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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Atemwegsepithel bildet die Grenzflaiche zwischen Korperinnerem und unserer Umwelt.
Als physikalische Barriere verhindert es das Eindringen von Fremdkorpern und pathogenen
Mikroorganismen. Verschiedene Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass
Atemwegsepithelzellen ebenso wie klassische Immunzellen in der Lage sind Bakterien zu
erkennen und durch die Sekretion sowohl proinflammatorischer- als auch antimikrobieller
Substanzen aktiv an der Infektionsabwehr beteiligt sind. Durch seine Funktion ist das
Atemwegsepithel stindig einer Vielzahl an Keimen ausgesetzt. Bemerkenswert ist, dass nicht
durch jeden Kontakt eine Entziindungsreaktion ausgelost wird. Es muss also Mechanismen
geben, durch welche die Reaktionsfahigkeit des Epithels reguliert wird. Makrophagen sind in
der Lage durch die Sekretion verschiedener Zytokine die Reaktion anderer Zellen zu

modulieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welchen Einfluss Makrophagen auf die
Reaktionsfdhigkeit der Epithelzellen bei einer bakteriellen Infektion haben. Die vorliegende
Studie ergab, dass Atemwegsepithelzellen in der Ko-Kultur mit Makrophagen deutlich stirker
auf die Stimulation mit Bakterien reagieren. Die Abgabe proinflammatorischer Zytokine
durch die Epithelzellen wurde merklich verstirkt. Es konnte weiterhin nachgewiesen werden,
dass die gesteigerte Reaktion des Atemwegsepithels auf eine erhohte Expression der fiir die
Erkennung von grampositiven und gramnegativen wichtigen Rezeptoren TLR2 und TLRS
zuriickzufiihren ist. Versuche mit dem Medium kultivierter Makrophagen zeigten, dass fiir
diesen Effekt von Makrophagen sezerniertes TNF-a verantwortlich ist. Durch einen
antimikrobiellen Assay konnte dariiber hinaus belegt werden, dass Makrophagen durch die
Abgabe von proinflammatorischen Zytokinen (TNF-o, IL1-f) auch die antibakterielle

Aktivitit des Atemwegsepithels deutlich verstarken.

Mit der Atemluft gelangen aber nicht nur einzellige Keime, wie Bakterien und Viren in die
Lunge. Das Atemwegsepithel wird tiglich mit komplexeren Pathogenen wie z. B. Pilzsporen
konfrontiert. Uber die Fihigkeit von Atemwegsepithelzellen auf Pilzsporen zu reagieren ist
nur wenig bekannt. Der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus ist der Ausldser verschiedener
schwerwiegender Erkrankungen der Atemwege. Aus diesem Grund wurde die Reaktion des

Atemwegsepithels auf diesen Erreger untersucht.

Es zeigte sich, dass Atemwegsepithelzellen auf ruhende- jedoch nicht auf auskeimende

Sporen (Konidien) oder Myzel von A. fumigatus reagieren. Diese Reaktion ist gekennzeichnet
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durch eine starke Induktion der IFN-B-Expression sowie der Expression Interferon
induzierbarer Gene. Die Charakterisierung dieser Reaktion ergab, dass fiir die Erkennung die
Aufnahme der Konidien durch die Epithelzellen notwendig ist. Im weiteren Verlauf konnte
gezeigt werden, dass die beobachtete Reaktion auf doppelstrangige RNA aus den Konidien

zuriickzufiihren ist, und dass diese liber TLR3 erkannt wird.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Fahigkeit des Atemwegsepithel auf eine bakterielle Infektion
zu reagieren durch Makrophagen verstirkt werden kann. Die Daten geben zudem einen
Einblick in das komplexe Zusammenspiel der an der Immunantwort beteiligten Zellen. Die
Reaktion der Epithelzellen auf die Konidien von Aspergillus fumigatus verdeutlicht zudem,
dass das Atemwegsepithel auch einen effektiven Schutz vor komplexeren Pathogenen, wie

Pilzsporen bietet und dariiber hinaus aktiv an deren Erkennung beteiligt ist.
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2 Einleitung

2.1 Die angeborene Immunitit der Lunge

Die Lunge steht in direktem Kontakt mit unserer Umwelt. Tadglich durchstromen sie mehrere
Tausend Liter Luft und mit jedem Atemzug werden Bakterien und andere Krankheitserreger
in die Lunge transportiert. Trotz dieser groen Menge an Keimen sind Infektionen der
Atemwege selten. Grund dafiir ist ein aus mehreren Komponenten bestehendes
Abwehrsystem (Bals and Hiemstra, 2004). Das Zilien tragende Atemwegsepithel verhindert
als physikalische Barriere, dass Keime in den Korper eindringen konnen. Das
Atemwegsepithel ist zusdtzlich mit einer schleimigen Schicht, dem Atemwegssekret
tiberzogen. Darin werden eingeatmete Mikroorganismen gefangen und konnen so durch den
koordinierten Zilienschlag nach oben transportiert und ausgehustet werden (Diamond et al.,
2000). Das Atemwegssekret dient zum einen als Schutz fiir das Atemwegsepithel, in dem es
den direkten Kontakt zwischen Epithel und Krankheitserregern verhindert, zum anderen wirkt
es durch seine Zusammensetzung selbst antimikrobiell (Lillehoj and Kim, 2002). Aufgrund
seiner zdhfliissigen Konsistenz sind im Atemwegssekret viele 16sliche Bestandteile des
angeborenen Immunsystems gebunden. So findet man z. B. die Proteine des
Komplementsystems, Surfaktantproteine, Antiproteasen, Clarazellproteine (CC10, CCSP)
aber auch Proteine der PLUNC (,,palate, lung, and nasal epithelium clone*)-Familie, sowie
eine Vielzahl antimikrobieller Proteine und Peptide (AMP), die an der Abwehr von Keimen
beteiligt sind (Jacquot et al., 1992; Bingle and Craven, 2002; Beisswenger and Bals, 2005;
Felgentreft et al., 2006). Krankheitserreger die diesen ersten passiven Abwehrmechanismen
entgangen sind, werden durch die in der Lunge vorhandenen Zellen der angeborenen
Immunantwort, in erster Linie Makrophagen und neutrophile Granulozyten, daran gehindert
sich festzusetzen und zu vermehren (Curtis, 2005). Residente Makrophagen sind in nahezu
allen Geweben zu finden. So auch in der Lunge, wo sie aufgrund ihrer Lokalisation als
Alveolarmakrophagen bezeichnet werden. Sie sind die ersten Immunzellen, die im Falle einer
Infektion mit den Krankheitserregern in Kontakt kommen. Die Hauptaufgabe der
Alveolarmakrophagen ist die Phagozytose der vorhandenen Keime. Die phagozytierten
Krankheitserreger werden mit Hilfe von reaktiven Sauerstoffspezies (RSS) (z. B. Superoxid
0Oy), Proteasen und AMP abgetdtet. Die abgetdten Keime werden anschlieBend weiter
prozessiert und kleine Teile der Keime zusammen mit Haupthistokompatibilitdtskomplexen

(MHC) auf der Zelloberflache préasentiert. Durch den Kontakt mit diesen Komplexen werden
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naive T-Zellen aktiviert. Somit sind Makrophagen ein wichtiges Bindeglied zwischen der
angeborenen und adaptiven Immunantwort (Jin et al., 2004). Neben dieser Funktion sind
Makrophagen auch wichtige Modulatoren der angeborenen Immunantwort. Der Kontakt mit
den Mikroorganismen veranlasst die Makrophagen zur Abgabe verschiedener Zytokine, wie
z. B. TNF-q, IL-1B oder IL-8. Diese Zytokine haben grofen Einfluss auf die Reaktion der
Epithelzellen und fiihren zur Einwanderung weiterer Inmunzellen in das entziindete Gewebe
(Fujiwara and Kobayashi, 2005). Neutrophile Granulozyten gehdren zu den ersten Zellen, die
auf diese chemotaktischen Reize reagieren und schon relativ kurz nach einer bakteriellen
Infektion zum Ort der Entziindung wandern. Dort unterstiitzen sie die schon anwesenden
Makrophagen bei der Abwehr der Infektion. Genauso wie die Makrophagen phagozytieren sie
die vorhandenen Erreger und téten diese. Zusétzlich geben sie groe Mengen antimikrobieller
Substanzen wie z. B. hCAP18/LL-37 ab und schaffen so ein antibakterielles Milieu welches
eine weitere Vermehrung der Bakterien verhindert (Cowland et al., 1995). Neutrophile
Granulozyten haben nur eine sehr geringe Lebensdauer von einigen Stunden. Neuere Daten
zeigen aber, dass selbst sterbende Granulozyten noch an der Abwehr der Infektion beteiligt
sind. Nukledre DNA und antimikrobielle Substanzen aus den sterbenden Zellen bilden
extrazelluldre Fallen in denen sich Bakterien verfangen (Brinkmann et al., 2004). Diese so
genannten NET haben aufgrund ihrer Zusammensetzung eine hohe lokale antibakterielle

Aktivitat.

Die Zellen des angeborenen Immunsystems sind mit den verschiedensten Rezeptorsystemen
ausgestattet, die es ihnen ermoglichen, Mikroorganismen zu erkennen und aufzunehmen. Zu
den wichtigsten Rezeptoren der Immunzellen gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLR). Die
Entdeckung, dass Atemwegsepithelzellen ebenfalls TLR exprimieren (Muir et al., 2004) hat
zu der Erkenntnis gefiihrt, dass das Atemwegsepithel neben seiner passiven Barriere-Funktion

auch aktiv an der Entziindungsreaktion beteiligt ist.

2.1.1 Das Atemwegsepithel als Modulator der angeborenen Immunantwort

Wie zuvor erwéhnt, exprimieren Atemwegsepithelzellen TLR, die es ihnen ermoglichen,
pathogene Mikroorganismen zu erkennen und daraufhin ein aktives Abwehrsystem in Gang
zu setzen. Dieses Abwehrsystem besteht aus zwei unterschiedlichen Mechanismen (Abb. 3).
Zum einen bekdmpft das Epithel die Bakterien direkt durch die verstirkte Produktion und

Abgabe von antimikrobiellen Substanzen in das Lumen der Atemwege. Zum anderen
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moduliert es die Entziindungsreaktion durch die Abgabe von Chemokinen und Zytokinen in

das unter dem Epithel liegende Gewebe.

antimikrobielle Substanzen

B-Defensine  Elafin

Lysozyme Calprotectin
Lactoferrin SP-A, SP-D
SLPI LL-37/hCAP

proinflammatorische
und
chemotaktische Substanzen

IL-8 IL-5 GM-CSF
IL-6 IL-1 IP-10

Abb. 3: Die Rolle des Atemwegsepithels bei der Abwehr einer Infektion. Uberblick iiber die vom
Atemwegsepithel abgegebenen Substanzen. Die Abgabe von antimikrobiellen Substanzen erfolgt primér apikal
in das Lumen der Lunge. Entziindungsférdernde und chemotaktische Substanzen werden nach basolateral in das

Gewebe abgegeben.

Zu den von Epithelzellen abgegebenen antimikrobiellen Substanzen gehoren grofle Proteine,
wie z. B. das Lysozym, Lactoferrin oder SLPI (secretory leukocyte proteinase inhibitor)
(Hiemstra, 2001) aber auch kleine Peptide wie z. B. die Defensine (Schutte and McCray, Jr.,
2002).

Defensine sind kationische Peptide mit einer molekularen GréB3e von 3 bis 4 kD (Schneider
et al., 2005). Der hohe Anteil positiv geladener Aminosduren ermdglicht es ihnen, an die
negativ geladene Bakterienmembran zu binden und diese durch Porenbildung oder
Destabilisierung zu schidigen (Wu et al, 1999; Heller et al., 2000). Aufgrund der
allgemeinen molekularen Struktur werden drei Gruppen von Defensinen unterschieden: die a-
Defensine, B-Defensine und 8-Defensine. Atemwegsepithelzellen exprimieren jedoch nur -
Defensine. Zurzeit sind vier humane -Defensine (hBD) bekannt, hBD-1, hBD-2, hBD-3 und

hBD-4. Die Expression und Sekretion der f-Defensine wird streng reguliert und somit den
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jeweiligen Erfordernissen angepasst. Die Sekretion von hBD-1 erfolgt konstitutiv und stellt
somit eine Art basalen Schutz gegen Infektion dar (McCray, Jr. and Bentley, 1997). Die
Expression der anderen -Defensine wird durch den Kontakt mit pathogenen Keimen wie z.
B. Pseudomonas aeruginosa induziert (Singh et al., 1998; Harder et al., 2001; Garcia et al.,
2001).

Zusidtzlich  zur  aktiven  Bakterienabwehr  beeinflussen die  Epithelzellen die
Entziindungsreaktion des darunter liegenden Gewebes. Durch die Abgabe von chemotaktisch
aktiven Substanzen wie IL-8 (Nakamura et al., 1991) oder GM-CSF (granulocyte/macrophage
colony stimulating factor) (Smith et al., 1990) werden Neutrophile und Makrophagen zum Ort
der Infektion rekrutiert und unterstiitzen das Atemwegsepithel bei der Bekdmpfung der
Bakterien. Die Sekretion proinflammatorischer Substanzen wie IL-1 und IL-6 (Mattoli et al.,
1991) verstirkt die Entziindung des unter dem Epithel liegenden Gewebes und trigt dadurch
ebenfalls zur effektiven Klarung der Infektion bei (Rennard et al., 1994).

Das Atemwegsepithel bildet die Grenzfliche zur Umwelt und ist deshalb stindig einer
Vielzahl verschiedenster Mikroorganismen ausgesetzt. Um zu verhindern, dass durch diesen
Kontakt sofort eine Entziindungsreaktion ausgeldst wird, verfiigen Atemwegsepithelzellen

tiber ein dieser Situation angepasstes TLR-Profil.

2.1.2 Toll-like Rezeptoren des Atemwegsepithels

Alle Zellen der angeborenen Immunantwort besitzen Toll-like Rezeptoren, die es ihnen
ermOglichen, verschiedenste Pathogene zu erkennen und zwischen fremden und
korpereigenen Zellen zu unterscheiden. Die Bezeichnung leitet sich von dem Protein Toll ab.
Toll wurde zuerst in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckt, wo es eine wichtige
Rolle bei der Embrionalentwicklung einnimmt. Weitere Untersuchungen zeigten, dass Toll in
der ausgewachsenen Fliege eine ganz andere Funktion erfiillt. Dort fungiert es als
Schliisselrezeptor bei der Erkennung und Abwehr von Pilzen und Bakterien (Lemaitre et al.,
1996). Kurze Zeit spiter fand man heraus, dass Toll strukturelle Ahnlichkeit mit dem Typ I
Interleukin-1 Rezeptor (IL-1R) der Siugetiere aufweist (Gay and Keith, 1991). Durch
Datenbankrecherchen konnten bis zum jetzigen Zeitpunkt 12 weitere Rezeptoren identifiziert
werden, die aufgrund der homologen Struktur als Toll-like Rezeptoren bezeichnet werden. Im
Menschen konnten bisher allerdings nur 10 dieser 12 Rezeptoren funktionell nachgewiesen

werden (Tab. 1). Strukturell gesehen sind TLR Typ I Transmembran Proteine, die mit dem
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Interleukin-1 Rezeptor (IL-1R) zusammen eine Superfamilie bilden. Sowohl TLR als auch IL-
IR besitzen eine konservierte intrazelluldre Signaldoméne, die Toll/IL-1Rezeptor-Domine
(TIR) (O'Neill, 2002). Die TIR-Domine ist von gro3er Bedeutung fiir die Signaltransduktion.
Hier enden dann auch die Ahnlichkeiten der beiden Rezeptortypen. Wihrend der
extrazelluldre Fortsatz des IL-1R aus drei immunglobulindhnlichen Bereichen besteht, setzt
sich die extrazelluldre Region der TLR aus Aminosdure-Repeatstrukturen mit zahlreichen
Leucinen zusammen. Solche Leucin reiche Regionen (LRR) eignen sich sehr gut fiir die

Protein-Protein-Interaktion (Akira and Sato, 2003).

Tab. 1: TLR und ihre Liganden.

TLR Ligand (Ursprung)
TLR1 Triacyllipopeptide (Bakterien)
TLR2 Lipoprotein/Lipopeptid (verschiedene Pathogene)

Lipoteichonséure (LTA) (Grampositive Bakterien)

Lipoarabinomannan (Mycobakterien)

Zymosan (Pilze)
TLR3 dsRNA (Viren)
mRNA (Wirt)
TLR4 Lipopolysaccharid (LPS) (Gramnegative Bakterien)
TLRS Flagellin (Bakterien)
TLR6 Diacyllipopeptide (Mycoplasma)
TLR7 ssRNA (Viren)
TLRS ssSRNA (Viren)
TLR9 CpG DNA (Bakterien)
TLR10 unbekannt

Einzelne TLR unterscheiden sich hauptsdchlich in der Zusammensetzung dieser LRR. Diese
Unterschiede sind es auch, die es den TLR erlauben eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden
zu erkennen (Tab. 1) (Barton and Medzhitov, 2002). Zusétzlich ermoglichen die LRR die
Dimerisation von verschiedenen Rezeptoren, wodurch das Spektrum der Liganden nochmals
erhoht wird (Bell et al., 2003). Bisher ist allerdings nur die Dimerisation von TLR2 und TLR1
sowie TLR2 und TLR6 bekannt.
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Durch die Bindung eines Liganden an den jeweiligen TLR wird eine Signalkaskade in Gang
gesetzt, die weitergeleitet liber die TIR-Doméne zur Expression und Abgabe einer Vielzahl
von Effektorproteinen, insbesondere von Chemokinen und Zytokinen (u.a. TNF-a, IL-8, IL-6,
IL-1pB) aber auch antimikrobiellen Peptiden wie z. B. hBD-2 fiihrt (Akira, 2003). Obwohl sich
die TIR-Domidne der einzelnen TLR nicht unterscheidet, wird durch jeden TLR die
Expression eines eigenen Repertoires an Effektorproteinen initiiert. Dariiber hinaus fiihrt die
Bindung verschiedener Liganden desselben Rezeptors ebenfalls zur Expression
unterschiedlicher Chemokine. Dies wird durch die Verwendung von insgesamt vier
verschiedenen Adapterproteinen (Myd88, Mal, TRAM und TRIF) ermdglicht (Takeda and
Akira, 2004). Uber die Bindung der verschiedenen Adapterproteine an die TIR-Domine
werden unterschiedliche Signaltransduktionswege aktiviert, die jeweils zur Expression der

verschiedenen Gene fiihren. Dabei werden zwei Signalwege unterschieden (Abb. 1).

TLRS/7/8/9 TLR1/6 TLR2 TLR4 TLR3
Q U Mal

ot ]
1 -

MyD88

®-

0 Al -
IKKa IKKB NF-«B
Zellkernmembran == == m= = - - - - - —— - 1— ______________________
v
— W [ -

Transkription NF-kB regulierter Gene Transkription IRF-3 regulierter Gene

Abb. 1: Signalwege der TLR. Aktivierung der TLR durch Bindung eines Liganden, fiihrt zur Dimerisation mit
einem der vier Adaptermolekiile (Myd88, Mal, TRAM, TRIF). Das Signal wird iiber verschiedene Kinasen
weitergeleitet und fithrt zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Die wichtigsten Adaptermolekiile sind
MyD88, das zur Transkription NF-«kB regulierter Gene fiihrt und TRIF, das die Transkription IRF-3 regulierter

Gene aktiviert.
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Der MyD88 abhingige Signalweg fiihrt iiber verschiedene Kinasen (u.a. IRAK-1, IRAK-4)
zur Aktivierung von NF-«B und der Expression NF-kB abhingiger Gene (Suzuki et al., 2002;
Takeuchi and Akira, 2002). Der iiber TRIF vermittelte, auch MyDS88 unabhingig genannte
Weg fiihrt zum einen tiber TBK-1 (TANK-binding-Kinase) und IKKe zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors IRF3 (interferon regulatory factor) und der Transkription von IFN-
oder Interferon induzierbarer Gene wie z. B. [P-10 (Fitzgerald et al., 2003). Zum anderen iiber
RIP-1 (receptor interacting protein) zu einer verzogerten Aktivierung von NF-xB (Akira et al.,
2006). Der MyDS88 unabhingige Signalweg wurde bisher nur fiir TLR3 und TLR4
beschrieben, wobei TLR3 ausschlieBlich den MyD88 unabhdngigen Signalweg benutzt.

Wie zuvor beschrieben, ist das Atemwegsepithel stindig einer Vielzahl pathogener
Mikroorganismen ausgesetzt. Aus diesem Grund findet man in Atemwegsepithelzellen ein
dieser Situation angepasstes TLR-Profil (Abb. 2). Atemwegsepithelzellen exprimieren die
mRNA fiir die TLR 1-6 und TLR9 (Greene et al., 2005). Die Expression von TLR7 und

TLRS8 konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden.

TLR1/6 "TLR2 Apikal

Yy ! Y

+ Flag

J |

TLR5
Basolateral

Abb. 2: TLR Expression in Atemwegsepithelzellen. TLR2 und seine Co-Rezeptoren TLR1 und TLR6 sind
auf der apikalen Oberfliche exprimiert. TLR4 ist intrazelluldr, TLR3 und TLRO in den Endosomen/Lysosomen
lokalisiert. TLRS wird primér auf der basolateralen Seite der Zellen exprimiert, wird aber durch Stimulation mit

Flagellin zur apikalen Membran rekrutiert.

Toll-like Rezeptor 4 (TLR4), der Rezeptor fiir Lipopolysaccharid (LPS), ist in
Atemwegsepithelzellen intrazellulédr lokalisiert (Guillot et al., 2004). Den fiir die Erkennung
von Grampositiven Bakterien verantwortlichen Rezeptor TLR2 kann man auf der
Zellmembran nachweisen. Er wird jedoch von Atemwegsepithelzellen nicht sehr stark

exprimiert (Hertz et al., 2003). TLRS5 erkennt Flagellin, den Proteinbestandteil der
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Bakteriengeiflel und ist somit ein weiterer wichtiger Rezeptor flir die Bakterienerkennung
(Adamo et al., 2004). TLRS wird auch auf der Zelloberfliche der Atemwegsepithelzellen
exprimiert, ist dort jedoch dhnlich dem Darmepithel, welches ebenfalls einer grolen Anzahl
an Mikroorganismen ausgesetzt ist, primér basolateral, also auf der dem Lumen abgewandten
Seite lokalisiert. Die TLR3 und 9 sind in den Membranen von Lysosomen und Endosomen
integriert und erkennen dort Nukleinsduren von phagozytierten Mikroorganismen. Die
Lokalisation und Expression der TLR verhindert somit eine anhaltende oder zu starke
Aktivierung des Atemwegsepithels durch die vorhandenen Keime. Dieser Zustand ist aber
nicht unveridnderlich. So ist bekannt, dass TLRS durch Stimulation mit Flagellin zur apikalen
Membran rekrutiert (Smith and Ozinsky, 2002; Prince, 2006) und die Expression von TLR2
durch Stimulation mit TNF-a erhoht werden kann (Wolfs et al., 2002).

2.1.3 Der Einfluss von Makrophagen auf das Atemwegsepithel

Verschiedene Studien belegen das Vorhanden sein einer komplexen Wechselbeziehung von
Atemwegsepithelzellen und Makrophagen. Wie zuvor schon erwihnt sind Makrophagen in
der Lage, verschiedenste Chemokine und Zytokine zu produzieren, mit denen sie die Reaktion
benachbarter Zellen, u.a. den Atemwegsepithelzellen beeinflussen kénnen (Krakauer, 2002).
Die Substanzen mit der groften modulatorischen Aktivitdt sind IL-1p, TNF-o und IFN-y,
wobei letzteres nur in geringen Mengen von Makrophagen produziert wird. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass durch Stimulation mit IL-18 zum einen die Sensitivitit der
Epithelzellen gegeniiber LPS deutlich erhoht (Liu et al., 2003) und zum anderen die
Expression von hBD-2 induziert werden kann (Tsutsumi-Ishii and Nagaoka, 2003). Aus
Untersuchungen mit anderen Zellen weil man, dass durch Stimulation mit TNF-a und IFN-y
die Expression der TLR verstirkt werden kann. In Atemwegsepithelzellen konnte dieser
Effekt bisher jedoch nur fiir TLR2 (Homma et al., 2004) nachgewiesen werden. Die Abgabe
von Zytokinen und Chemokinen ist aber nicht der einzige Weg, liber den Makrophagen die
Reaktion von anderen Zellen beeinflussen kdnnen. Es ist bekannt, dass Makrophagen ebenso
wie Neutrophile wihrend einer Infektion Mikropartikel so genannte Ektosomen abgeben
(Satta et al., 1994). Ob es sich dabei um einen aktiven Mechanismus oder, um die Uberreste
apoptotischer Zellen handelt, ist nicht gekldrt. Neueste Untersuchungen haben gezeigt, dass
die Stimulation mit von Makrophagen stammende Ektosomen zu einer verstirkten
Entziindungsreaktion der Atemwegsepithelzellen fiihrt (Cerri et al., 2006). Der diesem Effekt

zugrunde liegende Mechanismus ist aber noch nicht bekannt.
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Makrophagen werden im Gegenzug aber auch durch das Atemwegsepithel beeinflusst.
Takabayashi et al. konnten zeigen, dass Epithelzellen iiber einen Integrin und TGF-B
abhingigen Mechanismus die Reaktionsfdhigkeit der Alveolarmakrophagen beeinflussen
(Takabayshi et al., 2006). Weitere Studien zeigen, dass die Zytokinsekretion von
Makrophagen in der Ko-Kultur mit Atemwegsepithelzellen deutlich erhoht ist und dass sie
sensitiver auf die Stimulation mit bakteriellen Toxinen reagieren (Krakauer, 2002; Fujiwara
and Kobayashi, 2005). Beide Mechanismen sind Teil einer Wechselbeziehung von
Makrophagen und Atemwegsepithelzellen, die eine gezielte Regulation der

Entziindungsreaktion ermdglichen.

2.2 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus ist ein ubiquitdr pathogener saprophytischer Schimmelpilz. Das
hauptsidchliche Vorkommen ist im Boden oder auf sich zersetzender Vegetation. Man findet
ihn aber auch im Hausstaub, an Wénden, in Nahrungsmitteln und sogar im Trinkwasser. Das
Hauptcharakteristikum zur Identifikation von A. fumigatus sind die Konidiophoren und
Konidien, welche dem Pilz zur Fortpflanzung dienen (Raper and Fennell, 1965). Die
Konidiophoren von A. fumigatus haben eine Lange von ca. 500pum und bilden am Ende ein ca.
20-30um durchmessendes abgerundetes Bldschen, das Konidiophorenvesikel. Auf diesem
Vesikel sitzen ldngliche, ca. 6-8um lange und 2-3um breite Ausstiilpungen, die
konidienbildenden Phialiden. Von den Phialiden werden die griin-braun gefarbten Konidien
in langen Ketten abgeschniirt (Raper and Fennell, 1965). Die Konidien sind die asexuellen
Sporen, welche dem Pilz bei der Vermehrung und Ausbreitung dienen. Unter
Kulturbedingungen bildet A. fumigatus einen an Samt erinnernden, teilweise flockigen
Thallus. Die Farbung kann von weil} iber griingrau bis zu mehr oder minder schwarz reichen.
Samtliche Aspergillus Arten sind im Allgemeinen thermophil. A. fumigatus kann
beispielsweise noch bei Temperaturen von bis zu 55°C problemlos wachsen. Seine Konidien
sind sogar in der Lage, Temperaturen von bis zu 70°C zu {iiberleben (Kwon-Chung and
Bennett, 1992). Seinen Namen Aspergillus fumigatus (,,rauchender Aspergillus) verdankt er
der an Rauch erinnernden Wolke, die bei der Ablosung der Sporen von den Konidiophoren
entsteht. Jede Konidiophore ist in der Lage, Tausende Konidien zu bilden, welche schon
durch leichte Luftbewegungen abgeldst werden und so in die freie Luft gelangen. Aufgrund

ihrer geringen GrofBe (2-3um) und ihrer Langlebigkeit (mehrere Monate) konnen die
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Konidien mit dem Luftstrom iiber weite Entfernungen hinweg transportiert werden (Warris
and Verweij, 2005). Die geringe Grofle und ihre Verbreitung mit der Luft sind es auch, die ein
Vordringen der Konidien in die unteren Atemwege bis in den Alveolarraum ermdglichen, wo
sie auskeimen und schwerwiegende Erkrankungen verursachen konnen (Warris and Verweij,
2005; Denning, 1998). Aus diesem Umstand ergibt sich eine nicht zu unterschétzende

klinische Relevanz.

2.2.1 Klinische Relevanz von Aspergillus fumigatus

Die Konidien von A. fumigatus machen nur etwa 1% aller in der Luft befindlichen Pilzsporen
aus, verursachen aber {liber 90 % aller invasiven Pilzerkrankungen (Pastor et al., 2005). Das
macht A. fumigatus zum Haufigsten durch die Luft verbreiteten fungiden Krankheitserreger.
Obwohl es sich um einen primér saprophytischer Organismus handelt, ist A. fumigatus
durchaus in der Lage, im menschlichen Korper parasitire Mykosen zu verursachen (Bodey
and Vartivarian, 1989). Die durch A. fumigatus verursachten Infektionen konnen die
verschiedensten Organe betreffen, u.a. Haut, Augen, Nieren (Denning, 1998) und den
Verdauungstrakt (Prescott et al., 1992). Aufgrund der Verbreitung iiber die Luft ist das am
haufigsten betroffene Organ jedoch die Lunge (Latge, 1999). Durch Aspergillus verursachte
allergische Reaktionen sind in den meisten Fillen nicht sehr schwerwiegend und auf eine
wiederholte Exposition ohne Kolonisation zuriickzufiihren. Eine schnelle Besserung der
Beschwerden wird normalerweise schon durch das Vermeiden der Exposition erreicht. Dem
gegeniiber stehen Infektionen, bei denen es zu einer dauerhaften Besiedlung und Wachstum
des Pilzes in den Organen, den so genannten invasiven Aspergillosen, kommt (Denning,
1998; Marr et al., 2002). Die drei hdufigsten Erkrankungen im Zusammenhang mit A.

fumigatus werden im Folgenden kurz erldutert.

Aspergillom

Das Aspergillom wird aufgrund seiner Erscheinungsform héufig auch als "Pilzball"
bezeichnet und ist die historisch gesehen klassischste Aspergillose (Latge, 1999). Dabei
kommt es zu einer Infektion und Wucherung von Schimmelpilzmyzel in einer vorhandenen
Hohlung der Atemwege, wie den Nasennebenhdhlen, Stirnhéhlen oder anderen durch frithere
Krankheiten wie z. B. der Sarkoidose (Israel et al., 1982) oder Tuberkulose (Soubani and

Chandrasekar, 2002) entstandene Erweiterungen des Atemtraktes. Das Schimmelpilzgeflecht
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wéchst zu einer kugeligen Struktur heran und hiillt sich nach und nach in eine Eiwei3schicht
ein. Im weiteren Verlauf kommt es dann zur Bildung von Sporen an der Oberflache, welche
sich weiter verteilen und neue Infektionsherde ausbilden konnen (Csekeo et al., 1997). Eines
der haufigsten Symptome des Aspergillom ist der Bluthusten (Hemoptysis). Dazu kommt es,
wenn durch das sich ausdehnende Aspergillom GefiBe in dem es umgebenden Gewebe
zerstort werden (Dixon and Walsh, 1992). In seltenen Féllen kann sich aus dem Aspergillom

eine invasive Aspergillose entwickeln (Tomee et al., 1995).

Invasive Aspergillose (IA)/Chronische necrotisierende Aspergillose (CNA)

Die invasive Aspergillose (IA) ist die schwerste Form der durch A. fumigatus verursachten
invasiven Infektionen (Denning, 1998). Sie unterscheidet sich von der chronisch
nekrotisierenden Aspergillose (CNA) durch ihren schnelleren Verlauf und der groBeren
Wabhrscheinlichkeit, weitere Organe in Mitleidenschaft zu ziechen (Binder et al., 2006).
Invasive Aspergillosen sind durch Wachstum des Pilzes innerhalb der betroffenen Organe
gekennzeichnet. Dabei kommt es zu massiven Zerstorungen des Gewebes und den damit
verbundenen Beeintrichtigungen der Organfunktion (Denning, 1994). Die am Héufigsten
betroffenen Organe sind die Lunge, die Nieren, das Herz und in seltenen Féllen auch das
Gehirn (Shapiro and Tabaddor, 1975; Boon et al., 1990). Die Sterblichkeitsrate liegt bei einer
frithen Diagnose und Behandlung immer noch bei 30-90%, unbehandelt endet eine solche

Infektion in allen Féllen todlich (Denning, 1996).

Allergische bronchopulmonare Aspergillose (ABPA)

Die allergische bronchopulmonare Aspergillose (ABPA) duBert sich durch klassische asthma-
dhnliche Symptome wie z. B. chronische Entziindung mit Infiltration der Bronchien und
Bronchiolen sowie Erweiterung und Anschwellung (Bronchiectasis) des Lungengewebes
(Cockrill and Hales, 1999). Im weiteren Verlauf der Erkrankung kann es zu einer
Lungenfibrose und Zerstorung von Lungengewebe kommen. Patienten mit chronischen
Lungenerkrankungen, wie z. B. Asthma (Basich et al., 1981) oder Cystischer Fibrose
(Mroueh and Spock, 1994) haben ein erhohtes Risiko, eine ABPA zu erleiden. Der genaue
Mechanismus ist nicht bekannt, aber eine Beteiligung von Aspergillus spezifischen IgE Typ I

und IgG Typ III Hypersensitivitdtsreaktionen ist wahrscheinlich (Wang et al., 1978).
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Die Wahrscheinlichkeit an einer Aspergillose zu erkranken ist relativ gering. Dennoch hat die
Zahl der Erkrankungen, allen voran die invasive Aspergillose, in den letzten zwei Jahrzehnten
deutlich zugenommen (Groll et al., 1996; Dixon et al., 1996). Ironischerweise liegt die
Ursache dieser Entwicklung in den Fortschritten der Medizin in diesem Zeitraum begriindet.
Hauptursache fiir die zunehmende Zahl der Infektionen ist der steigende FEinsatz
immunsupprimierender Behandlungen wie z. B. nach Organ- oder
Knochenmarktransplantationen, Krebs-Therapie sowie zur Linderung der Auswirkungen von

Autoimmunerkrankungen (Cohen et al., 1993; Rogers, 1995).

Tab. 2: Wahrscheinlichkeit an einer invasiven Aspergillose zu erkranken in Bezug auf die zugrunde
liegende Vorerkrankung bzw. Behandlung.

Vorerkrankung/Behandlung (%)
Lungentransplantation 19-26
akute Leukdmie 5-24
allogene Knochenmarkstransplantation 4-9
autologe Knochenmarkstransplantation 0,5-6
HIV 0-12
Lebertransplantation 1,5-10
Herz- und Nierentransplantation 0,5-10
Verbrennungen 1-7

Immunsupprimierte Patienten haben ein deutlich erhdhtes Risiko, an einer invasiven
Aspergillose zu erkranken (Tabelle 2). Erschwerend kommt hinzu, dass diese Patienten
aufgrund des brachliegenden Immunsystems kaum Symptome einer Infektion zeigen und
dadurch eine friihzeitige Diagnose und Therapie erheblich erschwert wird (Denning, 1996).
Das ist auch der Grund, weshalb diese Infektion mittlerweile zu den héufigsten

Todesursachen dieser Patientengruppe (Denning, 1994; Balloy et al., 2005) zéhlt.
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2.2.2 Abwehrmechanismen der Lunge gegen Aspergillus fumigatus

Jeder Mensch atmet im Durchschnitt mehrere hundert Konidien pro Tag ein ohne zu
erkranken (Chazalet et al., 1998). Es muss in der Lunge also ein effizientes Abwehrsystem
geben, welches eine Infektion mit A. fumigatus oder anderen Pilzen effektiv verhindert. Das
Atemwegsepithel bietet als physikalische Barriere einen ersten Schutz und verhindert ein
Eindringen der Konidien in den Korper. In den oberen Atemwegen werden eingeatmete
Konidien zusétzlich im Atemwegssekret gebunden und mit dem Zilienschlag ausgeworfen. In
den unteren Atemwegen bilden residente Alveolarmakrophagen die erste aktive Abwehr
(Schaffner et al., 1982). Sie erkennen die Sporen als Fremdkorper, phagozytieren diese
(Ibrahim-Granet et al., 2003) und verhindern dadurch schon friihzeitig eine Infektion.
Genauere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Makrophagen ungefihr 2 Stunden
bendtigen, um die Konidien aufzunehmen und, dass nach 24 Stunden 90% der
aufgenommenen Konidien abgetdtet sind (Ibrahim-Granet et al., 2003). Das Abtoten der
Sporen erfolgt im Phagolysosom iiber die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (RSS)

(Philippe et al., 2003).

Trotz der groBen Effizienz der Makrophagen kommt es vor, dass einige Sporen dieser ersten
Abwehr entgehen. Diese Sporen keimen aus und konnen im weiteren Verlauf zu Hyphen
heranwachsen. Auskeimende Sporen und Hyphen werden ebenfalls von den Makrophagen
erkannt. Im Gegensatz zur unspezifischen Phagozytose von ruhenden Konidien ohne
erkennbare Entziindungsreaktion (Gersuk et al., 2006) reagieren die Makrophagen nun mit
der Abgabe von proinflammatorischen Chemokinen und Zytokinen wie z. B. TNF-a, IL-1p
(Marr et al., 2003) oder IL-8. Dies fiihrt zum Einstrom von Neutrophilen in die Lunge. Diese
bilden die zweite Abwehrreihe gegen die Infektion (Schaffner et al., 1982). Die Neutrophile
binden an die Hyphen, welche zu grof3 sind um von den Makrophagen phagozytiert zu werden
(Diamond et al., 1978) und zerstoren diese durch die Abgabe von RSS (Bellocchio et al.,
2004). Aufgrund der unterschiedlichen Reaktion der Makrophagen auf die verschiedenen
Keimstadien der Konidien, wird die Beteiligung von verschiedenen Rezeptoren bei der
Erkennung vermutet. Neueste Studien zeigen, dass Dectin-1, (Brown and Gordon, 2001) ein
auf Makrophagen und Neutrophilen stark exprimierter B-Glucan Rezeptor (Lavigne et al.,
2006; Willment et al., 2005), maBlgeblich an der Erkennung von auskeimenden Konidien und
Hyphen beteiligt ist (Steele et al., 2005). Die Hyphenzellwand von A. fumigatus besteht zu
grofBen Teilen aus verzweigten B3-1,3-Glucanen, welche von Dectin-1 erkannt werden (Brown

et al., 2003). Im Gegensatz dazu ist die Zellwand der Konidien zweischichtig aufgebaut und
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besteht aus einer hydrophoben ProteinauBlenhiille (Paris et al., 2003) und einer B-1,3-Glucan-
reichen inneren Zellwand, die erst beim Auskeimen auf die AuBenseite gelangt (Hohl et al.,
2005), wo sie dann von Makrophagen und Neutrophilen erkannt werden kann. Dies erklart
auch, wieso Makrophagen auf Hyphen und keimende Konidien reagieren, wihrend ruhende
Konidien keine Reaktion hervorrufen. Weitere Studien zeigen, dass fiir die Induktion der
Entziindungsreaktion das Zusammenspiel von Dectin-1 und TLR2 notwendig ist (Gantner et
al., 2003). Zusitzlich wird von mehreren Gruppen aber auch eine Beteiligung von TLR4 bei
der Konidienerkennung postuliert (Mambula et al., 2002; Meier et al., 2003; Netea et al.,
2003).

Ob Atemwegsepithelzellen neben ihrer passiven Barrierefunktion auch eine aktive Rolle bei
der Abwehr einer Pilzinfektion spielen, ist bis zum jetzigen Zeitpunkt nur sehr unzureichend
untersucht. Es ist bekannt, dass die von Typ II Pneumozyten gebildeten Surfactant Proteine
(SP) —A und —D an Konidien binden kdnnen (Allen et al., 1999) und dadurch die Fahigkeit
von Makrophagen und Neutrophilen diese zu phagozytieren, verbessert wird (Madan et al.,
1997; Madan et al., 2005). Des Weiteren konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass
Epithelzellen in der Lage sind, Konidien aktiv aufzunehmen (Paris et al., 1997; Wasylnka and
Moore, 2002) und diese abzutdten (DeHart et al., 1997), wenn auch weniger effektiv als
Makrophagen (Wasylnka and Moore, 2003). Dieser Prozess steht aber analog zu den

Makrophagen nicht mit einer Entziindungsreaktion in Verbindung.
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2.3 Fragestellung

Zahlreiche Studien der letzten Jahre zeigen, dass die Rolle des Atemwegsepithels bei der
Abwehr einer Infektion nicht auf die Funktion als physikalische Barriere beschriankt ist. Diese
Studien belegen, dass die Zellen des Atemwegsepithels in der Lage sind, Bakterien zu
erkennen und durch die Sekretion sowohl proinflammatorischer- als auch antimikrobieller

Substanzen selbst aktiv an der Immunantwort der Lunge beteiligt sind.

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss von Makrophagen auf die
Immunantwort des Atemwegsepithels zu untersuchen. Makrophagen sind wichtige
Modulatoren des angeborenen Immunsystems. Durch die Sekretion verschiedener Zytokine
sind sie in der Lage, die Immunantwort benachbarter Zellen zu beeinflussen. Der Einfluss von
Makrophagen auf die Zellen des Atemwegsepithels wurde bisher nur in Ansitzen untersucht.
Dementsprechend wenig ist liber die Interaktion dieser beiden Zellen bekannt. In dieser
Arbeit sollte deswegen mit Hilfe immunologischer und zellbiologischer Methoden untersucht
werden, welchen Einfluss Makrophagen auf die Reaktion der Epithelzellen bei einer
bakteriellen Infektion haben. Zudem sollten die diesem Einfluss zugrunde liegenden
Mechanismen ndher charakterisiert werden. Die Ergebnisse sollten zudem noch im

Mausmodell iiberpriift werden.

Das Atemwegsepithel ist stdndig einer Vielzahl pathogener Mikroorganismen ausgesetzt.
Wiéhrend die durch einzellige Organismen wie Bakterien und Viren verursachte
Abwehrreaktion des Atemwegsepithels schon sehr gut untersucht ist. Ist {iber die Reaktion der
Epithelzellen auf komplexere Pathogene wie etwa Pilzsporen, die ebenfalls mit der Atemluft
in die Lunge gelangen, so gut wie gar nichts bekannt. Der Schimmelpilz Aspergillus
fumigatus ist aufgrund seiner Verbreitung und Pathogenitdt von groBer klinischer Relevanz.
Aus diesem Grund war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Reaktion des Atemwegsepithels

auf A. fumigatus zu untersuchen.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur, Bakterien, Pilze

Samtliche verwendeten Zellkulturmedien, das fotale Kaélberserum (FCS) sowie 1x
Trypsin/EDTA (0,5%,) wurden von Gibco (Karlsruhe, Deutschland), das PBS von PAA
(Colbe, Deutschland) bezogen. Die Medien fiir die Pilz- und die Bakterienkultur stammten
von LabM (Lancashire, UK) bzw. Roth (Karlsruhe, Deutschland). Die humane
Atemwegsepithelzelllinie A-549 und die humane Monozytenzelllinie U-937 wurden in RPMI
1640, 10% FCS kultiviert. Die humane embryonale Nierenzelllinie HEK 293 wurde in
DMEM, 10% FCS kultiviert. Alle Zellen wurden in einem Zellinkubator bei 37°C, 100 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert. Fiir die Generierung von Makrophagen aus den U-
937 Zellen wurden diese flir 24 Stunden mit 10nM Phorbol-12Myristat-13Acetat (PMA)
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland) inkubiert und nach 24 Stunden die nicht adherenten
Zellen entfernt. Pseudomonas aeruginosa PAO 1 wurde in LB Medium unter Schiitteln bei
37°C {iiber Nacht angezogen. Die Bakterien wurden iiberimpft und bei einer ODggy von 0,8
geerntet, anschlieBend einmal mit PBS gewaschen, 5 Minuten bei 1500 upm abzentrifugiert
und in der gewiinschten Konzentration in PBS aufgenommen. Streptococcus pneumoniae
PN36 (Dr. M. Witzenrath, Charité Berlin, Deutschland) wurde auf Blutagarplatten iiber Nacht
bei 37 °C angezogen und in CASO Bouillon + 3 % Hefeextrakt + 10 % FCS in einem
offenem 50 ml Rohrchen stehend ohne Schiitteln bei 37 °C bis zu einer ODggo = 0,3
angezogen. Die Bakterien wurden bei 3100 upm fiir 10 Minuten ohne Bremse abzentrifugiert
und das Pellet in PBS resuspendiert. S. pneumoniae PN36 wurde auf Blutagarplatten
ausgestrichen, alle anderen Bakterien auf LB Agarplatten. Konidien von Aspergillus
fumigatus, klinisches Isolat 27707 (Dr. K. Schroppel, Universitdt Erlangen, Deutschland)
wurden auf YPD-Agarplatten 2-3 Tage bei 30°C kultiviert. Die Konidien wurden mit 3 ml
PBS + 0,1% Tween 20 (Roth, Karlsruhe, Deutschland) vom Pilzrasen gespiilt, mit PBS
gewaschen und anschlieBend in PBS aufgenommen. Fiir die Stimulation wurden die Konidien
fiir 30 Minuten bei 65°C abgetotet und die Konzentration mit einer Neubauer Zahlkammer
bestimmt. Pilzhyphen von A. fumigatus wurden durch mehrtigige Inkubation der Konidien in
RPMI 1640 erhalten.
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3.2 Primirkulturen von humanem Atemwegsepithel und air liquid interface

Kulturen

Primére humane Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden aus Trachea und den Bronchien von
Patientenmaterial durch enzymatischen Verdau mit Protease 14 (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland) gewonnen. Das Protokoll wurde von der Ethikkommission des
Universititsklinikums Marburg genehmigt. Die Patienten wurden aufgekldrt und ihre
Zustimmung eingeholt. Die Zellen wurden in Airway epithelial cell growth medium
(Promocell, Heidelberg, Deutschland) kultiviert. Fiir das Anlegen von air liquid interface
Kulturen wurden primiren Epithelzellen, die zuvor in Zellkulturschalen bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert wurden verwendet. Die Zellen wurden mit Trypsin
vereinzelt und auf zuvor mit Typ 1-Kollagen (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
beschichteten, semipermeablen Membranen mit einer Porengréf3e von 0,4um (Millicell-HA;
Durchmesser 12 bzw. 30 mm; Millipore Corp., Bedford, Massachusetts, USA) ausgesit.
Nachdem die Zellen konfluent waren wurde das Medium von apikaler Seite entfernt. Das
basolaterale Medium wurde durch eine 1:1 Mischung von DMEM und HAM-F12 mit 2%
Ultroser G (Biosepra, Fremont, USA) ersetzt. Die Ausbildung von tight junctions wurde
durch Messung des transepithelialen Widerstandes iiberpriift. Fiir die Versuche wurden nur
Kulturen verwendet, die mindestens 2 Wochen kultiviert wurden und bei denen ein
transepithelialer Widerstand von mehr als 1000 Q « cm® gemessen wurde. Neben priméren
Epithelzellen wurden auch A-549 Zellen fiir die air liquid interface Kultur verwendet. Die
A549-Kulturen wurden verwendet, wenn der transepitheliale Widerstand einen Wert von

mehr als 400 Q « cm erreicht hatte.

3.3 Stimulationsexperimente

Stimulation mit hitzeinaktivierten Bakterien

Fiir samtliche Experimente mit abgetoteten Bakterien wurde P. aeruginosa PAOI1 bei einer
ODggo von 1,0 und S. pneumoniae PN36 bei einer ODgop von 0,3 abzentrifugiert, mit PBS
gewaschen und im Ausgangsvolumen PBS resuspendiert. Um die Bakterien abzutdten wurde
diese Suspension fiir 30 Minuten bei 95°C inkubiert und danach in einer 1:10 Verdiinnung auf

die Zellen gegeben.
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Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS)

Fiir die Stimulation mit LPS wurden zu Makrophagen differenzierte Monozyten (sieche 3.5)
und mit PMA aktivierte U937-Zellen (siehe 3.1) verwendet. Es wurden jeweils 1x10° Zellen
pro Loch einer 6-Lochplatte ausgesdt und fiir 18 Stunden mit 100ng/ml LPS stimuliert. Um
die Reaktion von Epithelzellen auf LPS-Stimulation zu testen wurden primire
Atemwegsepithelzellen und die Zelllinie A549 verwendet. Es wurden jeweils 1x10° Zellen
pro Loch einer 6-Lochplatte ausgesét und fiir 18 Stunden mit 100ng/ml, 1pg/ml und 10pg/ml
LPS (Ultra-pure LPS, E.coli 0111:B4; Cayla-InvivogenEurope, Toulouse, Frankreich)

stimuliert.

Stimulation mit Makrophagen-Medium

Fiir die Stimulation mit Makrophagen-Medium wurden 1x10” PMA aktivierte U937-Zellen
pro Kulturschale (10cm) ausgesdt und fiir 18 Stunden mit 100ng/ml LPS (Ultra-pure LPS,
E.coli 0111:B4; Cayla-InvivogenEurope, Toulouse, Frankreich) stimuliert. Der zellfreie
Kulturiiberstand wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Fiir die Versuche
wurden 1,5x10° Epithelzellen (pHBE, A549) pro Loch einer 12-Lochplatte ausgesit und fiir
18 Stunden mit dem Makrophagen-Medium inkubiert. Nach der Inkubation wurde das
Medium entfernt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und neues Medium zu den Zellen
gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 6 Stunden mit hitzeinaktivierten Bakterien oder
spezifischen TLR-Liganden stimuliert. Folgende TLR-Liganden wurden in den angegebenen
Konzentrationen verwendet: 100ng/ml Flagellin (TLRS); 1pg/ml Peptidoglycan (PGN) von
Staphylococcus aureus (TLR2). Alle TLR-Liganden wurden von InvivoGen (Toulouse,
Frankreich) bezogen. Um die Wirkung des im Makrophagen-Medium enthaltenen TNF-o und
IL-1B zu untersuchen wurden diese Zytokine in einigen Versuchen selektiv neutralisiert. Zu
diesem Zweck wurde das Medium fiir 1 Stunde mit neutralisierenden Antikdrpern gegen
hTNF-o (15pg/ml) bzw. hIL-18 (15pg/ml) (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland) oder einer Kombination beider Antikorper behandelt. Als Kontrolle wurde ein
IgG;-Antikorper (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) in der gleichen
Konzentration eingesetzt. Die Zellen wurden mit Lysepuffer (Qiagen, Hilden, Deutschland)

lysiert und das Lysat bis zur RNA-Isolation (sieche 3.10) bei -80°C eingefroren.
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Stimulation mit Zytokinen

Um den Einfluss von TNF-a und IL-1p auf die Epithelzellen zu untersuchen, wurden 1,5x10’
Zellen pro Loch einer 12-Lochplatte ausgesdt und fiir 18 Stunden mit 5Sng/ml TNF-a oder
Ing/ml IL-1B (R&D Systems; Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) inkubiert. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS gewaschen und fiir weitere 6 Stunden mit den TLR-Liganden

stimuliert.

Stimulation mit Konidien und Hyphen

Fir die Stimulation mit A. fumigatus Konidien und Hyphen wurden primére
Atemwegsepithelzellen in konventioneller Fliissig- und air liquid interface Kultur verwendet.
Die Konidien wurden in der gewiinschten Konzentration im Medium verdiinnt und auf die
Zellen gegeben. In einigen Versuchen wurden auch gequollene Konidien verwendet. Diese
wurden dafiir fiir 3 bzw. 6 Stunden in RPMI 1640 inkubiert und im Anschluss inaktiviert. Um
die Aufnahme der Konidien durch die Epithelzellen zu untersuchen wurde die Endocytose der
Zellen blockiert. Dafiir wurden die Zellen fiir 1 Stunde mit 0,1uM, 0,5uM und 1pM
Cytochalasin D (Zygosporium mansonii; EMD Biosciences, La Jolla, USA) vorinkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und die Versuche durchgefiihrt.
Um die Signaltransduktion ndher zu charakterisieren, wurden die Zellen vor
Stimulationsbeginn mit 30uM und 50uM Resveratrol (trans-3,4’,5-Trihydroxystilbene; EMD
Biosciences, La Jolla, USA) fiir eine Stunde vorinkubiert.

Bei allen Stimulationsversuchen wurde bei Versuchsende der zellfreie Kulturiiberstand bis zur
ELISA Messung (sieche 3.11) bei -80°C eingefroren. Die Zellen wurden mit Lysepuffer
(Qiagen, Hilden, Deutschland) lysiert und das Lysat bis zur RNA-Isolation (siehe 3.10)

ebenfalls bei -80°C eingefroren.
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3.4 Transfektion der Zellen

Sédmtliche im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Transfektionen wurden mit dem
Transfektionsreagenz TransIT LT-1 (Mirus Bio Corporation, Madison, USA) nach Anleitung
des Herstellers durchgefiihrt.

Fiir die Transfektion von primiren Atemwegsepithelzellen wurden 1x10° Zellen pro Loch
einer 12-Lochplatte ausgesidt. Um die Reaktion auf die Konidien-RNA zu testen, wurden die
Zellen mit verschiedenen Mengen der Konidien-RNA (siehe 3.10) transfiziert. Das Verhiltnis
von Transfektionsreagenz zu RNA war in allen Versuchen 3:1. Nach 24 Stunden wurden die
Uberstinde abgenommen und bis zur ELISA-Analyse (sieche 3.11) bei -80°C eingefroren. Die
Zellen wurden mit Lysepuffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) lysiert und das Lysat bis zur
RNA-Isolation (siehe 3.10) ebenfalls bei -80°C eingefroren.

Fiir die Messung der NF-kB-Aktivierung, wurden 5x10* primére Atemwegszellen pro Loch
einer 24-Lochplatte ausgesidt und mit 0,5ug SxNFkB-Luciferase-Reporterplasmid pro Loch
transfiziert. Das Verhiltnis von Transfektionsreagenz zu Plasmid war bei allen
Transfektionen 3:1. Nach 24 Stunden Transfektion wurde das Medium gewechselt und die
Zellen fiir weitere 24 Stunden mit hitzeinaktivierten Konidien oder zur Kontrolle mit 10ng/ml
TNF-a stimuliert. Die Messung der Lumineszenz wurde mit dem Dual-Luciferase Reporter
Assay System (Promega, Mannheim, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers unter

Verwendung des Ultra 384 Multiplatereader (TECAN, Grodig, Osterreich) durchgefiihrt.

Wurden 2,5x10° HEK-293 Zellen pro Loch einer 6-Lochplatte ausgesit und entweder mit
Ing hTLR3-Plasmid oder 1pg pcDNA3.1-Plasmid transfiziert. Das Verhiltnis von
Transfektionsreagenz zu Plasmid war bei allen Versuchen 3:1. 48 Stunden nach Transfektion
wurden die Zellen fiir weitere 24 Stunden mit 1x10° Konidien/ml stimuliert. Im Anschluss
wurden die Zellen mit Lysepuffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) lysiert und das Lysat bis zur
RNA-Isolation (siehe 3.10) bei -80°C eingefroren.

3.5 Isolation von Monozyten aus Buffy-Coat

Fiir die Experimente mit primdren humanen Makrophagen wurden Makrophagen in vitro aus
Monozyten generiert. Zu diesem Zweck wurden mononukleédre Zellen aus einem Buffy-Coat

(Blutbank der Philipps-Universitdt Marburg) durch Dichtegradientenzentrifugation {iber einen
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Ficoll Gradienten (Dichte 1,077 g/ml; Biochrom AG, Berlin, Deutschland) isoliert. Um die
Reinheit der Monozyten zu erhdhen, erfolgte eine weitere Aufreinigung mit MACS-
Technologie nach Anleitung des Herstellers (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland). Durch die Verwendung von magnetischen Partikeln, an die ein anti-CD14-
Antikorper gebunden ist, wurden nur die CDI4 positiven mononukledren Zellen, die
Monozyten isoliert. Die Zellzahl wurde bestimmt und jeweils 1 x 10° Zellen / ml in groBen
Zellkulturschalen ausgesét. Fiir die Differenzierung zu Makrophagen wurden die Monozyten
in mit 50ng/ml GM-CSF supplementiertem RPMI 1640+10% FCS kultiviert. Nach 7 Tagen
wurden die nicht adherenten Zellen entfernt und die adherenten Makrophagen fiir die

Versuche verwendet.

3.6 Isolation von Makrophagen aus der Bauchhohle von Miiusen

Fiir die Gewinnung peritonealer Makrophagen wurde den Maidusen 1-2 ml Thioglykollat-
Medium (BD Difco, Heidelberg, Deutschland) in die Bauchhohle gespritzt. Die Méuse
wurden nach drei Tagen mit Isofluran/Forene (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) betdubt und
durch Genickbruch getotet. Fiir die Durchfithrung der Bauchhohlenspiilung, wurden die
Maiduse in Riickenlage fixiert, das Bauchfell vorsichtig aufgeschnitten und sorgfiltig
abgezogen, ohne dabei die Bauchhohle zu verletzen. Dann wurden 10 ml eiskaltes PBS in die
Bauchhohle gespritzt und wieder herausgezogen. Diese Prozedur wurde mit weiteren 10 ml
PBS wiederholt. Die Zellen wurden gezéhlt, abzentrifugiert und in RPMI-1640-Medium bis

zur gewiinschten Zellkonzentration (1 Mio. Zellen / ml) verdiinnt.

3.7 Stimulation peritonealer Makrophagen

lox/lox Swt/wt

Peritoneale Makrophagen aus LysMecre/p65 Maiusen wurden in

RPMI 1640 (ohne FCS) in einer 24-Lochplatte ausgesét und fiir 1h im Brutschrank kultiviert.

und LysMcre/p6

In dieser Zeit setzten sich die Makrophagen am Boden ab, andere Zellen blieben im
Uberstand. Nach 1 Stunde wurde der Uberstand abgesaugt und die adherenten Zellen
mehrmals mit Medium gewaschen. Im Anschluss wurden die Makrophagen mit 10 ng/ml LPS
in RPMI 1640, 10 % FCS stimuliert. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen
und die Zytokinkonzentration mittels ELISA bestimmt.
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3.8 Antimikrobieller Assay

Der antimikrobielle Assay wurde mit ausdifferenzierten primdren Atemwegsepithelzellen in
air liquid interface Kultur durchgefiihrt. Die Zellen wurden bis zur Ausdifferenzierung in 24-
Lochplatten wie unter 3.2 beschrieben kultiviert. Die Bakterien wurden wie unter 3.1
beschrieben angezogen und die Bakteriensuspension in PBS so verdiinnt, dass die gewiinschte
Bakterienmenge in 40ul enthalten war. Vor der Infektion wurden die Zellen fiir 18 Stunden
mit Makrophagen-Medium vorinkubiert. Die Infektion erfolgte von apikal mit 5x10*
Bakterien durch vorsichtiges auftropfen der Bakteriensuspension. Die Kontrollen wurden mit
40ul PBS ohne Bakterien behandelt. Nach 8 Stunden wurden die Zellen apikal mit 100ul PBS
gesplilt. Um die Anzahl der noch lebenden Bakterien zu bestimmen, wurden geeignete
Verdiinnungen der Spiilung auf Agarplatten ausgestrichen und diese bei 37°C inkubiert bis
Kolonien zu erkennen waren und diese dann ausgezéhlt. Die Konzentration von IL-8 und IL-6

im Medium wurde Mittels ELISA bestimmt.

3.9 Kokultur von Epithelzellen und Makrophagen

Fir die Kokultur Versuche wurden primire Atemwegsepithelzellen mit priméren
Makrophagen (siehe 3.5) und die Zelllinie A549 mit PMA-U937 Makrophagen (siche 3.1)
kokultiviert. Dafiir wurden jeweils 1x10° Epithelzellen pro Loch einer 6-Lochplatte ausgesit
und nach 24 Stunden pro Loch 1x10° Makrophagen dazugegeben. Diese Kokultur wurde dann
fiir 24 Stunden mit hitzeinaktivierten P. aeruginosa PAO1 bzw. S. pneumoniae PN36
stimuliert und im Anschluss die IL-6 Konzentration im Medium mittels ELISA bestimmt. Um
NF-kB in den Zellen auszuschalten, wurden die Zellen zuerst fiir 1 Stunde mit 30uM
Isohelenalin (irreversibler NF-kB-Inhibitor; EMD Biosciences, La Jolla, USA) vorinkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann in die Kokultur

eingebracht.
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3.10 Isolation von RNA und RT-PCR

Fiir die Isolation der Gesamt-RNA aus humanen und murinen Zellen wurde das RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Ein DNA-Verdau erfolgte wihrend der
Isolation der RNA auf der Sdule mit Hilfe des RNase free DNase Sets (Qiagen, Hilden,
Deutschland). Fiir die reverse Transkription wurden 1,5 pg Gesamt-RNA eingesetzt und die
cDNA mit einem cDNA Synthese Kit (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) mittels
oligo(dT);s Primern synthetisiert. Die cDNA wurde 1:10 verdiinnt und jeweils 5 pl in jeder
PCR-Reaktion (25 pl Gesamtvolumen) eingesetzt. Fiir die PCR-Ansédtze wurde ein SYBR
Green PCR Mix (ABgene, Hamburg, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers eingesetzt.
Folgendes Protokoll wurde fiir alle PCR’s angewendet: 15 Minuten 95°C; 40 Zyklen mit 15
Sekunden 95°C und 45 Sekunden 60°C; eine Minute 95°C; eine Minute 55°C; Schmelzkurve
(55°C bis 94°C in 0,5°C Schritten). In Tabelle 3 sind alle verwendeten Primer (TIB Molbiol,
Berlin, Deutschland) aufgefiihrt. Die realtime PCR-Reaktionen wurde in einem ICycler
(BioRad, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Als Negativkontrollen wurden —RT-Proben
und Wasser mitgefiihrt. Die relative Expression normalisiert auf B-Actin wurde mittels der
AACT Methode berechnet (Heid et al.,, 1996; Livak and Schmittgen, 2001). Die PCR-

Effizienz war flir alle Reaktionen vergleichbar.

Tab. 3: Verwendete Primer

Ziel Gen 5 -Primer 3 -Primer
TLR 2 GAGAGTGGGAAATATGGACACCTT |GCAGTTCCAAACATTCCACG
TLR 3 CCTGCAGCTGACTAGGAACT TGCTGCAAATCGAGAATTT
TLR 5 GAAAACCGCATTGCCAATAT GGCCACCTCAAATACTGCTG
hBD-1 GCCTCAGGTGGTAACTTTCTCA GCGTCATTTCTTCTGGTCACT
hBD-2 TCAGCTCCTGGTGAAGCTC GGGCAAAAGACTGGATGACA

hBD-3  JTATTATTGCAGAGTCAGAGGCG CACTCTCGTCATGTTTCAGGG
IP-10 TGAAATTATTCCTGCAAGCCAA CAGACATCTCTTCTCACCCTTCTTT
IFN-beta JCAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGC |TCATCCTGTCCTTGAGGCAGT
beta-Actin |JAGCCTCGCCTTTGCCGA CTGGTGCCTGGGGCG

Fir die RNA-Isolation aus Aspergillus fumigatus Konidien wurden diese mit fliissigem
Stickstoff eingefroren und mit einem Morser zerkleinert. Aus den zerkleinerten Konidien

wurde mit Hilfe des RNeasy Plant Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) die Gesamt-RNA



Material und Methoden
26

isoliert. Ein DNA-Verdau erfolgte wihrend der Isolation der RNA auf der Sdule mit Hilfe des
RNase free DNase Sets (Qiagen, Hilden, Deutschland). In einigen Versuchen wurde die
Konidien-RNA mit RNase I bzw. RNase III (New England Biolabs, Frankfurt am Main,

Deutschland) verdaut.

3.11 ELISA (,,enzyme linked immuno sorbent assay*)

Die Zytokinkonzentrationen in  Zellkulturiiberstinden sowie in BALF und
Lungenhomogenisaten von Médusen wurden mittels kommerziell erhiltlicher ELISA Kits nach
Anleitung des Herstellers (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) bestimmt.
Folgende humane Zytokine wurden mittels ELISA nachgewiesen: IL-6, IL-8, IP-10, IL-18
und TNF-a. Zudem wurde die Konzentration der folgenden murinen Zytokine im ELISA

gemessen: 1L-1B, [L-6, KC und TNF-a.

3.12 FACS (,,fluorescence-activated cell sorting*) Analyse

Die Quantifizierung von TLR2 und TLRS wurde mittels FACS Analyse durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurden primidre Atemwegsepithelzellen wie unter 3.3 (Stimulation mit
Makrophagen-Medium) stimuliert. Als Kontrolle wurden nicht stimulierte Zellen verwendet.
Nach der Stimulation wurde das Medium entfernt und die adherenten Zellen durch Inkubation
mit PBS+EDTA 3,7% bei 37°C abgelost. Die Zellen wurden vereinigt, mit FACS Puffer
(PBS, 1 % FCS, 0,1 % NaN3) gewaschen und abzentrifugiert. Anschliefend wurden folgende
Antikdrper oder die entsprechenden Isotypkontrollen dazugegeben: Phycoerythrin (PE)
gekoppelter anti-TLR2 bzw. anti-TLRS (eBioscience, San Diego, USA). Zusétzlich wurde
von jeder Probe eine Kontrolle ganz ohne Antikorper mitgefiihrt. Die Proben wurden fiir 30-
60 Minuten im Dunkeln bei RT mit den Antikdrpern inkubiert. Dann wurden sie mit FACS-
Puffer gewaschen, in FACS-Puffer oder Cell Fix (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland)
aufgenommen und in einem FACSort Durchflusszytometer (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) der FACS-Analyse unterzogen. Die Auswertung wurde mit Hilfe der frei
verfiigbaren WinMDI 2.8 Software (Joseph Trotter; http://facs.scripps.edu/software.html)

gemacht.
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3.13 Tierversuche

wt/wt

Fiir die Tierversuche wurden LysMcre/p65'°'*- bzw. als Kontrollen LysMcre/p65™""'-Miuse

lox/lox

verwendet. Die LysMcre/p65 -Méuse tragen die Information fiir die Cre-Rekombinase in
threm Lysozym M Locus und zusétzlich ein mit loxP Sequenzen flankiertes Gen der NF-kB
Untereinheit p65 (Clausen et al., 1999). Diese Kombination ermdglicht es, mittels des
Cre/loxP-Rekombinationssystems (Kuhn et al., 1995; Rajewsky et al., 1996) das p65 Gen
selektiv in myeloischen Zellen auszuschalten und somit NF-kB in diesen Zellen irreversibel
zu inhibieren. Die Kontrolltiere tragen das Wildtyp-Gen fiir p65, welches durch die Cre-
Rekombinase nicht beeinflusst wird. Die Genotypisierung der Mause erfolgte durch Isolation
von DNA aus den Schwanzspitzen und Analyse der entsprechenden Gene durch PCR. Dafiir
wurden das REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit von Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
und folgende Primer verwendet: 5-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC-3'und 5'-
GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT-3’ fiir LysMcre sowie 5'-
GAGCGCATGCCTAGCACCAG-3" und 5'-GTGCACTGCATGCGTGCAG-3" fiir p65 (TIB
Molbiol, Berlin, Deutschland). Die Méause wurden unter SPF- (,,specific pathogen free®)
Bedingungen im Tierstall des Biomedizinischen Forschungszentrums der Philipps-Universitat
Marburg gehalten und erhielten endotoxinfreies Standardfutter. Um Tiere mit gleichem

lox/wt

genetischem Hintergrund zu erhalten wurden LysMcre/p65™" " -Tiere verpaart und fiir die

Versuche nur gleichgeschlechtliche Wurfgeschwister mit den benétigten Genotypen (p65'°¥'**
und p65™"™) verwendet. Fiir die Infektionsversuche wurden sowohl Minnchen wie auch
Weibchen im Alter zwischen zwei und vier Monaten verwendet. Fiir die Isolation von
Makrophagen aus der Bauchhdhle wurden Méuse im Alter von bis zu einem Jahr verwendet.

Die Tierversuche wurden durch das Regierungsprésidium Giessen genehmigt.
3.13.1 Infektion und Priparation von Miusen

Samtliche Infektionsversuche wurden mit vier Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Die Infektion
der Tiere erfolgte durch intranasale Applikation der Bakterien. Die Tiere wurden durch
intraperitoneale (i. p.) Injektion von 2,5 mg Ketaminhydrochlorid/Ketanest (Parke Davis,
Berlin, Deutschland) und 0,18 mg Xylazinhydrochlorid/Rompun (Bayer AG, Leverkusen,
Deutschland) betdubt und an den Schneidezdhnen an einem gespannten Draht aufgehédngt. Die
Bakterien wurden wie unter 3.1 beschrieben angezogen und die Bakteriensuspension in PBS
so verdiinnt, dass die gewiinschte Infektionsdosis in 40 pl PBS enthalten war. Diese wurde in

jeweils 10 pl Schritten den Méausen in die Nasenlocher getridufelt. Nach 24 Stunden wurden
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die Tiere betdubt und durch Genickbruch getotet. Die Luftrohre wurde punktiert und die
bronchoalveoldre Lavage (BAL) durch Spiilung der Lunge mit 5 x 1 ml PBS durchgefiihrt.
Die BAL wurde aufgefangen und bis zur Bestimmung der Zellzahl und Herstellung von
Zytospins (siche 3.16) auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden Lunge und Luftrohre
entnommen. Die rechten Lungenlappen wurden fiir die Ermittlung der Bakterienzahl (siehe

3.15) in 1 ml PBS homogenisiert und auf Eis gestellt.
3.13.2 Bestimmung der Bakterienzahl in der Lunge

Fiir die Ermittlung der Bakterienzahl wurden geeignete Verdiinnung der Lungenhomogenisate
hergestellt und diese auf Agarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37 °C inkubiert
bis Kolonien sichtbar waren. Anhand der Kolonienzahl wurde dann die Anzahl lebender
Bakterien pro ml Lungenhomogenisat errechnet. Der Rest der Lungenhomogenisate wurde
abzentrifugiert und die Uberstéinde fiir eine spétere Bestimmung der Zytokinkonzentration bei

-80 °C gelagert.
3.13.3 Aufbereitung der BAL

Die Bestimmung der Zellzahl sowie die Herstellung der Zytospins fiir die
Differentialzellzdhlung erfolgten unmittelbar nach der Lungenspiilung. Die Zellen der BAL
wurden herunterzentrifugiert (4°C, 10 min, 900 upm) und die Uberstiinde (BALF) fiir spitere
ELISA-Analysen (siche 3.11) bei -80°C gelagert. Die Zellpellets wurden in 1 ml PBS
aufgenommen. Fiir die Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension mit
Kristallviolettlosung (50 mg Kristallviolett, 0,5 ml Eisessig in 10 ml H,O) verdiinnt und in
einer Neubauer Zdhlkammer ausgezédhlt. Fiir die Herstellung der Zytopridparate wurden
100000 - 200000 Zellen in einer Zytozentrifuge fiir 10 Minuten bei 500 upm auf Objekttrager
zentrifugiert. Diese wurden iiber Nacht an der Luft getrocknet und dann durch eine
panoptische Zellfarbung nach Pappenheim (kombinierte May-Griinwald-Giemsa-Farbung)
angefarbt. Dazu wurden die Priparate fiinf Minuten in May-Griinwald-Féarbelosung inkubiert,
zweimal mit Leitungswasser gespiilt, 20 Minuten in Giemsa-Gebrauchslosung inkubiert und
in Leitungswasser gewaschen. Sie wurden getrocknet und mit Corbit eingedeckelt. Von jedem
Priaparat wurden 150-200 Zellen ausgezédhlt wobei die Anzahl der verschiedenen Zelltypen
bestimmt und zueinander ins Verhéltnis gesetzt wurde. Der prozentuale Anteil jedes Zelltyps
wurde mit der jeweiligen Gesamtzellzahl multipliziert und so die Anzahl der verschiedenen

Zelltypen in der BAL erhalten.
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3.14 Statistische Auswertung

Die Werte sind als Mittelwerte = Standardabweichung dargestellt. Vergleiche zwischen
Gruppen wurden mittels T-Tests (zweiseitig) oder mittels ANOVA bei Experimenten mit
mehr als zwei Untergruppen analysiert. Post hoc Tests wurden mittels T-Test (zweiseitig) mit
Bon-ferroni-Anpassung durchgefiihrt. Ergebnisse fiir P < 0,05 wurden als statistisch

signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Kokultur mit Makrophagen verstirkt die Reaktion der Epithelzellen bei

einer bakteriellen Infektion

Wihrend einer Infektion stehen Atemwegsepithelzellen und Makrophagen in unmittelbarem
Kontakt zueinander. Um diese Situation auch in vitro zu simulieren und um den Einfluss
dieses Zell-Zell-Kontaktes untersuchen zu konnen, wurde ein Kokulturmodell etabliert. Um
die Infektion zu simulieren, wurden die Zellen in der Kokultur mit hitzeinaktivierten
Bakterien stimuliert. Fiir die Stimulation wurde zum einen der Pseudomonas aeruginosa
PAOL1 sowie der Streptococcus pneumoniae PN36 verwendet. Die Auswahl der verwendeten
Bakterien erfolgt unter zwei Gesichtspunkten. Von beiden Bakterien bekannt, dass sie in der
Lage sind sehr schwerwiegende Entziindungen der Atemwege verursachen (Wilson and
Dowling, 1998; Niroumand and Grossman, 1998). Zudem konnte durch diese Auswahl die
Reaktion sowohl auf grampositive (PN36) als auch gramnegative (PAOI1) Bakterien
untersucht werden. Als Parameter fiir die Entziindungsreaktion wurde die IL-6 Konzentration
im zellfreien Uberstand mittels ELISA gemessen. Makrophagen produzieren selber nur sehr
geringe Mengen IL-6 (Fujiwara and Kobayashi, 2005), weshalb sich dieses Zytokin sehr gut

eignet, die Reaktion der Epithelzellen zu messen.

4.1.1 Die IL-6 Konzentration in der Kokultur ist nach Stimulation mit Pseudomonas

aeruginosa deutlich erhoht

Zu Beginn sollte gekldrt werden, ob Makrophagen die Reaktion der Epithelzellen bei einer
bakteriellen Infektion verdndern konnen. Zu diesem Zweck wurden A549-Zellen mit zu
Makrophagen differenzierten U937-(PMA-U937) Zellen (siche 3.1) kokultiviert und mit
hitzeinaktivierten Pseudomonas aeruginosa (PAO1) Bakterien stimuliert. Der Versuch wurde
in gleicher Weise mit primdren Atemwegsepithelzellen in Kokultur mit zu Makrophagen
differenzierten primdren Monozyten durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden Epithelzellen und
Makrophagen auch als Monokulturen mit Pseudomonas aeruginosa PAOI1 stimuliert.
Abbildung 4 zeigt eine vergleichbare Reaktion der A549- bzw. der primédren
Atemwegsepithelzellen auf die Kokultur mit PMA-U937 bzw. Makrophagen sowie die
Stimulation mit hitzeinaktivierten Pseudomonaden. Die A549-Zellen sowie die priméren

Atemwegsepithelzellen waren in Monokultur gut mit P. aeruginosa PAO1 stimulierbar,
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wihrend bei den in Monokultur kultivierten und mit Bakterien stimulierten PMA-U937 bzw.
Makrophagen keine Verdnderung der IL-6 Konzentration im Medium gemessen werden
konnte. Im Medium der mit PAO1 stimulierten Kokultur wurde eine, gegeniiber den

Kontrollen, deutlich hohere IL-6 Konzentration gemessen (Abb. 4).
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Abb. 4: IL-6 Konzentration der Zellen in Kokultur nach Stimulation mit Pseudomonas aeruginosa PAOL.
A) A549 Zellen (1x10° wurden mit PMA aktivierten U937 (PMA-U937) (1x10°) und B) primire
Atemwegsepithelzellen (pHBE) (1x10° mit aus primdren Monozyten generierten Makrophagen (1x10°)
kokultiviert. 18 h nach Stimulation mit einer 1:10 Verdiinnung hitzeinaktiviertem PAO1 (ODg= 0,8) wurde die
Konzentration von IL-6 im Medium mittels ELISA bestimmt. Signifikante Unterschiede von p < 0,05 sind mit *

markiert (n=4).

Die Kokultur alleine fiihrte ebenfalls zu einer gesteigerten IL-6 Sekretion, was als Hinweis
darauf gewertet wurde, dass die Makrophagen alleine schon einen aktivierenden Einfluss auf

die Epithelzellen haben.

4.1.2 Makrophagen sensibilisieren das Atemwegsepithel fiir die Erkennung von

Streptococcus pneumoniae

In frilheren Stimulationsversuchen (Daten nicht gezeigt) hat sich gezeigt, dass
Atemwegsepithelzellen nicht auf eine in vitro Stimulation mit Grampositiven Bakterien
reagieren. Aufbauend auf die mit P. aeruginosa PAO1 Stimulation erzielten Ergebnisse, sollte
nun tiberpriift werden, ob die Kokultur auch Einfluss auf die Reaktion der Epithelzellen bei
einer Infektion mit Grampositiven Bakterien hat. Dafiir wurden wiederum A549-Zellen mit
PMA-U937 bzw. primédre Atemwegsepithelzellen mit aus primidren Monozyten generierten

Makrophagen kokultiviert und mit hitzeinaktiviertem Streptococcus pneumoniae PN36
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stimuliert. Erwartungsgemill war keine gesteigerte IL-6-Abgabe der Atemwegsepithelzellen

in Monokultur nach Stimulation mit Streptococcus pneumoniae PN36 feststellbar (Abb. 5).
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Abb. 5: IL-6 Konzentration der Zellen in Kokultur nach Stimulation mit Streptococcus pneumoniae PN36.
A) A549 Zellen (1x10°) wurden mit PMA aktivierten U937 (PMA-U937) (1x10°) und B) primire
Atemwegsepithelzellen (pHBE) (1x10% mit aus primdren Monozyten generierten Makrophagen (1x10°)
kokultiviert. 18 h nach Stimulation mit einer 1:10 Verdiinnung hitzeinaktiviertem PN36 (ODgo= 0,3) wurde die
Konzentration von IL-6 im Medium mittels ELISA bestimmt. Signifikante Unterschiede von p < 0,05 sind mit *

markiert (n=4).

Analog den Versuchen mit P. aeruginosa PAO1 konnte in der Kokultur eine deutlich erhdhte
Sekretion von IL-6 nach der Stimulation mit S. pneumonia PN36 gemessen werden. Die in
Monokultur gehaltenen Makrophagen zeigten keine Reaktion auf die Stimulation mit
Streptokokken. Auch hier waren die Ergebnisse fiir Zelllinien und primére Zellen

vergleichbar.

4.1.3 Die Sensibilisierung der Atemwegsepithelzellen durch Makrophagen ist abhiingig
von NF-kB

Der Transkriptionsfaktor NF-xB spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation vieler an der
Entziindungsreaktion beteiligten Prozesse (Tak and Firestein, 2001; Xiao and Ghosh, 2005).
Deshalb sollte im néchsten Schritt untersucht werden, ob an dem in der Kokultur
beobachteten Effekt ebenfalls NF-kB-abhéngige Prozesse beteiligt sind. Zu diesem Zweck

wurde die Aktivierung von NF-kB mit Hilfe des NF-kB-Inhibitors Isohelenalin unterbunden.
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Die Versuche wurden wieder mit Zelllinien und priméren Zellen durchgefiihrt. Zuerst wurde
NF-kB in den Makrophagen ausgeschaltet. Hierzu wurden die Zellen fiir eine Stunde mit
Isohelenalin (30uM) vorinkubiert und anschlieBend in die Kokultur mit den Epithelzellen
eingebracht. Im Anschluss wurden die Zellen wie zuvor beschrieben mit hitzeinaktivierten
Bakterien stimuliert und die IL-6 Konzentration im Medium bestimmt (Abb. 6). Die Reaktion
war fiir Zelllinien und primére Zellen vergleichbar. Deshalb sind in Abbildung 6 nur die

Ergebnisse der priméren Zellen dargestellt.
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Abb. 6: Einfluss der NF-kB Inhibition in den Makrophagen auf die IL-6 Konzentration. Aus priméren
Monozyten generierte Makrophagen wurden vor dem Einbringen in die Kokultur fiir eine Stunde mit der
angegebenen Konzentration des NF-kB-Inhibitors Isohelenalin inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 18
Stunden mit A) einer 1:10 Verdiinnung hitzeinaktiviertem PAO1 (ODgy= 0,8) oder B) einer 1:10 Verdiinnung
hitzeinaktiviertem PN36 (ODgyo= 0,3) stimuliert. Die Konzentration von IL-6 im Medium wurde mittels ELISA
bestimmt. Signifikante Unterschiede zu den nicht mit Isohelenalin behandelten Kokulturen von p < 0,05 sind mit

* markiert (n=4).

Die Inhibition von NF-kB in den Makrophagen fiihrte zu einer deutlich geringeren IL-6
Abgabe nach Stimulation verglichen mit der unbehandelten Kokultur. Bei der unstimulierten
Kokultur wurde die Konzentration an IL-6 in Bezug zur Referenz ebenfalls gesenkt. Um zu
iberpriifen, welchen Einfluss die Inhibition von NF-kB in den Epithelzellen hat, wurde NF-
kB in den Atemwegsepithelzellen ebenfalls durch einstiindige Vorinkubation mit Isohelenalin
inhibiert. Durch das Ausschalten von NF-kB in den Epithelzellen konnte die IL-6 Abgabe
sowohl in der stimulierten als auch in der unstimulierten Kokultur fast vollstindig

unterbunden werden (Abb. 7). Auch bei den in Monokultur mit Bakterien stimulierten



Ergebnisse
34

Epithelzellen konnte keine Anderung gegeniiber der unstimulierten Kontrolle festgestellt

werden (Abb. 7).
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Abb. 7: Einfluss der NF-kB Inhibition in den Epithelzellen auf die IL-6 Konzentration. Primére
Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden vor dem Einbringen in die Kokultur fiir eine Stunde mit der
angegebenen Konzentration des NF-kB-Inhibitors Isohelenalin inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 18
Stunden mit A) einer 1:10 Verdiinnung hitzeinaktiviertem PAO1 (ODg= 0,8) oder B) einer 1:10 Verdiinnung
hitzeinaktiviertem PN36 (ODg= 0,3) stimuliert. Die Konzentration von IL-6 im Medium wurde mittels ELISA
bestimmt. Signifikante Unterschiede zu den nicht mit Isohelenalin behandelten Kokulturen von p < 0,05 sind mit

* markiert (n=4).

4.2 Durch Inkubation mit Makrophagen-Medium wird die Reaktion der
Epithelzellen verstirkt

Die Ergebnisse der Kokultur zeigten, dass die Makrophagen aktivierend auf die Epithelzellen
wirken und, dass dieser Einfluss zu einer verstirkten Entziindungsreaktion, in diesem Fall
durch gesteigerte IL-6 Abgabe reprisentiert, fiihrt. Als ndchstes sollte {iberpriift werden, ob
fiir diesen Effekt der direkte Zellkontakt notwendig ist oder, ob er durch 16sliche Mediatoren
im Medium verursacht wird. Zu diesem Zweck sollten die Atemwegsepithelzellen mit
Medium von kultivierten Makrophagen vorinkubiert und nach anschlieBender Stimulation

mit hitzeinaktivierten Bakterien die Entziindungsreaktion quantifiziert werden.
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4.2.1 Makrophagen geben mehr Zytokine ab wenn sie mit LPS stimuliert werden

Makrophagen produzieren eine Vielzahl regulatorisch aktiver Substanzen, u. a. die
proinflammatorischen Zytokine IL-8, TNF-a, IL-1f und IFN-y. Deshalb sollte zundchst
getestet werden, wie sich die Abgabe dieser Substanzen bei einer bakteriellen Infektion
verdndert. Dafliir wurden PMA-U937-Zellen und zu Makrophagen differenzierte primére
Monozyten mit LPS stimuliert. Im Anschluss wurde die Konzentration von IL-8, TNF-a, IL-
1B und IFN-y im zellfreien Uberstand mittels ELISA bestimmt und mit der unstimulierten

Kontrolle verglichen.

PMA-U937 Mo
LPS (100ng/ml) LPS (100ng/ml)

IL-8 (pg/ml) 987 +245 | 12097 + 3134 | 742 +209 | 11457 £ 2109

Zytokin/Chemokin

TNF-a (pg/ml) 576 197 | 5432 £1298 | 478 +121 4493 + 967

IL-1B (pg/ml) 61+ 24 585 + 145 45 +13 637 + 98

IFN-y (pg/ml) n.M. n.M. n.M. n.M.

Tab. 4: Zytokin/Chemokin Abgabe von unstimulierten und LPS stimulierten Makrophagen. PMA
aktivierte U937-Zellen (PMA-U937) und primédre Makrophagen (Mg) wurden fiir 24 Stunden mit 100ng/ml LPS
(E.coli; Ultra Pure 0111:B4) stimuliert. Die Konzentration der angegebenen Zytokine/Chemokine im Medium
wurde mittels ELISA bestimmt und mit der Konzentration im Medium unstimulierter Zellen verglichen (n.M =

nicht messbar).

Aus Tabelle 4 ist zu entnehmen, dass unstimulierte Makrophagen unter diesen
Kulturbedingungen schon IL-8 und TNF-a abgegeben hatten, wiahrend IFN-y und IL-1f nicht
beziehungsweise nur in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden konnte. Nach LPS-
Stimulation war eine deutlich erhohte Abgabe von IL-8, TNF-a und IL-1p festzustellen. Eine
IFN-y Abgabe konnte auch nach LPS Stimulation nicht gemessen werden. Da die
Zytokinkonzentration im Medium von PMA-U937-Makrophagen und primadren Makrophagen
vergleichbar war, wurde aufgrund der besseren Verfiigbarkeit fiir alle weiteren Versuch das
Medium der PMA-U937-Makrophagen verwendet und wird im Folgenden als Makrophagen-

Medium bezeichnet.
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4.2.2 Atemwegsepithelzellen reagieren nicht auf Stimulation mit LPS

Um auszuschlieBen, dass die Ergebnisse der folgenden Versuche durch das im Makrophagen-
Medium enthaltene LPS beeinflusst wurden, wurde zundchst die Reaktion der Epithelzellen
auf LPS-Stimulation iiberpriift. Dafiir wurden A549- und primire Atemwegsepithelzellen,
unter denselben Bedingungen wie die Makrophagen mit LPS stimuliert und die Konzentration
von IL-8, TNF-a, IL-1fB und IFN-y im Medium mittels ELISA gemessen. Dabei zeigte sich,
dass weder die A549-Zellen noch die primdren Epithelzellen auf die Stimulation mit LPS
reagierten (Daten nicht gezeigt). Selbst hohere LPS-Konzentration (1-10pug/ml) fithrten zu
keiner messbaren Verdnderung der Zytokinkonzentrationen (Daten nicht gezeigt). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass es zu keiner Beeinflussung der Epithelzellen durch das im

Makrophagen-Medium enthaltene LPS kommt.

4.2.3 Vorinkubation der Epithelzellen mit Makrophagen-Medium verstirkt die

Reaktion auf Grampositive - und Gramnegative Bakterien

Es hat sich gezeigt, dass Makrophagen nach LPS Stimulation groBe Mengen Zytokine
abgeben. In den folgenden Versuchen sollte {iberpriift werden ob, sich der in der Kokultur
beobachtete aktivierende Effekt auf die Atemwegsepithelzellen durch vermehrte Abgabe
dieser Zytokine erkldren ldsst. Zu diesem Zweck wurden primére Atemwegsepithelzellen und
A549-Zellen mit Medium von LPS stimulierten Makrophagen fiir 18 Stunden vorinkubiert
und im Anschluss fiir 6 Stunden mit hitzeinaktiviertem P. aeruginosa PAO1 bzw. S.
pneumoniae PN36 stimuliert. Zwischen Vorinkubation und Stimulation wurde das Medium
gewechselt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Dadurch sollte gewéhrleistet werden,
dass in den anschlieBenden ELISA-Messungen nur die von den Epithelzellen abgegebenen
Zytokine gemessen wurden. Da in der Kokultur ohne bakterielle Stimulation auch schon eine
verstarkte IL-6-Abgabe gemessen werden konnte, wurde der Einfluss der ruhenden
Makrophagen auf die Epithelzellen ebenfalls untersucht. Dafiir wurden sdmtliche Versuche

auch mit Medium von nicht LPS stimulierten Makrophagen durchgefiihrt.
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4.2.3.1 Vorinkubation der Epithelzellen mit Makrophagen-Medium verstirkt die

Zytokin-/Chemokin-Abgabe nach Stimulation mit hitzeinaktivierten Bakterien

Es zeigte sich, dass die Vorinkubation mit Makrophagen-Medium allein sowohl in den A549
als auch in den primédren Atemwegsepithelzellen zu einer gesteigerten Abgabe von IL-8 und
IL-6 fiihrte. Der Effekt wurde durch das Medium der LPS stimulierten Makrophagen
nochmals verstdrkt. Die Stimulation mit P. aeruginosa PAO1 hatte ebenfalls eine vermehrte
Abgabe von IL-8 und IL-6 zur Folge (Abb. 8A und B). Die Reaktion der Zellen auf P.

aeruginosa PAO1 konnte durch das Makrophagen-Medium deutlich verbessert werden.
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Abb. 8: Vorinkubation mit Makrophagen-Medium verstirkt die Reaktion auf Bakterien. Primére
Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden fiir 18 Stunden mit Makrophagen-Medium oder dem Medium LPS
stimulierter Makrophagen (LPS) vorinkubiert und im Anschluss fiir weitere 6 Stunden mit einer 1:10
Verdiinnung von PAO1 (ODgy = 0,8) (A, B) bzw. PN36 (ODg = 0,3) (C, D) stimuliert. Die Konzentration von
IL-8 (A, C) und IL-6 (B, D) im Medium wurde mittels ELISA bestimmt. Signifikante Unterschiede von p < 0,05
sind mit # markiert. Signifikante Unterschiede zur jeweiligen nicht stimulierten Kontrolle (---) von p < 0,05 sind

mit * markiert (n=4).
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Die Abgabe von IL-8 und IL-6 wurde signifikant verstiarkt. Auch dieser Effekt wurde durch
das Medium der LPS stimulierten Makrophagen nochmals eindeutig gesteigert. Die nicht mit
Makrophagen-Medium vorbehandelten Zellen zeigten erwartungsgemél keine Reaktion auf
die Stimulation mit S. pneumoniae PN36. Uberraschenderweise reagierten die Zellen nach
Vorinkubation mit Makrophagen-Medium auch auf die Stimulation mit S. pneumoniae PN36
mit der Abgabe von IL-8 und IL-6 (Abb. 8 C und D). Wiederum zeigte das Medium der LPS
stimulierten Makrophagen den groBeren Effekt. Aufgrund der Vergleichbarkeit der
Ergebnisse sind in Abbildung 8 nur die Daten fiir die priméren Epithelzellen gezeigt.

4.2.3.2 Die Expression von humanen Beta-Defensinen wird verstirkt

Atemwegsepithelzellen beeinflussen den Verlauf einer bakteriellen Entziindung nicht nur
durch die Sekretion von proinflammatorischen Substanzen wie IL-8 und IL-6. Sie sind durch
die Abgabe antimikrobieller Peptide (AMP), wie zum Beispiel B-Defensinen, direkt an der
Abtotung der schéddlichen Keime beteiligt. Deshalb sollte nun untersucht werden, ob die
Vorinkubation mit Makrophagen-Medium auch Einfluss auf die Defensin-Expression
wihrend einer bakteriellen Infektion hat. Dazu wurde aus den Zellen der zuvor
durchgefiihrten Versuche (siehe 4.2.2.1) die Gesamt-RNA isoliert und mittels quantitativer
RT-PCR die Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 verglichen. Nach Vorinkubation mit
den Makrophagen-Medien konnte eine verstirkte Expression von hBD-2 und hBD-3
gemessen werden (Abb. 9). Dabei zeigte das Medium der LPS stimulierten Makrophagen
einen stirkeren Effekt als das Medium der unstimulierten Makrophagen. Durch Stimulation
mit P. aeruginosa PAOI1 allein konnte die Expression von hBD-2 ebenfalls induziert werden
(Abb. 9 A). Die Kombination aus Makrophagen-Medien und anschlieBender Stimulation der
Zellen mit P. aeruginosa PAOI1, fiihrte zu einer deutlich erhohten Expression von hBD-2. Die
hBD-3 Expression konnte durch P. aeruginosa PAOI nicht induziert werden. Auch nach
Vorinkubation der Zellen mit Makrophagen-Medium war hBD-3 durch P. aeruginosa PAO1
nicht induzierbar (Abb. 9 C). Durch Stimulation mit S. pneumoniae PN36 konnte weder die
hBD-2- noch die hBD-3-Expression induziert werden (Abb. 9 B). Interessanterweise konnte
nach der Vorinkubation mit Makrophagen-Medium sowohl die hBD-2- und hBD-3-
Expression durch die Stimulation mit PN36 induziert werden. In allen Fillen zeigte das
Medium der LPS stimulierten Makrophagen die groflere Effektivitit. Fiir hBD-1 ist bekannt,
dass es in der Lunge konstitutiv exprimiert wird und auch wéhrend einer bakteriellen

Infektion nicht induziert wird. Dementsprechend wurde die Expression von hBD-1 durch
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keine der Stimulationsbedingungen beeinflusst (Daten nicht gezeigt) (McCray, Jr. and

Bentley, 1997).
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Abb. 9: Vorinkubation mit Makrophagen-Medium verstirkt die durch Bakterien-Stimulation induzierte
Defensin-Expression. Primire Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden fiir 18 Stunden mit Makrophagen-
Medium oder dem Medium LPS stimulierter Makrophagen (LPS) vorinkubiert und im Anschluss fiir weitere 6
Stunden mit einer 1:10 Verdiinnung von PAO1 (ODgyy = 0,8) bzw. PN36 (ODggo = 0,3) stimuliert. Die Induktion
von hBD-2 (A, B) und hBD-3 (C) gegeniiber den nicht stimulierten Referenz-Zellen. Signifikante Unterschiede
von p < 0,05 sind mit # markiert. Signifikante Unterschiede zur jeweiligen nicht stimulierten Kontrolle (---) von

p < 0,05 sind mit * markiert (n=4).

Diese Daten zeigen, dass durch das Makrophagen-Medium die Reaktion der Epithelzellen auf
eine bakterielle Infektion verbessert wird. Auffillig war dabei die unterschiedliche

Wirksamkeit der beiden verwendeten Makrophagen-Medien.
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4.2.4 Die Abwehr einer bakteriellen Infektion wird durch die Vorinkubation der

Epithelzellen mit Makrophagen-Medium verstiirkt

Die Beobachtung, dass Atemwegsepithelzellen nach der Inkubation mit Makrophagen-
Medium mit einer deutlich verstdrkten Defensin-Expression auf die Stimulation mit
hitzeinaktivierten Bakterien reagierten, fiihrte zu der Frage, ob durch das Makrophagen-
Medium auch ihre Fdhigkeit Bakterien abzutdten verbessert wird. Um diese Frage zu
beantworten, wurde ein antimikrobieller Assay durchgefiihrt. Dafiir wurden ausdifferenzierte
primidre Atemwegsepithelzellen in air liquid Interface (ALI) Kultur mit Makrophagen-
Medium bzw. Medium von LPS stimulierten Makrophagen vorinkubiert und im Anschluss
apikal mit lebenden P. aeruginosa PAO1 (5x10°) bzw. S. pneumoniae PN36 (5x10%) infiziert.
Als Kontrolle wurden nicht mit Makrophagen-Medium vorinkubierte ALI-Kulturen mit den
Bakterien infiziert. Als zusédtzliche Kontrolle wurden ALI-Kulturen mit Medium, das die
gleiche Menge LPS enthélt wie das Medium der LPS stimulierten Makrophagen, vorinkubiert
und mit Bakterien infiziert. Dadurch sollte ein mdglicher Einfluss des LPS iiberpriift werden.
Nach 8 Stunden wurde die Anzahl der noch lebenden Bakterien bestimmt. Die Bakterienzahl
konnte sowohl bei der PAO1- als auch der PN36-Infektion durch Vorinkubation mit Medium
der LPS stimulierten Makrophagen signifikant reduziert werden (Abb. 10).
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Abb. 10: Makrophagen-Medium verstirkt die antimikrobielle Aktivitiit der Epithelzellen. Primire
Atemwegsepithelzellen (pHBE) in air liquid interface Kultur wurden fiir 18 Stunden mit Makrophagen-Medium
vorinkubiert und im Anschluss mit A) P.aeruginosa PAO1 bzw. B) S. pneumoniae PN36 infiziert. Nach 8
Stunden wurden die Zellen von apikal gespiilt und die Anzahl der noch lebenden Bakterien durch Ausstreichen
geeigneter Verdiinnungen bestimmt. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind mit * (p < 0,05) markiert

(n=0).
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Die Vorbehandlung mit dem Medium der nicht stimulierten Makrophagen fiihrte zwar auch
zu einer Reduktion der Bakterienzahl, der Unterschied war aber nur bei den mit PAOI1
infizierten Zellen signifikant gegeniiber der Kontrolle. Diese Ergebnisse zeigen, dass durch
Makrophagen-Medium die Fahigkeit des Epithels, eine bakterielle Infektion abzuwehren,

verbessert wird.

4.2.5 Vorinkubation mit Makrophagen-Medium sensibilisiert die Epithelzellen fiir die

Erkennung von bakteriellen Komponenten

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass Epithelzellen durch Vorinkubation mit
Makrophagen-Medium fiir die Erkennung von Bakterien sensibilisiert werden und, dass ihre
Féhigkeit die Bakterien abzutdten verstiarkt wird. Atemwegsepithelzellen erkennen Bakterien
und andere Mikroorganismen mit Hilfe von Toll-like Rezeptoren (TLR) (siehe 2.1.1). Aus
diesem Grund sollte nun getestet werden, ob sich durch Vorstimulation mit Makrophagen-
Medium auch eine stirkere Reaktion auf spezifische Liganden der fiir die Bakterien
Erkennung wichtigsten TLR beobachten ldsst. Primire Atemwegsepithelzellen wurden wie
unter 4.2.2 mit Makrophagen-Medium vorinkubiert und im Anschluss mit spezifischen

Liganden von TLR2 (PGN), TLR4 (LPS) und TLRS5 (Flagellin) stimuliert.

4.2.5.1 Epithelzellen werden durch Makrophagen-Medium nicht fiir die Erkennung

von LPS sensibilisiert

Es wurde zuvor gezeigt, dass Atemwegsepithelzellen nicht auf Stimulation mit dem TLR4-
Liganden LPS reagieren (siche 4.2.2.1). Deshalb sollte zuerst iiberpriift werden, ob die
Vorinkubation mit Makrophagen-Medium FEinfluss auf die Sensibilitit der Epithelzellen
gegeniiber LPS hat. Dabei zeigte sich, dass selbst nach Stimulation mit hohen Dosen LPS (10
ug/ml) keine Verdnderung der Zytokinkonzentration im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
festgestellt werden konnte. In Abbildung 11 ist dies beispielhaft an IL-8 gezeigt. Die RT-PCR
Analyse zeigte, dass die LPS-Stimulation auch auf die Defensin-Expression keinen Einfluss

hatte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 11: Epithelzellen reagieren auch nach Vorinkubation mit Makrophagen-Medium nicht auf LPS.
Primére Atemwegsepithelzellen (pHBE) in air liquid interface Kultur wurden fiir 18 Stunden mit Makrophagen-
Medium vorinkubiert und im Anschluss fiir 6 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen LPS (E.coli; Ultra

Pure 0111:B4) stimuliert. Die IL-8-Konzentration im Medium wurde mittels ELISA bestimmt (n=3).

4.2.5.2 Die Epithelzellen reagieren nach Vorinkubation mit Makrophagen-Medium

stirker auf Stimulation mit Peptidoglycan

Atemwegsepithelzellen reagieren normalerweise nicht auf die Stimulation mit grampositiven
Bakterien. Die zuvor durchgefiihrten Versuche hatten jedoch gezeigt, dass die Epithelzellen
durch Makrophagen-Medium fiir die Erkennung grampositiver Bakterien sensibilisiert
werden. Grampositive Bakterien werden hauptsichlich {iber TLR2 erkannt. Deshalb sollte als
nichstes untersucht werden, ob die Zellen nach Vorinkubation mit Makrophagen-Medium
auch sensitiver auf TLR2 Liganden reagieren. Fiir die Versuche wurden die Zellen mit dem
Peptidoglycan (PGN) von Staphylococcus aureus stimuliert. Die Stimulation mit PGN allein
zeigte keinen Effekt (Abb. 12). Durch die Vorinkubation mit Makrophagen-Medium konnte
die IL-8- und IL6-Abgabe durch Stimulation mit PGN signifikant erhoht werden (Abb. 12 A
und B). Wie schon in den Versuchen zuvor zeigte sich das Medium der mit LPS stimulierten
Makrophagen deutlich wirksamer im Vergleich zum Medium der unstimulierten

Makrophagen.
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Abb. 12: Inkubation mit Makrophagen-Medium verstirkt die Reaktion der Epithelzellen auf TLR2-
Liganden. Primdre Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden fiir 18 Stunden mit Makrophagen-Medium oder
dem Medium LPS stimulierter Makrophagen (LPS) vorinkubiert und im Anschluss fiir weitere 6 Stunden mit
lug/ml PGN (S. aureus) stimuliert. Die Konzentration von A) IL-6 und B) IL-8 im Medium wurde mittels
ELISA bestimmt. C) Die Induktion von hBD-2 und D) hBD-3 gegeniiber den nicht stimulierten Referenz-Zellen.
Signifikante Unterschiede von p < 0,05 sind mit # markiert. Signifikante Unterschiede zur jeweiligen nicht

stimulierten Kontrolle (---) von p < 0,05 sind mit * markiert (n=4).

Die RT-PCR Analyse der aus den Zellen isolierten Gesamt-RNA zeigte, dass nach
Vorinkubation der Zellen mit Makrophagen-Medium die Stimulation mit PGN die Expression
von hBD-2 induzierte (Abb. 12 C), wihrend die Stimulation mit den Liganden allein keinen
Effekt hatte. Interessanterweise war nach Vorinkubation mit Makrophagen-Medium die
Expression von hBD-3 durch Stimulation mit PGN induzierbar (Abb. 12 D). Auch hier ist
deutlich zu erkennen, dass das Medium der LPS stimulierten Makrophagen den groBeren

Effekt verursacht.
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4.2.5.3 Die Epithelzellen reagieren stirker auf Stimulation mit Flagellin

Flagellin ist ein potenter proinflammatorischer Modulator der Immunantwort des
Atemwegepithels (Prince, 2006). Deshalb wurde abschlieBend iiberpriift, ob sich durch das
Makrophagen-Medium die Reaktion der Zellen auf diesen TLRS5-Liganden veréndert. Die
ELISA-Messung der Zytokine im Medium zeigte, dass die Stimulation mit Flagellin alleine
zur Sekretion von IL-8 und IL-6 fiihrte (Abb.13 A). Analog dem Ergebnis mit PGN konnte
durch die Vorinkubation der Zellen mit Makrophagen-Medium die Reaktion auf Flagellin

deutlich verstirkt werden.
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Abb. 13: Inkubation mit Makrophagen-Medium verstirkt die Reaktion der Epithelzellen auf Flagellin.
Primédre Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden fiir 18 Stunden mit Makrophagen-Medium oder dem Medium
LPS stimulierter Makrophagen (LPS) vorinkubiert und im Anschluss fiir weitere 6 Stunden mit 100ng/ml
Flagellin stimuliert. Die Konzentration von A) IL-6 und IL-8 im Medium wurde mittels ELISA bestimmt. Die
Induktion von B) hBD-2 gegeniiber den nicht stimulierten Referenz-Zellen. Signifikante Unterschiede von p <
0,05 sind mit # markiert. Signifikante Unterschiede zur jeweiligen nicht stimulierten Kontrolle (---) von p < 0,05

sind mit * markiert (n=4).

Die hBD-2-Expression konnte allein durch Stimulation mit Flagellin induziert werden. Diese
Expression wurde durch die Vorinkubation der Zellen mit dem Medium der LPS stimulierten
Makrophagen nochmals signifikant gesteigert (Abb. 13 B). Die Expression von hBD-3 war
durch Flagellin nicht induzierbar und konnte auch nach Vorinkubation mit Makrophagen-

Medium nicht induziert werden (Daten nicht gezeigt).
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4.2.5.4 Vorinkubation der Epithelzellen mit Makrophagen-Medium verstirkt die

Expression und Oberflichenlokalisation von TLR

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch Vorinkubation mit
Makrophagen-Medium nicht nur eine stirkere Reaktion der Epithelzellen auf Bakterien
erreicht wird, sondern dass die Epithelzellen nach der Vorinkubation auch deutlich sensitiver
auf TLR-Liganden reagieren. Es ist bekannt, dass die Sensitivitit von Zellen gegeniiber TLR-
Liganden vom Expressionslevel des jeweiligen TLR abhéngig ist (Nomura et al., 2000; Abreu
et al., 2001). Aus diesem Grund stellte sich nun die Frage, ob sich die gesteigerte Sensitivitit

auf eine verstirkte Expression der Toll-like Rezeptoren zuriickfiihren ldsst.

Die Daten der quantitativen RT-PCR zeigen, dass die Stimulation mit PGN und Flagellin
allein keinen Einfluss auf die Expression von TLR2 bzw. TLRS hatte, wihrend durch
Inkubation mit Makrophagen-Medium die Expression von TLR2 und TLRS induziert wurde
(Abb. 14).
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Abb. 14: Inkubation mit Makrophagen-Medium verstirkt die TLR-Expression durch Stimulation mit
TLR-Liganden. Primédre Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden fiir 18 Stunden mit Makrophagen-Medium
oder dem Medium LPS stimulierter Makrophagen (LPS) vorinkubiert und im Anschluss fiir weitere 6 Stunden
mit A) PGN oder B) 100ng/ml Flagellin stimuliert. Die Induktion von A) TLR2 und B) TLRS gegeniiber den
nicht stimulierten Referenz-Zellen. Signifikante Unterschiede von p < 0,05 sind mit # markiert. Signifikante

Unterschiede zur jeweiligen nicht stimulierten Kontrolle (---) von p < 0,05 sind mit * markiert (n=4).

Den deutlichsten Effekt auf die Expression der Toll-like Rezeptoren hatte die Kombination
von Makrophagen-Medium und Stimulation mit PGN oder Flagellin, wobei das Medium der
LPS stimulierten Makrophagen den grofften Einfluss auf die TLR-Expression hatte.
Zusitzlich wurde tiberpriift, ob die verstirkte Expression auch mit einer gesteigerten

Oberfliachenlokalisation der entsprechenden TLR korreliert. Dafiir wurden die Zellen, wie
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zuvor Dbeschrieben (siche 4.2.3.2 und 4.2.3.3), stimuliert und im Anschluss mit
fluoreszenzmarkierten Antikoérpern gegen TLR2 beziehungsweise TLRS inkubiert. Die
Bindung der Antikdrper wurde mittels FACS-Analyse bestimmt. Die FACS Analyse
bestdtigte die Ergebnisse der mRNA-Messung (Abb. 15). Nach Inkubation mit Makrophagen-
Medium konnte auf der Oberfliche der Zellen mehr TLR2 und TLRS5 festgestellt werden,
wihrend die Stimulation mit den Liganden alleine nur eine geringfiigige Anderung der
Oberflachenexpression zeigte. Der stirkste Effekt war, wie schon in den Versuchen zuvor,
nach der Vorinkubation mit Medium der LPS stimulierten Makrophagen und anschlieBender
Stimulation mit den entsprechenden Liganden zu erkennen. Daher sind in Abbildung 15 nur

diese Daten gezeigt.
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Abb. 15: FACS-Analyse der TLR-Expression. Primdre Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden fiir 18
Stunden dem Medium LPS stimulierter Makrophagen (LPS) vorinkubiert und im Anschluss fiir weitere 6
Stunden mit A) 1pg/ml PGN B) 100ng/ml Flagellin stimuliert. Die Expression von TLR2 (A) bzw. TLRS (B)
wurde mittels FACS Analyse untersucht. Die ausgefiillte Fliache zeigt die unspezifische Féarbung der
Isotypkontrolle an. Des Weiteren sind die Peaks fiir die Kontrolle nur mit Makrophagen-Medium (M. Medium)
inkubierte Zellen, nur mit PGN oder Flagellin stimulierte Zellen sowie fiir die Kombination aus Vorinkubation

und Stimulation (M.Medium => Ligand) dargestellt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass durch die Vorinkubation mit dem Makrophagen-
Medium die Reaktion der Epithelzellen auf die Stimulation mit bakteriellen Komponenten in
Form von TLR-Liganden deutlich verstarkt wird. Diese verbesserte Reaktionsfahigkeit ist auf

eine verstiarkte Expression der fiir die Erkennung notwendigen TLR zuriickzufiihren.
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4.2.6 Die Aktivierung der Epithelzellen durch Makrophagen-Medium ist abhiingig von
TNF-alpha

Die Ergebnisse der unter 4.2.4 beschriebenen Versuche zeigen einen aktivierenden Einfluss
des Makrophagen-Medium auf die Epithelzellen. Wie unter 4.2.1 gezeigt wurde, geben
Makrophagen nach LPS-Stimulation verstarkt TNF-a und IL-1p ab. Von beiden Zytokinen ist
bekannt, dass sie die hBD-2-Expression in Atemwegsepithelzellen induzieren. Fiir TNF-a ist
zusitzlich noch beschrieben, dass es die Expression von TLR2 auf Atemwegsepithelzellen
induziert. Von daher stellte sich die Frage, ob sich die Aktivierung der Epithelzellen ebenfalls
auf TNF-a, IL-1B oder der Kombination der beiden Zytokine im Makrophagen-Medium
zuriickfithren lasst. Um diese Frage zu beantworten wurden die Versuche, wie unter 4.4.2
beschrieben, wiederholt, jedoch das Makrophagen-Medium zuvor mit Antikérpern gegen
TNF-o oder IL-1B behandelt, um das jeweilige Zytokin im Medium zu neutralisieren. Da in
allen vorangegangenen Versuchen das Medium der LPS stimulierten Makrophagen den
starksten Effekt gezeigt hatte, wurde fiir die folgenden Neutralisationsversuche nur dieses

Medium verwendet.

4.2.6.1 Neutralisation von TNF-alpha im Makrophagen-Medium inhibiert die Reaktion
der Epithelzellen auf TLR-Liganden

Aufgrund der Hypothese, dass die gesteigerte Reaktion der Epithelzellen auf eine verstirkte
Expression der Toll-like Rezeptoren zuriickzufiihren ist, sollte nun untersucht werden, ob die
Neutralisation der Zytokine Einfluss auf die Expression der untersuchten TLR hat. Es zeigte
sich, dass durch die Neutralisation von TNF-o die durch das Makrophagen-Medium
induzierte Expression von TLR2 und TLRS5 aufgehoben werden konnte (Abb. 16 A und B).
Die in den Versuchen zuvor beobachtete deutlich verstirkte Expression der TLR durch
nachfolgende Stimulation mit den entsprechenden Liganden, wurde in gleicher Weise
inhibiert. Die Neutralisation von IL-1f alleine hatte keinen Einfluss auf die Expression der
TLR. Ein synergistischer Effekt von TNF-a und IL-1p kann auch ausgeschlossen werden, da
durch die gleichzeitige Neutralisation beider Zytokine der Effekt der TNF-a-Inhibition nicht
weiter verstarkt wurde. Zusétzlich wurde iiberpriift, ob die Neutralisation der Zytokine und
die damit verbundene Reduktion der TLR-Expression auch Einfluss auf die Defensin-
Expression hat. Aus Abbildung 16 kann man entnehmen, dass durch Inhibition von sowohl
TNF-a als auch IL-1B die Fahigkeit des Makrophagen-Medium, die hBD-2 Expression zu

induzieren, gehemmt wird, wobei der Effekt durch TNF-a-Neutralisation etwas stirker war
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als der durch IL-1B-Neutralisation (Abb. 16 D). Die stirkste Hemmung wurde durch

gleichzeitige Neutralisation beider Zytokine erreicht, was auf einen synergistischen Effekt

hinweist.
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Abb. 16: Neutralisation von TNF-o hebt den Effekt des Makrophagen-Medium wieder auf. Das Medium
der LPS stimulierten Makrophagen (M. Medium) wurde fiir eine Stunde mit neutralisierenden Antikdrpern
gegen TNF-a, IL-1p, einer Kombination der beiden Antikdrper oder dem entsprechenden IgG Isotyp Antikorper
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 18 Stunden mit diesem Medium vorinkubiert und danach fiir
weitere 6 Stunden mit 1pg/ml PGN (A, C) bzw. 100ng/ml Flagellin stimuliert (B, D). Die Induktion von TLR2
(A), TLRS (B), hBD-3 (C) und hBD-2 (D) gegeniiber den nicht stimulierten Referenz-Zellen. Signifikante

Unterschiede von p < 0,05 sind mit * markiert (n=4).

Analog wurde auch die Reaktion auf Flagellin deutlich reduziert. Im Gegensatz dazu konnte
sowohl die durch das Makrophagen-Medium als auch die durch nachfolgende PGN
Stimulation induzierte hBD-3-Expression nur durch Neutralisierung von TNF-a signifikant

reduziert werden (Abb. 16 C).
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4.2.6.2 Neutralisation von TNF-alpha im Makrophagen-Medium schwicht die
Entziindungsreaktion der Epithelzellen

Im Anschluss wurde tiberpriift, wie sich die Neutralisation der Zytokine auf die Reaktion der

Epithelzellen auswirkt, wenn diese mit hitzeinaktivierten Bakterien stimuliert werden. Dabei

zeigte sich, dass die durch Stimulation mit P.aeruginosa PAO1 induzierte hBD-2 Expression

ebenso durch Neutralisation von TNF-a und IL-1p gehemmt wurde, wie das auch bei der

Stimulation mit den TLR-Liganden zu beobachten war (Abb. 17 A).
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Abb. 17: Neutralisation von TNF-a vermindert die Reaktion der Epithelzellen auf die Stimulation mit
Bakterien. Das Medium der LPS stimulierten Makrophagen (M. Medium) wurde fiir eine Stunde mit
neutralisierenden Antikdrpern gegen TNF-a, IL-1pB, einer Kombination der beiden Antikdrper oder dem
entsprechenden IgG Isotyp Antikorper inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 18 Stunden mit diesem
Medium vorinkubiert und im Anschluss fiir weitere 6 Stunden einer 1:10 Verdiinnung von PAO1 (ODgy = 0,8)
(A, C, D) bzw. PN36 (ODgy = 0,3) (B) stimuliert.. Die Induktion hBD-2 (A) und hBD-3 (B) gegeniiber den
nicht Stimulierten Referenz Zellen. Die Konzentration von IL-6 (C) IL-8 (D) im Medium. Signifikante

Unterschiede von p < 0,05 sind mit * markiert (n=4).



Ergebnisse
50

Die durch die Stimulation mit S. pneumoniae PN36 hervorgerufene hBD-3 Expression konnte
analog zur PGN Stimulation nur durch TNF-a Neutralisation gehemmt werden (Abb. 17 B).
Die ELISA Messung zeigte, das die Abgabe von IL-8 und IL-6 ebenfalls durch die
Neutralisation von TNF-o reduziert wurde, wéhrend die Neutralisation von IL-1f keinen
Einfluss hatte. Da der Effekt bei beiden Bakterien in gleicher weise zu sehen war sind in

Abbildung 17 (C und D) nur die ELISA Daten fiir die Stimulation mit PAO1 gezeigt.

4.2.7 Vorstimulation mit TNF-alpha ist ausreichend, um die Epithelzellen fiir die

Erkennung von TLR-Liganden zu sensibilisieren

Die Ergebnisse der Neutralisationsversuche geben Grund zu der Vermutung, dass der
aktivierende Einfluss des Makrophagen-Medium auf die Epithelzellen auf das im Medium
enthaltene TNF-a zuriickzufiihren ist. Es besteht jedoch die Moglichkeit das andere Faktoren
im Makrophagen-Medium die Wirkung von TNF-a beeinflussen. Um zu testen, ob der
aktivierende Effekt alleine durch TNF-o Stimulation zu erreichen ist, sollte abschlieSend
gepriift werden, ob sich die gleichen Effekte auch durch Vorinkubation der Epithelzellen mit
TNF-a reproduzieren lassen. Zu diesem Zweck wurden primdre Atemwegsepithelzellen mit
TNF-a vorinkubiert, im Anschluss mit PGN und Flagellin stimuliert. Die Auswertung der
RT-PCR zeigt, dass sowohl durch die Vorinkubation mit TNF-a als auch die Stimulation mit
den TLR-Liganden die Defensin und die TLR Expression induziert wurde (Abb. 18). Durch
Vorstimulation mit TNF-a und anschlieBender Stimulation mit den TLR-Liganden konnte
sowohl die Defensin als auch die Expression des jeweiligen TLR deutlich verstirkt werden.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass von Makrophagen abgegebenes TNF-a eine

wichtige Rolle bei der Aktivierung der Epithelzellen spielt.
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Abb. 18: Vorstimulation der Zellen mit TNF-o verstirkt die Reaktion auf TLR-Liganden. Primaire

Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden fiir 18 Stunden 10ng/ml TNF-a vorinkubiert und im Anschluss fiir

weitere 6 Stunden mit 100ng/ml Flagellin (A und C) oder 1pg/ml PGN (B und D) stimuliert. Die Induktion von

hBD-2 (A), hBD-3 (B), TLRS (C) und TLR2 (D) gegeniiber den nicht Stimulierten Referenz Zellen wurde

mittels real-time RT-PCR, Normierung auf B-Actin und der AA CT Methode berechnet. Signifikante

Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle (---) sind von p < 0,05 sind mit * markiert. Signifikante Unterschiede von

p < 0,05 zwischen den mit TNF vorinkubierten Zellen und den unbehandelten Zellen sind mit ** markiert.

(n=4).
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4.3 Die verminderte Zytokinsekretion von Makrophagen beeinflusst den

Verlauf einer bakteriellen Infektion in vivo

Die vorangegangenen Versuche haben deutlich gemacht, dass Makrophagen Einfluss auf die
Epithelzellen haben und dass die widhrend einer Infektion stark vermehrte Abgabe von
regulatorisch aktiven Zytokinen der Makrophagen eine verstiarkte Aktivitit der Epithelzellen
zur Folge hat. Dies fiihrt dazu, dass die Infektion effektiver bekdmpft werden und so die
Dauer der Entziindung reduziert werden kann. Deshalb wurde untersucht, ob sich der Einfluss
der Makrophagen auf die Atemwegsepithelzellen auch im Tierversuch bestdtigen ldsst. Die
bisherigen Ergebnisse zeigen, dass der aktivierende Einfluss der Makrophagen hauptsédchlich
auf TNF-a zuriickzufiihren ist. Die Expression von TNF-o wird tiber den Transkriptionsfaktor

lox/lox

NF-«B reguliert. Fiir die Tierversuche wurden deshalb LysMcre/p65 und als Kontrollen
LysMecre/p65™"™ Miuse verwendet. Bei den LysMecre/p65' ' wurde mittels des Cre/loxP
Rekombinationssystems das Gen fiir die NF-kB Untereinheit p65 selektiv in den myeloischen
Zellen entfernt wodurch die Transkription sédmtlicher iiber NF-kB regulierten Gene
unterbunden wird (sieche 3.13). Zur besseren Verstindlichkeit werden im Folgenden die
LysMecre/p65'°¥'®* Miuse als p65-KO und die LysMcre/p65™"™ Miuse als p65-WT

bezeichnet.

4.3.1 Makrophagen von p65-KO Miusen geben nach Stimulation mit LPS deutlich
weniger IL-1 und TNF-alpha ab

Zundchst wurde iiberpriift, wie sich das Ausschalten von p65 in den Makrophagen auf die
Produktion proinflammatorischer Zytokine auswirkt. Dazu wurden Makrophagen frisch aus
der Bauchhohle von p65-KO Maéusen isoliert und fiir 24 Stunden mit LPS stimuliert. Als
Kontrolle wurden Makrophagen aus p65-WT Mausen verwendet. Im Anschluss wurde die
Konzentration von TNF-a und IL-1p im Medium gemessen. Aus Abbildung 19 kann man
entnehmen, dass die Makrophagen der p65-KO-Maiuse signifikant weniger TNF-o und IL-1
als die Makrophagen der p65-WT Maiuse abgeben. Dies zeigt, dass durch die Deletion von
p65 die Fahigkeit der Makrophagen diese Zytokine zu produzieren deutlich eingeschrankt
wurde. Somit sollte bei einer Infektion der Einfluss der p65-KO Makrophagen auf die

Epithelzellen deutlich geringer ausfallen.
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Abb. 19: Vorstimulation der Zellen mit TNF-a verstirkt die Reaktion auf TLR-Liganden. Makrophagen
wurden 3 Tage nach Thioglykollat Injektion aus der Bauchhohle von p65 WT und p65 KO Mausen isoliert. Die
isolierten Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 10 ng/ml LPS stimuliert. Die Konzentration von TNF-a und IL-1§
im Medium wurde mittels ELISA bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen KO und WT Zellen von p <
0,05 sind mit * markiert. (n=3).

43.2 p65 KO und p65 WT Miuse zeigen deutliche Unterschiede in der

Entziindungsreaktion

WT und KO Miuse wurden mit 5x10° P. aeruginosa PAO1 infiziert. Nach wenigen Stunden
waren alle Méuse erkennbar krank, es konnte aber dullerlich kein Unterschied zwischen WT
und KO Maiusen festgestellt werden. Die Bakterien Dosis wurde von allen Tieren {iberlebt.
Nach 24 Stunden wurden die Tiere getotet und die Anzahl der noch lebenden Bakterien in
thren Lungen bestimmt. Dabei zeigte sich das die p65-KO Maéuse noch eine grofle Anzahl
Bakterien in der Lunge hatten, wéhrend in den Lungen der p65-WT Tiere fast keine mehr
vorhanden waren (Abb. 20 A). Die Zahl der in die Lunge eingewanderten Entziindungszellen
bei den p65-WT Maiusen deutlich hoher als bei den KO-Tieren (Abb. 20 B). Die
Differentialzellzdhlung zeigte keinen Unterschied zwischen den WT- und den KO-Maiusen.
Sowohl bei den KO- als auch bei den WT- Tieren war die fiir eine durch Bakterien ausgeldste
Entziindung typische Verteilung der Zelltypen zu finden (Abb. 20 C). Uberraschenderweise
war trotz der geringeren Gesamtzellzahl die Konzentration der proinflammatorischen
Zytokine in der Lavage der p65-KO Tiere deutlich hoher als bei den WT Maiusen (Abb. 20
D).
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Abb. 20: p65 WT-Miuse kliren die Infektion mit P. aeruginosa schneller als die KO-Miuse KO und WT
Miuse wurden mit 5 x 10°P. aeruginosa PAO1 infiziert. Nach 24 h wurden die M#use lavagiert und die Lungen
entnommen. A) die rechten Lungenlappen wurden homogenisiert und die Anzahl an lebenden Bakterien durch
Ausstriche geeigneter Verdiinnungen bestimmt. B) Gesamtzellzahl der Zellen in der BAL. C)
Differentialzellzahlung der Zellen in der BAL D) Die Konzentrationen an IL-6, KC und TNF-a in den
Lungenhomogenisaten wurde mittels ELISA bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen WT und KO

Miusen von P < 0,05 sind mit * markiert (n = 4).
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4.4 Atemwegsepithelzellen reagieren auf die Stimulation mit Aspergillus

fumigatus

Der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus ist der Ausloser verschiedener zum Teil
schwerwiegender Infektionen der Atemwege. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist wenig dariiber
bekannt, in welcher Weise das Atemwegsepithel in der Lage ist auf eine Infektion mit A.
fumigatus zu reagieren. Aus diesem Grund sollte zu Anfang untersucht werden, ob es durch
die Infektion mit A. fumigatus zu einer Entziindungsreaktion der Atemwegsepithelzellen

kommt.

4.4.1 Konidien induzieren IFN- und IP-10 jedoch kein hBD-2, IL-6 und IL-8

Konidien durchlaufen wiahrend ihrer Keimung verschiedene Stadien, welche sich
morphologisch und physiologisch unterscheiden (Latge, 1999). Zundchst sollte also die
Reaktion von primdren Atemwegsepithelzellen auf diese verschiedenen Reifungsstadien
untersucht werden. Primire Atemwegsepithelzellen wurden mit verschiedenen Mengen (10°-
107) hitzeinaktivierter Konidien, bzw. Konidien, welche vor der Inaktivierung fiir drei und
sechs Stunden gequollen waren sowie Myzel von A. fumigatus, stimuliert. Die Erkennung
von pathogenen Mikroorganismen erfolgt in den meisten Fillen iiber TLR. Die
Signaltransduktion der TLR verlduft iber zwei unterschiedliche Signalwege, zum einen den
Myd88-abhiangigen und zum anderen den TRIF-abhédngigen Signalweg. Deshalb wurden als
Parameter der Myd88 vermittelten Entziindungsreaktion die IL-8 und IL-6 Konzentration im
Medium sowie die Expression von hBD-2 und als Parameter der TRIF-abhéngigen Reaktion
die IFN-B und IP-10 Expression gemessen. Es zeigte sich, dass weder die Stimulation mit
Konidien noch mit Myzel zu der mit einer bakteriellen Infektion vergleichbaren Abgabe von
Mediatoren aus Epithelzellen fiihrte. Es konnte auch mit grolen Mengen Konidien weder eine
vermehrte Interleukin Abgabe noch eine Verdnderung der hBD-2 Expression gemessen

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 21: Stimulation mit Konidien induziert die IFN-f§ und IP-10 Expression. Primére
Atemwegsepithelzellen (pHBE) in A) Flissigkultur und B) air liquid interface Kultur wurden fiir 24 Stunden
mit verschiedenen Konzentrationen hitzeinaktivierter Konidien bzw. fiir 3 und 6 Stunden gequollenen Konidien
sowie Hyphen von A. fumigatus stimuliert. Die Induktion von IFN-f und IP-10 gegeniiber den nicht
Stimulierten Referenz Zellen wurde mittels real-time RT-PCR, Normierung auf 3-Actin und der AA CT Methode

berechnet. Signifikante Unterschiede zur nicht stimulierten Kontrolle (-) sind mit * (p < 0,05) markiert. (n=3).

Interessanterweise wurde durch die Stimulation mit Konidien die Expression von IFN-$ und
IP-10 induziert. Dieser Effekt war umso stirker je mehr Konidien fiir die Stimulation
verwendet wurden (Abb. 21). Die Stimulation mit den gequollenen Konidien sowie dem
Pilzmyzel hatte keinerlei Einfluss auf die Epithelzellen. Um zu iiberpriifen ob sich dieser
Effekt auch auf intaktes Atemwegsepithel libertragen ldsst, wurde der Versuch in gleicher
Weise mit ausdifferenzierten Atemwegsepithelzellen in air liquide interface Kultur
durchgefiihrt (Abb. 21 B). Die Reaktion konnte auch in diesem System reproduziert werden.
Als néchstes wurde der Zeitverlauf der Reaktion untersucht. Dabei zeigte sich, dass die IFN-
B Expression schon nach 4 Stunden messbar zugenommen hatte, wihrend die IP-10

Expression erst nach mehr als 8 Stunden festzustellen war (Abb. 22).
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Abb. 22: Zeitverlauf der IFN-f und IP-10 Expression. Primire Atemwegsepithelzellen (pHBE) in
Flissigkultur wurden mit hitzeinaktivierten Konidien stimuliert und nach den angegebenen Zeitpunkten die
Induktion von IFN-B und IP-10 gegeniiber den nicht Stimulierten Referenz Zellen mittels real-time RT-PCR,
Normierung auf 3-Actin und der AA CT Methode berechnet. Signifikante Unterschiede zur nicht stimulierten

Kontrolle (-) sind mit * (p < 0,05) markiert. (n=3).

Die Ergebnisse waren fiir die Zellen in ALI-Kultur vergleichbar deswegen sind in Abbildung
22 nur die Ergebnisse der Zellen in Fliissigkultur gezeigt. Um Sicherzustellen, dass die
beobachteten Effekte nicht auf die Hitzeinaktivierung zuriick zufithren sind, wurden die
Versuche, mit durch UV Bestrahlung inaktivierten Konidien wiederholt. Die Ergebnisse
konnten mit den UV-Inaktivierten Konidien reproduziert werden (Daten nicht gezeigt), sodass

davon auszugehen ist, dass die Art und Weise der Inaktivierung keinen Einfluss hat.

4.4.2 Die Aufnahme der Konidien ist fiir die Erkennung notwendig

Es ist bekannt, dass Atemwegsepithelzellen in der Lage sind Konidien aufzunehmen (Paris et
al., 1997; Wasylnka and Moore, 2002). Deshalb sollte untersucht werden, ob die Aufnahme
der Konidien fiir die zuvor Beobachtete Reaktion notwendig ist. Dafiir wurden primire
Atemwegsepithelzellen fiir eine Stunde mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Endocytose-Hemmers Cytochalasin D vorinkubiert und im Anschluss mit Konidien
stimuliert. Die durch die Konidien induzierte Expression von IFN-$ und IP-10 konnte durch

die Inkubation mit Cytochalasin D Dosis-abhéngig inhibiert werden (Abb. 23 A).
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Abb. 23: Hemmung der Endozytose durch Cytochalasin D reduzierte die IFN-f und IP-10 Expression
sowie die IP-10 Abgabe. Primdre Atemwegsepithelzellen (pHBE) in Fliissigkultur wurden fiir eine Stunde mit
den angegebenen Konzentrationen Cytochalasin D vorinkubiert und im Anschluss hitzeinaktivierten Konidien
stimuliert. A) Die Induktion von IFN-f und IP-10 gegeniiber den nicht Stimulierten Referenz Zellen wurde
mittels real-time RT-PCR, Normierung auf B-Actin und der AA CT Methode berechnet. B) Die IP-10
Konzentration im Medium wurde mittels ELISA gemessen. Signifikante Unterschiede sind mit * (p < 0,05)

markiert. (n=4).

Die ELISA Messung der IP-10-Konzentration im Medium zeigte den gleichen Effekt (Abb.
23 B). Der Versuch wurde in gleicher Weise mit ausdifferenzierten Atemwegsepithelzellen in
air liquide interface Kultur durchgefiihrt. Auch hier konnte die IFN-f und IP-10 Expression
sowie die Abgabe von IP-10 durch Cytochalasin D gehemmt werden (Daten nicht gezeigt).

4.4.3 Die Induktion der IP-10 Expression ist NF-kB abhingig

Der Transkriptionsfaktor NF-kB ist ein wichtiger Regulator der Entziindungsreaktion. Die
Expression fast aller an der Entziindung beteiligten Gene wird iiber ihn aktiviert. Deshalb
sollte zunéchst liberpriift werden, ob es durch Stimulation mit Konidien zu einer Aktivierung
von NF-kB kommt. Primédre Atemwegszellen wurden mit einem 5xNFkB-Luciferase
Reporterplasmid transfiziert und im Anschluss mit Konidien stimuliert. Die Lumineszenz
Messung zeigte, dass die Stimulation mit den Konidien zu einer deutlichen Aktivierung von

NF-kB fiihrt (Abb. 24 A).
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Abb. 24: Die Stimulation mit Konidien aktiviert NF-kB. A) Die Aktivierung von NF-kB wurde mittels
Luciferase Reporter-Assay gemessen. B) Primdre Atemwegsepithelzellen (pHBE) in Fliissigkultur wurden fiir
eine Stunde mit den angegebenen Konzentrationen Isohelenalin vorinkubiert und im Anschluss mit
hitzeinaktivierten Konidien stimuliert. Die Induktion von IFN-B und IP-10 gegeniiber den nicht Stimulierten
Referenz Zellen wurde mittels real-time RT-PCR, Normierung auf 8-Actin und der AA CT Methode berechnet.
Signifikante Unterschiede sind mit * (p < 0,05) markiert. (n=4).

Da IFN-B und IP-10 sowohl NF-kB abhingig als auch —unabhingig reguliert werden kénnen,
sollte im nédchsten Schritt untersucht werden, ob durch Inhibition von NF-kB, die durch
Konidien Stimulation induzierte Expression von IFN-B und IP-10 beeinflusst wird. Es zeigte
sich, dass durch Vorinkubation der Epithelzellen mit Isohelenalin die IP-10 Expression
deutlich abgeschwicht werden konnte, wahrend die IFN-B Expression davon unbeeinflusst
blieb (Abb. 24 B). IFN- und IP-10 werden also iiber zwei unterschiedliche Signalwege

reguliert.

4.44 Atemwegsepithel erkennt doppelstringige Konidien RNA

Als nichstes sollte untersucht werden, welcher Bestandteil der Konidien die Reaktion auslost
um damit mogliche Riickschliisse auf den fiir die Erkennung verantwortlichen Rezeptor
ziechen zu konnen. Die Aktivierung des Interferonsignalweges ist mit der Erkennung von
Fremd-RNA assoziiert (Honda et al., 2005). Somit wurde dieses als Hinweis darauf gewertet,
dass die Reaktion der Atemwegsepithelzellen auf A. fumigatus iiber die Erkennung von RNA
erfolgt. Da sich zuvor gezeigt hatte, dass die Aufnahme der Konidien {iber Endozytose fiir die
Erkennung notwendig ist (siche 4.4.2), wurden die Zellen mit Konidien RNA transfiziert. Die
RT-PCR Analyse zeigte, dass durch die Transfektion der Zellen mit Konidien RNA die
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Expression von IFN-B und IP-10 dhnlich stark wie nach Stimulation mit ganzen Konidien,
induziert werden konnte (Abb. 25 A). Nach Zugabe der gleichen Menge RNA in das Medium
konnte keine Reaktion der Zellen gemessen werden. Was nochmals die Notwendigkeit der

Aufnahme bestitigt.
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Abb. 25: Stimulation mit Konidien doppelstringiger Konidien RNA induziert die IFN-f und IP-10
Expression. A) Primédre Atemwegsepithelzellen (pHBE) in Flissigkultur wurden mit den angegebenen Mengen
Konidien RNA transfiziert B) zusétzlich wurde die RNA vor der Transfektion noch fiir eine Stunde mit RNase I
oder RNase III verdaut Die Induktion von IFN-B und IP-10 gegeniiber den nicht transfizierten Referenz Zellen
wurde mittels real-time RT-PCR, Normierung auf B-Actin und der AA CT Methode berechnet. Signifikante
Unterschiede sind mit * (p < 0,05) markiert. (n=4).

RNA kommt sowohl als einzelstringiges (ssRNA)- als auch doppelstringiges (dsRNA)
Molekiil vor und beide Formen konnen von Zellen erkannt werden (siehe 2.1.1). Daher stellte
sich die Frage, welches der beiden Molekiile fiir die beobachtete Reaktion verantwortlich ist.
Um diese Frage zu beantworten, wurde die Gesamt-RNA vor der Transfektion mit
spezifischen RNasen verdaut. Durch Verdau der Gesamt-RNA mit der fliir dsRNA
spezifischen RNase III konnte die Induktion der IFN-B und IP-10 Expression komplett
verhindert werden. Der Verdau mit der fiir ssSRNA spezifischen RNase I zeigte keinen Effekt
(Abb. 25 B). Dies zeigt, dass Atemwegsepithelzellen auf ds RNA aus den A. fumigatus

Konidien reagieren.
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4.4.5 Die IFN-B und IP-10 Induktion ist RIP-1/TBK-1 abhiingig

Die zuvor durchgefiihrten Versuche haben gezeigt, dass die beobachteten Effekte auf die
intrazelluldre Erkennung doppelstringiger RNA zuriick zufiihren sind. Doppelstrangige RNA
kann von Zellen unter anderem iiber TLR3 erkannt werden. Aus diesem Grund sollte
untersucht werden, ob TLR3 an der Erkennung der Konidien beteiligt ist. TLR3 unterscheidet
sich von anderen Toll-like Rezeptoren dadurch, dass die Signaltransduktion nur Myd88-
unabhingig liber das Adapterprotein TRIF erfolgt. Dafiir wurde der TRIF Signalweg durch
Resveratrol inhibiert. Das pflanzliche Polyphenol Resveratrol ist ein selektiver Inhibitor von
TBK1 und RIP1 (Youn et al., 2005). Diese beiden Kinasen sind essentielle Bestandteile des
TRIF Signalweges. Durch Vorinkubation primarer Atemwegsepithelzellen in konventioneller
Flissig- und air liquid interface Kultur mit verschiedenen Konzentrationen Resveratrol
konnte sowohl die durch Konidien Stimulation induzierte IFN-f und IP-10 Expression
inhibiert als auch die IP-10 Konzentration im Medium dosis-abhéngig reduziert werden (Abb.
26). Aufgrund vergleichbarer Ergebnisse sind in Abbildung 26 nur die Daten fiir die
Fliissigkultur gezeigt. Dieses Ergebnis zeigt, das TBK-1 und RIP1 an der Signaltransduktion
beteiligt sind.
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Abb. 26: Inkubation mit der Zellen mit Resveratrol reduzierte die IFN-$ und IP-10 Expression sowie die
IP-10 Abgabe. Primire Atemwegsepithelzellen (pHBE) in Fliissigkultur wurden fiir eine Stunde mit den
angegebenen Konzentrationen Resveratrol vorinkubiert und im Anschluss hitzeinaktivierten Konidien stimuliert.
A) Die Induktion von IFN-f und IP-10 gegeniiber den nicht Stimulierten Referenz Zellen wurde mittels real-
time RT-PCR, Normierung auf B-Actin und der AA CT Methode berechnet. B) Die IP-10-Konzentration im
Medium wurde mittels ELISA gemessen. Signifikante Unterschiede sind mit * (p < 0,05) markiert. (n=3).
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4.4.6 Die Konidien RNA wird iiber TLR3 erkannt

Neueste Daten zeigen, dass TBK-1 und RIP1 nicht nur Bestandteil der TRIF vermittelten
RNA Erkennung sind. Sie sind ebenfalls an der Erkennung cytosolischer RNA iiber MDA-5
und RIG-I beteiligt (Kato et al., 2006). Um zu tberpriifen, ob TLR3 an der Erkennung der
Konidien RNA beteiligt ist, wurde TLR3 mittels eines hTLR3-Expressionsplasmids in HEK-
293 Zellen zur Uberexpression gebracht. Stimulation der Zellen mit dem TLR3 Liganden
poly I:C zeigte eine deutliche Expression von IFN-f und IP-10. Durch die Stimulation mit
der Konidien RNA konnte ebenfalls eine deutliche Induktion der [FN-3 und IP-10 Expression
erreicht werden. Diese Expression wurde analog zu den Experimenten mit den Epithelzellen
durch Verdau der RNA mit RNase I aufgehoben, der Verdau mit RNase III hatte keinen
Effekt (Abb. 27).
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Abb. 27: Doppelstringige Konidien RNA wird iiber TLR3 erkannt. HEK-293 Zellen wurden mit einem
hTLR3 Expressionsplasmid oder einem leeren Kontrollplasmid transfiziert. Im Anschluss wurden die Zellen mit
hitzeinaktivierten Konidien, Konidien RNA oder mit RNA, welche zuvor mit RNase I bzw. RNase III verdaut
wurde, stimuliert. Die Induktion von IFN-f und IP-10 gegeniiber den nicht Stimulierten Referenz Zellen wurde
mittels real-time RT-PCR, Normierung auf B-Actin und der AA CT Methode berechnet. Signifikante
Unterschiede sind mit * (p < 0,05) markiert. (n=3).

Uberraschenderweise reagierten die Zellen nicht auf die Stimulation mit den Konidien. Die
Zellen, welche mit einem leeren Kontrollplasmid transfiziert wurden, reagierten auf keine der

durchgefiihrten Stimulationen.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie die Interaktion von Makrophagen und
Atemwegsepithel die Reaktion der Epithelzellen bei einer bakteriellen Infektion beeinflusst.
Die Daten dieser Arbeit belegen, dass Atemwegsepithelzellen in der Lage sind Bakterien bzw.
bakterielle Bestandteile zu erkennen und aktiv an der Abwehrreaktion teilnehmen. Es zeigte
sich zudem, dass Makrophagen in mehrfacher Hinsicht einen groBen Einfluss auf die
Reaktionsfdhigkeit der Epithelzellen haben. Zum einen losen sie durch die Sekretion
verschiedener Zytokine eine Entziindungsreaktion des Epithels aus und zum anderen wird
durch das von ihnen abgegebene TNF-a die TLR-Expression des Epithels verstirkt. Dies
resultiert in einer gesteigerten Sensitivitit der Epithelzellen gegeniiber bakteriellen
Komponenten und fithrt in direkter Folge zu einer stirkeren Abwehrreaktion des
Atemwegsepithels. Die Daten geben somit einen Einblick in das komplexe Netzwerk der

Interaktion der an der Immunantwort beteiligten Zellen.

Desweiteren wurde die Reaktion von Atemwegsepithelzellen auf den Schimmelpilz
Aspergillus fumigatus untersucht. Es zeigte sich das die Epithelzellen auf die RNA aus
endozytierten Konidien reagieren und das diese Reaktion iiber TLR3 vermittelt wird. In dieser
Arbeit wurde somit zum ersten Mal gezeigt, dass Atemwegsepithelzellen aktiv an der Abwehr

von Pilzsporen beteiligt sind.

5.1 Makrophagen modulieren die Entziindungsreaktion des Atemwegsepithels

Der direkte Kontakt mit Makrophagen verstirkt die Reaktion des Epithels auf eine
bakterielle Infektion

Wihrend einer Infektion stehen die in das Lumen der Lunge eingewanderten Makrophagen in
direktem Kontakt mit dem Atemwegsepithel. Makrophagen sind wichtige Modulatoren der
Immunantwort und konnen die Reaktion benachbarter Zellen beeinflussen. In der
vorliegenden Arbeit sollte zundchst untersucht werden, wie sich der direkte Kontakt mit den
Makrophagen auf die Immunantwort des Atemwegsepithels auswirkt. Zu diesem Zweck
wurde ein Kokulturmodell von Epithelzellen und Makrophagen etabliert und die Infektion

durch Stimulation mit hitzeinaktivierten Bakterien simuliert.

Frithere Studien hatten gezeigt, dass die Kokultur mit Makrophagen zu einer verstirkten

Sekretion proinflammatorischer Zytokine der Atemwegsepithelzellen fiihrt (Krakauer, 2002;
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Morris et al., 2006). Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden.
In den durchgefiihrten Versuchen konnte bereits in der Kokultur eine gegeniiber der Kontrolle
erhohte IL-6-Konzentration gemessen werden (Abb. 4 & 5). Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass durch die Kokultur mit den Makrophagen die Reaktion der Epithelzellen auf
eine bakterielle Infektion signifikant verstirkt wurde. In allen Versuchen konnte nach der
Stimulation mit den Bakterien in der Kokultur die hdochste IL-6 Konzentration gemessen
werden (Abb. 4 & 5). Der Unterschied in der Abgegebenen IL-6-Menge war dabei in allen
Fallen so deutlich, dass ein rein additiver Effekt von Kokultur und Bakterienstimulation
auszuschlieBen ist. Es ist vielmehr davon auszugehen das die Makrophagen die Sensibilitit
der Epithelzellen gegeniiber den Bakterien erhohen. Diese Daten sind somit der erste in vitro
Nachweis, dass Makrophagen die Reaktion von Atemwegsepithelzellen auf eine bakterielle

Infektion direkt verstirken konnen.

Aus anderen Arbeiten ist bekannt, dass Makrophagen die Reaktion benachbarter Zellen iiber
die Sekretion modulatorisch aktiver Substanzen (Zytokine, Chemokine) beeinflussen kénnen
(Liu et al., 2003; Tsutsumi-Ishii and Nagaoka, 2003). Die Expression einer Vielzahl dieser
Substanzen wird tiber die Aktivierung von NF-kB reguliert. Durch die Vorinkubation der
Makrophagen mit einem NF-kB-Aktivierungs-Inhibitor konnte gezeigt werden, dass die
gesteigerte Reaktion der Epithelzellen auf einen NF-kB-abhingigen Prozess, wie z. B. die
Zytokinproduktion, in den Makrophagen zuriickzufiihren ist. Die zuvor beobachtete verstirkte
Reaktion der Epithelzellen auf die Bakterien-Exposition konnte durch die Inhibition von NF-
kB in den Makrophagen deutlich abgeschwicht werden (Abb. 6). Durch die Inhibition der
NF-kB-Aktivierung in den Epithelzellen wurde IL-6-Sekretion dieser Zellen komplett
unterbunden. Es konnte auch nach Bakterien-Stimulation keine Verdnderung der IL-6-
Konzentration in der Kokultur gemessen werden. Dieses Resultat bestétig, dass die in der
Kokultur gemessene Anderung der IL-6-Konzentration nur auf die Epithelzellen
zuriickzufiihren ist. Diese Ergebnisse unterstreichen aulerdem die wichtige Rolle von NF-xB
bei der Regulation der Immunantwort (Liou, 2002; Caamano and Hunter, 2002; Xiao and

Ghosh, 2005).
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Makrophagen beeinflussen die Immunantwort der Epithelzellen durch die Abgabe

loslicher Faktoren

Die Kokultur hatte gezeigt, dass Makrophagen die Reaktion des Epithels auf eine bakterielle
Infektion verstirken. Im nédchsten Schritt wurde untersucht, ob fir den in der Kokultur
beobachteten Effekt der direkte Zell-Zell-Kontakt von Makrophagen und Epithelzellen
notwendig ist oder ob er auf die Sekretion modulatorisch aktiver Substanzen der
Makrophagen zurlickzufiihren ist. Zu diesem Zweck wurden die Epithelzellen vor der
Bakterien-Exposition mit dem zellfreien Medium kultivierter Makrophagen vorinkubiert. Bei
diesen Versuchen zeigte sich, dass die mit Makrophagen-Medium vorbehandelten
Epithelzellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen mit einer deutlich starkeren Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 auf die Bakterien Exposition reagierten (Abb.
8). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Daten einer anderen Studie, die einen
gleichartigen Einfluss von Makrophagen-Medium auf ASMC (airway smooth muscle cells)
zeigt. Morris et al. konnten nach der Inkubation der Zellen mit Makrophagen-Medium
ebenfalls eine deutlich verstirkten Sekretion proinflammatorischer Zytokine auf die

Stimulation mit Bakterien feststellen (Morris et al., 2005).

Die Immunantwort der Atemwegsepithelzellen ist aber nicht auf die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine beschriankt (Rennard et al., 1994). Durch die Produktion von
B-Defensinen leisten die Epithelzellen einen weiteren wichtigen Beitrag zur Kliarung der
Infektion (McCray, Jr. and Bentley, 1997; Singh et al., 1998). Aus diesem Grund wurde auch
der Einfluss auf die Defensin-Expression untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Expression von hBD-2 und hBD-3 durch Inkubation mit Makrophagen-Medium induziert
wird (Abb. 9). Die durch Makrophagen-Medium induzierte hBD-2 Expression wurde schon
beschrieben (Tsutsumi-Ishii and Nagaoka, 2003), fiir hBD-3 war ein derartiger Effekt von
Makrophagen-Medium bis jetzt noch nicht bekannt. Durch quantitative RT-PCR-Analyse
konnte dariiber hinaus eine signifikant verstirkte Defensin-Expression durch nachfolgende
Bakterien-Stimulation nachgewiesen werden (Abb. 9). Die Infektion von vollstindig
ausdifferenziertem Atemwegsepithel in ALI-Kultur mit lebenden Bakterien zeigte zudem,
dass durch die Vorbehandlung mit Makrophagen-Medium die antimikrobielle Wirksamkeit
des Epithels sichtbar verstarkt wurde. Auf dem vorbehandelten Epithel konnte eine gegeniiber
dem unbehandelten Epithel signifikant reduzierte Zahl lebender Bakterien nachgewiesen
werden. Dieser Effekt wurde dabei sowohl fiir die Infektion mit P. aeruginosa PAO1 als auch
fiir S. pneumoniae PN36 beobachtet (Abb. 10). Aus fritheren Versuchen ist bekannt, dass ein

direkter Zusammenhang zwischen Defensin-Expression und der antimikrobiellen Wirkung
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des Atemwegsepithels besteht (Beisswenger et al., 2006). Diese Ergebnisse sind somit der
Nachweis, dass durch das Makrophagen-Medium in direkter Folge die antimikrobielle Potenz

des Atemwegsepithels gesteigert wird.

Die Daten der vorliegenden Arbeit machen deutlich, dass Makrophagen durch die Sekretion
l6slicher Faktoren in der Lage sind, die Epithelzellen zu aktivieren und als Folge dieser
Aktivierung die Reaktion der Zellen auf eine bakterielle Infektion deutlich verstdrkt wird.
Dies betrifft sowohl Fahigkeit die Entziindung iiber die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine zu modulieren als auch die direkte Abwehr der Bakterien durch die Produktion von
B-Defensinen. Ob die Produktion anderer antimikrobieller Substanzen von diesem Effekt auch

betroffen ist wurde nicht untersucht.

Makrophagen sensibilisieren die Epithelzellen fiir die Erkennung bakterieller

Komponenten und beeinflussen die TLR-Expression

Die Zellen des Atemwegsepithels exprimieren ebenso wie die Zellen des angeborenen
Immunsystems Toll-like Rezeptoren und sind dadurch in der Lage Bakterien und andere
Mirkoorganismen zu erkennen (Muir et al., 2004; Greene et al., 2005; Greene and
McElvaney, 2005). Die verstiarkte Reaktion auf einen Reiz ist mit der besseren Erkennung
dieses Reizes durch die dafiir verantwortlichen Strukturen assoziiert. Deshalb wurde
untersucht, ob durch Makrophagen oder besser gesagt den von ithnen abgegebenen Substanzen
auch die Reaktion der Epithelzellen auf spezifische fiir die Bakterienerkennung wichtige
TLR-Liganden beeinflusst wird. Da dies auf eine Beteiligung der TLR hindeuten und somit
eine Erklarung fiir erhohte Sensibilitdt der Epithelzellen gegeniiber den Bakterien bieten

wiirde.

Die Inkubation mit Makrophagen-Medium verstéirkt die Reaktion auf die Stimulation mit den
Peptidoglycan (TLR2) sowie Flagellin (TLRS) (Abb. 12 und 13). Der gleiche Effekt von
Makrophagen-Medium wurde in einer erst kiirzlich veroffentlichten Studie schon fiir die
Reaktion der Epithelzellen auf den TLR3 Liganden poly I:C beschrieben (Morris et al., 2006).
Die in dieser Studie ebenfalls beobachtete verstirkte Reaktion der Epithelzellen auf die LPS
Stimulation, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden. Selbst auf hohe Dosen
LPS konnte weder vor noch nach der Inkubation mit Makrophagen-Medium eine Reaktion
der Zellen festgestellt werden. Morris et al. verwendeten fiir ihre Versuche jedoch die LPS
sensitive Atemwegsepithelzelllinie BEAS-2B (Koyama et al., 1999), wihrend fiir die in der

vorliegenden Arbeit verwendeten primédren Atemwegsepithelzellen schon zuvor gezeigt
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wurde, dass sie durch LPS nicht stimulierbar sind. Dies konnte eine Erkldrung fir die

unterschiedlichen Ergebnisse bieten.

Die Sensitivitdt von Zellen gegeniiber TLR-Liganden steht im direkten Zusammenhang mit
der Stirke der Expression des jeweiligen Rezeptors (Nomura et al., 2000; Abreu et al., 2001).
Dementsprechend konnte nach der Inkubation mit dem Makrophagen-Medium eine verstédrkte
Expression von TLR2 (5-8 fache Induktion) und TLRS5 (5-10 fache Induktion) nachgewiesen
werden. Interessanterweise wurde die Expression durch die nachfolgende Stimulation mit den
Liganden nochmals signifikant erhoht. Von einigen TLR ist bekannt, dass die Expression
durch die Stimulation mit dem jeweiligen Liganden verstiarkt wird (Matsumoto et al., 2003;
Hadley et al., 2005). Somit konnte sich die nochmalige Verstirkung der TLR-Expression
durch folgenden Mechanismus erkldren lassen. Durch das Makrophagen-Medium wird die
Expression der TLR induziert, worauf hin die Zellen die entsprechenden Liganden besser

erkennen konnen, was wiederum eine weitere Verstarkung der TLR Expression zur Folge hat.

Die Resultate dieser Arbeit belegen, dass Makrophagen die TLR-Expression der Epithelzellen
beeinflussen. Dies hat direkte Auswirkungen auf die Reaktion des Atemwegsepithels.
Atemwegsepithelzellen sind hyposensitiv gegeniiber grampositiven Bakterien (Sha et al.,
2004). Eine Reaktion auf diese Keime ist normalerweise nur durch Stimulation mit sehr
hohen Dosen zu erreichen. Dadurch wird verhindert, dass schon der Kontakt mit einer
geringen Anzahl Keime, welcher das Epithel stindig ausgesetzt ist, eine Entziindungsreaktion
des Atemwegsepithels auslost. Als ausschlaggebend fiir die mangelnde Sensitivitdt wird die
geringe Expression von TLR2 postuliert (Greene and McElvaney, 2005). Am Beispiel von
Streptococcus pneumoniae bzw. dem TLR2-Liganden Peptidoglycan (PGN) konnte gezeigt
werden, dass die Epithelzellen in Folge der gesteigerten TLR2-Expression in die Lage

versetzt werden auch auf suboptimale Dosen dieser Stimuli zu reagieren.

Dieses System ermdglicht eine Anpassung der epithelialen Abwehr an die jeweils
erforderlichen Gegebenheiten. Wie zuvor erwédhnt stehen die Atemwegsepithelzellen in den
oberen Atemwegen in stindigem Kontakt mit Bakterien. Durch die Abgabe antimikrobieller
Substanzen werden diese Erreger abgetotet. Sollte diese erste Abwehr nicht ausreichen eine
Infektion zu verhindern, werden proinflammatorische Zytokine und Chemokine in das
Gewebe abgegeben, die Immunzellen wie z.B. Makrophagen zum Infektionsherd rekrutieren.
Die Makrophagen bekdmpfen nun einerseits selbst die Infektion auf der anderen Seite
verstirken sie die TLR-Expression der Epithelzellen. Daraus resultiert eine erhdhte

Sensitivitdt des Epithels gegeniiber den Bakterien, was eine stirkere Immunantwort des
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Epithels zur Folge hat. Dies wiederum trigt zu einer schnelleren Kldrung der Infektion bei.
Somit wird eine Entziindungsreaktion erst dann ausgelost, wenn es unbedingt notwendig ist.
Im Alveolarraum erfiillt dieses System einen anderen Zweck. In den Alveolen miissen selbst
wenige Bakterien schnell und effektiv bekdmpft werden, da eine ldnger anhaltende Infektion
mit der einhergehenden Entziindung fatale Folgen fiir das Alveolargewebe haben wiirde.
Stindig anwesende Alveolarmakrophagen ermdglichen eine ziigige Reaktion auf die
eingedrungenen Erreger und gewihrleisten zusétzlich eine schnelle Aktivierung und der damit

verbesserten Immunantwort der Epithelzellen.

Die Ergebnisse anderer Studien lassen den Schluss zu, dass es sich bei der hier gezeigten
Steigerung der TLR-Expression um einen generellen Mechanismus handelt, durch den
Makrophagen die Sensitivitit anderer Zellen gegeniiber mikrobiellen Bestandteilen

beeinflussen (Homma et al., 2004; Morris et al., 2005; Morris et al., 2006).

Die selektive Verstiarkung der TLR2- und TLRS5-Expression ist zudem ein Hinweis darauf,
dass diese TLR bzw. ihre Liganden fiir das Atemwegsepithel von herausragender Rolle bei
der Bakterienerkennung sind. Die Bedeutung von TLR2 als wichtiger epithelialer Rezeptor
fiir die Erkennung grampositiver Bakterien ist unbestritten (Kirschning and Schumann, 2002;
Dziarski and Gupta, 2005; Shuto et al., 2006). Die gesteigerte TLRS5-Expression bestétigt die
Annahme, dass der TLRS Ligand Flagellin fiir das Atemwegsepithel den wichtigsten Reiz bei
der Erkennung gramnegativer Bakterien, insbesondere Pseudomonas aeruginosa, darstellt
(Zhang et al., 2005; Lopez-Boado et al., 2005; Prince, 2006). Diese Hypothese wird zudem
durch die auch in dieser Arbeit demonstrierte Insensitivitit des Epithels gegeniiber LPS

unterstiitzt.

Die Stimulation mit S. pneumoniae PN36 und PGN zeigt zudem, dass die hBD-3-Expression
tiber TLR2 induziert wird. Dieses Ergebnis bestétigt die Daten einer erst kiirzlich publizierten
Arbeit. Menzies et al. konnten durch Stimulation von Keratinozyten mit Staphylococcus
aureus ebenfalls eine iiber TLR2 vermittelte hBD-3 Expression zeigen (Menzies and
Kenoyer, 2006). Von besonderer Bedeutung ist dabei, das hBD-3 von allen -Defensinen die
grofite antimikrobielle Wirkung gegen grampositive Bakterien aufweist (Schibli et al., 2002;
Midorikawa et al., 2003). Diese Daten verdeutlichen, dass Atemwegsepithelzellen durch die
TLR in der Lage sind Bakterien gezielt zu erkennen und eine der Situation angepasste

Abwehrreaktion auszuldsen.
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Makrophagen aktivieren das Atemwegsepithel durch die Sekretion von TNF-a

Makrophagen téten und phagozytieren eingedrungene Bakterien und andere
Krankheitserreger und verhindern so eine weitere Ausbreitung der Infektion. Durch den
Kontakt mit diesen Pathogenen werden sie aktiviert und reagieren mit der Abgabe
verschiedener Chemokine und Zytokine (Fujiwara and Kobayashi, 2005). Die Stimulation mit
LPS zeigt, dass durch die Bakterien-Exposition insbesondere die Sekretion von TNF-a und
IL-1B verstiarkt wird (Tab. 4 und Abb. 19). Beide Zytokine haben groBe modulatorische
Aktivitdt und konnen die Reaktion anderer Zellen u. a. Atemwegsepithelzellen beeinflussen.
Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass sowohl IL-1B als auch TNF-a die TLR-
Expression (Wolfs et al., 2002; Homma et al., 2004) beeinflussen und die Produktion von [-
Defensinen induzieren konnen (Harder et al., 2000; Tsutsumi-Ishii and Nagaoka, 2003). Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob die bisher beobachteten Effekte ebenfalls auf diese beiden
Zytokine zuriickzufiihren sind. Durch den Einsatz neutralisierender Antikdrper konnte die
beschriebene Wirkung von IL-1p und TNF-a auf die Defensin-Expression bestétigt werden
wobei hervorgehoben werden sollte, dass die hBD-3 Expression ausschlieSlich durch TNF-a
beeinflusst wird. Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Einfluss von TNF-a auf die
hBD-3-Expression war allerdings duflerst gering (3-5-fache Induktion; Abb. 18) Zusétzlich
konnte TNF-a als Ausloser der verstirkten TLR-Expression identifiziert werden. Die
unterschiedliche Wirksamkeit der fiir die Vorinkubation verwendeten Makrophagen-Medien
(mit und ohne LPS-Stimulation der Makrophagen) kann somit durch den Unterschied in der
TNF-a-Konzentration erkliart werden (siche Tab. 4).

Aus den hier vorgestellten Daten ldsst sich folgende Wirkung der Makrophagen auf die
Epithelzellen zusammenfassen. Die Makrophagen sezernieren wéhrend einer Infektion u.a.
IL-1 und TNF-a, diese Zytokine induzieren in den Epithelzellen die Abgabe
proinflammatorischer Substanzen und die Defensin-Expression. Zudem wird durch das TNF-
a die TLR-Expression der Epithelzellen verstiarkt. Daraus resultiert eine hohere Sensitivitét
der Zellen gegeniiber den Bakterien was in direkter Folge die Immunantwort des Epithels

nochmals verstarkt.
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Verminderte Zytokin Sekretion der Makrophagen beeinflusst die Entziindung im

Tiermodel

Die Daten der vorliegenden Studie haben deutlich gemacht, dass Makrophagen iiber die
Sekretion verschiedener Zytokine, insbesondere TNF-a, die Reaktion des Atemwegsepithels
auf eine bakterielle Infektion sichtbar verstidrken. Der Einfluss der Makrophagen wirkt sich
dabei sowohl auf die Fihigkeit der Epithelzellen durch die Sekretion chemotaktischer
Substanzen Immunzellen zum Ort der Infektion zu rekrutieren, als auch auf die direkte
Abwehr der Bakterien durch die Produktion antimikrobieller Substanzen aus. AbschlieBend
wurde im in vivo Model untersucht, ob eine reduzierte Zytokinabgabe der Makrophagen und
die damit abgeschwéchte bzw. ganz ausbleibende Aktivierung des Atemwegsepithels

Einfluss auf den Verlauf einer bakteriellen Infektion hat.

Es konnte gezeigt werden, dass die verminderte Zytokinabgabe der Makrophagen deutlichen
Einfluss auf den Verlauf der Infektion hat. Die Anzahl der in die Lunge der p65-KO Maiuse
eingewanderten Immunzellen war gegeniiber den p65-WT Maiusen stark reduziert. Zusétzlich
konnte noch 24 Stunden nach der Infektion eine erhohte Bakterienzahl in der Lunge der KO
Tiere festgestellt werden, wiahrend die WT Tiere die Infektion fast vollstindig geklirt hatten.
Die Beobachtung, dass trotz der geringeren Gesamtzellzahl, in den BAL der p65-KO Maiuse
deutliche hohere Zytokinkonzentrationen als bei den WT Méusen gemessen wurden, 14sst sich
durch die effektivere Kldrung der Infektion der WT Méuse und die dadurch reduzierten

bakteriellen Stimuli erkliren.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit fritheren Studien, die im Infektionsversuch mit
Makrophagen-depletierten Médusen ebenfalls eine deutlich erhéhte Keimzahl sowie einen
reduzierten Einstrom von Immunzellen in die Lunge beobachten konnten (Kooguchi et al.,
1998; Maus et al., 2002). Diese Studien zeigten dariiber hinaus eine sichtbar reduzierte
Zytokinsekretion des Atemwegsepithels. Die hier vorgestellten Daten konnten somit eine

Erklarung fiir den in diesen Studien beobachteten Infektionsverlauf bieten.

Es muss allerdings bedacht werden, dass Makrophagen selbst eine wichtige Funktion bei der
Rekrutierung weiterer Immunzellen sowie der Bekdmpfung der Bakterien haben und, dass
zumindest ersteres durch die in diesem Versuch vorhandene Inhibition der NF-kB-
Aktivierung deutlich eingeschrankt wurde. Zudem konnte Aufgrund des Versuchsdesign
keine Aussage iiber die Entziindungsreaktion des Epithels gemacht werden. Somit besteht
durchaus die Moglichkeit, dass die reduzierte Zellzahl sowie die schlechtere Kldrung der

Infektion nur auf die verminderte Aktivitdit der Makrophagen zuriickzufiihren ist. Die zuvor
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gezeigten in vitro Daten machen aber eine schwichere Reaktion des Atemwegsepithels als
Mitursache fiir den beobachteten Infektionsverlauf mehr als wahrscheinlich. Dies muss aber
durch weitere Versuche bestdtigt werden. Dabei sollte inbesondere die Auswirkung auf die

Entziindungsreaktion des Atemwegsepithels genauer untersucht werden.

5.2 Die Reaktion von Atemwegsepithelzellen auf den Schimmelpilz Aspergillus

fumigatus

Das Atemwegsepithel erkennt Konidien von A. fumigatus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Atemwegsepithelzellen auf den Kontakt mit
Konidien (Uberdauerrungsstadium) von A. fumigatus reagieren, wihrend die Exposition mit
anderen Keimstadien (auskeimende Konidien, Pilzhyphen) keine Reaktion verursacht. Die
Reaktion auf die Konidien ist gekennzeichnet durch die eine starke Induktion der IFN-
Expression (Abb. 21). Die Reaktion auf die Konidien unterscheidet sich somit deutlich von

einer bakteriellen Entziindungsreaktion.

Pilzsporen insbesondere die Konidien von A. fumigatus sind potente Allergene und stehen mit
verschiedenen chronischen und allergischen Atemwegserkrankung, wie z. B. Asthma, in
Verbindung (Hogaboam et al., 2005). Neben seiner Funktion bei der Virusabwehr spielt IFN-
B eine wichtige Rolle bei der Ausdifferenzierung und Aktivierung verschiedenster
Effektorzellen (Dendritische Zellen, T-Zellen, usw) des adaptiven Immunsystems (Biron,
2001; Hertzog et al., 2003). So verhindert IFN-B die Apoptose von T-Zellen was einen
positiven Effekt auf die Lebensdauer dieser Zellen hat (Tough et al., 1996; Akbar et al.,
2000). Desweiteren bewirkt es die verstirkte Expression kostimulatorischer Faktoren wie
CD40 und CD86 auf Dendritischen Zellen (Hoebe et al., 2003). Somit konnte die durch den
Kontakt mit den Konidien verursachte IFN-B Expression eine wichtige Funktion bei die

Initiierung bzw. Aufrechterhaltung einer allergischen Entziindungsreaktion haben.

IFN-B hat eine weitere Eigenschaft, die es zu einem wichigen Bindeglied zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem macht (Le and Tough, 2002). Durch Stimulation
mit IFN-f wird die Expression einer Gruppe von Genen, den so genannten IRG (interferon
response genes), induziert. Zu den IRG gehoren z. B. Interferon-inducible protein 10 (IP-10),
monocyte chemotactic protein 5 (MCP-5) oder RANTES (Takaoka and Yanai, 2006). Diese

Substanzen sind chemotaktisch fiir einen GroBteil der Zellen des angeborenen Immunsystems.
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Anhand von IP-10 konnte nachgewiesen werden, dass der Kontakt mit den Konidien auch die
Expression von IRG induziert. Der unterschiedliche Zeitverlauf der Expression von IFN-f
und IP-10 gibt zudem Grund zu der Vermutung, dass die IP-10 Expression IFN-B-abhédngig
erfolgt. Die Expression anderer IRG wurde zwar nicht {iberpriift, da aber alle IRG iiber den
gleichen Mechanismus reguliert werden, ist eine Abgabe dieser Chemokine wahrscheinlich.
Durch die Sekretion dieser Substanzen rekrutiert das Epithel Immunzellen, u.a. Makrophagen,
in die Lunge, welche dort einen effektiven Schutz gegen eine Pilzinfektion bieten.
Makrophagen haben von allen Immunzellen die groBte Effektivitit gegen Konidien (Ibrahim-
Granet et al., 2003). Durch die Phagozytose der Sporen unterbinden sie das Auskeimen und
eine Infektion wird im Ansatz verhindert. Diese Daten lassen den Schluss zu, dass das

Atemwegsepithel eine wichtige Funktion bei der Abwehr von Pilzinfektionen hat.

Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass Atemwegsepithelzellen in der Lage sind
Konidien aufzunehmen (Paris et al., 1997; Wasylnka and Moore, 2002). Es konnte gezeigt
werden, dass fiir die zuvor beschriebene Reaktion der Epithelzellen die Aufnahme der
Konidien notwendig ist. Durch die Inkubation mit dem Endozytosehemmer Cytochalasin D
wurde sowohl die IFN-B als auch die IP-10 Expression unterbunden (Abb. 23). Dies bietet
eine mogliche Erklarung fiir die Beobachtung, dass Epithelzellen nur auf ruhende Konidien
und nicht auf die anderen Keimstadien reagieren konnen. Auskeimende Konidien
verfiinffachen in relativ kurzer Zeit ihr Volumen (Raper and Fennell, 1965). Sie erreichen
dadurch ebenso wie die Pilzhyphen eine GroBe, die von Epithelzellen nicht mehr
aufgenommen werden kann (Wasylnka et al., 2005). Eine andere Erkldrung konnte in dem
Umstand liegen, dass Atemwegsepithelzellen kein Dectin-1 exprimieren (Willment et al.,
2005). Dieser Rezeptor ermoglicht Makrophagen und neutrophilen Granulozyten eine

extrazellulire Erkennung von auskeimenden Konidien und Hyphen (Gersuk et al., 2006).

Die Epithelzellen reagieren auf doppelstringige RNA von A. fumigatus

Die Aktivierung des Interferonsignalweges ist mit der Erkennung von Nukleinsduren (DNA,
RNA) assoziiert (Honda et al., 2005). Es wird aber auch eine LPS induzierte Interferon-
Expression berichtet (Toshchakov et al., 2002). Dieser Weg der Aktivierung ist in diesem Fall
jedoch auszuschlieBBen, da durch die Stimulation von primédren Atemwegsepithelzellen mit

LPS keine messbare Anderung der IFN-B-Expression gemessen werden konnte (Daten nicht

gezeigt).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass die zuvor beschriebene Reaktion der
Epithelzellen auf die Erkennung von RNA zuriickzufiihren ist. Die Transfektion der Zellen
mit Konidien-RNA fiihrte zu einer Konzentrationsabhéngigen Expression von IFN-f§ und IP-
10 (Abb. 25A). Durch den Verdau mit spezifischen RNAsen konnte doppelstringige RNA
(dsRNA) als Ausloser der Reaktion identifiziert werden (Abb. 25B). Es gibt verschiedene
Moglichkeiten, die das Vorkommen von doppelstringiger RNA in den Konidien erkldren
konnen. Genomanalysen geben Anlass zu der Vermutung, dass Pilze sdmtliche fiir die RNA1
(RNA interference) benétigten Proteine exprimieren (Nakayashiki et al., 2006). Bei diesem
posttranskriptionellen Mechanismus wird die Expression unerwiinschter Gene durch
doppelstrangige RNA unterbunden (Sijen and Plasterk, 2003). Es zwar nicht bekannt ob
Aspergillus fumigatus {iber einen derartigen RNA-Prozessierungsmechanismus verfiigt. Aber
die erfolgreiche Inhibtion der posttranskriptionellen Genexpression, durch die Verwendung
von exogener dsRNA, ldsst den Schluss zu, dass Aspergillus iiber einen aktiven RNAi-
Mechanismus verfiigt (Yamada et al., 2007). Eine weitere Quelle kdnnten natiirliche zellulare
RNA-Komponenten, wie z. B. ribosomale RNA, heterogene Kern-RNA oder tRNA’s sein.
Alle diese RNA’s konnen als doppelstrangige Strukturen vorliegen und somit als Ausldser der
epithelialen Reaktion fungieren. Diese Daten sind somit der erste Nachweis einer Aktivierung

von Atemwegsepithelzellen durch nicht virale dsSRNA.

Atemwegsepithelzellen erkennen A. fumigatus-RNA iiber TLR3

In der Literatur werden mehrere Mechanismen beschrieben, die es Zellen ermdglichen
doppelstrangige RNA zu erkennen. Der bekannteste ist die iiber TLR3 vermittelte RNA-
Erkennung (Sen and Sarkar, 2005). TLR3 ist primidr in der Membran der Endosomen
lokalisiert und gewiéhrleistet dort die Erkennung endozytierter dsSRNA. Die Erkennung von im
Zytosol befindlicher dsRNA erfolgt hauptsédchlich TLR-unabhéngig iiber dort lokalisierte
Proteine. Zu diesen Proteinen gehdren zum einen die Proteinkinase R (PKR) (Silva et al.,
2004) und zum anderen die beiden RNA-Helikasen RIG-I (Yoneyama et al., 2004)und mda-5
(Kang et al., 2002).

Aufgrund der Beobachtung, dass durch die Inkubation der Zellen mit Reveratrol die IFN-f
und IP-10 Expression inhibiert werden konnte, kann eine liber PKR vermittelte RNA-
Erkennung in diesem Fall ausgeschlossen werden. Das pflanzliche Polyphenol Resveratrol
inhibiert selektiv die Aktivierung von RIP1 und TBK1 (Youn et al., 2005). Diese beiden
Kinasen sind nur an der Signaltransduktion von TLR3 und RIG-I/mda-5 beteiligt (Meylan and
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Tschopp, 2006). Diese Kinasen bilden ein weiteres regulatorisches Element in der {iber sie
vermittelten Signaltransduktion. Durch die Aktivierung von TBK1 wird die Expression von
IRF3 regulierten Genen (z. B. IFN-B) induziert, wéhrend die Phosporilierung von RIP1 im
weiteren Verlauf zur zeitverzogerten Aktivierung von NF-kB fiihrt (siche Abb. 1). Dieses
System bietet auch eine Erklarung fiir die NF-kB-abhdngigkeit der IP-10 Expression (Abb.
24). Interessanterweise konnte die [P-10 Expression auch mit sehr hohen Dosen des NF-«xB-
Inhibitors Isohelenalin nicht komplett unterbunden werden (Daten nicht gezeigt). Eine
Erklirung fiir diese Beobachtung konnte in der Uberlagerung zweier Effekte liegen. Zum
einem der NF-kB-unabhingigen Aktivierung iiber IFN- und zum anderen der Aktivierung
iiber die verzégerte NF-kB-Aktivierung. Beides steht im Einklang mit dem unterschiedlichen

Zeitverlauf der IFN-B- und IP-10-Expression.

Die zuvor durchgefiihrten Versuche hatten gezeigt, dass fiir die Reaktion die aktive Aufnahme
durch Endocytose notwendig ist, was die Vermutung nahe legt, dass der in den Endosomen
lokalisierte TLR3 an der Konidien-RNA-Erkennung beteiligt ist. Diese Vermutung wurde
durch die Transfektion von HEK293-Zellen bestitigt. Durch die Stimulation von transient mit
TLR3 transfizierten HEK293-Zellen mit der Konidien-RNA wurde die IFN-B und IP-10
Expression in diesen Zellen induziert. Die Stimulation dieser Zellen mit Konidien fiihrte
iiberraschenderweise zu keiner Reaktion. Eine mdgliche Erklarung dafiir konnte sein, dass die

HEK-Zellen aufgrund ihrer geringen Grofe nicht in der Lage sind die Konidien aufzunehmen.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen somit deutlich, dass Atemwegsepithelzellen auf die
dsRNA aus Aspergillus fumigatus Konidien reagieren und, dass diese Reaktion TLR3
abhéngig ist. Sie bestitigen dariiber hinaus die Daten von Aksoy et al. , die zeigen konnten
das TLR3 auch durch extrazellulire Pathogene aktiviert werden kann und nicht nur virale
dsRNA erkennt (Aksoy et al., 2005). Die Erkennung von A. fumigatus iiber dSRNA macht es
zudem wahrscheinlich, dass Atemwegsepithelzellen auch andere Pilzsporen {iber diesen Weg
erkennen konnen. Grundvoraussetzung dafiir ist, dass die Sporen von den Epithelzellen

aufgenommen werden konnen und dass die dsSRNA im Endosom freigesetzt wird.
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Schlussbemerkung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen, dass Atemwegsepithelzellen in der Lage
sind bakterielle Bestandteile zu erkennen und aktiv an der Abwehr einer Infektion teilnehmen.
Die Resultate zeigen zudem, dass Makrophagen durch die Abgabe von proinflammatorischen
Zytokinen die Fahigkeit des Epithels auf eine bakterielle Infektion zu reagieren verbessern.
Von Makrophagen sezerniertes TNF-a fithrt zu einer verstirkten TLR-Expression. Dadurch
wird das Atemwegsepithel, welches unter normalen Bedingungen nur sehr schwach auf den
Kontakt mit Bakterien reagiert, fiir deren Erkennung sensibilisiert was wiederum eine
deutliche Verstirkung der Entziindungsreaktion zu Folge. Dieses System verhindert, dass
jeder Kontakt des Epithels mit Bakterien zu einer Entziindungsreaktion fiihrt gewéhrleistet
jedoch im Gegenzug, dass eine Infektion im Ernstfall schnell und effektiv bekampft werden
kann. Beriicksichtig man die Daten anderer Studien, die einen gleichartigen Einfluss der
Makrophagen auch auf andere Zellen (Morris et al., 2005; Morris et al., 2006) sowie eine
Regulation der Makrophagenaktivierung durch das Atemwegsepithel beschreiben
(Takabayshi et al., 2006). So erhdlt man Einblick in die komplexe Interaktion von Immun-

und Gewebezellen sowie das Netzwerk der an der Immunantwort beteiligten Zellen.

Die Reaktion der Atemwegsepithelzellen auf die Konidien Exposition verdeutlichen
nochmals die Relevanz des Epithels als physikalische Barriere. Die Resultate zeigen zudem,
das dass Atemwegsepithel auch gegen komplexere Pathogene wie Pilzsporen einen effektiven

Schutz bietet und dariiber hinaus aktiv an deren Erkennung beteiligt ist.
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