierten Jak/STAT Signalweg

signifikant zur Hochregulation von TRAIL in mAM® beitragt.
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4.6  Analyse der in die Induktion von IFN-3 involvierten intrazellularen Signalwege in
mAMO®

Nachdem die Relevanz von IFN-f3 fur die Regulation von TRAIL gezeigt werden konnte,
sollte die Frage geklart werden, welche intrazellularen Signalwege in mAM® durch In-
fluenzavirus Infektion induziert werden und fur die IFN-f3 Freisetzung sowie sekundar fur

die Expression von TRAIL verantwortlich sind.

4.6.1 Influenzavirus Infektion aktiviert das Sensorprotein PKR in mAM®

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass PKR ein wichtiges Sensorprotein fir RNA
Viren darstellt [145]. Tatsachlich konnte die Aktivierung von PKR durch Phosphorylie-
rung nach A/PR8 Infektion (MOI=0,1) in Zelllysaten von infizierten mAM® mittels Wes-
tern Blot detektiert werden, wobei der Aktivierungsstatus 2h nach Infektion ein Maxi-
mum erreichte und bis 4h nach Infektion persistierte (Abbildung 15).

B es PR
- . v | PKR

Oh 2h 4h 8h
A/PR8

ABBILDUNG 15: PKR WIRD NACH INFLUENZAVIRUS INFEKTION AKTIVIERT.

Isolierte mAM® wurden in vitro mit einer MOI=0,1 A/PR8 infiziert und Oh, 2h, 4h und 8h nach Infektion
lysiert. Ein Western Blot wurde unter Verwendung von Antikérpern gegen PKR und phospho-PKR (p-
PKR) durchgefiihrt. Die Daten zeigen einen reprasentativen Western Blot aus drei unabhéangigen Expe-
rimenten.

4.6.2 PKR aktiviert den Transkriptionsfaktor NF-kB in mAM®

Im Folgeexperiment sollte untersucht werden, welche Transkriptionsfaktoren durch die
A/PR8-abhangige Aktivierung von PKR induziert oder aktiviert werden. Dazu wurden
mAM® aus WT und PKR-defizienten (pkr’) Mausen mit einer MOI=0,1 infiziert und die
NF-kB Aktivitat, die Phosphorylierung und damit Aktivierung von IRF-3 sowie die Ex-

pression von IRF-7 quantifiziert.
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ABBILDUNG 16: PKR AKTIVIERT DEN TRANSKRIPTIONSFAKOR NF-KB NACH INFLUENZA VIRUS-INFEKTION.

WT oder PKR-defiziente (pkr"') mAM® wurden in vitro mit einer MOI=0,1 A/PR8 infiziert und 4h, 8h, 16h
und 24h nach Infektion lysiert. Ein TransAM Assay wurde verwendet, um die Aktivierung der p65 Un-
tereinheit von NF-kB zu bestimmen (A). Mittels Western Blot wurde die Aktivierung von IRF-3 durch
Phosphorylierung (B) oder die Proteinexpression von IRF-7 im Vergleich zu Aktin densitometrisch be-
stimmt (C). Die Daten zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung von n=4 unabhangigen Experimen-
ten. * p<0,05; ** p<0,01; **p<0,001.

Die Induktion der NF-kB Aktivitat war im Vergleich zu WT mAM® in PKR-defizienten
MAM® drastisch verringert. 4h nach Infektion wurde in WT mAM® dabei die hdochste
Aktivierung detektiert (Abbildung 16A). Der Phosphorylierungsstatus von IRF-3 und die
Expression von IRF-7 dagegen wiesen in WT und pkr” mAM® keine signifikanten Un-
terschiede auf (Abbildung 16B). Diese Daten zeigen, dass die Aktivierung von NF-kB
als Antwort auf eine Infektion mit A/PR8 weitgehend in Abhangigkeit von PKR in mAM®
erfolgt. IRF-3 und IRF-7, die in Influenza Virus-infizierten Epithelzellen zur Freisetzung
von Typ | Interferonen beitragen [16], werden in A/PR8-infizierten mAM® dagegen nicht
PKR-abhangig aktiviert.

4.6.3 PKR-abhangig aktiviertes NF-kB reguliert die IFN-B Expression in mAM®

Ob PKR die Expression von IFN-f steuert, sollte beantwortet werden, indem die Menge
an sezerniertem IFN-B nach Infektion von WT mAM® Tieren mit pkr” mAM® verglichen
wurde. Die Rolle von NF-kB wurde unter Verwendung eines IKK Inhibitors untersucht,
der die Aktivierung von NF-kB verhindert. Dazu wurden die isolierten mAM® nach Infek-
tion mit A/PR8 (MOI=0,1) und mit einem IKK Inhibitor (25uM) oder mit DMSO als Kon-
trolle inkubiert und die IFN-B Konzentrationen 16h nach Infektion im Zellkulturiiberstand

gemessen.
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ABBILDUNG 17: PKR ABHANGIG AKTIVIERTES NF-KB REGULIERT DIE IFN-B SEKRETION IN MAM® UNTER INFEK-
TIONSBEDINGUNGEN.

WT oder PKR defiziente (pkr”) mAM® wurden in vitro mit einer MOI=0,1 A/PR8 infiziert und DMSO als
Losungsmittel sowie ein IKK Inhibitor (IKK Inh.) mit einer Konzentration von 25uM zugegeben. 16h nach
Infektion wurde die IFN-B Konzentration in den Zellkulturiberstanden durch ELISA bestimmt. Die Daten
zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung von n=4-5 unabhangigen Experimenten. * p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001.

Die virusabhangige IFN-B Bildung war sowohl in den Uberstanden von PKR-defizienten
MAM® als auch nach Zusatz des IKK Inhibitors im Vergleich zu WT oder den DMSO
behandelten mAM® signifikant verringert (Abbildung 17). Diese Daten belegen eine
Schlusselrolle von PKR-aktiviertem NF-kB bei der Typ | Interferonantwort nach In-

fluenza Virus-Infektion in mAM®.

4.6.4 PKR abhangig aktiviertes NF-kB reguliert die IFN-B abhangige TRAIL Expres-
sion in MAM®

Um letztendlich zu zeigen, dass PKR-abhéangig aktiviertes NF-kB Uber die Freisetzung
von IFN-B die TRAIL-Expression in mAM® induziert, wurden WT oder pkr” mAM® ent-
weder in Gegenwart des IKK-Inhibitors oder neutralisierender anti-IFN-B Antikdrper oder
der jeweiligen Kontrollen mit IFN-B stimuliert oder mit A/PR8 infiziert. Wie erwartet fand
sich 6h nach IFN-B Stimulation eine signifikante Induktion von TRAIL, die vergleichbar
war mit der Induktion nach NF-kB Blockade oder unter PKR-Defizienz (Abbildung 18
graue Balkendiagramme). Unter Infektionsbedingungen hingegen fuhrte sowohl die In-
hibition von endogenem IFN-B, die Blockade der NF-kB-Aktivierung, sowie eine Defizi-
enz von PKR zur signifikanten Reduktion der TRAIL Hochregulation in mAM® (Abbil-
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dung 18 schwarze Balkendiagramme). Zusammen mit den zuvor gezeigten Daten be-
legt dies eine Influenza Virus-abhéangige Signalkaskade in mAM®, welche zunéchst die
PKR-abhangige Aktivierung von NF-kB involviert, die zur Freisetzung von IFN-B fuhrt.
IFN-B induziert schlieBlich auto- und parakrin die Hochregulierung von TRAIL Uber den
Typ | IFN Rezeptor (IFNAR) und den Jak/STAT Signalweg.

250
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ABBILDUNG 18: PKR-/NF-KB-ABHANGIG SEZERNIERTES IFN-B REGULIERT DIE TRANSKRIPTION VON TRAIL IN
MAMO.

WT oder PKR defiziente (pkr”') MAM® wurden in vitro mit rekombinantem IFN-f (180U/ml) stimuliert oder
mit einer MOI=0,1 A/PR8 infiziert und DMSO also Lésungsmittel (Kontrolle), ein IKK Inhibitor (IKK Inh.)
mit einer Konzentration von 25uM, ein anti-IFN-B Antikérper mit einer Konzentration von 180IU/ml oder
dessen Isotyp-Kontrolle dem Zellkulturmedium zugesetzt. 16h nach Infektion oder 6h nach IFN-B Stimula-
tion wurde die Induktion von TRAIL auf mRNA Ebene ermittelt. Die x-fache Induktion (ZAA“) wurde unter
Verwendung von Aktin als Referenzgen und Verwendung von zeitspezifischen nicht infizierten Kontrollen
kalkuliert. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung von n=3-5 unabhéngigen Experimen-
ten. * p<0,05; ** p<0,01; **p<0,001.

4.7  A/PR8 induziert die DR5 Rezeptor Expression IFN-B unabhangig

TRAIL bindet in murinen Zellen an seinen Rezeptor DR5, der intrazellular das Apopto-
sesignal in der Zielzelle vermittelt. Um zu Uberprifen, ob die A/PR8-Infektion von AEC
zu einer Hochregulation von DR5 fuhrt, wurden murine AEC oder primare humane AEC
mit einer MOI=0,1 oder MOI=1 infiziert und die DR5 mRNA Expression analysiert. 48h
p.i. fand sich eine signifikante Hochregulation sowohl in murinen als auch in humanen
AEC (Abbildung 19A).
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ABBILDUNG 19: DR5 WIRD IFN-B UNABHANGIG IN AEC UNTER INFEKTIONSBEDINGUNGEN REGULIERT.

Primare murine (MAEC) oder humane AEC (hAEC) wurden in vitro mit einer MOI=0,1 und MOI=1 A/PR8
infiziert. 48h nach Infektion wurde die Expression von DR5 auf mMRNA Ebene mittels gPCR detektiert und
unter Verwendung von Aktin als Referenzgen und zeitspezifischen nicht infizierten Kontrollen die x-fache
Induktion (2AA°‘) kalkuliert (A). Murine AEC wurden mit 18U/ml oder 180U/ml rekombinantem IFN-f (rIFN-
B) stimuliert und die DR5 Expression nach 6h sowie 12h ermittelt und der Act unter Verwendung von
Aktin als Referenzgen kalkuliert (B). WT und ifnar” Mause wurden mit 500pfu A/PRS infiziert und die DR5
Expression auf CD45 CD31 EpCam” AEC im Lungenhomogenat durchfluRzytometrisch 5 Tage p.i. quan-
tifiziert (C). Die Daten zeigen den Mittelwert +/- Standardabweichung von n=5 unabhéngigen Experimen-
ten. * p<0,05; ** p<0,01; **p<0,001.

Allerdings zeigte sich nach Stimulation mit 18U/ml und 180U/ml rekombinantem IFN-3
auf mMRNA Ebene nach 6h und 12h keine Induktion des DR5 Rezeptors in murinen AEC
(Abbildung 19B) und die DR5 Oberflachenexpression in A/PR8-infizierten WT versus
ifnar’™ Mausen war nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 19C). Somit konnte eine
IFN-B abhangige Regulation des TRAIL Rezeptors auf AEC ausgeschlossen werden.
DR5 war deutlich auf nicht-infizierten AEC exprimiert. Jedoch zeigten infizierte AEC ei-
ne signifikant hohere Oberflachenexpression des Rezeptors im Vergleich zu nicht-
infizierten Zellen, was durch eine Ko-Farbung mit einem spezifischem anti-
Influenzavirus Nukleoprotein (NP) Antikdrper durchflusszytometrisch in mit MOI=0,1
infizierten murinen AEC 48h p.i. detektiert werden konnte (Abbildung 19C und 20).
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ABBILDUNG 20: NP POSITIVE ZELLEN ZEIGEN EINE ERHOHTE DR5 EXPRESSION NACH A/PR8 INFEKTION.

MAEC wurden in Kultur mit einer MOI=0,1 A/PRS8 infiziert und 48h p.i. die Expression von DR5 und In-
fluenzavirus Nukleoprotein (NP) durchflusszytometrisch bestimmt. Als Negativkontrolle wurden isotyp-
spezifische Antikorper (IgG) verwendet. Die Daten zeigen ein reprasentatives Histogramm der IgG, sowie
DR5 gefarbten NP~ und NP* AEC, sowie die Mittelwerte der mittleren Fluoreszenzintensitét von DR5 ab-
zlglich der mittleren Fluoreszenzintensitat der IgG Kontrolle +/- Standardabweichung von n=4-5 unab-
héngigen Experimenten. * p<0,05; ** p<0,01; **p<0,001.

4.8 PKR und IFN-B-abhangig exprimiertes TRAIL induziert Apoptose in AEC

Um im nachsten Schritt zu Uberprifen, ob von infizierten mMAM® sezerniertes TRAIL
Apoptose in nicht-infizierten oder infizierten AEC induzieren kann, wurden infizierte
MAM® mit nicht-infizierten oder A/PR8-infizierten murinen AEC kokultiviert, wobei zu-

satzlich ein neutralisierender anti-TRAIL Antikdrper zugesetzt wurde (Abbildung 21A).
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ABBILDUNG 21: MAM®-SEZERNIERTES TRAIL INDUZIERT APOPTOSE IN INFIZIERTEN UND NICHT-INFIZIERTEN
AEC.

Murine AEC wurden mit murinen AM® kokultiviert, die AM® mit einer MOI=0,1 und die AEC mit einer
MOI=0,01 A/PR8 in An- oder Abwesenheit eines anti-TRAIL Antikdrpers (anti-TRAIL) oder dessen Isotyp-
kontrolle infiziert. Nach 48h wurde die Zahl an apoptotischen Annexin-V*/Propidiumiodid” mAEC durch-
fluRzytometrisch gemessen (A). Die Daten zeigen den Mittelwert der prozentualen Anzahl an Annexin-
V*/Propidiumiodid” AEC +/- Standardabweichung von n=3 unabhéngigen Experimenten (B). * p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001.
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Signifikante Apoptose in mAEC wurde dabei bereits allein durch die Ko-Kultur mit infi-
zierten mMAM® induziert. Das Ausmal® der mAEC Apoptose stieg deutlich an, wenn die-
se zusatzlich A/PR8-infiziert waren. Die mAEC Apoptose konnte in beiden Fallen durch
die Zugabe eines anti-TRAIL Antikdrpers signifikant reduziert werden (Abbildung 21B).
Diese Daten belegen die Relevanz von mAM®- sezerniertem TRAIL fur die Ausbildung
des Influenzavirus-induzierten apoptotischen Alveolarepithelzellschadens in vitro. Wie in
Abbildung 22 gezeigt, sezernierten A/PR8-infizierte pkr™”, ifnar’ und trail” mAM® signi-
fikant weniger TRAIL in den Zellkulturiberstand als WT mAM®. Um die Relevanz die-
ser Signalmolekile, welche zur Induktion von TRAIL in mAM® flhren, flr die Apoptose-
Induktion in mMAEC zu ermitteln, wurden WT, pkr”, ifnar” und trail”™ mAM® in Kultur mit
einer MOI=0,1 A/PRS8 infiziert, mit nicht-infizierten WT mAEC kokultiviert und die
Apoptoserate durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 23A).
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ABBILDUNG 22: PKR 0oDER IFNAR DEFIZIENZ REDUZIERT DIE TRAIL SEKRETION VON INFIZIERTEN AM®.

WT (wt), pkr”, ifnar” und trail” AM® wurden in Kultur mit einer MOI=0,1 A/PRS infiziert und die TRAIL
Konzentrationen 48h p.i. in den Zellkulturiiberstanden mittels ELISA bestimmt. Die Induktion wurde be-
rechnet, indem die Konzentration in den Uberstanden der infizierten Zellen durch die Konzentration in
Uberstanden von nicht infizierten Zellen dividiert wurde. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- Standardab-
weichung von n=5 unabhangigen Experimenten. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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ABBILDUNG 23: PKR-, IFNAR- oDER TRAIL-DEFIZIENZ IN MAM® ATTENUIERT DIE ALVEOLAREPITHEL-
ZELLAPOPTOSE.

MmAM® wurden aus WT, PKR-, IFNAR- oder TRAIL-defizienten Mausen isoliert und mit einer MOI=0,1
A/PR8 infiziert, danach mit WT AEC kokultiviert (A) und nach 48h die AEC Apoptoserate durchflusszyto-
metrisch mit Annexin-V Farbung unter Ausschluss von Propidiumiodid® (P1) Zellen bestimmt. Abgebildet
sind reprasentative FACS Plots (B unten) und der Mittelwert +/- Standardabweichung von n=5 unabhéan-
gigen Experimenten. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 (B oben). Mittels Western Blot wurde die Apoptose-
rate der mAEC durch Antikérper gegen gespaltene Caspase-3 und Aktin als Ladekontrolle bestimmt. Die
Daten zeigen einen reprasentativen Blot aus 3 unabhangigen Experimenten (C).

Es zeigte sich sowohl durch Quantifizierung der Annexin-V-Bindung als auch der Men-
ge gespaltener Caspase-3 eine signifikante Reduktion der Apoptoserate in mAEC,
wenn diese mit infizierten PKR-, IFNAR- oder TRAIL-defizienten im Vergleich zu WT
MAM® kokultiviert wurden. Analog zu den oben genannten Daten zeigen diese Experi-
mente, dass sowohl PKR als auch Typ | Interferon-induzierte Signalwege in mAM® sig-

nifikant zum apoptotischen Alveolarepithelzellschaden beitragen (Abbildung 23).

4.9 Die Rolle von mAM®-sezerniertem IFN-( in der Induktion des TRAIL-vermittelten

Lungenschadens im Tiermodell

Im in vivo Infektionsmodell sollten die in vitro erarbeiteten mAEC Apoptose-Signhalwege
bestatigt werden. Abbildung 24 zeigt, dass die intratracheale Applikation von rekombi-
nantem IFN-B in A/PR8-infizierten WT Mausen die TRAIL-Konzentration in der BALF
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induzierte (Abbildung 24A). Die systemische Gabe eines anti-TRAIL Antikérpers nach
intratrachealer IFN-B Applikation reduzierte die prozentuale Anzahl an apoptotischen
AEC im Lungenhomogenat (Abbildung 24B) sowie den infektionsassoziierten Lungen-
schaden (Abbildung 24C) am Tag 7 p.i. signifikant.
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ABBILDUNG 24: IFN-B INDUZIERT DIE SEKRETION VON TRAIL-VERMITTELTEM APOPTOTISCHEM LUNGENSCHADEN
IN A/PR8-INFIZIERTEN MAUSEN.

WT Tiere wurden mit 500pfu A/PR8 infiziert und an Tag 5 p.i. mit 10.000U rekombinantem murinem IFN-
B (rIFN-B) oder 0,1% BSA als Kontrolle (ctrl) intratracheal behandelt. An Tag 6 nach Infektion wurde die
TRAIL Konzentration in der BALF mittels ELISA gemessen (A). WT Mause wurden mit 500pfu A/PR8
infiziert und an Tag 5 p.i. mit 10.000U rekombinantem murinem IFN-B intratracheal behandelt, wobei an
Tag 3 und 5 nach Infektion zusatzlich 150ug eines anti-TRAIL Antikorpers oder dessen Isotyp-Kontrolle
(IgG) intraperitoneal appliziert wurde. An Tag 7 p.i. wurde die prozentuale Zahl an Annexin-
V*Propidiumiodid CD45 CD31 Epcam” AEC im Lungenhomogenat durchflusszytometrisch gemessen (B)
und die Totalproteinkonzentration in der BALF bestimmt (C). Die Daten geben den Mittelwert +/- Stan-
dardabweichung von n=5 Tieren/Gruppe an. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Im néachsten Schritt sollte die Rolle mononuklearer Phagozyten bei der PKR-
abhangigen IFN-B Sekretion und dessen Einfluss auf den TRAIL-vermittelten apoptoti-
schen Lungenschaden in vivo untersucht werden. Dazu wurden zunachst knochen-

markschiméare Méause generiert.
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4.9.1 Evaluation eines Knochenmarkstransplantationsmodells

Zur Evaluation des Modells wurden Ly5.1 Tiere als Empfangerméause verwendet, deren
Leukozyten eine nicht funktionale Mutation des Panleukozytenmarkers CD45 (CD45.1)
aufweisen. Alle weiteren eingesetzten Mauslinien exprimieren das CD45.2 Allel. Durch
die Verwendung dieses Modells und spezifischer anti-CD45.1 und-CD45.2 Antikorper
kénnen Leukozyten von Spender und Empfanger durchflusszytometrisch unterschieden
werden. Zwei Wochen, 4 Wochen, 8 Wochen und 12 Wochen nach letaler Bestrahlung
von CD45.1" Empfangermausen und Transplantation von CD45.2" Spenderknochen-
mark, wurde der Austausch der Empfanger- durch Spenderleukozyten durchflusszyto-
metrisch im peripheren Blut und in der Lunge Uberpriift, wobei eine differenzierte Analy-
se des Austausches verschiedener Leukozytensubpopulationen in der BALF und im
Lungenzellhomogenat durchgefiihrt wurde. In den BALF-Leukozyten wurde der Aus-
tausch von Neutrophilen Granulozyten (PMN; GR1%), Exsudatmakrophagen
(CD11c""SiglecF GR1*MHCIIY™), residenten AM¢ (CD11c“SiglecF*GR1*MHCII™)
und T-Lymphozyten (CD3¢") bestimmt. Im Lungenhomogenat wurde zwischen interstiti-
ellen Makrophagen (CD11c’SiglecF'F4/80") und dendritischen Zellen wie pDCs
(CD11c"SiglecFMHCII'B220"), CD103" DCs (CD11c'SiglecFMHCII'CD103") und
CD11b" DCs (CD11c"SiglecF MHCII" CD11b") unterschieden. Die ,Gating“-Strategie ist
in Abbildung 25 dargestellt. Die ,gegateten® Zellen wurden anschliel3end hinsichtlich
ihrer Expression von CD45.1 und CD45.2 als Mal3 fur den Zellaustausch analysiert. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 25 tabellarisch dargestellt.
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% CDA45.2 positive Leukozyten +/- Standardabweichung in Blut, BALF und Lungenhomogenat

2 Wochen |4 Wochen |8 Wochen | 12 Wochen

Blut Gesamtleukozyten 84 +/- 3 83 +/-5 90 +/-5 91 +/-1
BALF residente Alveolarmakro-

phagen 1+/-1 32+/-20 | 84 +/-11 86 +/- 14

Exsudatmakrophagen 87 +/- 12 82 +/- 2 93 +/- 6 95 +/- 2

Neutrophile 99 +/- 1 95 +/- 6 98 +/- 1 99 +/-1

T-Lymphozyten 89 +/-9 36 +/- 3 43 +/- 9 63+/- 4
Lungen- interstitielle Makrophagen 38 +/-1 70 +/-9 78 +/- 12 86 +/- 9
homogenat

CD11b+ DC 52 +/-3 93 +/-5 98 +/- 1 96 +/- 4

CD103+ DC 91 +/- 3 n.a. 99 +/- 1 89 +/-7

pDC 97 +/-5 90 +/- 17 92 +/-9 98 +/- 4

ABBILDUNG 25: DARSTELLUNG DER ,,GATING“ STRATEGIE UND DES ZELLAUSTAUSCHES NACH KNOCHENMARKS-
TRANSPLANTATION

Blutleukozyten wurden hinsichtlich der CD45.1 und CD45.2 Expression analysiert. Aus den Zellen der
BALF wurde der Anteil CD45.1 und CD45.2 positiver T-Lymphozyten (Ly; CD3¢"), Neutrophilen (PMN,
GR1"), Exsudatmakrophagen (ExMac, CD11c'SiglecF) wund Alveolarmakrophagen (AM®,
CD11c'SiglecF") bestimmt. Im Lungenhomogenat (LH) wurden der Austausch von CD103" (MHC
I1"CD103%) und CD11b" (MHC II"CD11b") dendritischen Zellen (DC) (Féarbestrategie 1) und der Aus-
tausch plasmazytoider DC (pDC, CD11c¢'B220") und interstitieller Makrophagen (Mac, CD11c'F4/80"
SiglecF") (Féarbestrategie 2) anhand der Expression von CD45.1 und CD45.2 bestimmt. Die Pfeile mar-
kieren die Zellpopulation, die weiter anhand von ,Subgates” analysiert wurde. Die Tabelle zeigt den pro-
zentualen Austausch +/- Standardabweichung von n=4 Tieren/Zeitpunkt (unten). n.a. nicht analysiert.
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Es zeigte sich ein nahezu kompletter Austausch der Blutleukozyten bereits nach 2 Wo-
chen. In der Lavage und im Lungenhomogenat dagegen waren erst 8 Wochen nach
Transplantation alle mononukleédren Phagozyten-Populationen zu >90% ausgetauscht
(Abbildung 25, Tabelle), weshalb die Mause fiir die nachfolgenden Infektionsexperimen-
te 8 Wochen nach Transplantation verwendet wurden. Hieraus ergab sich der in Abbil-

dung 26 dargestellte Versuchsaufbau.

6Gy A/PRS
CD45.1 /:—)s_w’/:/_,g; Sii

*

BMT CD45.2
wt/pkr’/ifnar’/trail

ABBILDUNG 26: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES VERSUCHSAUFBAUS.

CD45.1 Mause wurden letal bestrahlt und mit Knochenmarkszellen (BM) von WT, pkr”’, ifnar’” oder trail”
Mausen transplantiert. Nach 8 Wochen (8w) wurden die Tiere mit 350pfu A/PR8 infiziert und an Tag 2
(d2) oder Tag 7 (d7) nach Infektion ausgewertet.

4.9.2 Untersuchung der Expression von TRAIL

Zunachst sollte im knochenmarkschimaren Mausmodell tUberprift werden, ob Phagozy-
ten-exprimiertes PKR oder IFNAR die alveolare Freisetzung von TRAIL nach in vivo
Influenza Virus-Infektion vermittelt. Weiterhin wurde untersucht, ob die Expression von
membrangebundenem TRAIL auf mononukledren Phagozyten in knochenmarkschima-
ren Mausen verringert war. Dazu wurden die knochenmarkschiméren Mause (Spender:
WT, PKR-, IFNAR- oder TRAIL- defizient; Empfanger: WT) wie in Abbildung 26 gezeigt,
mit 350pfu A/PRS8 infiziert und die Konzentration von TRAIL in der BALF sowie die
TRAIL-Oberflachenexpression 2 Tage p.i. auf Subpopulationen mononukleérer Pha-

gozyten bestimmt.
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ABBILDUNG 27: DIE ALVEOLARE EXPRESSION VON TRAIL I1ST ABHANGIG VON PKR UND IFNAR IN REKRUTIERTEN
UND RESIDENTEN ALVEOLARMAKROPHAGEN.

Knochenmarkschimére Mause mit myeloiden Zellen des Genotyps WT, pkr’/’, ifnar’” und trail” wurden mit
350pfu A/PR8 infiziert und die Konzentration von TRAIL in der BALF durch ELISA (A) sowie die Expres-
sion von TRAIL auf residenten Alveolarmakrophagen (AM®) und rekrutierten Exsudatmakrophagen (Ex-
Mac) an Tag 2 p.i. durchflusszytometrisch bestimmt (B). Die Daten zeigen den Mittelwert von 6 Tie-
ren/Gruppe +/- Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Es zeigte sich eine infektionsabhangige TRAIL-Induktion in WT-transplantierten Tieren
und eine signifikante Reduktion in Mausen mit myeloider Defizienz von PKR, IFNAR
oder TRAIL (Abbildung 27A). In der BALF zeigten sowohl Exsudatmakrophagen als
auch mAM® nach Infektion eine erhohte TRAIL Oberflachenexpression im Vergleich zu
PBS behandelten WT-transplantierten Tieren (Exsudatmakrophagen: 1,0 +/- 1,6%;
mAM®: 2 +/- 1,6 %, nicht gezeigt), die in den knockout-transplantierten Empfangern
signifikant verringert vorlag (Abbildung 27B). Auf den Ubrigen analysierten myeloiden
pulmonalen Leukozytenpopulationen, wie den neutrophilen Granulozyten, interstitiellen
Makrophagen, den pDCs, CD103" und CD11b* dendritischen Zellen konnte TRAIL in
infizierten Mausen nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Durch die Verwendung
der pkr” und ifnar” Chimaren konnten somit in vivo die PKR- und IFN-B-Abh&ngigkeit
der TRAIL Expression in mAM® sowie in alveolar rekrutierten Exsudatmakrophagen in
der Influenzavirus Pneumonie bestatigt und rekrutierte und residente Makrophagen als

primare Quelle dieses pro-apoptotischen Faktors identifiziert werden.
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4.9.3 Untersuchung der Rolle von Makrophagen-exprimiertem TRAIL in der Indukti-
on der Alveolarepithelzellapoptose

Es wurde im nachsten Schritt untersucht, ob die verminderte TRAIL Expression in chi-
maren Mausen mit PKR- und IFNAR-defizienten mAM® auch zu einer verringerten
Apoptose und verbesserten Schrankenfunktion der Lunge fuhrt. Dazu wurden die chi-
maren Tiere mit A/PR8 infiziert und der Anteil apoptotischer AEC sowie die Menge ge-

spaltener Caspase-3 an Tag 7 p.i. bestimmt.
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ABBILDUNG 28: DIE APOPTOSE VON AEC IST ABHANGIG VON LEUKOZYTAR EXPRIMIERTEM PKR, IFNAR UND
TRAIL IN DER INFLUENZAVIRUS PNEUMONIE.

Die Apoptoserate von CD45 CD31'EpCam” Alveolarepithelzellen aus Lungenhomogenaten von mock-
infizierten oder infizierten (A/PR8, 350pfu) chimaren Mausen wurden an Tag 7 nach Infektion durch-
flusszytometrisch unter Verwendung von Annexin-V und Propidiumiodid (PI) quantifiziert (A). AEC wur-
den an Tag 7 p.i. isoliert und die Expression von gespaltener Caspase-3 mittels Western Blot analysiert.
AulRerdem erfolgte eine densitometrische Auswertung unter Verwendung von Aktin als Referenz (B). Die
Daten zeigen den Mittelwert von 6 Tieren/Gruppe +/- Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01;
**p<0,001.

Die Infektion mit A/PR8 induzierte signifikant Alveolarepithelzellapoptose in WT-
transplantierten Kontroll-Mausen. Die Zahl an Annexin-V* Zellen stieg von 3,8% in PBS
behandelten Tieren auf 19,4% in infizierten Tieren an. Dies war signifikant attenuiert in
den Tieren, die mit pkr”, ifnar’” oder trail”” Knochenmarkzellen transplantiert worden
waren (Abbildung 28A, B). Damit konnten die bereits in vitro gezeigten Effekte der PKR
vermittelten Sekretion von IFN-B in mAM® und dessen Potential Gber die Expression
von TRAIL Apoptose in AEC zu induzieren auch in vivo bestétigt werden. Die Rolle der

Influenzavirus-induzierten PKR-IFN-B-TRAIL Signalkaskade in der alveolaren Schran-
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kenfunktion, Morbiditat und in der Wirtsabwehr von mAM® sollte im Weiteren unter-
sucht werden.

4.9.4 Untersuchung der Barrierefunktion der Lunge in Influenzavirus-infizierten kno-

chenmarkschiméaren Mausen

Als Mal3 fur die alveoléare Barrierefunktion der Lunge, die im Wesentlichen durch die
Integritat der AEC determiniert ist, wurde der Ubertritt FITC-markierten Albumins aus
dem Gefal3bett in den Alveolarraum am Tag 7 p.i. (mock- oder A/PR8-infiziert) in kno-

chenmarkschimaren Mausen bestimmt.
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ABBILDUNG 29: ALVEOLARE SCHRANKENFUNKTION DER LUNGE IN KNOCHENMARKSCHIMAREN MAUSEN NACH
A/PR8-INFEKTION.

WT, pkr"', ifnar’”” und trail” chimare Mause wurden mit 350pfu oder mock infiziert und der alveolare Uber-
tritt FITC-markierten, intravenés applizierten Albumins an Tag 7 p.i. bestimmt. Die Daten zeigen den Mit-
telwert der AU (arbitrary units, FITC-Intensitat Lavage/FITC-Intensitat Serum) von 5-6 Tieren/Gruppe +/-
Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Es zeigte sich ein signifikanter Verlust der alveolaren Schrankenfunktion nach Infektion
in WT-transplantierten Kontrolltieren im Vergleich zu mock-infizierten Tieren. Die feh-
lende Expression von leukozytarem IFNAR oder TRAIL resultierte in einer signifikanten
Reduktion der alveolaren Albuminleakage, wohingegen die fehlende PKR-Expression

die Schrankenfunktion trotz reduzierter TRAIL-Konzentration in der BALF (Abbildung
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27) verschlechterte (Abbildung 29). Um zu uberprufen, ob die reduzierte Schranken-
funktion in pkr’-transplantierten Chimaren auf einer eingeschrankten Wirtsabwehrfunk-
tion mit Persistenz von Influenza Viren im Alveolarraum beruhte, wurde die Viruskon-

zentration in der BALF infizierter Mause 7 Tage p.i. bestimmt.
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ABBILDUNG 30: PKR"-TRANSPLANTIERTE CHIMARE ZEIGEN EINE VERZOGERTE ELIMINIERUNG DER VIRUSPARTIKEL
IN DER BALF.

WT, pkr"', ifnar’” und trail” knochenmarkschimare Mause wurden mit 350pfu A/PR8 infiziert und die Men-
ge infektioser Viruspartikeln in der BALF (pfu) durch Plaque Assay am Tag 7 p.i. bestimmt. Die Daten
zeigen den Mittelwert von 5-6 Tieren/Gruppe +/- Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001,
n.s. nicht signifikant.

Tatsachlich zeigten die pkr’-transplantierten Chiméaren eine deutlich reduzierte Virus-
Clearance im Vergleich zu den WT Chiméaren, wohingegen die ifnar”™ und trail”-
transplantierten Mause in der Lage sind, das Virus effizient zu beseitigen (Abbildung
30). Damit konnte die verschlechterte alveolare Schrankenfunktion in den pkr’-
transplantierten Mausen auf eine hohere Zahl an infizierten AEC mit persistierendem
zytopathischen Effekt zurlckzufiihren sein.

Zuletzt wurde die Rolle des Leukozyten-exprimierten TRAIL in der Induktion von Ge-
wichtsverlust als Mal3 fir die Morbiditat nach Infektion evaluiert. Hierfur wurden die Tie-
re mit 350pfu A/PR8 infiziert und Uber 21 Tage taglich gewogen. Wie in Abbildung 31
gezeigt, waren die reduzierte Apoptoserate von AEC und die attenuierte alveolare
Schrankenstorung in trail”- im Vergleich zu WT-transplantierten chimaren Mausen mit

einem signifikant reduzierten Gewichtsverlust assoziiert.
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ABBILDUNG 31: DIE GEWICHTSKURVEN VON TRAIL”-TRANSPLANTIERTEN CHIMAREN ZEIGEN EINEN ATTENUIER-
TEN VERLAUF DER A/PR8 PNEUMONIE.

WT und trail” knochenmarkschimare Mause wurden mit 350pfu A/PR8 infiziert und taglich gewogen. Die

Daten zeigen den Mittelwert des Gewichtes prozentual zum Ausgangsgewicht von 7-8 Tieren/Gruppe +/-
Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

4.10 Modell zur TRAIL-vermittelten Apoptose bei einer Influenzavirus Pneumonie

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Influenzavirus-induzierte Apoptose
von AEC auf der Expression des Typ | Interferons IFN-B und von TRAIL in infizierten
residenten und rekrutierten Alveolarmakrophagen beruht. TRAIL als Typ | Interferon-
abhéangiges Genprodukt wird durch einen PKR-NF-kB-abhangigen Signalweg induziert,
der zur Freisetzung von IFN-B aus Alveolarmakrophagen fiihrt, welches dann autokrin
die Expression von TRAIL induziert. Der TRAIL-Rezeptor DR5 ist konstitutiv auf Alveo-
larepithelzellen exprimiert und wird in Influenza Virus-infiziertem Alveolarepithel IFN-3-
unabhéngig hochreguliert. Alveolarmakrophagen als primédre Quelle der pro-
apoptotischen IFN-B-TRAIL-Signalkaskade tragen somit signifikant zum Influenzavirus-
induzierten Lungenschaden (ALI) bei (Abbildung 32).

Apoptose &
Odembildung

ABBILDUNG 32: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER SIGNALWEGE ZUR INDUKTION VON IFN-B-VERMITTELTER
APOPTOSE VON ALVEOLAREPITHELZELLEN.
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5 Diskussion

Eine durch Influenzaviren verursachte Pneumonie ist durch Infektion von distalen Alveo-
larepithelzellen sowie Alveolarmakrophagen charakterisiert, die nicht selten zu akutem
Lungenversagen fihrt. Eine schnelle und effiziente Immunantwort ist deshalb wichtig fur
das Eingrenzen des Lungenschadens. Auf der anderen Seite tragt aber eine tberschie-
Rende Immunantwort neben direkt virusinduzierten zytopathischen Effekten zur Schadi-
gung des Lungengewebes bei. In dieser Arbeit wird ein bisher unbekannter zytokinver-
mittelter Signalweg aufgedeckt, der das Alveolarepithel schadigt, wobei insbesondere
infizierte Alveolarmakrophagen auf zellularer Ebene involviert sind. Es konnte gezeigt
werden, dass das von Alveolarmakrophagen PKR-/NF-kB-abhangig sezernierte IFN-
Uber auto-/parakrine Wechselwirkung mit dem Typ | Interferonrezeptor zur Expression
des proapoptotischen Effektorproteins TRAIL in Alveolarmakrophagen fuhrt. TRAIL in-
duziert die Apoptose Influenzavirus infizierter, aber auch nicht infizierter Alveolarepithel-
zellen und tragt damit signifikant zum apoptotischen Lungenschaden wahrend einer

Influenzavirus Pneumonie bei.

5.1 Intrazellulare Signalwege zur Induktion von IFN-B

Es ist bekannt, dass die Sensorproteine RIG-I und MDAS5 virale 5-Triphosphat-RNA
erkennen und binden kdnnen [17, 205], was in Epithelzellen Uber die indirekte Aktivie-
rung von IRF-3 [139] zur Transkription von IFN-B fihrt, wobei gerade fir Influenzaviren
hauptsachlich RIG-1 als Sensorprotein beschrieben wurde, welches das virale NS1 Pro-
tein erkennen kann [206]. Dabei aktivieren sowohl RIG-I als auch MDA5 IPS-1, was
Uber die Aktivierung zweier IKK Kinasen (IKKe, TBK-1) zu einer Phosphorylierung von
IRF-3 fuhrt [140]. Allerdings wurden diese Signalwege in Alveolarmakrophagen bisher
nicht untersucht. Ein weiteres Sensorprotein fur virale doppelstrangige RNA ist PKR, fur
das bereits nach Kontakt mit einem viralen RNA Analogon und mit viraler Doppelstrang-
RNA [87, 88] eine Interaktion mit IKK beschrieben wurde. Diese fuhrt zu einem degra-
dativen Abbau der NF-kB Inhibitoren IkBa und IkBB und damit zu einer Aktivierung von
NF-kB [138, 207], was neben der Aktivierung von IRF-3 und IRF-7 fur eine effiziente
IFN-B Bildung nétig ist. In der vorgelegten Arbeit wird eine PKR-abhéngige NF-kB Akti-

vierung durch Influenza Virus Infektion erstmals in Alveolarmakrophagen beschrieben,
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da das Fehlen von PKR zu einer massiv verringerten NF-kB Aktivitat fihrte. Dagegen
waren die Aktivitat von IRF-3 und die Expression von IRF-7 durch PKR-Defizienz nicht
beeintrachtigt, was auf einen fur Alveolarmakrophagen spezifischen, strikt PKR-NF-kB-
abhangigen und IRF-unabhéngigen Signalweg schlieRen lasst. Aulerdem zeigte sich,
dass PKR-abhangig aktiviertes NF-kB in Alveolarmakrophagen ein zentraler Transkrip-
tionsfaktor fur die Induktion von Typ | Interferonen ist, da das Fehlen von PKR und da-
mit die verringerte NF-kB Aktivitat sowie die Inhibition der Aktivierung von NF-kB selbst
zu einer drastisch verminderten Menge an sezerniertem IFN-B fihrte. Dies bestatigt
Ergebnisse aus der Literatur, die in pkr”™ murinen embryonalen Fibroblasten eine ver-
ringerte NF-kB Aktivitat nach Stimulation mit einem RNA Analogon und Infektion mit
dem Vaccinia Virus zeigten, die sich auch auf eine verringerte IFN-B Bildung auswirkte
[208, 209]. Die Bedeutung von PKR in Alveolarmakrophagen fir die Wirtsabwehr bei
der Influenzavirus Infektion wird au3erdem dadurch unterstrichen, dass myeloide PKR-
Defizienz im knochenmarkschiméren Mausmodell zu einer ineffektiven Virusbeseitigung
am Tag 7 p.i. fuhrte. PKR wird nach Bindung an virale Ribonukleoproteinkomplexe
(RNPs) durch Autophosphorylierung aktiviert. Dies fuhrt zu einer schnellen Inhibition der
zellularen Proteintranslation durch Phosphorylierung des eukaryotischen Protein Syn-
these Initiationsfaktor elF2a [144, 145], um die Virusreplikation effizient durch Abschal-
ten der Proteintranslationsmaschinerie zu limitieren [161, 210]. Kirzlich wurde zusatz-
lich fir PKR gezeigt, dass sie unabhangig von ihrer Kinaseaktivitéat, unter anderem auch
in murinen Alveolarmakrophagen [148, 211], zu einer Aktivierung von NF-kB fuhrt. Ob
die Bindung von viralen RNPs an PKR fir die NF-kB Aktivierung nétig ist oder ob PKR
vielmehr eher als Signalvermittler in Alveolarmakrophagen fungiert, muss noch unter-

sucht werden.

5.2 Die Rolle von Influenza Virus-induziertem IFN-B in der Wirtsabwehr und der Im-

munpathogenese

Typ | Interferone sind wichtige Komponenten der angeborenen Immunantwort gegen
virale Infekte [212], durch deren autokrine Wirkung die Expression von direkt antiviral
wirkenden Proteinen, wie das Mx (Myxovirus Resistenz)-Protein und die 2‘-5'-
Oligoadenylat-Synthetase, eingeleitet wird. Gemeinsam mit PKR stoppen auch diese
Proteine die Proteinsynthese infizierter Zellen, um die Virusreplikation zu minimieren

[157-160], weshalb die Applikation von Typ | Interferonen als Strategie gegen Virusin-
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fektionen eingesetzt wird. Derzeit sind diverse rekombinante Interferonpréparate oder
interferoninduzierende Therapeutika auf dem Markt, die zur Behandlung von chroni-
schen Viruserkrankungen wie z.B. Virushepatitis C, aber auch zur Immunstimulation bei
Multipler Sklerose und Malignomen eingesetzt werden. Viele Studien zeigen, dass eine
Vorbehandlung mit Typ | Interferonen in Tiermodellen nach Infektion die Virusreplikation
von Influenzaviren vermindert und so zu einem milderen Verlauf der Erkrankung fihrt
[202, 203]. Zusatzlich zeigen Mause, die genetische Defekte im Typ | Interferonsignal-
weg haben, eine ineffiziente Beseitigung des Virus und eine um 50% erhthte Mortalitat
im Vergleich mit C57BL/6 Wildtyp Tieren nach Influenzavirus Infektion [213, 214]. Da
das Virus in infizierten ifnar” knochenmarkschimaren Mausen effizient eliminiert werden
konnte, scheinen Interferon-induzierte Signalwege in parenchymalen Lungenzellen als
primare Zielzellen der Infektion fur die virale ,Clearance” essentiell zu sein, wohingegen
diese Signalwege in myeloiden Zellen hierfur offensichtlich weniger relevant sind. Al-
veolarmakrophagen spielen zum einen eine wichtige Rolle als Hauptquelle von IFN-
nach Influenzavirus Infektion, da sie signifikant mehr IFN-B als Alveolarepithelzellen
nach Infektion sezernierten. Zum anderen sind sie wichtige Effektorzellen, die IFN-[3-
abhangig Apoptose im infizierten und nicht infizierten Lungengewebe verursachen kon-
nen. In vitro wurde dies dadurch belegt, dass nur in Prasenz von Alveolarmakrophagen
durch die Zugabe von rekombinantem IFN-B Apoptose in Alveolarepithelzellen induziert
wurde. Aufgrund der in der Literatur beschriebenen positiven Effekte von IFN- speku-
lierten wir, dass frih appliziertes oder frih induziertes IFN-B in seiner Wirkungsweise
hinsichtlich antiviraler und proapoptotischer Effekte von spét im Infektionsverlauf appli-
ziertem oder lang persistierendem IFN-B differenziert betrachtet werden muss. Dies be-
statigte sich im in vivo Infektionsmodell, da durch eine Vorbehandlung mit IFN- 24h vor
Infektion die Viruslast im Alveolarraum sowie die alveolare Proteinleakage vermindert
werden konnte, wohingegen eine Behandlung an Tag 5 nach Infektion den apoptoti-
schen Lungenschaden verschlechterte ohne Einfluss auf die Zahl an infektiosen Virus-
partikeln zu nehmen. Zusatzlich wurde der umgekehrte Effekt nach Applikation eines
inhibitorischen IFN-B Antikoérpers beobachtet, womit tatsachlich ein zeitabhangiger Un-
terschied der IFN-B Effekte im Infektionsverlauf gezeigt werden konnte. Damit wirkt sich
frih sezerniertes oder vor der Infektion appliziertes IFN-f positiv aus, wohingegen per-
sistierendes oder spéat (nach Elimination des Virus) appliziertes IFN-f eine zentrale Rol-
le bei der Induktion des Influenzavirus-induzierten apoptotischen Lungenschadens zu

haben scheint. Die Applikation rekombinanter Typ | Interferonpréaparate bei akuten re-
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spiratorischen Virusinfektionen beim Menschen, wie es z.B. fiur SARS-CoV- oder In-
fluenzavirus-induziertes ARDS aufgrund der verminderten Virenlast in unterschiedlichen
Tiermodellen diskutiert wurde [213, 215, 216], sollte sich diesen Daten zufolge auf die
frihe Phase der Infektion beschranken.

5.3 TRAIL als IFN-B-abh&ngig reguliertes Protein

Als proapoptotisches, IFN-B3-abhéngig reguliertes und von Alveolarmakrophagen sezer-
niertes Effektorprotein konnte das Zytokin TRAIL identifiziert werden. TRAIL wurde bis-
her hauptsachlich in der Tumorbiologie untersucht, wobei festgestellt wurde, dass es
Apoptose selektiv in malignen Zellen induzieren kann [164]. Kurzlich konnte u.a. durch
unsere Arbeitsgruppe die TRAIL-vermittelte Apoptose als Ursache fur die Schadigung
des Lungenepithels bei viralen Pneumonien identifiziert werden [14, 217], wobei die
zellspezifischen Signalwege zur Induktion von TRAIL in Alveolarmakrophagen nicht un-
tersucht wurden. Frihere Arbeiten zeigen eine IFN-B3-abhangige TRAIL Expression in
dendritischen Zellen, die selektiv Apoptose in Tumorzellen zu induzieren vermdgen
[163], sowie eine IFN-B-Abhangigkeit der TRAIL Regulation in peripheren Blutmonozy-
ten [218]. In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnte hier gezeigt werden, dass
TRAIL auch in Alveolarmakrophagen in vivo und in vitro IFN-B abhangig reguliert wird.
Nach Stimulation von Alveolarmakrophagen mit rekombinantem IFN-B wurde TRAIL
signifikant induziert. Weiterhin konnte die Hypothese einer IFN-B abhangigen TRAIL
Expression nach viraler Infektion durch die Verwendung eines inhibitorischen Antikor-
pers gegen IFN-B und mittels Inhibition IFN-B-vermittelter Signalwege bewiesen wer-
den. Dabei war eine gro3ere Wirkung der Inhibitoren bei einer geringeren Infektionsdo-
sis zu beobachten. In vivo wurden dieser Befund dadurch verifiziert, dass sowohl in den
ifnar’ als auch in den pkr” chimaren Mausen keine Expression von TRAIL auf der
Oberflache von residenten oder rekrutierten Alveolarmakrophagen detektiert werden
konnte. Die in der Literatur beschriebene NF-kB-Abhangigkeit der Expression von
TRAIL nach Influenza Virus-Infektion kann dabei auf die verringerte IFN-B Ausschuittung
zuruckgefuhrt werden, die unter PKR-Defizienz oder nach Inhibition der Aktivierung von
NF-kB in vitro detektiert wurde. Eine zusatzliche Rolle von NF-kB oder PKR
downstream des Typ | Interferon Rezeptors fir die TRAIL Expression in Alveolarmakro-
phagen konnte in vitro durch selektive Inhibition der in den IFNAR-induzierten Signal-

weg involvierten Mediatoren weitgehend ausgeschlossen werden.
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Interessanterweise induzieren Influenzavirus Stamme unterschiedlicher Pathogenitat
TRAIL unterschiedlich stark. Das mausadaptierte A/PR8, das im Mausmodell hochpa-
thogen ist, fuhrte zu einer etwa 800-fachen Induktion auf mMRNA Ebene, das aviare
H5N1 A/Thailand/KAN-1/04, das hochpathogen im Menschen ist und in der Maus zu
einer schweren Pneumonie fihrt [219], induzierte in murinen Alveolarmakrophagen eine
etwa 200 fache Hochregulation, wohingegen das beim Menschen und in der Maus
schwach pathogene x-31 TRAIL nur etwa 8-fach induzierte. AufRerdem korrelierte das
Ausmald der TRAIL-Induktion mit der Virus-induzierten IFN-B Hochregulation. Diese
Daten deuten klar auf einen Zusammenhang zwischen dem Ausmald des IFN-B/TRAIL-
vermittelten Lungenschadens und der Pathogenitat eines Influenzavirus Stammes hin.
Daruber hinaus beschreiben sie die Induktion der IFN-B/TRAIL Achse als neues Kriteri-
um fur die Pathogenitat eines Influenzavirus und lassen auf einen Zusammenhang mit
dem bei H5N1-infizierten Patienten beobachtetem Zytokin Sturm [220] schliel3en. Inte-
ressanterweise zeigten Alveolarmakrophagen von schwerst erkrankten Patienten mit
pH1N1-induziertem ARDS eine signifikante Hochregulation der Oberflachenexpression
von TRAIL sowie deutlich erhéhte TRAIL-Spiegel in der BALF im Vergleich zu gesun-
den Kontrollen. Zusatzlich zeigt der Vergleich der TRAIL Konzentrationen von Patienten
mit Influenzavirus-induziertem ARDS mit Lavagen von Patienten mit einer schweren,
beatmungspflichtigen bakteriellen Pneumonie, dass TRAIL insbesondere bei virus-
induziertem ARDS sezerniert wird. Zusammen mit publizierten Daten von Bem et al,
welche eine ausgepragte Expression von TRAIL in bronchoalveolaren Lavagen RSV-
infizierter Kinder zeigen konnten, sprechen diese Ergebnisse fiir eine v.a. viral regulierte

Expression dieses proapoptotischen Zytokins [217].

5.4  TRAIL als proapoptotischer Faktor in der Influenzavirus in vitro Infektion

Die Wirkung von IFN-B nach Infektion auf Alveolarmakrophagen und deren Potential,
TRAIL-abhéngig Apoptose in Alveolarepithelzellen zu induzieren, wurde in einem Ko-
Kulturmodell charakterisiert. Indem durch die Applikation eines inhibitorischen TRAIL
Antikdrpers nach Infektion von Alveolarmakrophagen in nicht infizierten sowie infizierten
Epithelzellen die hohe Apoptoserate signifikant reduziert werden konnte, konnte die
proapoptotische Rolle von TRAIL in diesem Kontext bestatigt werden. Eine Attenuie-
rung der Alveolarepithelzellapoptose wurde aul3erdem in Zellen beobachtet, die mit infi-

zierten pkr”, ifnar’ oder trail” Alveolarmakrophagen kokultiviert wurden. Damit fiihrt
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also eine verringerte IFN-B Sekretion (in pkr”Alveolarmakrophagen), die Inhibition von
IFN-B vermittelten Signalwegen (in ifnar”"Alveolarmakrophagen) sowie die Defizienz von
TRAIL selbst in Alveolarmakrophagen, zu einer Verminderung der Alveolarepithel-
zellapoptose, was funktionell die Rolle der IFN-B/TRAIL Achse in diesem Kontext besta-
tigt. Eine sekundare Infektion priméar nicht infizierter Alveolarepithelzellen durch infizierte
Alveolarmakrophagen ist hierbei auszuschlie3en, da der Replikationszyklus des A/PR8
Stammes in Alveolarmakrophagen trotz effizienter Infektion (10,5 + 1,6% bei MOI 0,1
und 42,5 + 7,6% bei MOI 1; Daten nicht gezeigt) stets abortiv ohne Freisetzung neuer
Viruspartikel verlauft (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich wurde eine mégliche Infektion der
Epithelzellen durch eine Influenza-Nukleoprotein Immunfluoreszenzfarbung ausge-
schlossen (Daten nicht gezeigt). Da die in der Literatur beschriebene selektive Apopto-
seinduktion in malignen humanen Zellen neben der Induktion des Liganden TRAIL auch
durch eine erhohten Expression der TRAIL Rezeptoren DR4 und DR5 induziert werden
kann [221], wurde Uberprift, ob die Influenzavirus Infektion zu einer Hochregulation des
DR5 auf Alveolarepithelzellen fihrt. DR5 wurde in infizierten murinen sowie humanen
Alveolarepithelzellen IFN-B-unabhangig hochreguliert, fand sich aber auch auf nicht in-
fizierten Zellen signifikant exprimiert. In der Tat zeigen die vorgelegten Daten eine deut-
liche Apoptose-Induktion auch nicht-infizierter Alveolarepithelzellen. Daraus kann ge-
schlussfolgert werden, dass durch die infektionsbedingte DR5 Hochregulation zwar eine
Praferenz der TRAIL-induzierten Apoptose fir infizierte Zellen determiniert wird, aber

auch in uninfizierten Zellen TRAIL/DR5-abhangig Apoptose induziert wurde.

5.5 Die Rolle der IFN-B/TRAIL Achse im in vivo Infektionsmodell

Ein Hauptcharakteristikum des akuten Lungenschadens (ALI/ARDS) ist die Zerstorung
von Alveolarepithel- und Endothelzellen, was einen Verlust der alveolaren Schranken-
funktion zur Folge hat [222]. Im Falle einer Influenza Virus-Pneumonie wird das Lun-
genparenchym sowohl durch die Virusreplikation selbst als auch durch die wirtseigene
Abwehrreaktion geschadigt [115-117]. Es konnte gezeigt werden, dass dies mit der In-
duktion von Apoptose in Alveolarepithelzellen einhergeht [220, 223, 107]. Wahrend in
vielen Studien dargelegt werden konnte, dass der apoptotische Gewebeschaden bei
bakterieller Pneumonie oder im Modell des LPS-induzierten Lungenschadens priméar
durch den proapoptotischen Faktor Fas Ligand induziert wird [224, 225], konnte in der

vorgelegten Arbeit keine Induktion von Fas Ligand in Virus-infizierten Alveolarmakro-
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phagen beschrieben werden, wahrend TRAIL signifikant induziert wurde. Dem
proapoptotischen Zytokin TRAIL konnte in Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe be-
reits eine bedeutende Rolle in der Influenzavirus-induzierten epithelialen Schéadigung
zugeschrieben werden [14, 124]. TRAIL wird auf einer Vielzahl von Immunzellen wie T-
Zellen, NK-Zellen, residenten Gewebsmakrophagen, dendritischen Zellen und zirkulie-
renden Blutmonozyten exprimiert [226]. Hierbei scheint NK- und T-Zell-exprimiertes
TRAIL eine Funktion in der spezifischen antiviralen Immunantwort zu tbernehmen. Ishi-
kawa et al. legten dar, dass die Eliminierung von Influenzavirus in einem Mausmodell
durch die Applikation eines neutralisierenden a-TRAIL Antikorpers reduziert wird [227].
Ebenso wurde gezeigt, dass CD8" T Zellen Influenzavirus infizierte Alveolarepithelzel-
len in vivo TRAIL-abhangig eliminieren [228]. Dies deutet darauf hin, dass Influenzavi-
rus-induziertes TRAIL einen wichtigen Faktor zytotoxischer T Zellen (CTL) fir die Kon-
trolle viraler Infektionen darstellt. Obwohl die hier vorgestellten Daten aus knochen-
markschiméren Tieren fur eine geringe Rolle Leukozyten-exprimierten TRAILs fur die
virale ,Clearance” sprechen, da trail” knochenmarkstransplantierte Tiere keine Defekte
in der Virusbeseitigung aufwiesen, schlieen unsere Daten nicht vollstandig aus, dass
antigenspezifische T Zellen neben FasL, Granzym oder Perforin auch TRAIL nutzen,
um spezifisch infizierte Zellen zu zerstéren. Im Gegensatz dazu scheint das von Alveo-
larmakrophagen sezernierte TRAIL Alveolarepithelzellen eher unspezifisch zu eliminie-
ren, da auch nicht infizierte, DR5 niedrig exprimierende Alveolarepithelzellen anfallig fur
TRAIL vermittelte Apoptose waren. Die reduzierte TRAIL Expression auf residenten und
rekrutierten Alveolarmakrophagen in den ifnar’” knochenmarkschimaren Mausen besta-
tigt die IFN-B-Abhéangigkeit der TRAIL-Expression in monozytaren Zellen auch in vivo.
Dabei war passend zu den in vitro Daten eine PKR-Abhangigkeit der TRAIL Expression
zu beobachten, wobei myeloide PKR-Defizienz mit einer reduzierten TRAIL-
Konzentration in der BALF und einer verringerten Anzahl apoptotischer Alveolarepithel-
zellen nach Influenzavirus Infektion einherging. Eine verbesserte Barrierefunktion der
Lunge konnte jedoch nur bei den ifnar’ und trail”™ chimaren Mause gemessen werden,
wohingegen pkr’ chimare Mause trotz reduzierter TRAIL Expression und -Freisetzung
eine Verschlechterung der Barrierefunktion zeigten. Dies kann auf die deutlich verzo-
gerte Viruseliminierung zurlckgefuhrt werden, die zu einem erhdéhtem direkt virusver-
mittelten zytolytischen Schaden des Epithels fuhrt. Insgesamt spricht dies daftr, dass
Alveolarmakrophagen-sezerniertes TRAIL insbesondere bei ausgepragter Rekrutierung

von Exsudatmakrophagen, wie es bei der Influenzavirus Infektion der Fall ist, einen sig-
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nifikanten ,Kollateralschaden des nicht infizierten Epithels verursacht, was sich auch
zuletzt in den Gewichtsverlaufen als Mal3 fur die Morbiditat infizierter Mause widerspie-

gelte, die in trail”” chimaren Tieren deutlich attenuiert war.

Ausbalancierte UberschieRende Immunantwort:

Immunantwort:
Kollateralschaden der

AEC & Storung der
Unkontrollierte virale / alveolaren Blut-
Verbreitung Luftschranke

3%& Influenza Virus

%‘ DC (Dendritische Zelle)

Antigen-spezifische

MLN T Zelle
Kontrolle iiber @ nkzele
AusmaR der
CTL Antwort @ Makrophage

AEC
(Alveolarepithelzelle)

ﬂ Todesrezeptor
o Todesligand

ABBILDUNG 33: MODEL DER TODESLIGANDEN VERMITTELTEN KONTROLLE DER SYSTEMISCHEN IMMUNANTWORT.

Wahrend einer ausbalancierten Immunantwort werden die Todesliganden FasL und TRAIL von dendriti-
schen Zellen in den Lymphknoten oder lokal in der Lunge sezerniert, wodurch antigen-spezifische CTLs
generiert werden. Nur die Influenza Virus infizierten Alveolarepithelzellen erhéhen die Expression der
Todesrezeptoren, wodurch sie spezifisch von CTLs erkannt und von diesen durch die Expression der
Todesliganden eliminiert werden um die virale Ausbreitung einzuschranken. Allerdings werden bei einer
Uberschief3enden Immunantwort viele Immunzellen, wie Monozyten, NK Zellen oder T Zellen an den Ort
der Entzindung rekrutiert, die hohe Mengen an TRAIL exprimieren, was zu einem Todesligand-
abhangigem Kollateralschaden fiihrt, da auch nicht infizierte Epithelzellen bereits Todesrezeptoren auf
ihrer Oberflache exprimieren. Modifiziert nach [124].

Insgesamt konnten die hier prasentierten Daten eine neue Rolle von Typ | Interferonen
bei der Induktion von apoptotischem Lungenschaden in der schweren Influenzavirus
Pneumonie aufzeigen. Residente und rekrutierte Alveolarmakrophagen konnten hierbei
als primare Quelle von IFN-B-induziertem TRAIL identifiziert werden. Durch die Aufkla-
rung der Signalwege, die in diese IFN-B-abhéngige Makrophagen-Epithel Interaktion
involviert sind, konnten neue therapeutische Zielstrukturen zur Attenuierung des In-
fluenzavirus-induzierten Lungenschadens bei erhaltener antiviraler Wirtsabwehrfunktion

definiert werden.
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6 Zusammenfassung

Influenzaviren verursachen Lungenentziindungen im Menschen, die zu ALI/ARDS fuh-
ren kénnen. In der Literatur wurde eine Uberschiel3ende Immunantwort mit einer erhoh-
ten Freisetzung von Zytokinen, wie auch Typ | Interferonen, mit der Schwere des Ver-
laufes einer Influenzapneumonie in Verbindung gebracht. In der vorliegenden Arbeit
konnte in in vitro und in vivo Infektionsmodellen unter Nutzung knochenmarkschiméarer
Mause gezeigt werden, dass Alveolarmakrophagen eine primare Quelle von IFN-B dar-
stellen, welches auto-/parakrin Uber der Typ | Interferon-Rezeptor (IFNAR) die Expres-
sion des proapoptotischen Liganden ,TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand® (TRAIL)
induziert. TRAIL vermittelt die Apoptose von Alveolarepithelzellen und tragt damit zur
Ausbildung des Influenzavirus-induzierten Lungenschadens bei. TRAIL konnte aul3er-
dem in bronchoalveolaren Lavagen und oberflachenexprimiert auf Alveolarmakropha-
gen von invasiv beatmeten ARDS Patienten nachgewiesen werden, die im Rahmen der
H1N1 Pandemie 2009/10 an einer primaren Influenzavirus Pneumonie erkrankten. Die
Proteinkinase R (PKR) und PKR-abhangig aktiviertes NF-kB wurden als zentrale Sig-
nalmolekdle identifiziert, die die Sekretion von IFN-B in Alveolarmakrophagen nach In-
fektion induzieren. TRAIL induzierte Apoptose sowohl in nicht-infizierten sowie in In-
fluenzavirus-infizierten Alveolarepithelzellen in in vitro Kokulturmodellen, wobei die In-
duktion von Apoptose in Alveolarepithelzellen durch virusinfizierte Alveolarmakropha-
gen strikt von der PKR/IFN-B/TRAIL Achse abhangig ist. Der TRAIL-Rezeptor DR5 ist
konstitutiv auf Alveolarepithelzellen exprimiert und wird in mit Influenzavirus infiziertem
Alveolarepithel IFN-B-unabhéngig hochreguliert. In knochenmarkschimaren Mausen,
die diese Signalmoleklle weder in Alveolarmakrophagen noch in rekrutierten Exsudat-
makrophagen exprimieren sowie nach Neutralisation von alveoléar sezerniertem IFN-$3
und TRAIL war die Anzahl von apoptotischen Alveolarepithelzellen in vivo reduziert und
der Lungenschaden nach Influenzavirus-Infektion signifikant attenuiert. Zusammenfas-
send konnte gezeigt werden, dass von Alveolarmakrophagen sezernierte Typ | Interfe-
rone neben ihrer in der Literatur beschriebenen antiviralen Aktivitdt durch die TRAIL
vermittelte Induktion von Apoptose in Alveolarepithelzellen zur Ausbildung des akuten
Lungenschadens bei schwerer Influenzavirus Pneumonie beitragen. Therapeutisches
Eingreifen in die IFN-B-TRAIL Achse konnte deshalb eine vielversprechende Strategie

sein, um Influenzavirus-induziertes ARDS zu behandeln.
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7 Summary

Influenza viruses cause pneumonia in humans with progression to lung failure and fatal
outcome. Dysregulated release of cytokines including type | interferons (IFNs) has been
attributed a crucial role in immune-mediated pulmonary injury during severe IV infection.
Using ex vivo and in vivo IV infection models we demonstrated that alveolar macro-
phage-expressed IFN-B significantly contributes to IV-induced alveolar epithelial cell
injury by autocrine induction of the pro-apoptotic TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL). Importantly, TRAIL was highly upregulated in AM of patients with pandemic
H1N1 IV-induced lung failure. Elucidating the cell-specific underlying signalling path-
ways revealed that IV infection induced IFN-B release in AM in a protein kinase R-
(PKR-) and NF-kB-dependent way. Autocrine signalling via the macrophage type | IFN
receptor (IFNAR) resulted in increased expression and release of TRAIL which induced
apoptosis of IV-infected and non-infected AEC in ex vivo co-cultures, and AEC apopto-
sis induction was shown to be strictly dependent on the macrophage PKR/IFNAR/TRAIL
axis. The TRAIL receptor DR5 was constitutively expressed on alveolar epithelial cells
and upregulated upon IV infection in an IFN-B-independent way. Bone marrow chimeric
mice lacking the involved signalling mediators in resident and lung-recruited AM and
mice subjected to alveolar neutralization of IFN-B and TRAIL displayed reduced alveolar
epithelial cell apoptosis and inhibiting TRAIL even an attenuated lung injury during se-
vere IV pneumonia. Together, we demonstrated that macrophage-released type | IFNs,
apart from their well-known antiviral properties, contribute to IV-induced AEC damage
and lung injury by autocrine induction of the proapoptotic factor TRAIL. Therapeutic tar-
geting of the macrophage IFN-B-TRAIL axis might therefore represent a promising

strategy to attenuate IV-induced acute lung injury.
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