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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem (lat.: immunis fur ,unberdhrt, .frei“, ,rein“) ist ein komplexes
biologisches Abwehrsystem hoherer Lebewesen, bestehend aus molekularen und
zellularen Bestandteilen. Es beugt Gewebeschadigungen vor, indem es kérperfremde
Substanzen und Organismen (Pathogene), wie z.B. Pilze, Bakterien, Viren und
Parasiten, aber auch geschéadigte korpereigene Zellen entfernt. Innerhalb der
phylogenetischen Entwicklung entstand neben dem unspezifischen Erkennen
korperfremder Strukturen, dem angeborenen Immunsystem, welches schon bei
Insekten ausgepragt ist, in hoher entwickelten Organismen (Wirbeltieren) das
adaptive oder auch erlernte Immunsystem. Dieses zeichnet sich durch das
spezifische Erkennen von pathogenen Strukturen Uber spezialisierte Rezeptoren aus.
Ein wirkungsvoller Schutz vor Infektionen bedarf des effektiven Zusammenspiels
beider Systeme [55, 77, 91].

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Zum angeborenen Immunsystem zahlen erste mechanische und chemische
Barrieren, wie die epithelialen Oberflachen (Haut und Schleimhaute), verbunden mit
mikrobiziden Substanzen und Enzymen, die das Eindringen und das Wachstum von
Mikroorganismen hemmen [139]. Zu den chemischen Barrieren gehéren, die in
Korperflissigkeiten, wie Speichel und Tranenflissigkeit, enthaltenen Enzyme, wie
Lysozym, antibakterielle Peptide, wie Defensine und ein drastisch erniedrigter pH-
Wert, wie z.B. im Magen [129]. Werden diese ersten Barrieren durchbrochen sind
Zellen des angeborenen Immunsystems in der Lage, eindringende Krankheitserreger
anhand konservierter molekularer Strukturen, die spezifisch flr Mikroorganismen
sind, zu erkennen. Diese sogenannten pathogen assoziierten Mustermolekile
(pathogen associated molecular pattern, PAMP's) werden Uber limitierte keimbahn-
kodierte Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRR) erkannt [91, 92]. Typische
PAMP's sind z.B. bakterielle Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharid (LPS),
Peptidoglykan (PGN) und Flagellin, sowie nicht-methylierte DNA-Sequenzen (CpG),
die nur in Bakterien vorkommen. Zu den PRR gehdren die Toll-ahnlichen Rezeptoren
(toll-like receptors, TLR). Diese extrazellularen oder endosomal gebundenen
Transmembranrezeptoren erkennen virale und auch bakterielle Muster. Zudem gibt

es auf der Zelloberflache lokalisierte Scavenger- und C-Typ Lektinrezeptoren, die
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intrazellularen NOD-like (RIG) Rezeptoren oder RIG-I (retinoic acid-inducible gene )
ahnliche Proteine, sowie l6sliche PRR's, wie das Mannose bindende Lektin [33, 38,
126, 130, 137, 157]. Das Erkennen des Pathogens verlauft hierbei relativ
unspezifisch und schnell in Bezug auf den Krankheitserreger, jedoch

hochspezialisiert in Bezug auf das zu bindende Epitop.

Zu den zellularen Bestandteilen des angeborenen Immunsystems gehéren
spezialisierte Phagozyten, wie Makrophagen, Monozyten und neutrophile
Granulozyten, die samtliche Gewebe des Korpers besiedeln und dort
Mikroorganismen mittels PRR's erkennen und aufnehmen. Des Weiteren werden
auch dendritische Zellen (DC), nattrliche Killerzellen (NK-Zellen), Mastzellen, sowie
eosinophile und basophile Granulozyten zum angeborenen Immunsystem gezahlt
[51, 92].

Als humoralen Bestandteil umfasst das angeborene Immunsystem eine Reihe von
Proteinen, wie dem Komplementsystem und den Akute-Phase-Proteinen, die
einerseits die Phagozytose von Mikroorganismen erleichtern, selbst mikrobizid
wirken und Immunzellen durch Chemotaxis zum Infektionsort leiten [90]. Neben der
direkten Beseitigung von Mikroorganismen sind Makrophagen, wie auch DC, in der
Lage, bestimmte Antigene des aufgenommenen Pathogens, endogen aufzuspalten
und auf bestimmten Molekilen des Haupthistokompatibilititskomplexes (major
histocompatibility complex, MHC) der Klasse | oder Il auf ihrer Zelloberflache zu
prasentieren. Diese Antigen-MHC-Komplexe werden von Zielzellen des adaptiven
Immunsystems erkannt. Man bezeichnet Makrophagen und DC deshalb auch als
Antigen-prasentierende Zellen (antigen presenting cell, APC).

Die Zellen des angeborenen Immunsystems entwickeln sich im Knochenmark aus
CD34" hamatopoetischen Stammzellen (hematopoetic stem cell, HSC). Hierbei
handelt es sich um pluripotente Zellen, die in der Lage sind in myeloide oder
lymphoide Vorlauferzellen zu differenzieren. Sie bilden damit die Grundlage aller
Immunzellen. Die gemeinsamen Vorlaufer aller Zellen des angeborenen
Immunsystems werden als gemeinsame myeloide Vorlauferzellen (common myeloid
progenitor, CMP) bezeichnet. Monozyten, Makrophagen und DC entwickeln sich des
Weiteren Uber die gemeinsame Vorstufe der MDP (monocyte/macrophage and DC
progenitor) [8]. Makrophagen und DC besiedeln rasch lymphoide und nicht-
lymphoide Gewebe, wobei die Vielzahl an Monozyten und direkten

Monozytenvorlaufern unter steady-state Bedingungen im Knochenmark und zum Teill
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in der Milz verbleibt oder patrouillierend das Blut durchwandert [209, 229]. Unter
inflammatorischen Bedingen migrieren Monozyten rasch in die betroffenen Gewebe
und sind dort in der Lage in Makrophagen oder DC zu differenzieren. Sie bilden
damit ein Reservoir, schnell zu akquirierender potenter APC und gewéhrleisten eine
rasche und effektive Immunreaktion. Die Art der Differenzierung hangt dabei stark
vom eindringenden Pathogen, dem Gewebe und bereits initialisierten

Immunreaktionen von z.B. adaptiven Immunzellen ab (Abb.1.1) [212].
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Abbildung 1. 1 Differenzierungspotential von Monozyten unter homdostatischen

und inflammatorischen Bedingungen (ibernommen von [193]). Monozyten entstehen aus gemeinsamen
Vorlaufern der Monozyten, Makrophagen und DC (monocyte/macrophage and dc progenltor MDP) |m
Knochenmark. Unter homdoostatischen Bedlngungen liegen Monozyten als patrouillierende Ly6C und Ly6C
Monozyten im Knochenmark vor. Ly6C Monozyten gelangen CCL2-vermittelt ins Blut aus. Unter nicht-
mflammatonschen Bedingungen kdnnen sie wieder ins Knochenmark zuriick migrieren. Inflammatorische
Ly6C Monozyten dlfferen2|eren im Gewebe in verschiedene DC-Subpopulationen und M1-Makrophagen.
Patrouillierende Ly6C Monozyten sind wahrscheinlich in der Lage, Uber noch ungeklarte Mechanismen in
M2-Makrophagen zu differenzieren. Die Milz stellt ebenfalls ein Reservoir fur Monozyten dar, welches unter

bestimmten Bedingungen akquiriert werden kann.
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1.1.2 Das erworbene Immunsystem

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem besteht das erworbene, oder auch
adaptive Immunsystem aus Antigen-spezifischen Zellen, den T- und B-Zellen. Diese
entstehen, wie auch die Zellen des angeborenen Immunsystems, aus HSC im
Knochenmark. T- und B-Zellen entwickeln sich dabei aus gemeinsamen lymphoiden
Vorlauferzellen (common lymphoid progenitor, CLP) [89, 104].

Die Entwicklung und Reifung der B-Zellen geschieht im Knochenmark unter
Ausbildung der spezifischen B-Zell-Marker, wie CD19 und B220. Reife B-Zellen
exprimieren verstarkt B220 auf ihrer Oberflache. Diese wandern Uber die
Blutzirkulation aus dem Knochenmark und verteilen sich so in allen lymphoiden
Geweben, wie den Lymphknoten und der Milz, aber auch in nicht-lymphoiden
Geweben, wie dem Peritoneum [27, 28, 94, 108]. Uber Immunglobuline, die als
membrangebundener B-Zell-Rezeptor auf ihrer Zelloberflache oder als Antikorper
sezerniert werden, erkennen B-Zellen pathogen spezifische Antigene und sind auch
in der Lage diese uber MHCII Molekile zu prasentieren. Deshalb werden B-Zellen
auch zu den APC gezahit [111].

Vorlaufer der T-Zellen differenzieren aus CLP im Knochenmark und gelangen Uber
das Blut in den Thymus [185, 255], bevor sie sich dann ausgereift, jedoch noch naiv,
in den sekundéaren lymphoiden Organen, wie der Milz und den Lymphknoten,
verteilen. Erst im Thymus werden die T-Zell-spezifischen Oberflachenmolekile
ausgebildet, vor allem CD3, welches einen Teil des T-Zell-Rezeptor-Komplexes
darstellt (T cell receptor complex, TCR-complex) [172]. Uber den TCR werden
spezifische Antigen-Peptide erkannt, die auf MHC-Komplexen von APC prasentiert
werden. Zwei charakteristische Oberflachenmolekille, CD4 und CD8, dienen der
mal3geblichen Unterscheidung von Subpopulationen der T-Zellen. Als Subpopulation
CD4'T-Zellen unterscheidet man natirliche regulatorische T-Zellen (nTreg), die sich
vornehmlich durch ihre starke CD25-Expression und den intrazellularen
Transkriptionsfaktor Foxp3 (Forkhead-Box-Protein P3) charakterisieren lassen und
sich neben den klassischen CD4" und CD8"T-Zellen im Thymus entwickeln [253].
Reife CD8'T-Zellen erkennen auf MHCI prasentierte Antigen-Peptide und
differenzieren anschlieRend vornehmlich zu zytotoxischen T-Zellen. So werden z.B.
virusbefallene korpereigene Zellen erkannt und zerstort [54]. Reife CD4'T-Zellen
erkennen vornehmlich Antigene, die auf MHCII-Molekilen prasentiert werden und
differenzieren anschlie3end zu T-Helferzellen (Ty). Bislang sind sechs verschiedene
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Unterarten der Ty-Zellen bekannt, die sich in ihrer Funktion und der Féahigkeit zur
Produktion verschiedener Zytokine unterscheiden [254]. Die Art der Differenzierung
wird durch verschiedene Signale wahrend der T-Zell-Aktivierung beeinflusst. So
differenzieren in Anwesenheit von Interleukin-12 (IL-12) und Interferon-y (IFN-y) Ty1-
Zellen, die daraufhin ebenfalls IFN-y produzieren und damit Makrophagen zur
Abwehr von Bakterien anregen [90]. In Anwesenheit von IL-4 und IL-6 differenzieren
vermehrt Ty2-Zellen, die durch vermehrte IL-4-Produktion unter anderem B-Zellen
zur Antikorperproduktion anregen [36]. Die Zytokine IL-6, TGF-B (Transforming
Growth Factor) und IL-21 foérdern die Differenzierung von IL-17-produzierenden
Tul7-Zellen [49]. Durch TGF-B entstehen zudem induzierte regulatorische T-Zellen
(iTregs). Diese supprimieren durch die Produktion von TGF-f und IL-10 die
Proliferation von Effektor-T-Zellen [34]. IL-6 und IL-21 fihren zu folikularen Ty-Zellen
(Tfh), die die Differenzierung von aktivierten B-Zellen in langlebige Gedachtniszellen
fordern [39, 149]. Die Kombination aus IL-4 und TGF-B fihrt zu IL-9 produzierenden
Tx9-Zellen [252]. Je nach Stimulation entsteht so ein heterogenes T-Zell-Gemisch.

1.2 Dendritische Zellen

Das effiziente Zusammenspiel zwischen angeborenem und erlerntem Immunsystem
bedarf spezialisierter Vermittler, die sowohl die spezifische Information Uber die Art
des Pathogens weiterleiten, als auch spezifische Immunantworten einleiten und
verstarken. DC sind als professionelle APC in der Lage Pathogene zu erkennen, zu
phagozytieren und diese spezifischen T-Zellen Gber MHC-Molekiile zu prasentieren

und so die Information tber die Art des Pathogens weiterzugeben [217].

Erstmals beschrieben wurden DC im Jahr 1868 als Langerhans-Zellen der Haut und
1973 von R. Steinman und Z. Cohn in der Milz von Mausen naher charakterisiert
[206]. Demnach handelt es sich um Zellen in geringer Anzahl, die durch besondere
morphologische Eigenschaften, wie stellare Auslaufe eindeutig von anderen Zellen
zu unterscheiden sind. Heute beschreibt man DC als eine heterogene Gruppe von
Leukozyten, die sich je nach Lokalisation in der Expression von Oberflachen-
molekdlen, ihrem Migrationsmuster und ihrer Zytokinsekretion unterscheiden kénnen
[121, 196, 243]. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen konventionellen und
nicht-konventionellen DC. Konventionelle DC (cDC) bilden das naturliche Reservoir
aus residenten DC in lymphoiden Geweben, wie der Milz und den Lymphknoten,
aber auch aus migratorischen DC in nicht-lymphoiden Geweben, wie der Haut, der

Lunge und dem Intestinaltrakt. Nicht-konventionelle DC sind von besonderer
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Bedeutung unter inflammatorischen Bedingungen. Zu ihnen gehdren plasmazytoide
DC (pDC) und inflammatorische von Monozyten abgeleitete DC (monocyte derived
DC, MoDC) [119]. pDC besiedeln lymphoide Organe und inflammatorische DC

verteilen sich vornehmlich in nicht-lymphoiden Geweben, am Ort der Infektion [196].
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Abbildung 1. 2 Morphologie dendritischer Zellen. Unstimulierte (A) sowie CpG-stimulierte (B)
plasmazytoide DC (pDC) [210] , CD11b"DC der Haut (C) [211], unreife (D) bzw. reife von Monozyten
abgeleitete DC (MoDC) (E) [150].

| |

B

1.2.1 Ontogenese

Vorlaufer der DC differenzieren kontinuierlich aus CD34"HSC im Knochenmark [207].
Uber multipotente CLP oder CMP entwickeln sich sogenannte pre-DC, sowie auch
pDC, unter Einfluss des Liganden fur die fms-like-Tyrosinkinase 3 (FLT3-L) [121].
Uber die Blutzirkulation verteilen sich diese im gesamten Organismus und besiedeln
lymphoide, sowie nicht lymphoide Gewebe, wo es zur terminalen Differenzierung der
cDC kommt [120, 237].

Alle DC Subpopulationen teilen gemeinsame Merkmale, die sie eindeutig als Gruppe
charakterisieren lassen. Allen gemeinsam ist die Expression des Integrins CD11c
[136]. pDC unterscheiden sich im Wesentlichen von cDC durch ihre B220-Expression
und der F&ahigkeit zur Produktion von Typ-1-Interferonen [199]. In lymphoiden
Geweben residente cDC lassen sich in die Subpopulationen der CD8a" und CD8a’
cDC unterteilen. Ein GroRteil der CD8a” ¢DC ist zudem CD4", CD11b* und SIRP-a"
[233, 234]. Migratorische DC, wie Langerin® E-Cadherin® LC der Haut oder h&ufig
CD103" interstitielle DC, besiedeln periphere nicht-lymphoide Gewebe, unter
Anderem den Gastrointestinaltrakt. Das Adhasionsmolekil E-Cadherin ist der
naturliche Ligand des CD103 [30].

Monozyten bilden unter entzindlichen Bedingungen und unter Wirkung des
Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierenden  Faktors (granulocyte macro-

phage colony stimulating factor, GM-CSF) aus Ly6C*MoDC [114], sowie die spezielle
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Form der TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) und iNOS (inducible nitric oxide synthase,
induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase) produzierenden DC (TipDC) [191].

Unter T-Zell-vermittelten inflammatorischen Bedingungen differenzieren Gr1*
inflammatorische Monozyten in den darmassoziierten Geweben (gut associated
lymphoid tissues, GALT) zu E-Cadherin® DC [198]. In vitro Kulturen mit GM-CSF von
Knochenmarkzellen, oder Monozyten, die in grol3er Zahl im Knochenmark vorhanden
sind, generieren eine relativ homogene Population CD11c'CD11b*CD8 MHCII®
inflammatorischer MoDC, die ebenfalls E-Cadherin exprimieren [95, 181, 198].
Knochenmarkkulturen versetzt mit FLT3-L generieren dagegen ein heterogenes
Gemisch aus pDC sowie cDC vergleichbar mit den steady-state Bedingungen im

Organismus [22].
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Abbildung 1. 3 Dendritische Zellen entstehen aus myeloiden Vorlaufern im Knochenmark
(adaptiert von [166]). Dendritische Zellen entwickeln sich aus myeloiden Vorlaufern im
Knochenmark. Uber eine Vorstufe der gemeinsamen DC-Vorlaufer differenzieren die sogenannten
pre-DC, aber auch plasmazytoide DC (pDC) und verteilen sich Ubers Blut in periphere Organe, wo es
zur finalen Differenzierung der pre-DC in konventionelle DC kommt.



14

1.2.2 Funktion, Reifung und Migration

Klassisch betrachtet nehmen migratorische DC im Gewebe eine Wéchterfunktion ein.
Kontinuierlich phagozytieren sie Antigene aus ihrer Umgebung und wandern Uber die
Lymphbahn in den drainierenden Lymphknoten, um dort durch Antigenpréasentation
eine Immunantwort antigenspezifischer Lymphozyten auszuldsen. In lymphoiden
Geweben residente cDC haben keine direkte Verbindung zur Lymphbahn, dagegen
aber zum Blut, wo sie kontinuierlich Antigene aufnehmen. Im Thymus dienen sie so
durch Présentation von Selbstantigenen der negativen Selektion von T-Zellen, um die
Apoptose potentiell autoreaktiver T-Zellen einzuleiten [244]. Unreife DC exprimieren
eine Vielzahl von PRR auf lhrer Zelloberflache, einschlie3lich TLR, C-Typ
Lektinrezeptoren und NOD-like Rezeptoren [217]. Handelt es sich bei dem
phagozytierten Antigen um ein Pathogen, so kommt es schnell zur Reifung der DC.
Unabhangig vom Pathogen kann dies jedoch auch durch inflammatorische Signale,
wie die Zytokine IL-1, IL-6, TNF-a, TGF-B [176], oder Prostaglandine (PGE)
ausgelost werden [99].

Die Aktivierung der DC fiihrt zu einer raschen Anderung der Chemokin-Rezeptor-
Expression. Hierbei handelt es sich um G-Protein-gekoppelte 7-Transmembran-
rezeptoren, die bestimmte migrationsfordernde Proteine, sog. Chemokine, binden.
Man unterscheidet zwischen inflammatorischen Chemokinen, die am Inflammations-
ort von Nicht-Immunzellen, wie z.B. den Keratinozyten der Haut, gebildet werden und
konstitutiv gebildeten Chemokinen, die unter normalen Bedingungen fur die
Verteilung von Immunzellen in lymphoiden Geweben verantwortlich sind [37].
Aktivierte DC regulieren die Expression inflammatorischer Rezeptoren, wie CCR1,
CCR2, CCR5 und CXCR1 herunter, wobei die konstitutiven Rezeptoren, wie CXCR4
und CCR7 verstarkt exprimiert werden. Dadurch wird die Migration entlang des
CCL19/CCL21-Gradientens in den afferenten Lymphknoten induziert [177]. Auf
diesem Weg kommt es zur Reifung der DC, wobei Adh&asionsmolekiile, sowie MHCII-
und MHCI-Molekile verstarkt exprimiert werden. Die Expression kostimulatorischer
Molekule, wie CD80, CD86 und CD40 dient als essentielles Signal der Aktivierung
von T-Zellen [10].

Unreife DC im Gewebe besitzen die, flir sie so typischen, stellaren Auslaufe. Diese
Dendriten werden im Laufe der Reifung und der verstarkten Migration eingezogen.
Im Lymphknoten werden sie jedoch wieder starker exprimiert und die DC verlieren
ihre Beweglichkeit um den effektiven Kontakt mit Lymphozyten zu gewahrleisten [12,
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118]. Diese Veranderungen werden durch Reorganisation des Aktinzytoskeletts der
DC ermdoglicht. Wahrend der DC-Reifung wird diese Reorganisation intrazellular
vermittelt durch die Rho-Familie der kleinen Guanosintriphosphatasen (GTPasen)
bestehend aus Rho, Rac und Cdc42. Das Lysophospholipid Sphingosin-1-Phosphat
(S1P) reguliert Uber die Aktivierung dieser GTPasen die Zytoskelettreorganisierung
sowie die Migration der DC [202] und ist zudem ein potenter Chemoattraktor fir viele
weitere Immunzellen, wie z.B T-Zellen, B-Zellen, aber auch NK-Zellen [35, 67, 109,
127]. DC exprimieren alle der funf bekannten S1P-Rezeptoren (S1PR1-5), wobei die
S1PR5-Expression lokal begrenzt ist auf die Milz und das Gehirn [4, 75, 171]. Im
ruhenden Zustand exprimieren DC verstarkt S1PR2 auf ihrer Oberflache. Nach
Aktivierung der DC wird diese Expression vermindert und es werden verstarkt
S1PR1 und S1PR3 auf der Zelloberflache prozessiert. Die Aktivierung von S1PR2
fuhrt Uber die GTPase Rho zur Hemmung der chemokingerichteten Migration der
DC. Werden S1PR1/3 aktiviert, kommt es Uber die Aktivierung der GTPasen Rac und
Cdc42 zur Unterstitzung der chemokingerichteten Migration der bis dahin rastenden
DC [40]. S1P wird von vielen Zellen durch den endogenen Abbau des
Zellwandbestandteils Sphingomyelin unter Beteiligung der Sphingosinkinasen (SphK)
1 und 2 synthetisiert [171]. Die Hauptproduzenten des S1P sind Erythrozyten sowie
Epithelzellen [70, 154, 161]. Dies fuhrt zu hohen S1P Konzentrationen im Bereich pM
Konzentrationen im Plasma und so zu einem natirlichen Gradienten zwischen dem
Plasma und den peripherem Gewebe, der die Wanderung verschiedenster

Immunzellen induziert [167, 183].

1.2.3 T-Zell Aktivierung

Die Aktivierung naiver T-Zellen bedarf drei spezifischer Signale, die sowohl
verantwortlich sind fur die effektive Aktivierung als auch die Ausbildung der
spezifischen Effektorfunktion der T-Zelle.

Die Bindung des TCR an den MHC-Peptid-Komplex der DC (1.Signal), sowie die
Interaktion kostimulatorischer Molekile der APC mit spezifischen Rezeptoren der T-
Zelle (2. Signal) fuhren zur Proliferation und Cytokinsynthese seitens der T-Zelle. Zur
Ausbildung der finalen Effektorfunktion und Polarisierung der Ty-Zelle bedarf es
eines dritten Signals, vermittelt durch pro- oder anti-inflammatorische Zytokine, wie
z.B. Interleukin-12 (IL-12), welches die Polarisierung CD4'T-Zellen in Richtung Tl
fordert [189, 225].
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Der pathogenspezifische TCR erkennt Peptidfragmente, prasentiert als MHC-Peptid-
Komplexe durch DC und ist umringt von kostimulatorischen Rezeptoren, da die
Bindung des TCR allein nicht ausreicht um die T-Zelle effektiv zu aktivieren [10, 143].
Fehlt das kostimulatorische Signal, durch Bindung kostimulatorischer Rezeptoren der
T-Zelle mit entsprechenden Liganden auf der APC, kommt es zur Anergie und
schliel3lich Apoptose der T-Zelle. Kostimulatorische Liganden, die wahrend der
Reifung der DC hoch reguliert werden, binden ihren Rezeptor auf der T-Zell-
Oberflache und dienen so der Aktivierung oder Inhibierung der T-Zell-Antwort. Hierzu
zéhlen die zur B7-Familie gehdérenden CD80 und CD86 [71, 88]. Diese binden CD28
auf der T-Zell Oberflache und vermitteln dadurch aktivierende Signale, die zur
Proliferation und zum Uberleben der T-Zelle fiihren. Aktivierte T-Zellen exprimieren
verstarkt das zytotoxischen T-Lymphozyten Antigens 4 (cytotoxic t lymphocyte
antigen 4, CTLA-4), ebenfalls ein B7-Ligand, wobei CD28 durch Endozytose
herunterreguliert wird. Die Bindung des CTLA-4 an CD80 oder CD86 inhibiert die T-
Zell-Aktivierung und schitzt so vor erneuter unspezifischer Stimulierung der
aktivierten T-Zelle [173]. Ko-Inhibition fuhrt zur Blockade der Proliferation und
inhibiert die Zytokinproduktion aktivierter T-Zellen [24]. Kostimulatorische
Rezeptoren, sowie Adhasionsmolekile der T-Zelle sind kolokalisiert mit dem TCR
und bilden so die immunologische Synapse auf der T-Zell-Oberflache, um so eine
effiziente Interaktion mit den DC zu gewahrleisten [174].

Tabelle 1.2.3.1 Kostimulatorische Rezeptoren in der immunologischen Synapse

T-Zell Moleklll  Funktion DC Ligand Lit.
LFA-1 Adhasion ICAM-1, ICAM-3 [180]
ICAM-3 Adhasion DC-SIGN [62, 63]
CD2 Adhésion, Ko-Stimulation LFA-3 [192]
TCR Antigenerkennung MHC-Peptid-Komplex [60, 72]
CD28 Ko-Stimulation CD80, CD86 [173]
CTLA-4 Ko-Inhibition CD80, CD86 [173]
CD40-Ligand Ko-Stimulation CD40 [131]

PD1 Ko-Inhibition PDL-1, CD80 [26, 249]
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1.3 Toll like Rezeptoren

Eine bedeutende Stellung in der Erkennung eindringender Pathogene und der
Einleitung der initialen Immunantwort nimmt die Gruppe der TLR ein. Diese erhielten
ihren Namen auf Grund der starken Ahnlichkeit zum Toll-Rezeptor der Taufliege
Drosophila melonogaster [168]. Da sie im Gegensatz zu Vertebraten nur tber ein
angeborenes Immunsystem verfugt, nimmt der Toll-Rezeptor eine zentrale Rolle im
Immunsystem der Drosophila-Fliege ein und fuhrt zur Erkennung bakterieller und
mykogener Bestandteile [224]. Bis heute sind 13 verschiedene TLR in Vertebraten
identifiziert, wobei TLR 1-9 im Menschen und der Maus vergleichbar sind [112, 133,
151]. TLR gehoren zu den bestuntersuchten PRR und dienen der Erkennung
pathogenassoziierter Lipide, Proteine, Lipoproteine und Nukleinsauren. Dabei ist
jeder einzelne TLR spezifisch in der Erkennung einer bestimmten PAMP Gruppe
[107, 133, 134, 248].

Strukturell betrachtet, sind alle TLR Typ-1-Transmembranrezeptoren, bestehend aus
der N-terminalen leucinreichen LRR-Sequenz und der zytoplasmatischen Toll/IL-1-
Rezeptor homologen Domane (TIR-Domane) [101, 107, 132-134]. Die
Signalubertragung ist abhangig von der Rekrutierung spezifischer TIR-Démane-
tragender Adaptermolekile an die TIR-Doméane des TLR. Hierzu gehoren der
myeloide Differenzierungsfaktor 88 (myeloid differentiation factor 88, MyD88), TRIF
(TIR-domain-containing adaptor-inducing IFN-B), TIRAP (TIR-domain-containing
adaptor-protein) oder TRAM (TRIF-related adaptor molecule). Uber die Aktivierung
nachgeschalteter Kinasen fuhren sie zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und
schlieBlich  zur  Produktion pro-, sowie anti-inflammatorischer  Zytokine,
kostimulatorischer Molekiile, sowie Chemokine [59, 78, 79, 98, 100, 134, 247].

TLR werden von einer Vielzahl an Zellen exprimiert, einschliel3lich APC, wie
Makrophagen und DC, sowie Lymphozyten, wie B-Zellen und zum Teil T-Zellen aber
auch NK-Zellen, sowie Nicht-Immunzellen, wie Fibroblasten oder Epithelzellen [2].
Sie befinden sich entweder auf der auf3eren Zellmembran, wie TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 und TLR6, wobei TLR1 und TLR6 Heterodimere mit TLR2 bilden, oder sind
endosomal lokalisiert, wie TLR3, TLR7, TLR8 und TLRO.



Tabelle 1.3.1 TLR und deren Liganden
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Adapter-

TLR Expression Ligand Ursprung molekl
TLR2/1 extrazellular  Triacyl-Lipopeptide: Pam;CSK, Gram-neg. Bakterien MyD88
TLR2 extrazellular  Lipopeptide Gram-pos./neg. MyD88

Peptidoglycan (PGN) Bakterien

Lipoteichonsaure Gram-pos.

(lipoteichoic acid, LTA) Gram-pos.

Lipoarrabinomannan

Zymosan Mycobakterien

Pilze

TLR2/6 extrazellular  Diacyllipopeptide Gram-pos. Bakterien MyD88
TLR3  endosomal Doppelstrangige Ribonukleinsaure Viren TRIF

(dsRNA)

Poly-Inosin-:Poly-Cytidyl-Séure (poly I:C)
TLR4 extrazellular  Lipopolisaccharide (LPS) Gram-neg. MyD88/TRIF

Fusionsprotein des respiratorischen RSV

Synzytial-Virus (RSV)

Fibrinogen korpereigen

Hitze-Schock-Proteine (HSP) 60/70 korpereigen
TLR5 extrazellular  Flagellin Gram-neg. MyD88
TLR7 endosomal Einzelstrangige RNA (ssRNA) Viren MyD88
TLR8 endosomal SSRNA Viren MyD88
TLR9 endosomal Nicht-methylierte Cytosin-phosphat- Bakterien, Viren MyD88

Guanin (CpG)-Dinukleotide

[2]
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1.4 Sepsis

Ein funktionierendes Immunsystem ist die Grundlage fur jeden gesunden
Organismus und resultiert aus der Balance zwischen schitzenden und schadigenden
Immunantworten. Gerét dies aus dem Gleichgewicht, so kann es auf der einen Seite
zum UberschieRen der Immunantwort kommen und damit zur Schéadigung
korpereigener Gewebe, unabhéngig davon, ob der initiale Ausloser koérperfremd,
oder korpereigen war. Auf der anderen Seite fuhrt eine geschwéachte Immunantwort
zur Persistenz von Krankheitserregern und zur erhdhten Anféalligkeit gegeniber

Infektionen.

Das Krankheitsbild der Sepsis vereint beide Formen der Immundysfunktion, indem
eine meist pathogengerichtete (berschieBende Immunantwort zur massiven
Gewebeschadigung des Organismus fiihrt und nach dem Uberstehen der initialen
Infektion ein erhdhtes Risiko fur Sekundarinfektionen besteht [48, 153, 201].

Als dritthaufigste Todesursache in Deutschland, mit einer Inzidenz von tber 150.000
Patienten pro Jahr in Deutschland und einer Sterblichkeit von 36 % (Stand
2003/2004) [50] handelt es sich bei der Sepsis um ein schwerwiegendes Versagen
des Immunsystems.

Per Definition entsteht Sepsis als Reaktion des Kdrpers auf eine Infektion, jedoch ist
die Quelle der Infektion h&ufig nicht nachweisbar [164]. Eine einheitliche Definition
auf Grundlage der nordamerikanischen Konsensuskonferenz aus dem Jahr 1991
erleichtert daher die Kklinische Diagnostik von Sepsispatienten. Hiernach
unterscheidet man zwischen der eigentlichen Sepsis, die UberschieRende
Immunreaktion auf eine zum Teil nachweisbare Infektion, der schweren Sepsis mit
assoziiertem Organversagen und dem septischen Schock, der, trotz ausreichendem
Flissigkeitsersatz, mit arterieller Hypotonie einhergeht. Die diagnostischen Kriterien
werden dber das systemische inflammatorische Response-Syndrom (systemic
inflammatory response syndrom, SIRS) beschrieben und beinhalten eine stark
erhohte oder auch erniedrigte Korpertemperatur, erhbhte Atem- und Herzfrequenz
sowie eine pathologisch veranderte Leukozytenzahl im Blut. Des Weiteren ermdoglicht
ein  Punktesystem, anhand préadispositioneller Faktoren, Art der Infektion,
Immunantwort und Organschédigung (predisposing factors, infection, response,
organ dysfunction, PIRO) die Einschatzung der Schwere und des Verlaufs der
vorliegenden Sepsis [115]. Haufige Ausloser einer Sepsis sind gram-positive

(Staphylococcus aureus, MRSA (multi-resistenter S. aureus), Enterokokken), sowie
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gram-negative (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Acinetobacter-Spezies,
Enterobacter) Bakterien, sowie Pilze (Candida, Aspergillus). Hierbei handelt es sich
vorrangig um nosokomiale Infektionen, wobei Pseudomonas-Infektionen die héchste
Sterblichkeit hervorrufen [232]. Das heutige Wissen uber die Pathogenese der
Sepsis beruht grof3tenteils auf ex vivo und in vitro Untersuchungen peripheren Blutes
oder post mortem gewonnener Gewebeproben septischer Intensivpatienten.

1.4.1 Pathogenese der Sepsis

In der initialen Phase der Sepsis entwickelt sich ein ,Zytokin-Sturm®, der mit der
Freisetzung grofer Mengen an pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen,
Chemokinen und mikrobiziden Proteinen einhergeht. Zu diesen Mediatoren gehéren
vornehmlich TNF-q, Interleukine (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10), HMGB-1 (high-mobility
group box-1), Makrophagen-Migration inhibierender-Faktor (macrophage migration
inhibitory factor, MIF), Stickstoffmonoxid (nitric oxid, NO), plattchenaktivierender
Faktor (PAF), die aktivierten Komplementfaktoren C3a-5a, PGE und Leukotriene. Vor
allem die aktivierten Komplementfaktoren, PFA, PGE, und Leukotriene flihren zu
einer erhohten GefalRpermeabilitédt, was das Eindringen und die Ausbreitung von
Leukozyten, aber auch Pathogenen ins Gewebe erleichtert. Die rasche und massive
Ausschuittung pro-inflammatorischer Mediatoren, wie TNF-a und IL-1, fuhrt schnell zu
Fieber, Schock und Atemwegsstorungen durch Lungenschadigung [93]. Das
Anlocken und die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten verstarkt zudem die
Gewebedestruktion, durch die Produktion toxischer Mediatoren, wie reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) [76, 238]. Durch die Aktivierung von Blutplattchen und
Gerinnungsfaktoren kommt es zu einer verstarkten Bildung von Blutgerinnseln, vor
allem in der Mikrozirkulation von Organen. Diese Durchblutungsstérung kann durch
mangelhafte Sauerstoffversorgung, zusammen mit den bereits beschriebenen
Faktoren zu weiteren Organschaden, bis hin zum Multiorganversagen fihren [11, 53,
58].

Die anti-inflammatorische Immunreaktion wird hauptsachlich durch das Zytokin IL-10
vermittelt [128, 228]. Vergleichbar mit dem SIRS kommt es parallel zu einer
Uberschiel3enden anti-inflammatorischen Immunantwort, die zusammengefasst wird
als kompensatorisches anti-inflammatorisches Response-Syndrom (compensatory
antiinflammatory response syndrom, CARS) und bis hin zur Immunparalyse fuhrt [1].

Diverse Studien uUber die in vitro Stimulation von Vollblut und im Besonderen von

Monozyten mit bakteriellen Stimuli, wie z.B. LPS, weisen zudem eine verringerte
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Aktivierung sowie Produktion pro-inflammatorischer Zytokine ex vivo nach [52, 145,
200]. Das Verhéltnis von pro-inflammatorischen und anti-inflammatorischen
Mediatoren ist dabei entscheidend fir das Uberleben des Patienten. So haben
Patienten mit septischem Schock eine hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit
innerhalb der ersten 28 Tage, wenn das Verhdltnis zugunsten der pro-
inflammatorischen  Mediatoren ausfallt [43]. Die Uberschielende anti-
inflammatorische Immunantwort resultiert schlie3lich in der Dysregulation des
Immunsystems und fuhrt zu einer generellen Immunsuppression. Die Dauer der
entstehenden Immunsuppression ist dabei abhangig von der Art, schwere und
Lokalisation der initialen Infektion [64] und kann zu einer langanhaltenden Anfalligkeit
gegenuber opportunistischen Infektionen fuhren. Klinische Studien berichten, dass
fur Sepsispatienten bis zu acht Jahre nach dem initialen Krankenhausaufenthalt ein
erhohtes Risiko fur lebensbedrohende Infektionen besteht [159, 163].

1.4.2 Leukozyten wahrend Sepsis

Von grolRer Bedeutung fur die Bekdmpfung der initialen Infektion und zum Schutz vor
Sekundarinfektionen, aber auch kdrperschadigender Immunantworten ist die
Effektivitat des adaptiven Immunsystems. Durch Produktion von IFN-y und GM-CSF
unterstutzen T-Zellen durch Stimulation von Makrophagen die Immunabwehr, kénnen
diese jedoch auch durch IL-10-Produktion limitieren [141, 169].

Sepsis fuhrt zu einer Lymphopenie, bedingt durch verstarkte Apoptose von T-Zellen,
B-Zellen und NK-Zellen im Blut und peripheren Organen [19, 80, 83, 215]. In
Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass eine antiapoptotische Behandlung das
Uberleben der Versuchstiere in der akuten Phase der Sepsis fordert [84]. Neben dem
peripheren Verlust von T-Zellen kommt es zu einer Verlagerung der Differenzierung
von CD4'T-Zellen hin zum Ty2-Typ und dem Anstieg von Tregs [56, 178]. Dies ist
assoziiert mit verminderten IL-2 und IFN-y-Mengen, bei gesteigerten IL-10 und IL-4-
Mengen im Blut [9, 96, 113, 230].

Die Rolle der B-Zelle in Bezug auf die Schwere der Sepsis ist noch unklar, jedoch
konnte gezeigt werden, dass wahrend septischen Schocks und post mortem eine
erhohte Zahl aktivierter CD80/CD86"B-Zellen im Blut vorhanden ist [140].

NK-Zellen sind in der Lage Pathogene direkt Gber PRR zu erkennen [32] und tragen
effektiv zur Aktivierung von DC, Makrophagen, sowie Monozyten durch Produktion
von IFN-y, TNF-a, sowie GM-CSF bei [13, 123, 236]. Sepsis fuhrt zu einer raschen
Aktivierung von NK-Zellen und dies korreliert ebenfalls mit der Sterblichkeit wéahrend
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Sepsis. So lasst sich im Blut von Uberlebenden eines septischen Schocks, tber 28
Tage ein starker Verlust von NK-Zellen, im Vergleich zu nicht Gberlebenden Patienten
beobachten. Zudem weisen die NK-Zellen der Patienten, die den septischen Schock
nicht Gberlebten eine verstarkte Aktivierung auf [20, 44]. Somit scheint die Schwere
einer Sepsis bedingt durch die ungehemmte Aktivierung des angeborenen und
adaptiven Immunsystems zu sein.

Neben der Lymphopenie flhrt Sepsis auch zu einem starken peripheren Apoptose-
induzierten Verlust von DC [82, 86, 213]. Korrelierend zu den Erkenntnissen Uber
Lymphozyten wahrend Sepsis kommt es zudem zu einer raschen Aktivierung der DC,
welche verstarkt kostimulatorische Molekile, wie CD40 und CD86 sowie MHCII
exprimieren. Bereits nach wenigen Stunden weisen DC zudem ein verandertes
Zytokinprofil auf. Durch die verminderte Fahigkeit zur IL-12-Produktion und einer
verstarkten Produktion von IL-10 sind DC, wéahrend der Akutphase der Sepsis, aber
auch post-septisch, trotz starker Aktivierung nicht in der Lage eine effektive Tyl-
Antwort zu initiileren [61, 239].

1.4.3 Murine Studien der post-septischen Immunsuppression

Auf Grund der Heterogenitat der Sepsis, sowie der unterschiedlichen Pradisposition
der Patienten kommt es haufig zu widersprichlichen Aussagen. Die Entwicklung
diverser Tiermodelle dient der standardisierten Untersuchung der Sepsis-assoziierten
Immundysfunktion. Um das breite Spektrum der humanen post-septischen
Dysregulation des angeborenen sowie adaptiven Immunsystems adaquat zu
untersuchen, wurde das murine Sepsismodell der zdkalen Ligatur und Punktion
(cecal ligation and puncture, CLP) entwickelt [87, 125]. Dieses Modell simuliert durch
Punktion des Blinddarms eine bakterielle Peritonitis, die im Menschen neben der
Infektion der Atemwege zu den haufigsten Auslosern einer Sepsis gehort [226]. Uber
die GrolRe und Anzahl der Punktionen, Lange des ligierten Darmabschnitts und Form
der moglichen Antibiose ist es mdglich den Schweregrad der Sepsis zu variieren und
damit, die Heterogenitat der humanen Sepsis widerzuspiegeln. Verringert man den
Schweregrad, somit die Menge des aus dem Zokum austretenden pathogenen
Materials, so verringert sich die Sterblichkeit sowie Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine, wie TNF-a und IL-6, bei steigender IL-10-Produktion [235].

Die CLP fuhrt zudem auch, wie im klinischen Verlauf der Sepsis, zu einer akuten
Lungenschadigung und einer erhdohten post-septischen Anfalligkeit gegenuber

Lungeninfektionen mit P. aeruginosa oder dem opportunistischen Pilz Aspergillus



23

fumigatus [15, 144, 205]. Die Anfalligkeit fur Lungeninfektionen wird maf3geblich
durch eine verstarkte Tp2-Antwort vermittelt. AuRerdem fuhrt die gestorte IFN-y
Produktion von NK-Zellen, zu einer verstarkten IL-10 Freisetzung durch APC in der
Lunge [156]. Erhohte IL-10-Mengen inhibieren die IL-12-Produktion, so induziert z.B.
die in vitro Stimulation von DC aus der Milz mit IL-10 eine Ty2 Antwort bei T-Zellen
[45]. IL-10 fordert zudem die Differenzierung von DC, die durch die Induktion von
Tregs die Antwort von T-Zellen effektiv supprimieren [18].

Die intrapulmonale Injektion von naiven DC in septische M&ause verringert deren
Anfalligkeit fir sekundare Lungeninfektionen. Dies weist darauf hin, dass DC
maf3geblich an der Ausbildung der pulmonalen post-septischen Immunsuppression
beteiligt sind [16, 156, 239]. Neben der verstarkten Bildung von IL-10 ist die IL-12-
Produktion post-septischer DC im Mausmodell gestort. Trotz ausgepragter
Expression kostimulatorischer Molekile sind diese DC nicht in der Lage eine
effektive Tyl-Antwort zu induzieren [61, 155]. DC haben nur eine Lebensdauer von
wenigen Tagen. Bereits vier Tage nach CLP lassen sich keine Bakterien mehr
nachweisen, die fur die Ausbildung der initialen Sepsis verantwortlich waren [155].
Die tUber mindestens 2 Wochen anhaltende Dysfunktion nach Sepsis weist somit auf
eine bereits veranderte Differenzierung der DC im Knochenmark hin [14]. In vitro
Knochenmarkkulturen post-septischer Mause mit GM-CSF fuhren zu dysfunktionalen
de novo generierten DC (bone marrow derived DC, BMDC), die die
Immunsuppression auf naive Tiere Ubertragen kdnnen. So ist eine Infektion naiver
Mause mit P. aeruginosa wesentlich starker ausgepragt, wenn ihnen zeitgleich post-
septisch generierte BMDC intra nasal injiziert werden [155].

1.4.4 Einfluss der Sepsis auf die TLR-Expression und -Signaltransduktion

In septischen Patienten zeigt sich eine verstarkte periphere monozytare TLR2- und
TLR4-Expression im Vergleich zu gesunden Probanden [6, 219]. Murine Sepsis-
Modelle weisen zudem die verstarkte TLR-Expression auf Makrophagen der Leber
und Milz und bereits eine Stunde nach Sepsisinduktion die Hochregulation auf
Messenger-RNA- (mRNA) Ebene in Leber und Lunge nach [221, 242]. Eine erhOhte
TLR-Expression fuhrt jedoch nicht zwangslaufig zu einer verstarkten Immunreaktion.
In vitro stimulierte periphere mononukleare Zellen septischer Patienten zeigen trotz
erhohter TLR4-Expression eine reduzierte Zytokinproduktion nach Stimulation mit
LPS im Vergleich zu gesunden Probanden [220]. LPS ist, als Bestandteil gram-

negativer Bakterien, Hauptausltser einer gram-negativen Sepsis. Im Mausmodell
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konnte gezeigt werden, dass Praexposition mit LPS eine erneute Stimulation von
Peritonealmakrophagen mit LPS verhindert. Diese Reaktion wird als Endotoxin-
Toleranz bezeichnet und ist in vitro assoziiert mit der verminderten Expression des
TLR4 und korreliert somit nicht mit der in vivo Situation bei Sepsis [148].

Auf Grund ihrer verstarkten Expression sind TLR wahrend Sepsis stark im Fokus der
Forschung, um eine adaquate Behandlung des SIRS zu erzielen und so die
nachgeschaltete Anergie des adaptiven Immunsystems zu verhindern. Jedoch fuhren
diese Studien zu kontroversen Ergebnissen. Die Blockade des murinen TLR4/MD-2-
Komplexes sowie der nachgeschalteten Signaltransduktion verbessert das
Uberleben bei septischem Schock durch die verminderte Aktivierung von Leukozyten
[42, 147]. Die Expression von TLR2 und TLR4 ist zudem assoziiert mit der
Sterblichkeit in der frihen Phase polymikrobieller Sepsis [242]. Im humanen System
fuhren Mutationen des TLR4 zu einem erhdhten Vorkommen von gram-negativen
Infektionen und septischem Schock [122]. Betreffen die Mutationen dagegen die
nachgeschaltete Signalkaskade des TLR4 so bringt dies einen Schutz gegen diverse
Infektionen [102].

1.4.5 Sepsisbedingte Stérung der Hamatopoese im Knochenmark

Das Knochenmark ist der Ursprung der Hamatopoese. Kontinuierlich differenzieren
hier die Zellen des Immunsystems aus CD34" pluripotenten Vorlauferzellen, den
HSC. Uber den S1P-Gradienten zwischen Knochenmark, Blut und den peripheren
Organen wandern kontinuierlich hamatopoetische Vorlaufer aus dem Knochenmark
aus und verteilen sich im Organismus [17, 65, 165]. Wahrend der Sepsis kommt es
bereits zu einer gestorten Hamatopoese.

Im Blut septischer Patienten zeigt sich im Verlauf der Sepsis ein starker Anstieg
CD34" HSC, der zudem assoziiert ist mit der erhohten Sterblichkeit der Patienten
[218]. Neben der erhéhten Expression im Blut konnte dies im Tiermodell auch fur das
Knochenmark nachgewiesen werden [188]. HSC sind in der Lage direkt Gber TLR
oder indirekt Uber die Stimulation mit inflammatorischen Zytokinen auf eine Infektion
zu reagieren [146]. In einem Mausmodell der Sepsis konnte gezeigt werden, dass die
starke Akkumulation der HCS im Knochenmark und dem Blut dabei unabhangig von
TLRA4, IFNa/B, sowie der Signaltransduktion tiber MyD88 oder TRIF ist [188].

Die starke Expansion der HSC bei Sepsis dient in erster Linie der Regeneration des
Immunsystems. In der frihen Phase der Sepsis kommt es zu einer starken Infiltration

von neutrophilen Granulozyten am Infektionsherd. Da diese nur eine kurze
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Lebensdauer haben, befindet sich ein groRes Reservoir im Knochenmark, das im
Falle einer Infektion schnell akquiriert werden kann. Ist dieses Reservoir durch
anhaltende Infektion und stetigen Bedarf an neutrophilen Granulozyten aufgebraucht,
kommt es zur raschen Neubildung aus HSC im Knochenmark [117, 222]. Wahrend
Sepsis ist diese Neubildung jedoch gestort und es kommt zu einem starken Verlust
von neutrophilen Granulozyten im Blut, der sogenannten Neutropenie. In einem
murinen Sepsismodell, das aus einem Verbrennungstrauma und anschliel3ender
Infektion mit P. aeruginosa besteht, wurde gezeigt, dass die fehlende Neubildung von
neutrophilen Granulozyten durch eine gestorte Differenzierung von CD34"HSC im
Knochenmark in myeloide Vorlauferzellen bedingt ist [170].

Eine starke Infektion leitet in kurzer Zeit die sogenannte Notfall-Myelopoese
(emergency myelopoiesis) ein und fuhrt zur schnellen Neubildung von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. Das Verhéltnis von lymphoiden
Vorlaufern zu myeloiden Vorlaufern verschiebt sich dabei zugunsten der Myelopoese
[222, 223]. Durch die Sepsis-assoziierte Stérung der HSC-Differenzierung entsteht
dabei eine grof3e Zahl unreifer Differenzierungsstufen, unter anderem die Gruppe der
GR1'CD11b* myeloiden Vorlaufer. Diese lassen sich im spaten Verlauf der murinen
Sepsis in groRer Zahl in Knochenmark, Milz und Lymphknoten nachweisen [47]. Sie
besitzen die Fahigkeit T-Zellen in ihrer Immunantwort zu supprimieren und induzieren
den Wechsel der Differenzierung von CD4'T-Zellen von Tyl zu Th2. Auf Grund
dieser Fahigkeit werden sie als aus der myeloiden-Reihe entstammende Suppressor-
Zellen (myeloid-derived suppressor cells, MDSC) bezeichnet [47]. Die Akkumulation
dieser Zellen ist unter anderem von den Zytokinen IL-1 und IL-6, PGE und den pro-
inflammatorischen S100-Proteinen abhéngig [152, 179]. MDSC aus septischen
Mausen lassen sich im Vergleich zu GR1*Zellen von Kontrolltieren in vitro leicht in
DC und Makrophagen differenzieren, was sie weiterhin als unreife myeloide
Vorlauferzellen charakterisiert. Diese Fahigkeit scheint jedoch in vivo unterdriickt zu
sein [47]. Die starke Akkumulation von MDSC im Knochenmark findet erst in der
spaten Phase der Sepsis statt. Vierundzwanzig Stunden nach CLP findet man
dagegen eine verminderte Zahl Gr1*CD11b"MDSC im Knochenmark im Vergleich zu
Kontrolltieren. Dies und der zeitgleich starke Anstieg von neutrophilen Granulozyten
im Blut, deuten darauf hin, dass zu diesem Zeitpunkt noch die Fahigkeit einer
intakten Myelopoese besteht [47].

Die Ursache der gestorten HSC-Differenzierung wahrend Sepsis ist noch unklar.
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1.5 Zielsetzung

Sepsis gehort zu den schwerwiegenden Komplikationen auf Intensivstationen und
fihrt selbst nach Uberstehen der primaren Infektion zur langandauernden,
gesteigerten Empfanglichkeit fir nosokomiale Infektionen. Ein stark ausgepréagter
initialer Sturm pro-inflammatorischer, sowie anti-inflammatorischer Mediatoren und
die Apoptose diverser Immunzellen fuhren dabei zu einer chronischen Anergie des
Immunsystems.

Fur DC konnte, mit Hilfe des CLP-Modells gezeigt werden, dass nach Uberstehen
der initialen Infektion eine veranderte DC Differenzierung im Knochenmark vorliegt.
De novo differenzierte DC sind nicht in der Lage, eine potente Stimulation des
adaptiven Immunsystems zu induzieren und konnen diese Dysfunktion auf naive
Tiere Ubertragen. Dies fuhrt dazu, dass eine Sekundarinfektion mit P. aeruginosa
nicht effektiv bekampft werden kann [155]. In der Frihphase der Sepsis kommt es zu
einer Modulation der Hamatopoese. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe weisen
darauf hin, dass residente CD11c*Zellen im Knochenmark Einfluss auf die de novo
Differenzierung von DC haben [155].

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, friihe zellulare Veranderungen des Knochenmarks
wahrend der akuten Phase der Sepsis und vor allem den Einfluss residenter CD11c"
DC im Knochenmark auf die de novo Differenzierung von DC zu untersuchen. Der
Phanotyp residenter DC im Knochenmark und ihr Bezug zu peripheren lymphoiden
Organen, wie der Milz und den Lymphknoten sollen dabei naher charakterisiert

werden.
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2.1 Verbrauchsmaterialien
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Die verwendeten Verbrauchsmaterialien, wie Reaktionsgefal3e, Zellkulturplatten,

Petrischalen, Objekttrager, serologische Pipetten, Pipettenspitzen, Einmalspritzen,

Kanulen und Zellsiebe wurden von den Firmen BD Medical (Heidelberg), Eppendorf

(Hamburg), Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen), Starlab Deutschland GmbH
(Hamburg), Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden), Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
und Sysmex Partec GmbH (Gérlitz) bezogen.

2.2 Laborgerate

Fur alle Arbeitsschritte wurden die unter Tabelle 2.2.1 aufgefuhrten Gerate

verwendet.

Tabelle 2.2.1 Geréateverzeichnis

Gerate

Hersteller

Auflichtmikroskop Axiovert 25
Auflichtmikroskop Axiostar plus
Mikroskop Axio Imager.M2

CO, Inkubator Forma Scientific

CO, Inkubator INCOmed
Durchflusszytometer FACSCalibur®
FACS-Sorter FACS Aria Il
Mikroplatten-Absorptionsreader ELx808
Werkbank antair BSK

Werkbank MSC-Advantage
Zentrifuge Heraeus Varifuge 3.0RS
Zentrifuge Heraeus BIOFUGE fresco
Zentrifuge Heraeus Multifuge 3 S-R
Zentrifuge 5810

Cytozentrifuge Cytospin™ 4

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall
Bio-Flow Technik, Meckenheim
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Thermo Scientific™ , Schwerte

Thermo Scientific™, Schwerte

Thermo Scientific™, Schwerte
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
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2.3 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien wurden im Reinheitsgrad ,zur Analyse® und, sofern
nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma Aldrich (Taufkirchen), Merck
(Darmstadt), Promega (Mannheim) und Serva Elektrophoresis (Heidelberg) bezogen.
Das zur Desinfektion verwendete 70 %ige Ethanol wurde von der Apotheke des
Universitatsklinikums Essen bezogen.

2.3.1 Reagenzien
In folgender Tabelle (2.3.1.1) sind alle Reagenzien aufgefihrt, die zur Isolierung,
Kultivierung und Stimulierung von Zellen, sowie zur in vivo Behandlung von

Versuchstieren verwendet wurden.

Tabelle 2.3.1.1 Reagenzien, Stimuli, Bakterien

Reagenz Bezugsquelle

Collagenase P Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Collagenase D Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

rekombinanter muriner Granulozyten-Makrophagen = R&D Systems, Wiesbaden

Kolonie-stimulierender Faktor (rmGM-CSF)

FTY720 (Fingolimod®) LC Labs, Woburn [147]
Stimulus Bezugsquelle
CpG-Oligonukleotide Eurofins MWG Operon, Ebersberg

(Sequenz: T*C*C*ATGACGTTCCTGAT*G*C*T)

Bakterien Stamm
P. aeruginosa ATCC 27853
2.3.2 Serum

Als Medienzusatz und Bestandteil des ELISA-Blockpuffers wurde fotales
Kalberserum (FCS) der Firma Biochrom GmbH [184] verwendet. Der
Endotoxingehalt des FCS lag unter 1,00 EU/ml. Fir alle Versuche innerhalb dieser
Arbeit wurde nach vorheriger Austestung nur eine bestimmte FCS-Charge
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eingesetzt. Vor Gebrauch wurde das Serum durch Erwarmung fur 30 min auf 56°C
inaktiviert und nach Erkalten folgte eine Zentrifugation (4000 g, 10 min) zur

Entfernung von Sedimenten.

2.3.3 Pufferlésungen

Zum Ansetzen der Pufferlésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, die
Chemikalien der unter 2.3 angegeben Firmen verwendet. Als Losungsmittel wurde
entionisiertes Wasser aus der hauseigenen Anlage, selbst angesetztes PBS
(Phosphat-buffered Saline) oder Aqua B. Braun (Braun, Melsungen) verwendet. Das
in der Zellkultur verwendete PBS wurde von Life Technologies (Carlsbad, USA)
bezogen und besal} geringe Endotoxinwerte (< 1 EU ml). Die Pufferlésungen, die
Anwendung in der Zellkultur fanden, wurden vor Gebrauch mit einem 0,22 um Filter

steril filtriert

Tabelle 2.3.3.1 Verwendete Losungen und Puffer

Loésung Zusammensetzung / Bezugsquelle

Cellwash® BD Biosciences, Heidelberg

Foxp3 Staining Buffer Set® eBioscience, Frankfurt

EDTA 250 mM Stockldsung

ELISA-Blockpuffer 1% FCS in PBS

ELISA-Waschpuffer D-PBS + 0,05 % Tween 20, Serva,

TMB Substrate Reagent Set® BD  OptEIATM, BD  Biosciences,
Heidelberg

D-PBS (fur ELISA) 1,5 M NaCl, 26,8 mM KCI, 14,7 mM
KH2PO4,

27,1 mM Na2HPO4

Red Blood Cell Lysing Buffer Hybri-Max™ Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ethanol 70 % v/ v, Apotheke Universitatsklinikum
Essen

Isofluran (Forene®) 100 % v/ v, Abbott, Wiesbaden

Trypanblauldsung 0,4 %, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Losung Zusammensetzung / Bezugsquelle

Physiologische NaCl-Ldsung Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg

Paracarp® 50 mg/ml Injektionslésung IDT Biologika, Dessau

Giemsa-Ldsung Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

20 %ige 2-Hydroxypropylpropyl-

o PanReac AppliChem, Gatersleben
B-cyclodextrin-Lésung (2-HPCD)

2.3.4 Kulturmedium
Als Kulturmedium diente fir alle Zellkulturen very low endotoxin medium, VLE RPMI

1640 mit stabilem L-Glutamin der Firma Biochrom GmbH [184]. Als endotoxinfreie
Zusatze waren zudem 10 mM HEPES (Biochrom, Berlin), 0,06 mg/ml Penicillin
(Sigma Aldrich, Taufkirchen), 0,02 mg/ml Gentamicin (Sigma Aldrich, Taufkirchen)
und 0,05 mM B-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich, Taufkirchen) enthalten. Dem
Kulturmedium wurden 10 % Hitze-inaktiviertes FCS zugesetzt.

2.3.5 Kulturmedium fur Bakterien

Als Nahrmedium fir die Kultivierung von P. aeruginosa wurde Tryptic-Soy-Agar (TSA)
verwendt. Dieses setzt sich aus tryptic soy broth (Tryptic-Soja-Bouillon, TSB) von
Bacto™ (BD, Heidelberg) und Agar von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) zusammen. Fir
die Herstellung der TSA-Platten wurden 10,5 g TSB zusammen mit 5,2 g Agar und
350 ml destilliertem H,O vermischt und fur 15 min bei 121°C autoklaviert. Hiervon
wurden je 10 ml in sterile Petrischalen gegossen und bis zur weiteren Verwendung
bei 4°C gelagert. Trypticase™ Soy Agar Medium (BD, Heidelberg) wurde fur die

Anzucht der Bakterien verwendet.

2.4 Antikodrper far durchflusszytometrische Analysen

Zur Analyse von zellspezifischen Oberflachenmolekilen und eines intrazellularen
Proliferationsmarker  mittels  Durchflusszytometrie  wurden  AntikGrper in
verschiedenen Kombinationen verwendet. Bezogen wurden die Antikérper von BD
Biosciences (Heidelberg) und eBiosciences (Frankfurt am Main). In unten stehender
Tabelle (Tab. 2.4.1) sind Bezugsquelle, Farbstoffkonjugation, Klon, sowie, falls
verwendet, die entsprechende Isotyp-Kontrolle aufgefuhrt.
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Antikorper-
Konjugat spezifitat Klon Bezugsquelle Isotyp
FITC CD3e 145-2C11 BD Biosciences
CD4 RM4-5 BD Biosciences
CD40 HM40-3 BD Biosciences Arm. Hamster IgGy,
CD172a/SIRPa P84 BD Biosciences K
E-Cadherin |-A/l- 36/E-Cadherin BD Biosciences Rat IgG, k
E (MHCII) 2G9 BD Biosciences Mouse 1gG,,, K
Ly6C AL-21 BD Biosciences Rat 1gGo,, K
Rat IgM, k
PE CD4 RM4-5 BD Biosciences
CD45R/B220 RA3-6B2 BD Biosciences
CD86 GL1 BD Biosciences RatlgG,,, K
Ki-67 SolAl15 eBioscience 19Ga2a, K
Ly6G 1A8 BD Biosciences
PerCPCy5.5 CD11b M1/70 BD Biosciences
I-A/I-E (MHCIl)  M5/114 BD Biosciences Rat IgGap, K
APC CDl1lc N418 eBioscience Arm. Hamster IgG
CD49b DX5 eBioscience
unkonjugiert CD16/CD32 2.4G2 BD Biosciences
(Fey i/
Rezeptor)

2.5 Kommerzielle Standardtests

Die unten angegebenen Test-kits wurden von der Firma R&D Systems (Wiesbaden)

verwendet und entsprechend Herstellerangaben durchgefihrt.

Mouse IL-12 p70 ELISA DuoSet
Mouse IL-10 ELISA DuoSet
Mouse IFN-y ELISA DuoSet

Prostaglandin E2 Parameter Assay Kit
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3. Methoden
3.1 Versuchstiere und Operationsmethoden

3.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden weibliche Mause vom Stamm BALB/c von Harlan
Laboratorie (Borchen) bezogen, sowie die transgenen Stamme TLR4™, TLR27,
TLR2/4" und MyD88" aus eigener Zucht verwendet. Alle Arbeiten mit diesen Tieren
erfolgten unter Einhaltung der Sicherheitsstufe 1, entsprechend der Gentechnik-
Sicherheitsverordung. Vor Versuchsbeginn hatten die von Harlan bezogenen Tiere
eine Woche Zeit, sich im zentralen Tierlaboratorium zu aquilibrieren. Bei
Versuchsbeginn hatten alle Tiere ein Alter von sieben bis zwolf Wochen und ein
Gewicht von 20 bis 26 g erreicht. Die Versuchstiere wurden gemaR den
Tierschutzbestimmungen im Zentralen Tierlaboratorium (ZTL) des
Universitatsklinikums Essen gehalten und hatten Zugang zu Standard-Nager-Futter
und Wasser ad libitum. Alle chirurgischen Eingriffe erfolgten nach entsprechender

Fachkunde unter sterilen Bedingungen.

3.1.2 Operationsmethoden

3.1.2.1 Zokale Ligation und Punktion als Modell der polymikrobiellen Sepsis

Die Induktion der polymikrobiellen Sepsis erfolgte nach Anwendung des
abgewandelten Modells, der von der Arbeitsgruppe um Chaudry [240] entwickelten
Cecal Ligation and Puncture (CLP). Dieses Modell fuhrt durch Ligatur und
anschlieBende Punktion des Blinddarms zu einer raschen Peritonitis resultierend in
einer Sepsis. Ausgeldst wird dies durch den Austritt einer standardisierten Menge von
Bakterien-beinhaltendem Darminhalt in die Bauchhdhle. Der Schweregrad der Sepsis
ist dabei Abhangig von der Lange des abgebundenen Blinddarmabschnitts und der
Gro3e und Anzahl der Punktionen. Bei der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
polymikrobiellen Sepsis handelte es sich um eine subletale Form, bei der der
Groliteil der Versuchstiere einen Zeitraum von vier Tagen (96 Stunden) nach
Operation Uberleben soll.

Die Sepsisinduktion wurde, wenn nicht anders angegeben, an weiblichen, sieben bis
zwolf Wochen alten, BALB/c Mausen durchgefuhrt. Nach Betaubung der
Versuchstiere mit einer frisch angesetzten Narkose-Ldsung, aus 100 mg/kg Korper-
gewicht Ketamin (CEVA Sante Animale, Dusseldorf) und 10 mg/kg Korpergewicht

Xylazin (CEVA Sante Animale, Dusseldorf), welche i.m., nach vorheriger
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Inhalationsnarkose mit Isofluran, in den Vorderlauf der Tiere verabreicht wurde,
erfolgte die Offnung der Bauchhohle unter sterilen Bedingungen. Dazu wurde nach
Desinfektion des Bauchbereichs mit einer Schere die Haut der Versuchstiere im
mittleren Bauchbereich auf einer Lange von ca. einem Zentimeter unterhalb des
Sternums aufgeschnitten und anschliel3end entlang der linea alba ein Bauchschnitt
(Laparotomie) durchgefuihrt. Nach Freilegen des Zékums wurde ca. ein Zentimeter
des distalen Endes mit 5-0 nicht-resorbierbarem chirurgischen Nahtmaterial von
Ethicon (Norderstedt) ligiert. Der abgebundene Bereich des Zékums wurde mit einer
27-Gauge Nadel (BD Microlance™, BD Medical, Heidelberg) punktiert und eine
Menge von ca. 5 pl Darminhalt herausgepresst. Das Z6kum, samt Darminhalt
wurden anschlieBend vorsichtig in die Bauchhohle zurtick verlagert und der
Flissigkeitshaushalt des Versuchstieres durch Gabe von 1 ml physiologischer NaCl-
Lésung in den Bauchraum rekonstituiert. Anschliel3end wurden Peritoneum und Haut
in zwei Schichten mittels 5-0 Nahtmaterial verschlossen.

Als Kontrollgruppe wurden Tiere der gleichen Operation ohne Ligatur und Punktion
des Zokums unterzogen. Wenn nicht anders angegeben, wurde die Aufwachphase
der Tiere durch Warmezufuhr von einer Warmeplatte mit 37°C unterstitzt und die
Tiere in den folgenden maximal 96 Stunden intensiv, mindestens zweimal am Tag
kontrolliert. Die Letalitat lag bei 25 % nach CLP und 0 % nach Sham-Operation

innerhalb der ersten 72 Stunden nach Operation.

3.1.2.2 Splenektomie

Um den Einfluss der Milz auf die Entwicklung der polymikrobiellen Sepsis zu
untersuchen wurde diese vor Sepsisinduktion bei sieben bis acht Wochen alten
Tieren chirurgisch entfernt. Nach bereits beschriebener Narkoseeinleitung wurde ein
Schnitt auf der linken Seite des Tieres, auf Héhe der Milz, von etwa einem Zentimeter
Lange vorgenommen. Nach Freilegen der Milz und gebindelter Ligatur der
angeschlossenen Blutgefal3e mit 5-0 Nahtmaterial wurde die Milz distal der Ligaturen
abgetrennt und entfernt. Nach optischer Vergewisserung, dass keine Blutungen
vorlagen, wurden die Tiere mit 1 ml physiologischer NaCl-Lésung rekonstituiert und
die Wunde in zwei Schichten mit 5-0 Nahtmaterial verschlossen. Zur
Schmerzlinderung wurden 4 mg/kg Kérpergewicht Paracarp® (IDT Biologika, Dessau)
direkt nach Operation und einen Tag spéater sub cutan (s.c.) verabreicht. Nach einer
Erholungsphase von drei bis vier Wochen wurden die Tiere fir weitere Versuche

eingesetzt.
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3.1.2.3 Adenektomie der mesenterialen Lymphknoten

In Kooperation mit Dr. Manuela Buittner (Zentrum Anatomie, Medizinische
Hochschule Hannover) wurde eine Adenektomie der mesenterialen Lymphknoten an
sieben bis acht Wochen alten Tieren durchgefuhrt. Die Entfernung der mesenterialen
Lymphknoten erfolgte analog zur Splenektomie, jedoch mit einem Bauchschnitt von
1,5 cm Lange. Nach Exposition des Dickdarms samt Mesenterium wurden die
mesenterialen Lymphknoten vorsichtig mit einer spitzen Pinzette entfernt und das
Mesenterium anschlieRend vorsichtig zuriick verlagert. Durch Gabe von 1 ml
physiologischer NaCl-Lésung in den Bauchraum wurden die Tiere rekonstituiert.
AnschlieBend wurden Peritoneum und Haut in zwei Schichten mittels 5-0
Nahtmaterial verschlossen und die Tiere analog zur Splenektomie mit Paracarp®
behandelt.

3.1.3 P. aeruginosa Infektion

3.1.3.1 Bakterienanzucht

Alle Arbeitsschritte mit lebenden Bakterien wurden unter Einhaltung der
Sicherheitsstufe 2 durchgefuhrt. Die verwendeten P. aeruginosa wurden vor jeder
Infektion frisch vermehrt, um eine ausreichende Menge und Aktivitat gewahrleisten
zu konnen. Hierzu wurden die Bakterien am Tag vor der Infektion fur ungefahr 16
Stunden auf TSA-Platten bei 37°C inkubiert. Zur weiteren Vermehrung der Bakterien
wurde eine Impfése mit Bakterien in warmem TSB Uberfihrt und bei 37°C, im
Warmeschrank, fir eine Stunde kultiviert. Wahrend der logarithmischen
Wachstumsphase der Bakterien erfolgte das Ernten der P. aeruginosa durch
Zentrifugation (1600 g, 10 min) der Bakterienldsung. Nach dem Resuspendieren in
RPMI-Medium (Gibco®, Invitrogen, Darmstadt) wurde die Bakterienzahl
photometrisch mit Hilfe der Absorption der Bakterien-Losung bei 570 nm bestimmt.
Eine Absorption von 1,0 entsprach dabei einer Bakterienzahl von 1 x 10%ml. Mit
RPMI wurde nach zweimaligem Waschen die gewilnschte Bakterienmenge

eingestellt.

3.1.3.2 Infektion der Versuchstiere mit P. aeruginosa

Naive Versuchstiere des Stamms BALB/c wurden mit 5 x 10° koloniebildenden
Einheiten (Colony-Forming Units, CFU) intra nasal (i.n.) infiziert. Hierzu wurden die
Mause durch eine Isoflurannarkose kurz betdubt und die P. aeruginosa Bakterien in

einem Volumen von 10 pl mit Hilfe einer Mikropipette rasch in ein Nasenloch
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pipettiert. Mittels Nackengriff wurden die Tiere dabei in aufrechter Position gehalten,
bis sie das Bewusstsein wieder erlangten, um die vollstandige Flissigkeitsaufnahme

zu gewabhrleisten.

3.1.3.3 Bestimmungen der bakteriellen Beladung der Lungen

Vierundzwanzig Stunden nach der Infektion der Versuchstiere mit P. aeruginosa
wurden die Lungen unter sterilen Bedingungen und Einhaltung der Sicherheitsstufe 2
entnommen (s. 3.2.4) Die Lungen wurden anschlieBend mittels Duall
Homogenisators mit Glaspistill in 1 ml PBS homogenisiert.

Hundert pl des Homogenisats wurden anschlieend fir 10 min unter Zugabe von 5
mg/ml Saponin lysiert, um intrazellulare Bakterien freizusetzen. Durch die Zugabe
von 900 ul kaltem PBS wurde die Reaktion gestoppt und 1 ml einer 1:10 Verdinnung
des Lungenhomogenisates hergestellt. Nach serieller Verdinnung in 10er-Schritten
wurden die Lungenhomogenisate auf TSA-Platten fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert
und anschlie3end die sich bildenden Kolonien ausgezabhit.

3.2 Organentnahme, Isolierung und Kultivierung verschiedener Zelltypen
Soweit nicht anders angegeben wurden die Tiere vor Organentnahme nach kurzer
Inhalationsnarkose mit Isofluran, mittels Genickbruch getotet. Die Isolierung und
Kultivierung primarer Mauszellen erfolgte unter sterilen Bedingungen in
Kulturmedium mit 10 % FCS. Soweit mdglich, wurden die praparierten und isolierten
Zellen und Gewebe zwischen den einzelnen Arbeitsschritten auf Eis gekuhlt. Die
Zellzahlbestimmung nach Aufarbeitung aller Zellsuspensionen erfolgte nach 1:10
Verdinnung mit TrypanBlau (Sigma-Aldrich) mittels Neubauer-Zahlkammer. Dabei
wurde sichergestellt, dass die Zahl der toten Zellen, hierbei blau geféarbt, unter 5 %
lag. Die Inkubation aller Zellkulturen erfolgte in wassergeséttigter Atmosphére (95 %)
bei 5 % CO2-Begasung und bei 37°C im Brutschrank.

3.2.1 Gewinnung von Blut mittels Herzpunktion

Unter Isofluran-Narkose wurden zwischen 700-1000 pl Blut mittels Herzpunktion mit
einer heparinisierten 1 ml Spritze mit 20-Gauge Nadel isoliert und in EDTA-R8hrchen
(Sarstedt, Numbrecht) U0Uberfahrt. Jeweils 100 pul pro Tier wurden flr
durchflusszytometrische Analysen verwendet.
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3.2.2 Isolierung und Kultivierung von Knochenmarkzellen

Die Isolation von Knochenmarkzellen (bone marrow cells, BMC) erfolgte aus Femur
und Tibia der Hinterbeine der Tiere. Dazu wurden diese durch Durchtrennen der
Gelenke von Hifte und Fufl getrennt und von Fell und Muskelgewebe frei prapariert.
Nach Er6ffnung der Gelenkkdpfe mittels einer Schere wurde das Knochenmark mit
Hilfe einer mit Medium gefillten Spritze mit 27-Gauge Nadel aus dem Knochen
gespult. Zum vereinzeln des Knochenmarks wurde die Zellsuspension mit einer
Spritze mit 23-Gauge Nadel mehrfach aufgezogen und anschliel3end durch einen 30
pm Zellfilter in ein 15 ml Greiner Rohrchen tberfihrt.

Zur in vitro Generierung von dendritischen Zellen (bone marrow derived Dendritic
Cells, BMDC) wurden die BMC fur sieben bis zehn Tage mit 20 ng/ml rmGM-CSF
zunachst in einer Dichte von 2x10° BMC in 10 ml Kulturmedium im Brutschrank
kultiviert. Nach drei bzw. sieben Tagen erfolgte die Zugabe von 10 ml frischem
Kulturmedium mit 20 ng/ml rmGM-CSF. Nach Ernten der nicht adherenten Zellen
wurde die Reifung der BMDC mittels durchflusszytometrischer Messung des Anteils
der CD11c*MHCII* Zellen bestimmt. Der Anteil CD11c*MHCII® reifer BMDC betrug
mindestens 65 %. AnschlieRend wurden 2x10° BMDC in 200 pl Kulturmedium mit 20
ng/ml rmGM-CSF mit und ohne 5 pg/ml CpG stimuliert und im Brutschrank fur 18

Stunden inkubiert.

3.2.2.1 Aufreinigung CD4*MHCII'CD11c" Zellen mittels Zellsortierung

Nach lIsolation der Knochenmarkzellen wurden diese in PBS fir die Zellkultur (2 %
FCS) mit den fluoreszenzmarkierten Farbstoffen I-A/I-E FITC, CD4 PE und CD1lc
APC 15 min bei 4°C gefarbt. Nach zweimaligem Waschen (Zentrifugation und
Resuspension in PBS) wurden 1x10° BMC in 1 ml PBS aufgenommen und mittels
Zellsortierung am FACS-Sorter mit 70 pm Dise die CD4"MHCII*CD11c" Zellen
sortiert. Beide Fraktionen, sowohl positive, als auch negative Fraktion wurden weiter
verwendet. Die negative Fraktion wurde, wie in 3.2.2 beschrieben Uber sieben bis
zehn Tage mit rmGM-CSF kultiviert.
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3.2.2.2 Cytospinpraparate CD4*MHCII*CD11c" Knochenmarkzellen und
Giemsa-Farbung

Nach positiver Zellsortierung CD4*MHCII'CD11c™ Zellen aus dem Knochenmark
wurden jeweils 2x10* Zellen mittels Cytospin-Zentrifuge (5 min, 400 RPM) auf
Objekttrager gebracht und diese mittels eiskaltem Methanol/Aceton-Gemisch (1:1)
fixiert. FUr 5 min wurden die so fixierten Praparate in Giemsa-Ldsung getaucht und
anschlieBend mit destilliertem Wasser vorsichtig gespilt, um Uberschissiges
Farbereagenz zu entfernen.

Die Giemsa-Farbung ist eine modifizierte Romanowsky-Farbung, mittels Azur-Eosin-
Methylenblaulésung. Durch Komplexbildung der DNA erscheinen hierbei Zellkerne
purpur-farbend bis violett, wobei das Cytoplasma blau gefarbt ist. Die Aufnahmen der
Cytospin-Praparate wurden mittels Durchlichtmikroskop Axio Imager.M2 bei 20-

facher VergrofRerung angefertigt.

3.2.3 Isolierung und Kultivierung von Milzzellen

Die Milz wurde nach Eroffnung der linken Bauchseite mit einer stumpfen Pinzette aus
dem Tier prépariert und mit ca. 2 ml Collagenase D Lésung (400 ng/ml) fur 18 min
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach Durchreiben der Milz durch ein 70 pm
Zellsieb in einer Petrischale mit 10 ml Kulturmedium und 5 mM EDTA wurde die
Zellsuspension durch einen 30 pum Filter in ein 15 ml Greiner Réhrchen Uberfuhrt.
Nach anschlielBender Zentrifugation (400 g, 6 min, 4°C) wurde das entstandene
Zellpellet zur Lyse der Erythrozyten in 2 ml Red Blood Cell Lysing Buffer (Sigma)
resuspendiert und fir etwa eine Minute inkubiert. Die Lyse wurde mit Zugabe von 5
ml Kulturmedium gestoppt und die Milzzellen erneut zentrifugiert und anschliel3end in
5 ml Kulturmedium resuspendiert. In einer Dichte von 4x10° Zellen in 200 pl
Kulturmedium wurden die TSC mit und ohne 5 pg/ml CpG fur 18 Stunden im

Brutschrank kultiviert.

3.2.4 Isolierung von Lymphknotenzellen aus den mesenterialen Lymphknoten

Die Praparation der mesenterialen Lymphknoten erfolgte nach Er6ffnung des
Bauchraums, indem diese nach Entfernen des umliegenden Gewebes mit spitzen
Pinzetten vom Mesenterium abgetrennt wurden. Nach vorsichtigem Durchreiben
durch ein 70 pm Zellsieb in 3 ml Kulturmedium wurde die Zellsuspension der

Lymphknotenzellen durch einen 30 um Filter in ein 15 ml PP-R6hrchen Uberfuhrt.
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3.2.5 Isolierung von Lungenzellen

Vor Préaparation wurde die Lunge mit 5 ml kaltem PBS Uuber Injektion in die rechte
Herzkammer perfundiert. AnschlieRend wurden die Lungenlappen herausgeldst, in
ein 15 ml PP-Ro6hrchen geflllt mit 3 ml Collagenase P-Lésung (100 mM) fur 45 min
bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschliel3end wurde die Gewebesuspension durch
kraftiges Schitteln homogenisiert und zunéchst durch einen 70 um Filter, in ein 50 ml
PP-Rohrchen und anschliel3end durch einen 30 um Filter, in ein 15 ml PP-R6hrchen
Uberfihrt. Nach sofortiger Zentrifugation (400 g fur 6 min bei 4°C) wurde das
Zellpellet in 1 ml Kulturmedium resuspendiert.

3.3 Versuchsverlauf und Applikationen

3.3.1 Untersuchung der Zellzusammensetzung des Knochenmarks und
sekundarer lymphoider Organe wahrend Sepsis

Zwischen drei und 96 Stunden nach Sepsisinduktion, oder entsprechender Sham-OP,
wurden Knochenmark, Milz, mesenteriale Lymphknoten, Lunge und Blut isoliert und
anschlieend durchflusszytometrisch analysiert. Diese Analysen wurden zudem 24
Stunden nach Sepsisinduktion unter Verwendung verschiedener Mausstamme (3.1.1)
durchgefiihrt. Aus dem Knochenmark generierte BMDC, sowie Milzzellen wurden auf
ihre Zytokinproduktion nach Ubernachtstimulation mit dem bakteriellen Bestandteil
CpG hin untersucht.

3.3.2 Einfluss lymphoider Organe auf die Zellverteilung wéahrend Sepsis

Vier Wochen vor Sepsisinduktion oder Sham-OP wurden entweder die Milz durch
Splenektomie, oder die mesenterialen Lymphknoten durch Adenektomie entfernt.
Sechsunddrei3ig Stunden nach CLP- oder Sham-OP wurde das Knochenmark und

im Falle der Adenektomie auch die Milz durchflusszytometrisch analysiert.
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3.3.3 Blockade der Sphingosin-1-Phosphat-abhangigen Migration von
Leukozyten

Zur Blockade der S1PR1, 3, 4 und 5 in vivo wurden den Versuchstieren kurz vor
Operation (OP) 2 mg/kg Korpergewicht FTY720, oder die entsprechende
Losemittelkontrolle (20 %ige 2-Hydroxypropylpropyl-B-cyclodextrin-Loésung  (2-
HPCD)) intravends (i.v.) appliziert.
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Abbildung 3.1 Versuchsablauf zur Untersuchung S1P-abhangiger Einflisse in der frihen Phase
der Sepsis (6 Stunden nach CLP).

Die FTY720-Gabe wurde nach zwolf Stunden wiederholt, sofern das Versuchsende

36 Stunden nach Sepsisinduktion war.
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Abbildung 3.2 Versuchsablauf zur Untersuchung S1P-abhangiger Effekte in der akuten Phase
der Sepsis (36 Stunden nach CLP).

Zur Untersuchung des postseptischen Einflusses der S1P-Blockade vier Tage nach
CLP- oder Sham-OP wurden die Versuchstiere jedoch erst 24 Stunden nach
Sepsisinduktion oder Sham-OP ein zweites Mal behandelt. FTY720 ist ein
synthetisches Analogon des S1P mit starkerer Affinitdt zu seinen entsprechenden
Rezeptoren. Unter physiologischen Bedingungen wird FTY720 phosphoryliert und
verstérkt so seine biologische Eigenschaft. Die Bindung von FTY720 an S1PR fihrt
zum schnellen Abbau des Rezeptors [23].
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3.3.4 Einfluss von FTY720 auf die Vermittlung der postseptischen
Immunsuppression bei P. aeruginosa Infektion
Vier Tage nach Sepsisinduktion und Behandlung mit FTY720, oder der

entsprechenden Ldsemittelkontrolle, wurden BMDC uber sieben bis zehn Tage aus
dem Knochenmark generiert. Diese BMDC (1x10°%) wurden zusammen mit 5x10°
CFU P. aeruginosa i.n. in naive BALB/c injiziert. Nach 24 Stunden wurden die

Lungen isoliert und die bakterielle Beladung bestimmt.
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Abbildung 3.3 Versuchsablauf zur Untersuchung S1P-abhangiger Effekte auf die Entwicklung
der postseptischen DC-Dysfunktion (vier Tage nach CLP).

3.4 Durchflusszytometrische Analysen

3.4.1 Prinzip und Methode der Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie wurden isolierte und kultivierte Zellen bezuglich der
Expression von Oberflachenmolekilen oder intrazellularen Proteinen analysiert und
charakterisiert. Hierbei werden Zellen mit spezifischen, mit Fluoreszenzfarbstoff-
beladenen Antikdrpern markiert und in einem laminaren Flussigkeitsstrom durch
einen Laserstrahl gefiihrt. Entsprechende Lichtstreuungseigenschaften und emittierte
Lichtstrahlungen werden zeitgleich Uber geeignete Detektoren elektronisch erfasst
und quantifiziert.

Je nach GroRe der Zelle, Beschaffenheit der Zellmembran, des Kerns und der
granularen Bestandteile im Inneren der Zelle, variieren die Licht-
streuungseigenschaften. Das Forward-scattered light (FSC) wird bestimmt durch die
groRenabhangige Lichtbeugung durch die Zelle. Das Side-scattered light [21] wird
durch Brechen und Reflexion des Lichtstrahls an den Grenzflachen der Zelle erzeugt.
Durch das Laserlicht angeregte Fluorochrome geben ein charakteristisches
Lichtsignal ab, welches von spezifischen Detektoren erfasst und quantifiziert werden
kann. Die Intensitat des, durch ein Fluorochrom emittierten Lichts, ist dabei

proportional zur Menge des entsprechenden, auf der Zelle geladenen fluorochromen
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Antikorpers. Fur die Durchflusszytometrischen Analysen innerhalb dieser Arbeit
wurde ein FACS-Calibur verwendet, welches vier verschiedene Fluoreszenzbereiche
mit zwei Lasern messen kann. Die Wellenlangenbereiche, in denen die verwendeten
Farbstoffe ihre Emissionsmaxima besitzen, unterscheiden sich voneinander, so dass
die Emissionen von verschiedenen Fluoreszenz-Kanalen (FL-1 bis FL-4) erfasst
werden koénnen. Die detektierten Lichtsignale werden elektronisch erfasst und
graphisch mit Hilfe von zweidimensionalen Punkt-Diagrammen, sogenannten Dot-
Plots, dargestellt und quantifiziert. Zur Auswertung diente das Programm Cell Quest

Pro™ (BD Biosciences).

3.4.2 Markierung von Zelloberflachenmolekilen

Fur die Markierung von Molekulen auf den Oberflaichen von Zellen zur
durchflusszytometrischen Analyse wurden jeweils 1x10° Zellen in eine 96-well
Rundbodenplatte transferiert und bei 400 g (1500 rpm) und 4°C fir 6 min
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellsediment durch
leichtes Schitteln (30 sec bei 500 rpm) gelést. Um das unspezifische Binden von
Antikdrpern zu blockieren, wurde die Zellsuspension in 50 pl Cellwash®
resuspendiert, welches 5 pg/ml Fcy Ill/ll Rezeptor enthielt. Die Inkubationszeit des
Blockens betrug 6 min und wurde bei 4°C im Dunkeln durchgefiihrt. Danach erfolgte
die Farbung der spezifischen Oberflachenmolekile durch die Zugabe der
entsprechenden Mengen an Antikérpern oder entsprechender Isotyp-Kontrollen
(siehe Tabelle 2.4.1) ebenfalls in einem Volumen von 50 ul Cellwash®. Nach einer
Inkubationszeit von 12 min bei 4°C im Dunkeln wurden die Zellen durch Zugabe von
100 pl Cellwash® und Zentrifugation bei 400 g (1500 rpm) fur 6 min bei 4°C
gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in 200 pl
Cellwash® aufgenommen. Die Messung der gefarbten Zellen erfolgte nach Transfer
der Zellen in 5 ml Rundbodenrdhrchen, in einem Endvolumen von 250 pl, mit einem
FACS Calibur™,

3.4.3 Intrazellulare Bestimmung des Proliferationsmarkern Ki-67

Ki-67 ist ein Protein, das in alle sich teilenden Zellen nachweisbar ist. Da es in allen
aktiven Phasen des Zellzyklus (G;, S, G, und M-Phase), aber nicht in der G,-Phase
ruhender Zellen zu finden ist, eignet es sich gut fir den Nachweis der Proliferation
[204]. Nach Isolation wurden 1x10° Knochenmarkzellen in eine 96-well

Rundbodenplatte  Gberfihrt und die Oberflaichenmolekiile, nach bereits
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beschriebenem Protokoll, gefarbt. Zur intrazellularen Bestimmung der Ki-67-
Expression wurden die Zellen anschliel3end unter Anwendung des Foxp3 Staining
Buffer Sets (ebioscience) mit 150 ul Fixierungs-/Permeabilisierungslosung fir zwei
Stunden bei 4°C inkubiert. Diese Losung enthalt Paraformaldehyd zur Fixierung der
Zellen und Saponin zur Permeabilisierung der Zellmembranen und des Zellkerns.
Durch diesen Schritt werden die Zellen durchlassig fur den zur intrazellularen
Farbung verwendeten Antikoper. Nach Zentrifugation der Zellen bei 400 g fir 6 min
bei 4°C folgte ein Waschschritt mit 200 pul Permeabilisierungspuffer, der ebenfalls
Saponin enthalt. Zur intrazellularen Farbung wurden die Zellen fir 15 min bei 4°C im
Dunkeln mit der jeweils titrierten Menge an fluoreszenzmarkierten Antikérpern in 100
pl Permeabilisierungspuffer inkubiert. Nach dem erneuten Waschen der Zellen mit
Permeabilisierungspuffer, wurden diese in 200 ul Cellwash aufgenommen. Hierdurch
wurde das SchlieRen der Zellmembran erreicht. Nach Uberfiihren der Zellen in 5 ml
Rundbodenréhrchen wurden die Messdaten in einem Totalvolumen von 250 pl mit
Hilfe eines FACSCalibur " erfasst.

3.5 Nachweis l6slicher Molekile in Zellkultur-Uberstanden mittels Enzyme
Linked Immunosorbent Assay [231]

Zur Detektion und quantitativen Bestimmung l6slicher Mediatoren in
Zellkulturiberstanden wurden Enzyme Linked Immunosorbent Assays [231]
durchgefuhrt. Erstmals beschrieben wurde diese Methode ELISA von Engvall und
Perlman, die im Jahr 1971 den Enzyme-Linked Immunosorbent Assay zur
guantitativen Bestimmung von Immunglobulin G einsetzten. Bei der hier verwendeten
Methode handelt es sich um das Prinzip der so genannten Sandwich-Technik. Dieses
Verfahren gehort zu den nicht-kompetitiven ELISA-Methoden. Der Boden einer 96-
well Flachboden-Mikrotiterplatte wird zun&chst mit einem analytspezifischen
monoklonalen Antikdrper, auch Capture-Antibody oder Primarantikérper genannt, auf
Grund von hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Kunststoff beladen. Noch
unbeschichtete Flachen in den Vertiefungen der Mikrotiterplatte werden durch
Zugabe einer Losung aus verdinntem Serum (1 % FCS) blockiert um unspezifische
Bindungen des =zu untersuchenden Analyts wahrend der nachfolgenden
Inkubationsphase zu verhindern. Die anschlieBende Inkubation mit dem so
genannten Detection-Antibody, oder Sekundarantikdrper komplexiert das Analyt
zwischen den beiden Antikorpern wie in einem Sandwich. Der Sekundarantikdrper

bindet dabei ein anderes Antigen als der Primarantikdrper und tradgt zudem eine
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biotinylierte Seite, die das Binden eines Enzym-Konjugats mdglich macht. Das
Enzym Horseradish-Peroxidase (HRP) setzt bei Raumtemperatur das Substrat
Tetramethylbenzidin (TMB) um, was zu einer Farbentwicklung fihrt, die, nach
Stoppen durch Absenken des pH Werts mit Schwefelsdure, photometrisch messbar

und proportional zur Menge des gebundenen Analyts ist.

3.5.1 Nachweis von Zytokinen in Zellkulturtiberstanden

Nach Ubernachstimulation mit dem bakteriellen Stimulus CpG wurden die
Uberstande der Zellkulturen des Knochenmarks beziiglich der Zytokine IL-10 und IL-
12 mit Hilfe der entsprechenden Maus ELISA DuoSets analysiert. Nach
Ubernachtkultur der Milzzellen wurde in den Uberstanden das Zytokin IFN-y unter
Verwendung des entsprechenden Maus ELISA Duosets bestimmt. Fiur alle ELISA
wurden 96-well MaxiSorp® Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) verwendet. Die
Durchfihrung erfolgte jeweils nach Herstellerangaben. Zur Messung der
Farbintensitat wurde der Mikroplatten-Absorptionsreader ELx808 mit der Software

Microwin2000 verwendet.

3.5.2 Nachweis von Prostaglandin-E; in Knochenmarklavage

Nach Durchspulen der Knochen wurde die gewonnene Zellsuspension zentrifugiert
(400 g, 6 min, 4°C) und der Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden in frischem
Medium aufgenommen und fir weitere Untersuchungen verwendet. Der Nachweis
von Prostaglandin-E; (PGEy) in der so gewonnenen Lavage des Knochenmarks
wurde mit Hilfe des Prostaglandin E, Parameter Assay Kits der Firma R & D Systems
(Wiesbaden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Bei dieser Nachweismethode
handelt es sich um eine kompetitive Form der ELISA-Technik zur quantitativen
Bestimmung von PGE: in biologischen Flissigkeiten. Hierbei konkurrieren Konjugate
aus synthetisch hergestelltem PGE, und einer Horseradish Peroxidase (HRP) mit
dem in Zellkultur-Proben vorliegenden PGE, um Bindungsstellen an monoklonalen
Antikorpern. Hierzu wird die zu analysierende Probe zeitgleich mit einer bestimmten
Menge an PGE,-HRP-Konjugaten und dem entsprechenden monoklonalen
Antikorper fur PGE, inkubiert. Dieser Antikdrper wird seinerseits von Antikorper
gebunden, die am Plattenboden haften und so immobilisiert. Die anschlieRende
Farbreaktion, entstehend aus dem Umsatz eines Substrats durch gebundenes HRP,
ist photometrisch messbar und ist indirekt proportional zur Konzentration des PGE in

den Proben oder des mitgefuihrten Standards. Die Abschwéachung der Farbreaktion
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gilt als Indikator fir eine hohe Konzentration an PGE;, da hierbei das PGE; aus den

Proben die enzymmarkierten PGE,-Konjugate verdrangt.

3.6 Statistische Analysen

Die hier gezeigten Ergebnisse wurden mit Hilfe der Software GraphPad Prism® 6.0.
statistisch  analysiert. Dargestellt sind im Allgemeinen die Einzelwerte
zusammengefasster Experimente mit Angabe des Medians und des entsprechenden
Interquartilsabstand. Sofern der Unterschied zwischen der Sham- und CLP-Gruppe
bei gleicher Bedingung betrachtet wurde, erfolgte die statistische Analyse mittels
ungepaartem, nicht-parametrischem Mann-Whitney Test. Bei vorheriger Behandlung
beider Gruppen, wie z.B. einer Splenektomie und der entsprechenden
Kontrolllaparotomie, oder der Verwendung verschiedener Mausstamme, wurden
Unterschiede mittels nicht-parametrischem Kruskal-Wallis Test und
nachgeschaltetem Dunn’s Test analysiert. Zeitkinetische Unterschiede zwischen den
Sham- und CLP-Gruppen innerhalb der betrachteten Zeitpunkte wurden anhand des
nicht-parametrischen, ungepaarten multiplen t-Tests durchgefuhrt. Hierbei wird fur
jeden Zeitpunkt ein entsprechender p-Wert berechnet, der mittels Holm-Sidak-
Methode bezuglich aller Zeitpunkte korrigiert wird, um falsch positive Unterschiede
auszuschlieen.  Zytokinmengen wurden angegeben als Mittelwert mit
entsprechender Standardabweichung und je nach Versuchsbedingung mit einem der
bereits genannten statistischen Testverfahren analysiert. Vorlaufige Ergebnisse
wurden auf Grund zu Kkleiner Gruppengrof3en statistisch nicht ausgewertet.
Korrelationen der Zahl zweier Zellpopulationen wurden nach Spearman analysiert.
Als statistisch signifikant sind p-Werte < 0,05 definiert.


http://www.graphpad.com/guides/prism/6/statistics/stat_holms_multiple_comparison_test.htm
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4. Ergebnisse

Die hier untersuchte subletale Form der polymikrobiellen Sepsis fihrt innerhalb
weniger Tage zu einer anhaltenden Immunsuppression. Vermittelt wird dies unter
anderem, durch die Dysfunktion von DC, die die Polarisierung von naiven T-Zellen
hin zu Ty2-Zellen beginstigen. In der Lunge fihren DC durch die Hemmung von NK-
Zellen zu einer erhohten Anfalligkeit fur die sekundare Lungeninfektion mit P.
aeruginosa. Die Ursache der DC-Dysfunktion ist eine veranderte Differenzierung der
DC aus Vorlauferzellen im Knochenmark. Vorarbeiten weisen darauf hin, dass bisher
nicht naher charakterisierte CD11c*Zellen im Knochenmark an der Differenzierung de
novo gebildeter DC beteiligt sind [155]. Die Rolle CD11c*Zellen im Knochenmark
wahrend der akuten Phase der Sepsis ist noch unklar.

Innerhalb dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob bereits zellulare
Veranderungen des Knochenmarks in der akuten Phase der Sepsis die de novo
Differenzierung von DC beeinflussen. Zudem wurden Einfliisse lymphoider Organe,

sowie migratorischer Faktoren auf die Knochenmarkzusammensetzung untersucht.

4.1 Wahrend der akuten Phase der Sepsis kommt es zu zellularen
Veranderungen des Knochenmarks

Sepsis fuhrt zu einer raschen Lympho- sowie Neutropenie, also einem Verlust von
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten im Blut [81, 170]. Der Verlust von
Lymphozyten manifestiert sich im Verlauf der Sepsis ebenfalls in lymphoiden sowie
nichtlymphoiden Organen. In den peripheren Organen kommt es zeitgleich zum
starken Einstrom von neutrophilen Granulozyten, die dort durch massive
Gewebedestruktion schwere Organschaden verursachen. Vier Tage nach Induktion
der subletalen Sepsis durch CLP kommt es zu einem dramatischen Verlust von
Lymphozyten im Knochenmark. Zu diesem Zeitpunkt liegt bereits eine
Immunsuppression vor, die sich in der erhohten Anfalligkeit gegeniber der
sekundaren Lungeninfektion mit P. aeruginosa zeigt [155].

CLP fuhrt schnell zur Ausbreitung von Darmbakterien in den drainierenden
Lymphknoten des Peritoneums und des Intestinal Trakts und nach wenigen Stunden
lassen sich diese auch in peripheren lymphoiden und nicht lymphoiden Organen
nachweisen (nicht gezeigt). Die akute Phase der Sepsis ist charakterisiert durch die
klinischen Parameter des SIRS. Anzeichen, wie eine erhdhte Herz- und

Atemfrequenz, sowie eine generelle Verschlechterung des Habitus und der Motilitat
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wurden zwischen zwoélf und 48 Stunden nach Sepsisinduktion durch CLP beobachtet.
Teilweise kam es zu diesem Zeitpunkt zum Versterben der Versuchstiere (nicht
gezeigt). Bereits 24 Stunden nach Sepsisinduktion zeigen DC der Milz eine
verminderte Fahigkeit zur Produktion Tyl-polarisierender Zytokine [61]. Die
folgenden Untersuchungen wurden, wenn mdglich, 3, 12, 96 und vornehmlich 24 und
36 Stunden nach Sepsisinduktion durch CLP durchgeftihrt. Hierbei wurden zellulare
Veranderungen des Knochenmarks charakterisiert, die womdoglich die Neubildung
von Immunzellen wahrend der akuten Phase der Sepsis beeinflussen.
Vierundzwanzig Stunden nach CLP enthielt das Knochenmark septischer Tiere eine
verringerte Zahl an Leukozyten, im Vergleich zur Kontrollgruppe der Sham-Tiere
(Abb. 4.1). Der Verlust an Knochenmarkzellen setzte sich bis 36 Stunden nach CLP
fort und resultierte in einer signifikanten Reduktion der Knochenmarkzellen um etwa
33 % von durchschnittlich 2,7x10” Zellen pro Sham-Tier auf durchschnittlich 1,8x10’
Zellen pro CLP-Tier. Um die zellularen Veranderungen néher zu charakterisieren,
wurde das Knochenmark durchflusszytometrisch analysiert.
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Abbildung 4. 1 Knochenmarkleukozyten wahrend Sepsis. Vierundzwanzig sowie 36 Stunden nach
Sham- oder CLP-Operation (OP) wurde das Knochenmark von Sham- sowie CLP-Mausen isoliert und
die Zahl der Leukozyten bestimmt. Dargestellt ist die Zellzahl pro Tier aus 5 (24 h) bzw. 6 (36 h)
Experimenten mit jeweils 1-4 Mausen pro Gruppe und deren Median mit Interquartilsabstand.
Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test ermittelt; **, p<0,01.

4.1.1 Reduktion von B-Zellen und Granulozyten im Knochenmark wahrend
akuter Sepsis
Sechsundreif3ig Stunden nach Sepsisinduktion zeigte sich eine starke Reduktion von

B-Zellen im Knochenmark, um durchschnittlich 60 %, verglichen mit der Sham-
Gruppe (Abb. 4.2B). Diese Reduktion betraf vornehmlich die Population der B-Zell-
Vorlaufer, die durch eine mittlere Expression des Oberflachenmolekils B220
charakterisiert werden. B-Zellen reifen im Knochenmark und exprimieren dabei
verstarkt B220 (Abb. 4.2C) [29]. Sie lassen sich somit durchflusszytometrisch von B-
Zell-Vorlauferzellen abgrenzen. Parallel zur Reduktion der Population der B-Zell-

Vorlaufer lagen vermehrt reife B-Zellen im Knochenmark vor (Abb. 4.2C). Dabei
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zeigte sich ein Anstieg der reifen B-Zellen von durchschnittlich 1,2x10° Zellen im
Knochenmark der Sham-Gruppe auf durchschnittlich 2,5x10° Zellen der CLP-

Gruppe. Es entstand dadurch ein relativer Anstieg reifer B-Zellen an der Gesamtzahl

von B-Zellen im Knochenmark von 10 % in der Sham-Gruppe auf 60 % nach CLP.
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Abbildung 4. 2 B-Zellen und Granulozyten im Knochenmark wéhrend Sepsis. Sechsunddreilig
Stunden nach CLP bzw. Sham-Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert und
durchflusszytometrisch mittels B220, CD11b und Ly6G charakterisiert. Die Abbildungen zeigen die
Gating-Strategie fiir die Unterscheidung CD11bB220™ bzw. B220™ exprimierender B-Zellen nach
Sham- oder CLP-OP (A). Die nebenstehende Tabelle gibt die prozentualen Zahlen der betrachteten
Populationen an. Gezeigt sind die absoluten Zahlen aller CD11b'B220" B-Zellen im Knochenmark (B),
der CD11b'B220™ B-Zell-Vorlaufer, sowie der CD11b'B220" reifen B-Zellen (C). Die Daten zeigen den
Median mit Interquartilsabstand der Werte der einzelnen Tiere aus 2 Experimenten mit jeweils n=1-4
Mausen. Die exemplarische Gating-Strategie (D), sowie die Absolutzahlen der CD11b*Ly6G"
Granulozyten pro Tier sind dargestellt als Einzelwerte und Median mit Interquartilsabstand aus 2

Experimenten mit jeweils 3-4 M&ausen pro Gruppe (E). Statistische Unterschiede wurden jeweils mittels
Mann-Whitney Test ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01.
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Das Knochenmark stellt unter anderem ein wichtiges Reservoir fir Granulozyten dar
[190]. Sechsundreif3ig Stunden nach CLP war die Zahl der Granulozyten um etwa 80
% im Vergleich zu den Sham-Tieren verringert (Abb. 4.2E).

4.1.2 Sepsis-assoziierte Akkumulation von T-Zellen im Knochenmark

Entgegen den friheren Untersuchungen der postseptischen Phase (4 Tage nach
CLP), war die Anzahl der T-Zellen im Knochenmark 24 Stunden nach CLP um etwa
das Dreifache im Vergleich zu den T-Zellen in Sham-Tieren gestiegen. Nach 36 h war
der Anteil der T-Zellen im Knochenmark der septischen Tiere nur noch leicht
gegenuber den Kontrolltieren erhoht (Abb. 4.3D).

Von 24 auf 36 Stunden nach Sham-OP zeigte sich eine Reduktion der T-Zellzahl um
80 %, wobei die Reduktion innerhalb der CLP-Gruppe nur etwa 30 % betrug.
Vierundzwanzig Stunden nach CLP setzten sich in beiden Gruppen die Halfte der T-
Zellen aus CD4'T-Zellen zusammen. SechsundreiRig Stunden nach CLP- oder
Sham-OP entsprach die Zahl der CD4'T-Zellen in beiden Gruppen der Gesamt-T-
Zellzahl und war nach CLP erhdht (Abb. 4.3E). Hierbei handelt es sich jedoch um
zwei unabhangige Messungen, wodurch leichte, messbedingte Schwankungen der
Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden konnen. T-Zellen expandieren wéahrend
ihrer Reifung im Thymus. Um zu untersuchen, ob es sich bei den akkumulierenden T-
Zellen im Knochenmark um reife T-Zellen handelte wurden diese, in einem
einmaligen Experiment, intrazellular auf die Expression des Proliferationsmarkers Ki-
67 untersucht. Uber 75% der CD4'T-Zellen, 24 Stunden nach CLP- oder Sham-OP,
waren Ki-67" (Abb. 4.3F).

NK-Zellen zeigten 24 Stunden nach CLP einen leichten aber nicht signifikanten
Anstieg im Vergleich zur Sham-Gruppe, der jedoch 36 Stunden nach CLP nicht mehr
vorhanden war (Abb. 4.3G). Der allgemeine Verlust von Knochenmarkzellen betrifft

somit nicht die T-Zellen oder NK-Zellen.
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Abbildung 4. 3 T- und NK-Zellen im Knochenmark wahrend Sepsis. Vierundzwanzig sowie 36 h
nach Sham- bzw. CLP Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert und durchflusszytometrisch
mittels CD3, DX5, CD4, CD11c und Ki-67 charakterisiert. Die Abbildungen zeigen die Gating-Strategie
fir Lymphozyten (rot markierter Bereich) im Knochenmark (A), sowie fiir CD3'DX5 T-Zellen und CD3"
DX5'NK-Zellen 36 h nach Sham- oder CLP-OP (B) und fiir CD11c' CD4'T-Zellen 24 h nach Sham-
oder CLP-OP mit Angabe der jeweiligen prozentualen Anteile (C). Dargestellt ist die absolute Zahl der
CD3'T-Zellen (D), sowie die absolute Zahl CD11c'CD4" T-Zellen (E) pro Maus 24 h und 36 h nach
Sham- oder CLP-OP. Die Abbildungen zeigen die Einzelwerte mit entsprechendem Median und
Interquartilsabstand aus jeweils 3 Experimenten mit jeweils 1-4 Mausen pro Gruppe. Der prozentuale
Anteil Ki-67" proliferierender CD4'T-Zellen 24 h nach Sham- oder CLP-OP ist dargestellt als
Balkendiagramm eines Experiments mit dem vereinigten Knochenmark von n=4 Mausen pro Gruppe
(F). Die Zahl CD3DX5'NK Zellen aus 3 Experimenten mit jeweils 1-4 Mausen pro Gruppe ist
dargestellt als Einzelwerte mit Median und Interquartilsabstand (G). Statistische Unterschiede wurden
jeweils mittels Mann-Whitney Test ermittelt; ***, p<0,005; **, p<0,01.

4.1.3 Einfluss der polymikrobiellen Sepsis auf Monozytenpopulationen im
Knochenmark

Unter inflammatorischen Bedingungen werden vermehrt Ly6C"Monozyten gebildet
[194]. Wahrend der Differenzierung in MoDC exprimieren Monozyten CDllc.
Zwischen  zwolf und 96  Stunden nach  Sepsisinduktion  wurden
Monozytenpopulationen im Knochenmark untersucht. Bei den betrachteten

Populationen handelte es sich um CD11c’Ly6C™ patrouillierende Monozyten,
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CD11cLy6C" inflammatorische  Monozyten, sowie CD11c™Ly6C"  und
CD11c™Ly6C™ inflammatorische MoDC. Die Gruppe der CD11c™Ly6C" Zellen wurde
nicht naher charakterisiert, aber in die Untersuchungen mit einbezogen (Abb. 4.4A).
Bereits zwolf Stunden nach CLP verringerte sich der prozentuale Anteil aller
Monozytenpopulationen, ausgenommen, die der Ly6C"MoDC im Vergleich zu Sham-
Tieren (Abb. 4.4B). Die Zahl patrouillierender Monozyten reduzierte sich zwolf
Stunden nach CLP stark im Vergleich zur Sham-Gruppe von 1,2x10’ Zellen auf 0,35
x10” Zellen. Vierundzwanzig Stunden nach CLP- oder Sham-OP war die Zahl dieser
Population in beiden Gruppen vermindert, die prozentuale Differenz blieb jedoch
gleich. Ab 36 bis 96 Stunden nach Versuchsbeginn stieg die Zahl patrouillierender
Monozyten in beiden Gruppen wieder an, bis die Sham Gruppe etwa wieder die
Monozytenzahl von zwolf Stunden nach OP erreichte. Die Differenz zwischen der
Sham- und der CLP-Gruppe reduzierte sich dabei um etwa die Halfte. Diese
transienten  Verdnderungen lieBen sich auch innerhalb der weiteren
Monozytenpopulationen, mit Ausnahme der Ly6C"MoDC, feststellen (Abb. 4.4C).
Sechsundneunzig Stunden nach Versuchsbeginn wurde jedoch eine generelle
Erh6hung der Zahl inflammatorischer Monozyten und eine generelle Erniedrigung der
Zahl Ly6C"“MoDc und CD11c'Ly6C" Zellen im Vergleich mit den Zellzahlen zwolf
Stunden nach CLP- oder Sham-OP festgestellt (Abb. 4.4C). Zwdlf Stunden nach
Sepsisinduktion war die Zahl Ly6C"MoDC doppelt so hoch, verglichen mit Sham-
Tieren. Diese Differenz blieb bis 36 Stunden nach Versuchsbeginn bestehen, wobei
sich jedoch eine generelle Steigerung der Zahl Ly6C"MoDC in beiden Gruppen um
etwa das 6-Fache des zwolf-Stunden-Wertes einstellte (Abb. 4.4B). Zum Zeitpunkt
der postseptischen Immunsuppression, 96 Stunden nach CLP, reduzierte sich die
Zahl Ly6C"MoDC in beiden Gruppen auf die Zellzahl, die zwélf Stunden nach
Versuchsbeginn im Knochenmark der Sham Gruppe festgestellt wurde (Abb. 4.4C).

Patrouillierende Monozyten im Blut sind unter steady-state Bedingungen nicht
proliferativ [229]. Um zu untersuchen, ob die Monozytendifferenzierung aus
Vorlauferzellen im Knochenmark durch Sepsis gestort war und ob es dort im Zuge
der Inflammation zur Differenzierung in inflammatorische MoDC kam, wurden 36
Stunden nach Sepsisinduktion die betrachteten Monozytenpopulationen anhand des
Proliferationsmarkers Ki-67 untersucht (Abb. 4.5A-B).
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Abbildung 4. 4 Monozytenpopulationen im Knochenmark wahrend Sepsis. Zwdlf, 24, 36 und 96
Stunden nach Sham- oder CLP-Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert und
durchflusszytometrisch mittels CD11c und Ly6C charakterisiert. Dargestellt ist die Gating-Strategie der
einzelnen Monozytenpopulationen im Knochenmark nach CLP- bzw. Sham-OP als exemplarische Dot-
Plots pro Zeitpunkt (A). Die Populationen werden definiert als patrouillierende (a) und
inflammatorische (b) Monozyten, sowie Ly6C"MoDC (c), Ly6C™MoDC (d) und CD11c™Ly6C Zellen
(d). Die Abbildungen zeigen, die prozentuale Differenz der Absolutzahlen (B) zwischen Sham und CLP
aus 1 (12 h), 2 (96 h) oder 3 (24 und 36 h) Experimenten mit jeweils 1-4 Tieren pro Gruppe. A>0 =
groBer als Sham; A<O= kleiner als Sham, A=0= CLP gleich Sham. Dargestellt ist zudem der Median
der Absolutzahlen mit Range der einzelnen Populationen (C).
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Bei allen Ki-67" Monozyten handelte es sich vorwiegend um MHCII™ Zellen. Lediglich
MoDC und CD1llcLy6C Zellen exprimierten MHCII, jedoch fuhrte die
Sepsisinduktion zu keiner verstarkten Expression. Die hdchste Ki-67-Expression
konnte mit 75 % innerhalb der Sham-Gruppe und einer Steigerung um 20 % nach
CLP in der Gruppe der patrouillierenden CD11cLy6C™ Monozyten festgestellt
werden. In der Gruppe der inflammatorischen Ly6C" Monozyten erzeugte die
Sepsisinduktion eine Steigerung der proliferativen Zellen von durchschnittlich 36 %
der Sham-Gruppe auf durchschnittlich 78 % der CLP-Gruppe.

Ly6C"MoDC und CD11c'Ly6C Zellen exprimierten wenig Ki-67 und es konnte keine
wesentliche Steigerung nach Sepsisinduktion festgestellt werden. Ein Drittel der
Ly6C™MoDC exprimierte unter Kontrollbedingungen Ki-67. Nach Sepsisinduktion
erhdhte sich dieser Wert unwesentlich um 15 %. Da es sich bei den gezeigten
Ergebnissen, zur Veranderung der Monozytenpopulationen im Knochenmark
wahrend Sepsis, teilweise um einmalig durchgefiihrte Experimente handelt, kann zu
diesem Zeitpunkt noch keine eindeutige Aussage zum Einfluss der Sepsis auf
Monozyten im Knochenmark getroffen werden.

Die akute Phase der Sepsis fuhrt zu einem lokalen Zellverlust im Knochenmark,
insbesondere durch eine Reduktion von B-Zellen, Granulozyten und klassischen
CD11c’ Monozyten. Es kommt jedoch auch zur Reifung von B-Zellen und zu einer
transienten Akkumulation von CD4*T-Zellen und Ly6C"MoDC.
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Abbildung 4. 5 Proliferation und Aktivierung von Monozyten im Knochenmark wahrend Sepsis.
Sechsunddreil8ig Stunden nach Sham- oder CLP Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert
und durchflusszytometrisch mittels CD11c, Ly6C, MHCIlI und dem Proliferationsmarker Ki-67
charakterisiert. Dargestellt, sind die Expression von MHCIl und Ki-67 der einzelnen
Monozytenpopulationen im Knochenmark (siehe Abb. 1.4) nach CLP- bzw. Sham-OP und eine Isotyp-
Kontrolle fur Ki-67 als exemplarische Dot-Plots mit Angabe der prozentualen Verteilung (A). Die
Abbildungen zeigen den prozentualen Anteil Ki-67" proliferierender Zellen entsprechend lhrer MHC-
Expression als Median der Einzelwerte mit Range eines Experiments mit n=2 Tieren (B)

4.2 CD4'DC erscheinen in der akuten Phase der Sepsis im Knochenmark

Sepsis fuhrte zu einem peripheren Verlust von DC, der sich 4 Tage nach CLP auch
im Knochenmark manifestierte (Daten nicht gezeigt). In der akuten Phase der Sepsis,
24 bis 36 Stunden nach CLP, stieg die Zahl von DC im Knochenmark an. So
verdoppelte sich die Zahl der CD11c"MHCII*DC 24 Stunden nach CLP und stieg um
das 2,5-fache nach 36 Stunden im Vergleich zur Sham-Gruppe (Abb. 4.6B/D).
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Vierundzwanzig Stunden nach CLP verdoppelte sich die Zahl der CD4'DC (Abb.
4.6C) und zwolf Stunden spater stieg die Zahl der CD4'DC weiter von
durchschnittlich 1,99x10* auf 6,78x10* auf das Dreifache, verglichen mit der Sham-
Gruppe (Abb. 4.6E).
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Abbildung 4. 6 Dendritische Zellen im Knochenmark wahrend Sepsis. Vierundzwanzig und 36
Stunden nach Sham- bzw. CLP-Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert und
durchflusszytometrlsch mittels CD11c, MHCIl und CD4 charakter|5|ert Dargestellt ist die Gating-
Strategie CD11c"MHCII'DC, sowie CD4'DC innerhalb der CD11c"DC im Knochenmark 36 h nach
CLP-OP (A). Die Abbildungen zeigen die absoluten Zahlen CD11c"MHCI'DC 24 h (B) und 36 h (D)
nach Sham- und CLP-OP mit entsprechendem Median und Interquartilsabstand aus 4 Experimenten,
mit jeweils 1-4 Tieren pro Gruppe. Dargestellt sind der prozentuale Anteil an CD11c¢"DC, sowie die die
absoluten Zahlen CD4°DC im Knochenmark 24 h (C) und 36 h (E) nach Sham-oder CLP-OP mit
entsprechendem Median und Interquartilsabstand (D). Statistische Unterschiede wurden jeweils
mittels Mann-Whitney Test ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,0005.
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Zu keinem der friheren Zeitpunkte (drei bis 18 Stunden) bestand ein Unterschied in
der GroRe der Population der CD4"DC zwischen Sham und CLP. Im weiteren Verlauf
bis zu 96 Stunden nach CLP, nahm die Zahl der CD4'DC ab und zeigte schlieRlich
die bereits bekannte Verringerung im Vergleich zur Sham-Gruppe (Abb. 4.7A).

Der Anstieg der CD4'DC im Knochenmark 24 und 36 Stunden nach Sepsisinduktion
korrelierte dabei mit der oben beschriebenen Akkumulation von CD4*T-Zellen (Abb.

4.7B) scheint dieser jedoch nachgeschaltet zu sein.
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Abbildung 4. 7 Zeitliche Anderung der Zahl CD4" DC im Knochenmark wahrend Sepsis. Zwischen
3 und 96 h nach Sham- oder CLP-Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert und
durchflusszytometrisch auf CD4'DC und CD11c’ CD4'T-Zellen analysiert. Dargestellt ist die zeitliche
Anderung der Absolutzahlen CD4'DC nach Sham- (gestrichelte Linie) bzw. CLP-OP (rote Linie) als
Median und Interquartilsabstand aus 1 (18 und 48 h), 2 (3, 8, 24 und 96 h) oder 3 (12 und 36 h) mit
jeweils mindestens 1 bis 5 Tieren pro Gruppe (A). Gezeigt ist zudem die Korrelation der absoluten
Zahlen CD4'DC und CD11c¢'CD4'T-Zellen 24 h und 36 h nach CLP- bzw. Sham-OP aus 3
Experimenten mit jeweils 1-4 Tieren pro Gruppe (B). Die Zahlen CD4'T-Zellen wurden bereits in Abb.
4.3E dargestellt. Statistische Unterschiede wurden mittels Holm-Sidak t-Test ermittelt; *, p<0,05; **,
p<0,01; *** p<0,0005 und die Korrelation nach Spearman analysiert.
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Ein charakteristisches Merkmal dysfunktionaler DC bei Sepsis ist die erhéhte
Produktion von IL-10 nach Stimulation mit bakteriellen Bestandteilen. In vitro mittels
GM-CSF generierte BMDC aus dem Knochenmark 4 Tage nach CLP zeigen, wie DC
der Milz zum gleichen Zeitpunkt, diese erhohte IL-10 Produktion [155]. Die
Produktion von IL-12 dagegen ist haufig erniedrigt. Das Verhaltnis zwischen pro-
inflammatorischem IL-12 und antiinflammatorischem IL-10 gibt dabei an, in welche

Richtung die Balance der Zytokinantwort verschoben wurde.

4.2.1 Das Erscheinen CD4'DC im Knochenmark ist assoziiert mit der
Verschiebung der Zytokinbalance hin zur Antiinflammation

Um zu untersuchen, ob die beschriebene DC-Dysfunktion bereits in der frihen Phase
der Sepsis (3 bis 36 Stunden nach CLP) induziert wird, wurde das Knochenmark an
den beschriebenen Zeitpunkten isoliert und tGber 7-10 Tage BMDC in vitro mittels
GM-CSF generiert. Nach in vitro Stimulation mit CpG produzierten BMDC, die 8
Stunden nach CLP generiert wurden, bereits mehr IL-12 als Sham-BMDC. Dies
verstarkte sich bis zu 36 Stunden weiter. Vierundzwanzig Stunden nach CLP
sezernierten CLP-BMDC zudem vermehrt IL-10 und dies verstarkte sich innerhalb
der folgenden 12 Stunden. Im Zeitverlauf bis 36 Stunden nach Sepsisinduktion wurde
der Wechsel von der anfanglichen inflammatorischen hin zur regulierenden
Immunantwort mit einem verringerten IL-12/IL10-Verhaltnis sichtbar (Abb. 4.8A).

Die Expression der kostimulatorischen Oberflachenmolekile CD86 und CD40 wurde
ebenfalls nach in vitro Stimulation der BMDC durchflusszytometrisch bestimmt und
der relative Anstieg im Vergleich zum unstimulierten Zustand grafisch dargestellt. Aus
dem Knochenmark septischer Tiere acht Stunden sowie zwo6lf Stunden nach CLP
generierte BMDC, zeigten eine schwéchere Expression kostimulatorischer Molekiile
verglichen mit der Sham-Gruppe. BMDC aus dem Knochenmark zwolf Stunden nach
Sham-Operation exprimierten deutlich hohere Level an CD86 und CD40 im Vergleich
zu BMDC drei Stunden nach Sham-OP. Dies kann vermutlich auf die Sham-OP
selbst zurtickgefuhrt werden, jedoch handelt es sich bei den Ergebnissen zur CD86-
und CD40-Expression zu den Zeitpunkten drei, acht und zwdlf Stunden nach CLP
bzw. Sham um Einzelwerte, deren Richtigkeit noch nachfolgend bestatigt werden
muss. Aus dem Knochenmark 24 Stunden und 36 Stunden nach CLP generierte
BMDC, zeigten eine erhOhte Aktivierbarkeit im Vergleich zu den vorhergehenden
Zeitpunkten und nach 36 Stunden zusatzlich eine starkere Reifung als BMDC der
Sham-Gruppe (Abb. 4.8C).

Simultan mit dem Erscheinen von CD4'DC im Knochenmark kommt es zur
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Differenzierung von BMDC, die nach in vitro Stimulation mit CpG vermehrt IL-10 aber
auch IL-12 produzieren. Das Verhaltnis von IL-12 zu IL-10 ist jedoch hin zum anti-
inflammatorischen IL-10 verschoben. Diese BMDC lassen sich, in Bezug auf die
CD86- und CD40-Expression, zudem starker aktivieren im Vergleich zu Sham-
BMDC.
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Abbildung 4. 8 Zeitlicher Einfluss der Sepsis auf die BMDC de novo Differenzierung aus
Knochenmarkzellen in vitro. Zwischen 3 und 36 h nach Sham- oder CLP-Operation (OP) wurde das
Knochenmark isoliert und pro Gruppe vereinigt. Uber 8-10 Tage wurden BMDC mittels GM-CSF
generiert und diese anschlieBend Uber Nacht mit dem bakteriellen Stimulus CpG in vitro stimuliert. In
den Uberstanden wurden mittels ELISA die Zytokinmengen fiir IL-10 und IL-12 bestimmt und das
Verhéltnis von IL-12 zu IL-10 berechnet. Dargestellt sind IL-10- und IL-12-Mengen aus Triplikaten
eines reprasentativen Experiments pro Zeitpunkt, als Mittelwert mit Standardabweichung, sowie der
Median mit Range der vereinigten IL-12/IL-10-Verhdltnisse von 1 (3, 8 und 12 h) bzw. 2 (24 und 36 h)
Experimenten (A). Statistische Unterschiede wurden mittels Holm-Sidak t-Test ermittelt; *, p<0,05; **,
p<0,01; *** p<0,005. Fir das IL-12/IL-10-Verhaltniss konnte auf Grund zu weniger Werte keine
statistische Berechnung durchgefiihrt werden. Nach Ubernacht-Stimulation wurde die Reifung der DC
durchflusszytometrisch beziiglich der prozentualen Anderung der CD86- bzw. CD40-Expression von
unstimuliert auf stimuliert, dargestellt als A (Delta), untersucht. Gezeigt sind exemplarische Dot-Plots
nach CpG-Stimulation mit Angabe der Prozentwerte (B), sowie die grafische Darstellung der Einzel-
bzw. Mittelwerte mit Standardabweichung von 1-2 Experimenten pro Zeitpunkt (s. A) (C).
Sechsunddrei3ig Stunden nach CLP- oder Sham-OP wurde Knochenmark mittels Lavage der Tibia
und des Femurs gewonnen und PGE, mittels ELISA im Uberstand bestimmt. Gezeigt sind vorlaufige
Ergebnisse eines Experiments als Balkendiagramm mit 1-2 Tieren pro Gruppe (C).
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Die Differenzierung und Aktivierung von Immunzellen, kann durch viele Faktoren
beeinflusst werden. Im Zuge des frihen Zytokinsturms werden grof3e Mengen PGE;
produziert. PGE; beeinflusst die Reifung und Zytokinproduktion myeloider Zellen. Es
fordert die Differenzierung von DC, die vermehrt IL-10 und weniger IL-12 produzieren
und begunstigt damit die Induktion einer Ty2-Antwort [106, 195]. Mesenchymale
Stammzellen (mesenchymal stem cell, MSC) im Knochenmark sind in der Lage
grof3e Mengen PGE; zu produzieren. Ein vorlaufiges Experiment zeigte jedoch keine
erhohten, sondern eher erniedrigten PGE,-Mengen in der Knochenmarklavage

septischer Tiere im Vergleich zu Sham-Tieren (Abb 4.8D).

4.2.2 Einfluss von CD4" DC im Knochenmark auf die de novo Differenzierung
von DC wéhrend der Sepsis

Der Anstieg der Zahl an CD4'DC im Knochenmark 36 Stunden nach CLP war mit
einer in vitro Differenzierung von BMDC assoziiert, die vermehrt IL-10 sezernierten.
Um einen moglichen Einfluss dieser akkumulierenden CD4'DC auf die
Differenzierung von BMDC zu untersuchen, wurden diese vor BMDC-Generierung
mittels FACS-Sortierung weitestgehend aus dem Knochenmark entfernt und die so
isolierten CD4'DC optisch mittels Cytospin-Giemsa-Farbungen charakterisiert. Der
Anteil noch vorliegender CD4'DC lag unter 0,1% nach Depletion. CD4"DC wurden
lediglich mit einer Reinheit von mindestens 50 % angereichert (Abb. 4.9B).

Anhand der Giemsa-Farbungen lieRen sich die CD4'DC als runde, zwischen 10-15
um grof3e Zellen darstellen. Sie zeigten wenige stellare Auslaufer, aber eine

regelmanig gewdlbte Form und einen gro3en Zellkern (Abb. 4.9C).
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Abbildung 4. 9 Depletion bzw. Isolation von CD4'DC aus dem Knochenmark septischer Mause.
SechsundreifRig Stunden nach CLP wurde das Knochenmark isoliert und mit fluoreszenzmarkierten
Antikérpern gegen CD4, MHCII und CD11c gefarbt. Mittels FACS-Sortierung wurden die CD4"CD aus
dem Knochenmark depletiert. Die exemplarischen Abbildungen zeigen die Sortierungs-Strategie (A),
sowie den prozentualen Anteil CD11c¢"DC, sowie CD4'DC im Knochenmark vor und nach Depletion
und der angereicherten CD4'DC als exemplarische Dot-Plots (B). Die angereicherten CD4'DC
wurden anschlieend mittels Cytospin-Technik auf Objekttragern fixiert und mit Giemsa-Ldsung
gefarbt. Gezeigt sind exemplarische Bilder bei 20facher VergréRerung aus n=5 Experimenten (C).

Wie vorherige Experimente zeigten, produzierten CLP-BMDC, generiert aus Gesamt-
Knochenmark vermehrt IL-10. Die Depletion CD4'DC vor Generierung der BMDC
hatte keinen Einfluss auf die IL-10-Produktion von Sham-BMDC. Jedoch war die IL-
10-Produktion von CLP-BMDC nach Depletion CD4'DC reduziert. Die IL-12-
Produktion von BMDC beider Gruppen wurde nicht signifikant beeinflusst. Hierdurch
erhohte sich das IL-12/IL-10-Verhéltnis der CLP-BMDC auf etwa den Wert der Sham-
BMDC (Abb. 4.10A). Der Anteil reifer MHCII"DC war unter allen Kulturbedingungen
mit durchschnittlich 70 % gleichwertig (Abb. 4.10B). Die Aktivierbarkeit der BMDC
beziglich der CD86- und CD40-Expression nach in vitro Stimulation mit CpG wurde
nicht beeintrachtigt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4. 10 Einfluss CD4'DC auf die in vitro Generierung von BMDC aus dem Knochenmark
wahrend Sepsis. Sechsundreilig Stunden nach Sham- oder CLP-Operation (OP) wurde das
Knochenmark isoliert und mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen CD4, MHCIl und CD1lc
gefarbt. Mittels FACS-Sorting wurden die CD4'DC aus dem Knochenmark depletiert. AnschlieBend
wurden das unbehandelte, sowie depletierte Knochenmark tber 8-10 Tage mit GM-CSF kultiviert und
die BMDC anschlieRend Uber Nacht in vitro mit dem bakteriellen Stimulus CpG stimuliert. Mittels
ELISA wurden die Zytokinmengen von IL-10 und IL-12 gemessen und das Verhéaltnis von IL-12 zu IL-
10 berechnet. Die Abbildungen zeigen die Mittelwerte mit Standardabweichung der Triplikate von 3
vereinigten Experimenten. Gezeigt ist zudem der Mittelwert mit Standardabweichung des
Verhdltnisses von IL-12 zu IL-10 aus 3 Experimenten. Statistische Unterschiede wurden mittels
Kruskal-Wallis-Test ermittelt; *, p<0,05; ***, p<0,005.

SechsunddreiRig Stunden nach CLP akkumulierten CD4DC im Knochenmark, deren
Depletion in vitro generierte BMDC forderte, die weniger IL-10 sezernieren und eine

ausgeglichene Immunantwort, in Bezug auf das IL-12/II-10-Verhaltnis zeigen.

4.2.3 Phéanotyp und Herkunft der CD4'DC im Knochenmark

DC haben ihren Ursprung im Knochenmark, wo aus multipotenten Stammzellen DC-
Vorlaufer, die pre-DC, gebildet werden. Diese wandern Uber die Blutzirkulation in
periphere lymphoide, sowie nichtlymphoide Organe, wo es zur finalen
Differenzierung in die verschiedenen DC-Subpopulationen unter der Ausbildung
spezifischer Oberflachenmolekiile kommt. Um die im Knochenmark akkumulierenden
CD4'DC mit cDC aus lymphoiden Organen zu vergleichen wurden 36 Stunden nach
CLP diese durchflusszytometrisch auf verschiedene Oberflachenmolekile
untersucht. CD4'cDC in lymphoiden Organen exprimieren verstarkt CD11b und
SIRP-a. Die CD11b-Expression der CLP-Gruppe war mit durchschnittlich 82 % leicht
erhoht zur Sham-Gruppe, mit durchschnittlich 71 %. CD4'DC im Knochenmark
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waren mit durchschnittlich 98% SIRP-a-positiv. Migratorische und interstitielle DC in
nichtlymphoiden Geweben exprimieren die charakteristischen Oberflachenmolekile
CD103 oder E-Cadherin. Die betrachteten CD4'DC im Knochenmark septischer
Tiere zeigten keine Expression von CD103. Im Knochenmark findet sich ein geringer
Prozentsatz E-Cadherin"CD4'DC, der sich von durchschnittlich 27,5% auf 8%
verglichen mit der CLP Gruppe verringert. Der hohe Prozentuale Anteil E-
Cadherin"CD4'DC im Knochenmark liegt hierbei an der sehr geringen Zahl CD4"DC.
Eine eindeutige Population konnte nicht festgestellt werden. Auf3er cDC kdnnen DC
auch monozytaren Ursprungs sein. Der charakteristische Marker fiir moDC ist Ly6C.
CD4'DC im Knochenmark der Sham-Gruppe sind durchschnittlich zu 32 % positiv fur
Ly6C und dies verstéarkt sich in der CLP-Gruppe auf durchschnittlich 51 % (Abb.
4.11A-B).
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Abbildung 4. 11 Charakterisierung CD4'DC aus dem Knochenmark wéahrend Sepsis.
Sechsundrei3ig Stunden nach Sham- oder CLP-Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert und
die CD4'DC durchflusszytometrisch anhand der Oberflichenmolekiile SIRP-a, CD11b, CD103, E-
Cadherin und Ly6C untersucht. Dargestellt sind exemplarische Dot-Plots 36 h nach CLP- bzw Sham-
OP (nur E-Cadherin) mit Angabe der Prozentwerte. Zur Abgrenzung positiver Zellen wurden
Isotypkontrollen verwendet (nicht gezeigt). Die Zahlen in den oberen Quadranten geben den
prozentualen Anteil der betrachteten Oberflachenmolekille an CD4'DC an (A). Die Daten stellen
jeweils den Median des prozentualen Anteils mit Interquartilsabstand aus 2 (CD11b und E-Cadherin),
4 (CD103), bzw. 5 (SIRP-a und Ly6C) Experimenten mit jeweils 1-4 Tieren pro Gruppe dar (B).
Statistische Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Test ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01.
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SechsundreiRig Stunden nach Sepsisinduktion akkumulieren CD4'DC im
Knochenmark, die anhand ihrer Oberflachenmarker Ahnlichkeiten mit cDC aus

sekundaren lymphoiden Organen, als auch mit monozytaren DC aufweisen.

4.2.4 CD4" DC erscheinen frith in den mesenterialen Lymphknoten wéahrend
Sepsis

Auf Grund der Ahnlichkeit zu ¢cDC wurde vermutet, dass CD4'DC im Knochenmark
septischer Tiere zum Teil aus sekundaren lymphoiden Organen stammen. Im CLP-
Modell beginnt die initiale Infektion im Peritoneum und breitet sich innerhalb der
ersten Stunden Uber das Blut im gesamten Organismus aus, bis hin zum
Knochenmark. In der frihen Phase der Sepsis wurde nun untersucht, ob es in den
peripheren lymphoiden Organen und dem Blut zu Veranderungen, hinsichtlich der
Zahl CD4'DC kommt.

Bereits 6 Stunden nach CLP akkumulierten CD4'DC in den mesenterialen
Lymphknoten. Hier kam es zu einem Anstieg von durchschnittlich 2,2x10* CD4*DC in
den Lymphknoten der Sham-Gruppe auf durchschnittlich 3,95x10* CD4*DC der CLP-
Gruppe. Bereits zwei Stunden spéter reduzierte sich die Zahl der CD4"DC wieder auf
die Zellzahl der Sham-Gruppe (Abb. 4.12A). Unter inflammatorischen Bedingungen
migrieren CD103'DC aus dem Intestinaltrakt in die mesenterialen Lymphknoten.
Durchschnittlich 55 % der CD4'DC in den mesenterialen Lymphknoten exprimierten
unter Sham-Bedingungen CD103. Nach Sepsisinduktion erhdhte sich dieser Anteil
um 10 % (Abb. 4.12C). Ein vorlaufiges Experiment zeigte 6 Stunden nach
Sepsisinduktion einen Anstieg von CD103" als auch von CD103" CD4'DC (Abb.
4.12D). Vergleichbar mit der CD103-Expression schien die Expression von SIRP-a
auf den CD4'DC zu sein und auch hier scheint es zu einem Anstieg SIRP-a*, sowie
SIRP-a” CD4'DC zu kommen (Abb. 4.12E/F). Hierbei handelt es sich um jeweils
unabh&ngige Experimente. CD4'DC, die sowohl CD103 als auch SIRP-a exprimieren

kénnen somit nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 4. 12 Zeitliche Anderung der Zahl CD4'DC in den mesenterialen Lymphknoten
wahrend Sepsis. Zwischen 3 h und 96 h nach Sham- bzw. CLP-Operation (OP) wurden die
mesenterialen Lymphknoten durchflusszytometrisch auf CD4'DC und deren Expression von SIRP-q,
CD103, E-Cadherin und Ly6C analysiert. Dargestellt ist die Zahl CD4'DC pro Maus nach Sham -
(gestrichelte Linie) bzw. CLP-OP (rote Linie) als Median der Einzeltiere und Interquartilsabstand aus 2
(3, 6, 12 und 24 h) bzw. 3 (8 und 36 h) Experimenten mit jeweils 1-5 Tieren pro Gruppe (A).
Statistische Unterschiede wurden mittels Holm-Sidak-Test ermittelt; *, p<0,05. Weitere Abbildungen
beziehen sich auf CD4'DC in den mesenterialen Lymphknoten 6 h nach CLP- oder Sham-OP.
Exemplarische Dot-Plots zeigen die prozentuale Expression von CD103, E-Cadherin, SIRP-a und
Ly6C auf CD4'DC (B). Der prozentuale Anteil CD103" und CD103" Zellen von allen CD4'DC aus 2
Experimenten mit n=1-2 Versuchstieren ist dargestellt als Balkendiagramm des Medians mit
Interquartilsabstand (C). Die absoluten Zellzahlen der CD103"CD4'DC, sowie der CD103'CD4'DC
sind dargestellt als Einzelwerte mit Median und Interquartilsabstand aus 2 Experimenten mit n=1-2
Versuchstieren (D). In einem anderen Experiment wurden 6 h nach CLP- oder Sham OP der
prozentuale Anteil (E) und die absoluten Zellzahlen (F) der SIRP-a* und SIRP-a” Zellen von allen
CD4'DC bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen den Wert einer vereinigten Messung eines
vorlaufigen Experimentes (n=2 Tiere).
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4.2.5 Friihe Akkumulation von CD4" DC in der Milz und dem Blut gefolgt von
einem starken Zellverlust in der Milz

Die Milz beherbergt ein groRes Reservoir an CD4"¢cDC und kénnte méglicherweise
mit dem Erscheinen der CD4'DC im Knochenmark in Verbindung stehen. Die
Analyse der Zahl der CD4'DC im Verlauf der Sepsis zeigte, dass es sechs Stunden
nach CLP einen tendenziellen Anstieg CD4"'DC von durchschnittlich 5,6x10° Zellen in
der Sham-Gruppe auf 7,5x10° CD4'DC in der CLP-Gruppe gab. Die Sham-OP
beeinflusste die Zahl der CD4"DC in der Milz nicht wesentlich. Der frilhe tendenzielle
Anstieg der CD4'DC wiahrend der Sepsis war zum nachsten Zeitpunkt (acht
Stunden) nicht mehr vorhanden. Vierundzwanzig Stunden nach CLP sank die Anzahl
der CD4'DC deutlich ab und entsprach vier Tage nach CLP nur noch 6,5% der DC-
Zahl der Sham-Gruppe (Abb. 4.13A). Die starke Reduktion CD4'DC in der Milz
zwischen 24 Stunden und 36 Stunden erfolgte simultan mit der Akkumulation der
CD4'DC im Knochenmark septischer Tiere. Die CD4'DC in der Milz waren SIRP-a”
und exprimierten nahezu kein CD103, E-Cadherin, oder Ly6C (Abb. 4.13B). Im Blut
septischer Tiere liel3 sich zwolf Stunden nach CLP ein durchschnittlicher prozentualer
Anstieg der CD4'DC von 0,008% der Sham-Gruppe auf 0,06% der zellularen
Bestandteile des Blutes feststellen. Nachfolgend blieb der durchschnittliche Anteil
CD4'DC im Blut bei durchschnittlich 0,03% erhéht (Abb. 4.13C).

In der friihen Phase der Sepsis (sechs Stunden bis zwdlf Stunden nach CLP) kam es
zu einer transienten Akkumulation CD4'DC, mit &hnlichem Phanotyp, wie die im
Knochenmark identifizierten DC, in den mesenterialen Lymphknoten, dem Blut und
der Milz. Die Akkumulation der CD4'DC im Knochenmark wurde von der drastischen

Reduktion dieser Population in der Milz begleitet.

4.3 Herkunft zirkulierender CD4" DC

Die transiente Akkumulation von CD4'DC unterstiitzt die Annahme, dass es wahrend
der akuten Phase der Sepsis zur Migration CD4'DC, ausgehend von lymphoiden
Organen, hin zum Knochenmark kommt.

Der frilhe Anstieg der CD4'DC in den mesenterialen Lymphknoten kénnte auf eine
Passage der CD4'DC durch diese sekundaren lymphoiden Organe auf dem Weg in
das Knochenmark hinweisen. Um diese Annahme zu prifen wurde 3 Wochen vor
Sham- bzw. CLP-Operation eine Adenektomie der mesenterialen Lymphknoten oder

als Kontrolle eine Laparotomie durchgefuhrt.
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Abbildung 4. 13 Zeitliche Anderung der Zahl CD4'DC in der Milz und im Blut wahrend Sepsis.
Zwischen 3 h und 96 h nach Sham- bzw. CLP-Operation (OP) wurden die Milz sowie das Blut
durchflusszytometrisch auf CD4'DC hin untersucht. Die CD4'DC der Milz wurden zusétzlich auch
bzgl. ihrer Expression von SIRP-a, CD103, E-Cadherin und Ly6C analysiert. Dargestellt ist die Zahl
der CD4'DC in der Milz nach Sham- (gestrichelte Linie) bzw. CLP-OP (rote Linie). Gezeigt ist der
entsprechendem Median der Einzelwerte und Interquartilsabstand aus 1 Experiment mit n=1
Versuchstier (48h), sowie 2 (3, 5, 6 und 96 h), 3 (8 und 12h), bzw. 4 (36 h) Experimenten mit 2-5
Tieren pro Gruppe (A). Exemplarische Dot-Plots zeigen die Expression von CD103, E-Cadherin,
SIRP-a und Ly6C auf CD4'DC 6 h nach CLP in der Milz (B) Zur Abgrenzung positiver Zellen wurden
Isotypkontrollen verwendet (nicht gezeigt). Der prozentuale Anteil an Gesamtleukozyten im Blut ist
dargestellt als Median mit Interquartilsabstand aus 1 (3, 18 und 36 h), 2 (24 h), bzw. 3 (8 und 12 h)
Experimenten mit 2-5 Tieren pro Gruppe (C). Die Abbildungen zeigen die Gating-Strategie mit Angabe
der Prozentwerte CD4'DC im Blut nach Sham- oder CLP-OP (D). Statistische Unterschiede wurden
mittels Holm-Sidak-Test ermittelt; *, p<0,05.

Das hier gezeigte, einmalige Experiment zeigte im Gegensatz zu anderen
Experimenten nur einen leichten Anstieg der CD4°'DC im Knochenmark in der
septischen Laparotomie-Gruppe. Beide CLP-Gruppen zeigten jedoch grol3e
Schwankungen. Dadurch lassen sich keine eindeutigen Aussagen beziglich dieses
Versuchsergebnisses treffen. Prozentual war jedoch ein Anstieg CD4" Zellen der
Adenektomiegruppe von 12 % auf 19 % und der Laparotomiegruppe von 13 % auf 17
% messbar, bezogen auf die Population der MHCII"DC (Abb. 4.14A). In der Gruppe
der Kontrolllaparotomie kam es zur bereits beschriebenen Verdopplung der Anzahl

an CD4'T-Zellen nach CLP. Nach Adenektomie zeigte sich nur ein leichter Anstieg
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von durchschnittlich 1,13x10° auf 1,74x10°> CD4*T-Zellen, ebenfalls mit grofen
Schwankungen der Einzelwerte (Abb. 4.14B). Dies weist darauf hin, dass die Starke
der ausgeldsten Sepsis unterschiedlich innerhalb der Einzeltiere ausfiel. Zeitgleich
kam es in beiden CLP-Gruppen zu einer signifikanten Reduktion CD4DC in der Milz.
Zudem reduzierte sich auch die Zahl CD4*DC der Sham-Gruppe von 4x10° Zellen
der Kontrolllaparotomie auf 0,9x10° Zellen nach Adenektomie (Abb. 4.14C). Bei
diesem gezeigten Experiment handelt es sich um ein vorlaufiges Ergebnis, das keine
eindeutige Einschatzung der Messergebnisse zulasst. Tendenziell scheint die
Entfernung der mesenterialen Lymphknoten jedoch keinen direkten Einfluss auf die

Akkumulation der CD4*DC im Knochenmark wéhrend Sepsis zu haben.
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Abbildung 4. 14 Einfluss der mesenterialen Lymphknoten auf die Akkumulation der CD4'DC im
Knochenmark wéahrend Sepsis. Vier Wochen vor Sepsisinduktion wurden die mesenterialen
Lymphknoten chirurgisch entfernt oder eine Kontrolllaparotomie durchgefihrt. Sechsundreilig
Stunden nach Sham- bzw. CLP-Operation (OP) beider Gruppen wurde das Knochenmark isoliert und
durchflusszytometrisch beziiglich CD4'DC und CD4T-Zellen charakterisiert. Gezeigt sind die
absoluten Zahlen der CD4'DC und der prozentuale Anteil an CD4'DC an der Gesamtheit der DC (A),
sowie die Zahl CD4'T-Zellen im Knochenmark (B) und der Milz (C) Dargestellt sind der Median der
Einzeltierwerte mit Interquartilsabstand eines vorlaufigen Experiments mit 4 Tieren pro Gruppe.
Statistische Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt; *, p<0,05; **** p<0,001.

Die mesenterialen Lymphknoten hatten keinen Einfluss auf das Erscheinen der
CD4'DC im Knochenmark, kénnten aber nach Passage der Lymphknoten einen
Einfluss auf die Differenzierung der DC im Knochenmark nehmen.

Um diese Hypothese zu prifen, wurden die mesenterialen Lymphknoten chirurgisch
entfernt oder eine Kontrolllaparotomie durchgefiihrt. Vier Wochen spater wurden

Tiere jeder Gruppen einer Sham- bzw. CLP-Operation unterzogen. Nach vier Tagen
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wurden Zellen des Knochenmarks und der Milz durchflusszytometrisch untersucht.
Aus dem Knochenmark tUber acht Tage mittels GM-CSF generierte BMDC wurden
zudem nach in vitro Stimulation mit CpG, auf ihre Zytokinproduktion hin untersucht.
Vier Tage nach OP liel3 sich im Knochenmark der Sham-Gruppe nach Adenektomie
eine leicht verringerte Zahl CD4'DC, im Vergleich zur Sham-Gruppe nach
Kontrolllaparotomie feststellen. Die Tiere nach Adenektomie, sowie Kontroll-
laparotomie zeigten vier Tage nach Sepsisinduktion im Vergleich zu der jeweiligen
Sham-Gruppe eine Verringerung der Zahl CD4'DC im Knochenmark (Abb. 4.15A).
Begleitet wurde dies von der starken Reduktion CD4'T-Zellen (Abb. 4.15B). Auch
hier gab es innerhalb der Einzelwerte der Sham-Gruppe nach Adenektomie grol3e

Schwankungen.
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Abbildung 4. 15 Einfluss der Entfernung der mesenterialen Lymphknoten auf die post-septische
DC-Differenzierung. Vier Wochen vor Sepsisinduktion wurden die mesenterialen Lymphknoten
chirurgisch entfernt oder eine Kontrolllaparotomie durchgefiihrt. Vier Tage nach Sham- bzw. CLP-
Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert und durchflusszytometrisch beziglich CD4, MHCII
und CD11c charakterisiert. Dargestellt sind die Absolutzahlen CD4'DC (A), sowie die Zahl CD4T-
Zellen (B) im Knochenmark als Einzelwerte mit Median und Interquartilsabstand aus 2 Experimenten
mit 3-4 Tieren pro Gruppe. Das Knochenmark wurde pro Gruppe vereinigt und BMDC Uber 8 Tage
mittels GM-CSF generiert und tber Nacht mit CpG in vitro stimuliert. Im Uberstand wurden die
Zytokinmengen von IL-10 und IL-12 mittels ELISA bestimmt, sowie das Verhéltnis zwischen IL-12 und
IL-10 berechnet. Statistische Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt; *, p<0,05; **,
p<0,01.

Vier Tage nach CLP generierte BMDC produzierten sowohl nach Adenektomie, als
auch nach Kontrolllaparotomie, charakteristisch, postseptisch erhohte Mengen IL-10.
Starke Schwankungen innerhalb beider CLP-Gruppen beziglich der IL-12-Produktion
lassen jedoch keine eindeutige Beschreibung des Verhaltnisses von IL-12 zu IL-10

und damit keine eindeutige Aussage zu, ob es zu einer Verschiebung der
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Zytokinbalance kam (Abb. 4.15C).

Vier Tage nach Sepsisinduktion reduzierte sich die Zahl CD4DC in der Milz sowohl
in der Gruppe der Lymphadenektomie als auch nach Kontrolllaparotomie (Abb.
4.16A). Die Gruppe der Lymphadenektomie zeigte nach Sepsisinduktion grof3e
Schwankungen in der Zahl CD4'T-Zellen, die jedoch nach Kontrolllaparotomie
signifikant reduziert waren (Abb. 4.16B). Lymphozyten der Milz sind postseptisch
supprimiert in der Produktion des Inflammatorischen Zytokins IFN-y. Die
Adenektomie der mesenterialen Lymphknoten flhrte zudem zu einer tendenziellen
Beeintrachtigung der IFN-y-Produktion innerhalb der Sham-Gruppe (Abb. 4.16C)
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Abbildung 4. 16 Einfluss der Entfernung der mesenterialen Lymphknoten auf die postseptische
Immunsuppression von Leukozyten in der Milz. Vier Wochen vor Sham- oder CLP-Operation (OP)
wurden die mesenterialen Lymphknoten chirurgisch entfernt oder eine Kontrolllaparotomie
durchgefuhrt. Vier Tage nach Sham- oder CLP-OP wurden die Milzzellen isoliert und
durchflusszytometrisch beziglich CD4, MHCIl und CD11c charakterisiert. Dargestellt sind die
Absolutzahlen CD4'DC (A), sowie die Zahl CD4T-Zellen (B) der Milz nach Adenektomie oder
Kontrolllaparotomie und jeweiliger Sepsisinduktion oder Sham-OP. Gezeigt sind die Einzelwerte mit
Median und Interquartilsabstand aus 2 Experimenten mit 3-4 Tieren pro Gruppe. Die Milzzellen
wurden Uber Nacht in vitro mit CpG stimuliert. Im Uberstand wurde IFN-y mittels ELISA bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Triplikate pro Versuchstier mit Standardabweichung eines
Experiments mit 3-4 Tieren pro Gruppe (C). Statistische Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-
Test ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01.

Der Einfluss der mesenterialen Lymphknoten auf die Wanderung CD4'DC und deren
Einfluss auf die Differenzierung dysfunktionaler DC nach polymikrobieller Sepsis
kann nicht eindeutig definiert werden, da die Ergebnisse grol3e Schwankungen
aufwiesen. Tendenziell scheint die Entfernung der mesenterialen Lymphknoten
jedoch keinen Einfluss auf die Wanderung CD4'DC, oder die Ausbildung der DC-
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Dysfunktion zu haben. Die Milz ist ein groBes Reservoir CD4'DC. Um festzustellen,
ob CD4'DC wahrend Sepsis aus der Milz in das Knochenmark wandern wurde diese

vier Wochen vor Sham- oder CLP-OP durch Splenektomie chirurgisch entfernt.

Sowohl in der Gruppe der Kontrolllaparotomie als auch in der Gruppe der
Splenektomie verdoppelte sich im Vergleich zur jeweiligen Sham-Gruppe die Zahl der
CD4'DC im Knochenmark 36 Stunden nach CLP (Abb. 4.17A). In beiden
Versuchsgruppen, die einer CLP unterzogen wurden, kam es auch zur Akkumulation
der CD4'T-Zellen, jedoch war diese in der Gruppe der splenektomierten M&use

tendenziell etwas schwacher ausgepragt (Abb. 4.17B).
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Abbildung 4. 17 Einfluss der Milz auf die Akkumulation CD4'DC im Knochenmark wahrend
Sepsis. Vier Wochen vor Sham- bzw. CLP-Operation (OP) wurde die Milz chirurgisch entfernt oder
eine Kontrolllaparotomie durchgefiihrt. Sechsunddrei3ig Stunden nach der anschlielfenden Sham-
bzw. CLP-OP wurde das Knochenmark isoliert und durchflusszytometrisch beziiglich CD4'DC und
CD4T-Zellen charakterisiert. Dargestellt sind die Zahlen der CD4'DC (A) sowie die Zahlen der CD4 T-
Zellen (B) im Knochenmark nach Splenektomie oder Kontrolllaparotomie und entsprechender Sham-
oder CLP-OP. Gezeigt sind die Einzelwerte mit Median und Interquartilsabstand aus 2 Experimenten
mit 3-6 Tieren pro Gruppe. Statistische Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt; *,
p<0,05.

Durch die Untersuchung der akuten Phase der Sepsis in splenektomierten Mausen
konnte gezeigt werden, dass es trotz Fehlens dieses Organs zu einer Akkumulation
CD4'DC im Knochenmark kam. Die Milz kann somit als ursprungsort der CD4'DC im

Knochenmark wahrend Sepsis ausgeschlossen werden.

4.4 TLR-abhangige Verteilung CD4'DC und CD4'T-Zellen in lymphoiden
Organen

Die Ausloser der polymikrobiellen Sepsis sind gram-positive und gram-negative
Bakterien. Diese werden vornehmlich dber TLR2 und TLR4 erkannt. Die
Signaltransduktion des TLR4 wird vermittelt Uber die Adaptermolekile MyD88 und
TRIF und beztiglich des TLR2 ausschlieR3lich tlber MyD88. Um den Einfluss der TLR-
abhangigen Pathogenerkennung auf die Akkumulation der CD4*DC im Knochenmark
zu untersuchen, wurden TLR4-, TLR2-, TLR2/4-, sowie MyD88-defiziente Mause

einer CLP- oder Sham-Operation unterzogen und nach 24 Stunden das
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Knochenmark sowie die Milz durchflusszytometrisch untersucht.

Die Sepsisinduktion in TLR4-defizienten Mausen fuhrte nach 24 Stunden, ahnlich wie
bei Wildtypmausen, zur signifikanten Akkumulation CD4'DC, sowie CD4'T-Zellen im
Knochenmark, sowie der Depletion beider Zellpopulationen in der Milz
(Abb.4.18A-C). Die Zahlen der CD4'DC sowie der CD4'T-Zellen in den TLR2- sowie
TLR2/4-defizienten Mausen wiesen starke Schwankungen auf und erlaubten daher
keine eindeutige Aussage. Die Sepsisinduktion in MyD88-defizienten Mausen flhrte
zu keiner Akkumulation der CD4*DC im Knochenmark. Der Anstieg der CD4'T-Zellen
bliebe in diesem Stamm jedoch unbeeinflusst. In der Milz der MyD88-defizienten
Mause konnte eine tendenzielle aber nicht signifikante Reduktion der CD4'DC aber
nicht der CD4"T-Zellen festgestellt werden. Jedoch unterlagen die Einzelwerte in den

Experimenten auch hier gro3en Schwankungen.
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Abbildung 4. 18 Einfluss der TLR-Signaltransduktion auf die Akkumulatlon von CD4+ DC und
CD4+ TZeIIen im Knochenmark und in der Milz. BALB/c WT-, TLR4™ -, TLR2" -, TLR2/4™ - und
MyD88 -Méause wurden einer Sham- bzw. CLP-Operation unterzogen. SechsunddrelfSlg Stunden
spater wurden Knochenmark und Milzen isoliert und durchflusszytometrisch anhand der CDllc-,
MHCII-, sowie CD4-Expression charakterisiert. Geze|gt ist die Anzahl CD4"DC (A) und CD4T-Zellen
(B) im Knochenmark sowie die Anzahl der CD4'DC (C), und CD4 T-Zellen (D) |n der Milz. Dargestellt
ist der Median der Einzelwerte mit Interquartilsabstand aus 3 (TLR4 TLR“", TLR2/47, MyD88" )
Experimenten mit 1-4 Tieren bzw. 5 (BALB/c WT) Experimenten mlt 12 Tieren. Statlstlsche
Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,005 ****
p<0,001.

Die Akkumulation der CD4'DC im Knochenmark 36 Stunden nach Sepsisinduktion
scheint MyD88-abhéngig und teilweise TLR2-vermittelt zu sein. MyD88 und TLR2
haben jedoch keinen Einfluss auf den Anstieg der CD4T-Zellen.
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4.5 S1P-vermittelte Wanderung von CD4'DC wahrend Sepsis

Unter inflammatorischen Bedingungen wandern migratorische DC dber die
Lymphbahn CCR7-abhéangig in die néchst gelegenen Lymphknoten. Lymphozyten
sind in der Lage sich Uber den S1P-Gradienten im Blut Uber die Blutbahn im
Organismus zu verteilen. Auch DC exprimieren die S1P-Rezeptoren, 1-5 [41]. Es
wurde untersucht, ob auch DC wéhrend polymikrobieller Sepsis, S1P-abhangig tber
die Blutbahn wandern und tber diesen Weg im Knochenmark akkumulieren kdnnen.
Die S1P-Rezeptoren 1,3,4 und 5 kénnen Uber die Applikation des S1P-Analogons
FTY720 blockiert werden. Im Falle des S1PR1 kommt es zur langanhaltenden
Internalisierung und Degradation des Rezeptors [5]. Dies bewirkt eine
langanhaltende Lymphopenie. Sechs Stunden nach CLP und vorheriger Applikation
des S1P-Analogons FTY720 blieb die Zahl der CD4'DC in der Milz unverandert im
Vergleich zur FTY-behandelten Sham-Gruppe. Jedoch zeigt diese eine leicht erhéhte
CD4'DC-Zahl im Vergleich zur Sham-Gruppe ohne FTY720-Applikation (Abb.
4.19A).
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Abbildung 4. 19 Systemische Blockade von S1PR verhindert die frihe transiente Akkumulation
CD4'DC in der Milz und den mesenterialen Lymphknoten. Kurz vor Sepsisinduktion oder
Kontrolllaparotomie wurden 2 mg/kg-Kdrpergewicht des S1PR-Blockers FTY720 oder eine Solvent-
Kontrolle intra vends appliziert. Sechs Stunden nach Sepsisinduktion wurden Milz und mesenteriale
Lymphknoten isoliert und durchflusszytometrisch anhand CD11c-, MHCII-, sowie CD4-Expression
charakterisiert. Dargestellt sind die Zahl CD4'DC (A/C), sowie die Zahl CD4"T-Zellen (B/D) der Milz
und der mesenterialen Lymphknoten als Einzelwerte mit Median und Interquartilsabstand aus 3
Experimenten mit 2 Tieren pro Gruppe. Statistische Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test
ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01.
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Zeitgleich fuhrte die Sepsisinduktion in der Kontrollgruppe, wie bereits beschrieben
zur Erhoéhung der CD4'DC in der Milz (Abb. 4.19C). In den mesenterialen
Lymphknoten wurde ebenfalls der Anstieg CD4'DC durch FTY720-Applikation
verhindert (Abb. 4.19B). Zeitgleich verstarkte sich der, bei den Kontrolltieren leicht
auftretende Anstieg CD4'T-Zellen durch FTY720-Gabe, wohingegen es zu diesem
Zeitpunkt keinen Einfluss auf die Zahl CD4'T-Zellen in den mesenterialen
Lymphknoten gibt (Abb. 4.19D).Sechsundrei3ig Stunden nach Sepsisinduktion
konnte die Akkumulation CD4'DC im Knochenmark durch zweimalige Applikation
von FTY720 verhindert werden (Abb. 4.20A). Zeitgleich tritt eine verstéarkte
Lymphopenie, also die drastische Reduktion CD4 T-Zellen im Blut auf (Abb. 4.20E).
Die Reduktion CD4'DC in Milz, sowie den mesenterialen Lymphknoten konnte durch
FTY720-Applikation nicht verhindert werden (Abb. 4.20.B-C) Durch die Blockade der
S1P-Rezeptoren kam es in den Kontrolltieren zur tendenziellen Akkumulation
CD4'T-Zellen im Knochenmark (Abb. 4.20D). Hierbei fiihrte die Sepsisinduktion nicht
zu einer Verstarkung der Akkumulation, sondern zu einem Verlust von T-Zellen. Dies
weist darauf hin, dass unter normalen Bedingungen die Wanderung von
neugebildeten T-Zellen aus dem Knochenmark ins Blut durch FTY720 verhindert
wird und es wahrend Sepsis bei fehlender Akkumulation CD4'T-Zellen im

Knochenmark auch zum Fehlen des Anstiegs CD4'DC kommt.
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Abbildung 4. 20 Systemische Blockade von S1PR verhindert die Akkumulation CD4" DC und
CD4" T-Zellen im Knochenmark. Kurz vor Sepsisinduktion oder Kontrolllaparotomie und 12 h spéter
wurden 2 mg/kg-Korpergewicht des S1PR-Blockers FTY720 oder eine Solvent-Kontrolle intra vends
appliziert. SechsunddreiBig Stunden nach CLP- oder Sham-Operation (OP) wurden Knochenmark,
Milz, mesenteriale Lymphknoten und Blut isoliert und durchflusszytometrisch anhand CD11c-, MHCII-,
sowie CD4-Expression charakterisiert. Dargestellt sind die Zahl CD4'DC im Knochenmark (A), der
Milz (B) und den mesenterialen Lymphknoten (C), sowie die Zahl CD4"T-Zellen im Knochenmark (D)
und deren prozentualer Anteil im Blut (E). Dargestellt sind die Einzelwerte mit Median und
Interquartilsabstand aus 3 Experimenten mit 1-5 Tieren pro Gruppe. Statistische Unterschiede wurden
mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01; **** p<0,001.

Simultan zur Blockade der Akkumulation CD4'DC im Knochenmark wurden auch alle
betrachteten Subtypen von Monozyten im Knochenmark durch FTY720-Gabe
wéahrend Sepsis verringert (Abb.4.21A-D). Unter Kontrollbedingungen fuhrt die
Blockade von S1PR zur tendenziellen Akkumulation patroulierender Monozyten,
sowie Ly6C™MoDC (Abb. 4.21A/D). Hierbei handelte es sich jedoch nur um ein
vorlaufiges Experiment, dessen Aussage durch Wiederholung bestatigt werden

muss.
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Abbildung 4. 21 Einfluss der systemischen Blockade von S1PR auf Monozytenpopulationen im
Knochenmark. Kurz vor Sepsisinduktion oder Kontrolllaparotomie und 12h spater wurden 2 mg/kg-
Korpergewicht des S1PR-Blockers FTY720 oder eine Solvent-Kontrolle intra vends appliziert.
Sechsundrei3ig Stunden nach Sham- oder CLP-Operation (OP) wurde das Knochenmark isoliert und
durchflusszytometrisch anhand CD11c- und Ly6C-Expression charakterisiert. Dargestellt sind die
Absolutzahlen CD11c'LycC™ (A) und CD11c’Ly6C™ Monozyten, (B) sowie CD11c™ Ly6C" (C) und

CD11c™Ly6C™ MoDC (D) im Knochenmark als Einzelwerte mit Median und Interquartilsabstand eines

Experiments mit 2 Tieren pro Gruppe. Statistische Unterschiede wurden auf Grund zu kleiner
Gruppengrof3en nicht untersucht.

Die Akkumulation CD4'DC im Knochenmark ist verbunden mit der Ausbildung
dysfunktionaler DC, die 4d nach Sepsisinduktion zur Vermittlung der
Immunsuppression durch verstarkte IL-10 Produktion beitragen.

Um die Auswirkung der Blockade der S1P-abhangigen Akkumulation CD4'DC im
Knochenmark auf die Ausbildung der DC-Dysfunktion zu untersuchen, wurden das
Knochenmark und die Milz 4 Tage nach Sepsisinduktion durchflusszytometrisch
untersucht. Hier konnte sowohl mit, als auch ohne vorherige Applikation des FTY720
ein Verlust CD4'DC im Knochenmark sowie der Milz festgestellt werden (Abb.
4.22A/B) FTY720 fiihrte zu einer tendenziellen Reduktion der CD4'T-Zellen im
Knochenmark innerhalb der Sham-Gruppe (Abb. 4.22C). Beide betrachteten CLP-
Gruppen reduzierten die Zahl der CD4'T-Zellen auf das gleiche Niveau, somit konnte
in diesem Fall keine Auswirkung durch die S1P-Blockade festgestellt werden. In der
Milz kam es nach Sepsisinduktion zum Verlust CD4"T-Zellen in beiden betrachteten
Gruppen und keiner Beeintrachtigung der Zellzahl unter Sham-Bedingungen und
FTY720-Gabe (Abb. 4.22D).

Die Applikation des S1P-Analogons FTY-720 fuhrte 4 Tage nach Sepsisinduktion zu
keiner Beeintrachtigung der Depletion von CD4'DC und CD4'T-Zellen in
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Knochenmark und der Milz, jedoch zu einem generellen Verlust von T-Zellen im

Knochenmark unter Sham-Bedingungen.
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Abbildung 4. 22 Einfluss systemischer Blockade von S1PR auf die Zahl CD4'DC im
Knochenmark und der Milz 4 Tage nach Sepsisinduktion. Kurz vor Sepsisinduktion oder
Kontrolllaparotomie und 24 h spater wurden 2 mg/kg des S1PR-Blocker FTY720 oder eine Solvent-
Kontrolle intra vends appliziert. Vier Tage nach Sepsisinduktion wurden Knochenmark und Milz isoliert
und durchflusszytometrisch anhand CD11c-, MHCII- und CD4-Expression charakterisiert. Dargestellt
sind die Zahl CD4'DC (A/B) und die Zahl CD4'T-Zellen (C/D) im Knochenmark und der Milz als
Einzelwerte mit Median und Interquartilsabstand aus 3 Experimenten mit jeweils 2-3 Tieren pro
Gruppe. Statistische Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01.

Postseptische Infektionen betreffen haufig die Atemwege. Sepsis fuhrte in der Lunge
nach 4 Tage zu einem Anstieg von Granulozyten (nicht gezeigt) und dem leichten
Verlust von NK-Zellen, ohne Auswirkung der vorherigen FTY720-Applikation. Jedoch
reduzierte sich die Zahl der CD3"T-Zellen in der Gruppe der FTY720-behandelten
Sham- sowie CLP-Tiere drastisch um 85 % bzw. 82 %. Die Kontroll-CLP ohne
FTY720-Applikation fihrte dagegen nur zu einem leichten Verlust von
durchschnittlich 30 % (Abb. 4.23B). Auf Grund der drastischen Reduktion von T-
Zellen 4 Tage nach FTY720-Applikation in der Lunge, wurde zur Untersuchung der
postseptischen Immunsuppression keine direkte Sekundéarinfektion postseptischer
Tiere durchgefuhrt. Es wurde bereits beschrieben, dass in vitro generierte BMDC aus
dem Knochenmark postseptischer Tiere die postseptische Immunsuppression auf
naive Tiere Ubertragen und diese dann anfalliger gegenuber der Sekundarinfektion
mit P. aeruginosa sind [155].
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Abbildung 4. 23 Zellulare Veranderungen der Lunge nach systemischer Blockade von S1PR 4
Tage nach Sepsisinduktion. Kurz vor Sepsisinduktion oder Kontrolllaparotomie und 24 h spéater
wurden 2 mg/kg des S1PR-Blockers FTY720 oder eine Solvent-Kontrolle intra vends appliziert. Vier
Tage nach Sepsisinduktion wurde die Lunge isoliert und durchflusszytometrisch anhand CD1lc-,
CD11b-, CD3- und DX5-Expression charakterisiert. Dargestellt sind die Zahl CD11b"CD11c'DC (A),
CD3'T-Zellen (B), sowie die Zahl CD3'DX5" NK-Zellen (C) der Lunge als Einzelwerte mit Median und
Interquartilsabstand aus 3 Experimenten mit 2-3 Tieren pro Gruppe. Statistische Unterschiede wurden
mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom ,Dunn‘s multiple comparison“ Test ermittelt; *, p<0,05; ***,
p<0,005.

Vier Tage nach Sepsisinduktion und zweimaliger Applikation des FTY720 oder der
Solvent-Kontrolle wurde das Knochenmark isoliert und Uber 8 Tage BMDC mittels
GM-CSF in vitro generiert. Teilweise wurden diese in vitro mit CpG stimuliert und
anschlieBend die Zytokinproduktion gemessen, oder zusammen mit einer
Infektionsdosis P. aeruginosa i.n. in naive Tiere appliziert. Nach in vitro Stimulation
produzierten BMDC aus FTY720 behandelten, als auch Kontrolltieren 4 Tage nach
Sepsisinduktion, gesteigerte Mengen IL-10 im Vergleich zu beiden Sham Gruppen.
FTY720-Applikation fuhrte zu postseptischen BMDC die weniger IL-12 produzieren,
als nach Kontroll-CLP. Das Verhaltnis von IL-12 zu IL-10 verschob sich dadurch noch
weiter, aber nicht signifikant, in Richtung des anti-inflammatorischen IL-10 (Abb.
4.24A). In vivo verstarkte FTY720 die Anfalligkeit gegentber der Infektion mit P.
aeruginosa, vermittelt durch CLP-BMDC, mit einer durchschnittlichen bakteriellen
Beladung der Lungen von 1,9x10° CFU im Vergleich zu7x10* CFU der Tiere, die
BMDC generiert aus Tieren mit Kontroll-CLP bekamen. Auch Sham-BMDC nach
FTY-720 Applikation fihrten zu einer héheren bakteriellen Beladung der Lungen von
durchschnittlich 4,5x10° CFU im Vergleich zu durchschnittlich 1x10% der Sham BMDC
der Kontrolltiere (Abb. 4.24B).
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Abbildung 4. 24 Einfluss der systemischen Blockade von S1PR auf die BMDC-Differenzierung
im Knochenmark 4 Tage nach Sepsisinduktion. Kurz vor Sepsisinduktion oder Kontrolllaparotomie
und 24 h spater wurden 2 mg/kg des S1PR-Blockers FTY720 oder eine Solvent-Kontrolle intra vends
appliziert. Vier Tage nach Sepsisinduktion wurde Knochenmark isoliert und BMDC Uber 8-10 Tage
mittels GM-CSF generiert. Nach in vitro Stimulation tiber Nacht mit CpG wurden in den Uberstanden
die Zytokinmengen von IL-10 und IL-12 mittels ELISA gemessen und das Verhaltnis von IL-12 zu IL-
10 berechnet. Dargestellt sind zusammengefligte Triplikate je Experiment, dreier Experimente als
Mittelwert mit Standardabweichung (A). In naive Tiere wurden 5x10° CFU P. aeruginosa zusammen
mit 1x10° unstimulierten BMDC pro Tier appliziert. Nach 24 h wurden die Lungen isoliert und die
bakterielle Beladung bestimmt. Dargestellt ist die bakterielle Beladung pro Lunge in Einzelbestimmung
mit Median und Interquartilsabstand zweier Experimente mit n=2-4 Versuchstiere pro Gruppe (B).
Statistische Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt; *, p<0,05; **, p<0,01.

Die systemische Blockade der S1P-Rezeptoren in vivo scheint die DC-
Differenzierung im Knochenmark zu beeinflussen, indem die postseptische DC-
Dysfunktion verstarkt wird und auch BMDC generiert aus Sham-Tieren eine erhdhte

Anfalligkeit gegenuber der Infektion mit P. aeruginosa vermitteln.
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5. Diskussion

Eine effektive Immunantwort resultiert aus dem ausgewogenen Verhaltnis von pro-
und anti-inflammatorischen Reaktionen. Sepsis fiihrt zu einer Uberschiel3enden Pro-
inflammation, durch starke Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Zeitgleich
kommt es zur Entwicklung einer langanhaltenden Immunsuppression. DC sind tber
die Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10, der reduzierten Fahigkeit
zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems und der Hemmung der IFN-y-
Produktion von NK-Zellen an der Vermittlung der Immunsuppression beteiligt [155,
156].

Als akute Phase der Sepsis wird der Zeitraum bezeichnet, in dem sich eine
systemische bakterielle Beladung nachweisen lasst. Zu diesem Zeitpunkt liegt bereits
eine Immunsuppression vor, jedoch tberwiegen hier die klinischen Parameter des
SIRS. Durch schwere Gewebeschaden auf Grund der Hyperinflammation kommt es
hier zu einem frGhen Multi-Organversagen und damit verbundener Sterblichkeit.

Die spate post-septische Phase ist charakterisiert durch den starken Verlust von
Immunzellen im Blut und lymphoiden Organen. Durch eine fehlerhafte Hamatopoese
kommt es vornehmlich zur Neubildung unreifer oder dysfunktionaler Immunzellen,
die eine anhaltende Immunsuppression vermitteln. [170]

Die postseptische DC Dysfunktion resultiert aus der veranderten Differenzierung aus
Vorlauferzellen im Knochenmark [155]. Vorarbeiten zeigten, dass residente
CD11c*Zellen im Knochenmark, nach Uberstehen der initialen Infektion, einen
Einfluss auf die de novo Synthese von DC im Knochenmark haben. Hier scheint die
im spaten Verlauf der Sepsis auftretende Depletion von CD1lc*Zellen im
Knochenmark mit der Ausbildung dysfunktionaler DC assoziiert zu sein [155]. In
dieser Arbeit wurde untersucht inwieweit zellulare Verdnderungen des
Knochenmarks in der akuten Phase der Sepsis die DC-Differenzierung im
Knochenmark beeinflussen. Dabei kam das Modell der subletalen polymikrobiellen

Sepsis (CLP) zum Einsatz.

5.1 Sepsis fuhrt rasch zu einer Veranderung der Knochenmark-
zusammensetzung

In der spaten immunsuppressiven Phase der CLP-induzierten Sepsis wurde bereits
ein starker Verlust von T-Zellen und DC im Knochenmark beschrieben [155]. Die
akute Phase der Sepsis liefl3 sich von Beginn bis 36 Stunden nach Sepsisinduktion
nachweisen (nicht gezeigt). Zwischen 24 Stunden und 36 Stunden zeigte sich eine
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Reduktion der Gesamtknochenmarkzellen, insbesondere von Granulozyten, B-Zellen
und klassischen Monozyten (Abb. 4.2; 4.4). Wahrend einer Sepsis werden
neutrophile Granulozyten schnell aus dem Knochenmark ausgeschwemmt und
wandern zu den Infektionsherden. lhre Neubildung ist jedoch gestort und fuhrt
lediglich zu unreifen Vorlaufern. Sechsunddrei3ig Stunden nach CLP kommt es zu
einer Reduktion von Granulozyten im Knochenmark. Die Reduktion der
Gesamtknochenmarkzellzahl resultierte, neben dem Verlust von Granulozyten,
zudem aus dem Verlust von B-Zellen. (Abb. 4.2) Innerhalb der B-Zellpopulation kam
es jedoch zum Anstieg reifer B-Zellen. (Abb. 4.2C) Untersuchungen an Patienten mit
schwerer Sepsis zeigten, dass es im Blut zur Apoptose-induzierten Reduktion von B-
Zellen kommt und diese verstarkt aktiviert sind [140]. In der hier vorgelegten Arbeit
wurde jedoch nicht untersucht, ob der Verlust von B-Zellen im Knochenmark durch
Apoptose hervorgerufen wurde. Des Weiteren wurde auch nicht untersucht, ob es
sich bei den stark B220-exprimierenden, reifen B-Zellen um eingewanderte periphere
B-Zellen handelt, oder es zu einer verstarkten Reifung von B-Zellen im Knochenmark
kam. Chronische, T-Zell-vermittelte Infektionen, wie die entzundliche
Darmerkrankung (inflammatory bowel disease, IBD), fuhren, neben der starken
Reduktion von B-Zell-Vorlaufern, zum verstarkten Einwandern reifer peripherer B-
Zellen ins Knochenmark. Dies ist assoziiert mit der Produktion des Makrophagen-
Migrations-inhibierenden Faktors (macrophage migratory inhibiting factor, MIF) durch
perivaskulare DC im Knochenmark [216]. Die Akkumulation CD4'T-Zellen im
Knochenmark septischer Tiere kdnnte somit mit der Einwanderung reifer peripherer
B-Zellen in Zusammenhang stehen.

Unter steady-state-Bedingungen wandern naive T-Zellen ins Knochenmark und
treten dort, in engen Clustern, in Kontakt mit residenten CD11¢c*DC. Diese nehmen
Antigene aus dem Blut auf und prasentieren sie tber MHC-Antigen-Komplexe den
einwandernden CD4" und CD8'T-Zellen. Dabei differenzieren hauptséchlich
zytotoxische CD8'T-Zellen. Diese, von sekunddren lymphoiden Organen
unabhangige, Aktivierung naiver T-Zellen ist sehr effektiv, wobei jedoch keine
Toleranz erzeugt wird [57]. Da in der akuten Phase der Sepsis die Mehrheit der
CD4'T-Zellen im Knochenmark den Zellteilungsmarker Ki-67 exprimierte scheint es
sich um reife T-Zellen zu handeln. T-Zellen reifen im Thymus und bilden dort einen
Pool aus CD8", CD8 T-Zellen und Tregs, die sich {ibers Blut im Organismus verteilen.
Unter inflammatorischen Bedingungen fiuhrt, unter anderem die Produktion von

|6slichen Mediatoren, wie PGE; und TGF-B, zur direkten, aber auch indirekten
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Expansion von Tregs. Uber die Aktivierung von APC, wie Makrophagen und DC,
induziert z.B. PGE; indirekt die Differenzierung von Tregs [203]. Trifft dies auf die
akute Phase der Sepsis zu, konnte es sich bei den akkumulierenden CD4'T-Zellen
um Tregs handeln. Weitere Untersuchungen der CD4'T-Zell-Population im
Knochenmark wéahrend Sepsis sollten klaren, ob und um welche Art von T-Zell-
population es sich hierbei handelt.

T-Zellen haben ihrerseits einen Einfluss auf die DC-Differenzierung. In Mausen, die
eine gestdrte Hamatopoese (SCID-Maus) oder eine fehlerhafte Reifung (RAG2"-
Maus) von B- und T-Zellen aufweisen, konnte nachgewiesen werden, dass die Zahl
peripherer DC, wie die der Langerhans Zellen der Haut und der DC in den
drainierenden Lymphknoten, bei Fehlen der T-Zellen vermindert ist und die
vorhandenen DC eine verminderte Fahigkeit zur Antigenprasentation aufweisen.
Dieser Phanotyp konnte jedoch nach Rekonstitution der Tiere mit reifen T-Zellen
aufgehoben werden [197]. Unter anderem, durch die Produktion von IFN-y, tragen
vor allem CD4'T-Zellen zur Aufrechterhaltung der Hamatopoese im Knochenmark bei
[142]. Untersuchungen von IFN-y” Mausen zeigten, dass in vitro generierte DC trotz
normaler Reifung verstarkt IL-12 nach Stimulation mit LPS produzieren und effektiver
in der Aktivierung von T-Zellen sind, als aus Wildtypmausen isolierte DC [245].

Die Expansion CD4'T-Zellen im Knochenmark 24 Stunden nach CLP geht der
Akkumulation CD4"DC 36 Stunden nach CLP voran. Die regulatorische Fahigkeit der
IFN-y-Produktion durch T-Zellen im Knochenmark konnte die Akkumulation der
CD4'DC und die de novo Differenzierung von DC beeinflussen. Die Menge an IFN-y
in der Knochenmarklavage wurde nicht bestimmt. Eine erhdhte IL-12-Produktion
nach in vitro Stimulation von BMDC, die 36 Stunden nach Sepsisinduktion aus dem
Knochenmark generiert wurden, lasst reduzierte IFN-y-Mengen im Knochenmark in
der akuten Phase der Sepsis vermuten.

Starke Infektionen fiihren zur sogenannten Notfall-Myelopoese, wobei die Bildung
von Monozyten, Makrophagen und Granulozyten im Knochenmark gegeniber
Lymphozyten bevorzugt wird. [222, 223] Sechsunddreif3ig Stunden nach CLP war die
Zahl patrouillierender und inflammatorischer Monozyten im Knochenmark reduziert
(Abb. 4.4; 45), diese zeigten jedoch eine verstarkte Proliferation. Zeitgleich
akkumulierten wenig proliferative inflammatorische Ly6C"MoDC im Knochenmark.
Wahrend der akuten Phase der CLP-induzierten Sepsis kam es im Knochenmark,
nach dem Ausschwemmen von Monozyten ins Blut wahrscheinlich zu einer

verstarkten Bildung von patrouillierenden und inflammatorischen Monozyten aus



81

HSC. Zudem akkumulierten inflammatorische Ly6C"MoDC im Knochenmark. Die
Anzahl von NK-Zellen blieb dabei weitestgehend unberihrt. (Abb. 4.3)

5.2 Akkumulierende CD4'DC vermitteln die Sepsis-assoziierte Differenzierung
dysfunktionaler DC

SechsunddreiRig Stunden nach Sepsisinduktion ist die Zahl CD4'DC in der Milz
erniedrigt.  Zeitgleich akkumulieren DC, im Besonderen die CD4'DC, im
Knochenmark. (Abb. 4.6) Dieser Anstieg war der Expansion der CD4'T-Zellen
nachgeschaltet und war mit der verstarkten IL-10-Produktion de novo differenzierter
BMDC nach in vitro Stimulation assoziiert. (Abb. 4.8) Es ware mdglich, dass CD4'T-
Zellen den Einstrom CD4'DC im Knochenmark beeinflussen.

Die Differenzierung von DC wird von vielen Faktoren beeinflusst. Inflammatorische
Mediatoren, wie PGE; [227], zirkulierendes LPS [124], oder die Aktivierung von DC-
SIGN, einem C-Typ-Lektin auf der Oberflache von DC fihren zur in vitro
Differenzierung von IL-10-produzierenden DC, die eine verminderte Fahigkeit zur T-
Zell-Aktivierung zeigen [208].

Neben den HSC bilden auch MSC einen Teil des Knochenmarks. MSC produzieren
PGE,, das z.B. die B-Zell-Reifung unterstitzt [94]. Auf myeloide Vorlaufer im
Knochenmark Ubt PGE; einen lang anhaltenden Effekt aus und inhibiert die
Migration, sowie die Produktion von IL-12 durch myeloide Zellen [187, 227]. T-Zellen
sind in der Lage die PGE,-Produktion von MSC zu stimulieren [73]. Sechsunddreil3ig
Stunden nach Sepsisinduktion wurden bislang jedoch keine erhdhten PGE,-Mengen
in der Knochenmarklavage der CLP-Tiere, im Vergleich zu den Sham-Tieren,
festgestellt. Die Induktion der PGE,-Synthese durch akkumulierende T-Zellen, sowie
eine durch PGE; verdnderte Myelopoese sind daher eher unwahrscheinlich.

Die Depletion der CD4"DC aus dem Knochenmark septischer Tiere 36 Stunden nach
CLP fuhrte zu der Differenzierung von BMDC, die eine verringerte Fahigkeit zur IL-
10-Produktion aufwiesen. Die Reifung und Aktivierbarkeit der generierten BMDC
unterschied sich nicht von BMDC generiert aus Gesamtknochenmark (Abb. 4.10).
Somit ist die verringerte IL-10-Produktion nicht auf eine reduzierte Differenzierung IL-
10-produzierender BMDC zurlckzufuhren. Dies deutet auf einen direkten
Zusammenhang zwischen der Akkumulation CD4'DC im Knochenmark und der
veranderten DC-Differenzierung in vitro hin. Die aufgereinigten CD4'DC zeigen nur
wenige kleine dendritische Auslaufer, dagegen vielmehr verteilte Woélbungen auf ihrer
Zelloberflache. Nach Aktivierung kommt es zur Reorganisation des Zytoskeletts von

DC, was die Wanderung in den drainierenden Lymphknoten unterstitzt. Um im
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Lymphknoten den effektiven Kontakt mit T-Zellen zu gewdahrleisten werden dort die
charakteristischen Dendriten der DC verstarkt ausgebildet [12, 118]. CD4'DC im
Knochenmark nach CLP &ahneln vielmehr unreifen DC. Untersuchungen der CD40-
und CD86-Expression kdnnten einen Hinweis auf die Reifung der DC geben.

In vitro mittels IL-1B3, IL-6, TNFa und PGE, stimulierte MoDC zeigen lange Dendriten
und eine drastische VergréRerung ihrer Zelloberflache [150, 251]. Unstimuliert &hneln
sie jedoch CD4'DC im Knochenmark wahrend Sepsis [150]. pDC exprimieren keine
Dendriten und werden eher als klein, mit gleichmafiig runder Oberflache beschrieben
[210]. Nach optischer Beurteilung lassen sich diese CD4'DC als cDC oder

unstimulierte MoDC einordnen.

5.3 CD4'DC im Knochenmark teilen Oberflachenmarker mit cDC aus
lymphoiden Organen

DC bilden eine heterogene Gruppe von Immunzellen, die sich je nach Lokalisation
und Grad der Reifung in der Expression diverser Oberflachenmarker unterscheiden.
Zwischen 24 und 36 Stunden nach Sepsisinduktion akkumulieren CD4'DC im
Knochenmark und scheinen an der Differenzierung von dysfunktionalen DC beteiligt
zu sein. Das Knochenmark hat keinen Anschluss an die Lymphbahn, die unter
inflammatorischen Bedingungen von DC auf dem Weg in drainierende Lymphknoten
durchquert wird. Die Wanderung reifer DC Ubers Blut ist bislang nicht bekannt.
Aufgrund der Ahnlichkeit zu cDC und dem starken Verlust von CD4'DC in der Milz
zum gleichen Zeitpunkt der Akkumulation CD4'DC im Knochenmark wurde die
Herkunft aus sekundaren lymphoiden Organen vermutet. Die DC wurden daraufhin
anhand der Expression verschiedener cDC-typischer Oberflachenmarker
charakterisiert. Es zeigte sich eine starke Expression von SIRP-a und CD11b.
(Abb.4.11) Diese klassischen cDC-Marker werden hauptsachlich von residenten DC
in lymphoiden Organen exprimiert. SIRP-a ist bereits auf den DC-Vorlaufern, den
pre-DC zu finden und unterstitzt Gber die Bindung an seinen Liganden CDA47 die
Differenzierung von CD4"cDC in der Milz [175].

Ein Teil der CD4'DC im Knochenmark zeigte zudem den Monozyten-Marker Ly6C
auf ihrer Oberflache. (Abb. 4.11) Bis einschlief3lich 36 Stunden nach CLP ist die Zahl
von klassischen Monozyten im Knochenmark reduziert und es lassen sich vermehrt
inflammatorische MoDC nachweisen. (Abb.4.4) Sechsunddreil3ig Stunden nach CLP
waren die verbliebenen Monozyten stark proliferativ. (Abb.4.5) Der Grol3teil
patrouillierender, sowie inflammatorischer Monozyten scheint somit durch

Proliferation von myeloiden Vorlauferzellen entstanden zu sein.
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Unter nicht inflammatorischen Bedingungen kommt es zur Rezirkulation
inflammatorischer Monozyten aus der Blutbahn ins Knochenmark [229]. Da nur ein
geringer Teil dieser Population innerhalb der Sham-Gruppe Ki-67 exprimierte, scheint
der prominente Anstieg im Knochenmark nach 36 Stunden im Vergleich zu 12
Stunden nach Sham-OP eher aus der Rezirkulation von Monozyten, aus der
Blutbahn ins Knochenmark zu resultieren. Dies wurde jedoch nicht weiter untersucht.
Unter inflammatorischen Bedingungen differenzieren Monozyten unter Wirkung von
GM-CSF zu inflammatorischen MoDC. Innerhalo der MoDC fihrte die
Sepsisinduktion vermutlich zu keiner Proliferation, jedoch kann die Differenzierung
von klassischen Monozyten in MoDC nicht ausgeschlossen werden.

Die Akkumulation von Ly6C"MoDC ist bereits 12 Stunden nach CLP sichtbar und
geht somit dem Erscheinen von CD4'DC voran. Eine Differenzierung in CD4'DC
ware somit moglich.

Monozyten sind in inflammatorischen Geweben oft mit T-Helferzellen kolokalisiert.
Letztere haben das Potential, die Differenzierung von DC aus Monozyten zu
beeinflussen [3]. Bisher konnte nicht festgestellt werden, ob und unter welchen
Bedingungen die akkumulierenden CD4'DC aus Monozyten hervorgehen. Mogliche
experimentelle Ansatze zur Klarung der Rolle der T-Zellen bei Sepsis gestalten sich
schwierig: Da das Fehlen von T-Zellen in vivo zur Stérung der klassischen
Hamatopoese von DC fihrt [197], wiirden durch Sepsisinduktion in z.B. RAG2™"-
Méausen keine cDC, sondern ausschlie3lich MoDC im Knochenmark akkumulieren
konnen. Sofern die Interaktion von Monozyten und T-Zellen im Knochenmark jedoch
zur Differenzierung von CD4*MoDC fiihrt, wiirde auch diese gestért sein. Um den
generellen Effekt des Fehlens von T-Zellen auf DC von den Effekten der Sepsis
unterscheiden zu kénnen, mussten hierzu jedoch Kontrollen verwendet werden, bei
denen RAG2"-Mause mit naiven T-Zellen rekonstituiert werden wiirden. Ohne
Beeintrachtigung der T-Zellpopulation kdnnte die Differenzierung von MoDC unter
vorheriger Depletion von cDC z.B. unter Verwendung von CD11cDTR-M&usen
untersucht werden.

Sofern es sich bei den CD4'DC um periphere cDC handelt konnten diese wahrend
Sepsis aus der Milz oder auch dem Intestinaltrakt stammen. Sechs Stunden nach
CLP ergab sich eine transiente Akkumulation von CD4'DC, in den mesenterialen
Lymphknoten (Abb. 4.12) und teilweise in der Milz (Abb. 4.13), die einen ahnlichen
Phanotyp wie die, im Knochenmark nach 36 Stunden akkumulierenden, CD4'DC

aufwiesen. Diese DC zeigten jedoch keine Ly6C-Expression. Nach 12 Stunden
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lieRen sich CD4'DC auch im Blut lokalisieren (Abb. 4.13), jedoch kann zurzeit keine
Aussage Uber charakteristische Oberflachenmolekiile getroffen werden, da zu wenig
Material fur weitere Analysen z.B. von Ly6C fehlten.

Die transiente Akkumulation von CD4'DC, zunachst in sekundaren lymphoiden
Organen (mesenteriale Lymphknoten und Milz), dann in der Blutbahn und
letztendlich im Knochenmark, kénnte auf eine Wanderung der CD4'DC hinweisen.
Eine Zirkulation aktivierter DC unter inflammatorischen Bedingungen Uber das Blut in
das Knochenmark wurde bisher noch nicht beschrieben und kdnnte daher eine neue
Eigenschaft bestimmter DC darstellen.

Die im Knochenmark akkumulierenden CD4'DC &hnelten morphologisch und bzg|.
der Oberflachenmolekile SIRP-a, CD11b und des Fehlens von CD103, den in der
Milz residenten cDC. Vierundzwanzig Stunden nach CLP zeigte sich eine starke
Reduktion CD4'DC in der Milz. Der dramatische Verlust von DC in der Milz steht in
Verbindung mit erhéhter Sterblichkeit bei Sepsis, so findet sich in den post mortem
gewonnen Milzen septischer Patienten eine stark reduzierte DC-Zahl [85, 214]. Die
Milz, als groRes Reservoir an CD4'cDC hétte als Ursprungsort der CD4'DC im
Knochenmark in Frage kommen kdnnen. Diese Annahme lie3 sich jedoch nicht
bestétigen, da eine Splenektomie vor Induktion der Sepsis die Akkumulation der
CD4'DC im Knochenmark nicht verhindern konnte (Abb.4.17).

CD103'DC wandern unter inflammatorischen Bedingungen aus dem Darm in die
mesenterialen Lymphknoten. Diese DC haben unter steady-state-Bedingungen eine
tolerogene Wirkung auf T-Zellen, durch die Induktion von Tregs, jedoch geht diese
wahrend einer Inflammation verloren [46, 110, 186]. In den mesenterialen
Lymphknoten konnte 6 Stunden nach CLP der Anstieg CD103'DC beobachtet
werden.

Kirzlich wurden CD103 DC beschrieben, die unter inflammatorischen Bedingungen
aus dem Darm Uber die Lymphbahn in die mesenterialen Lymphknoten wandern und
dort die Differenzierung von T-Zellen in IFN-y-, sowie IL-17-produzierende Effektor-T-
Zellen beeinflussen. Diese DC exprimieren zudem CD11b, CD4 und SIRP-a und
lassen sich mittels FLT3-L expandieren. Morphologisch zeigen sie nur kurze
Dendriten und vorwiegend gleichmafiig verteilte Wolbungen. Ein charakteristisches
Merkmal dieser DC ist die Expression des Chemokinrezeptors CX3CR1 [31]. Es
bleibt zu priifen, ob CD4*DC, die 36 Stunden nach CLP im Knochenmark erscheinen,
ebenfalls diese Rezeptorexpression aufweisen und eventuell eine aus dem Darm

migrierende Population darstellen.
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Die Verwendung von Sepsismodellen an der Ratte haben gezeigt, dass bereits zwolf
Stunden nach CLP in den mesenterialen Lymphknoten eine Verschiebung der T-
Zelldifferenzierung vom Tyl1- zum Tx2-Typ auftritt und der prozentuale Anteil an Tregs
zunimmt [250]. CD103'DC in den mesenterialen Lymphknoten foérdern hierbei die
Differenzierung in iTregs [46]. Die Entfernung der mesenterialen Lymphknoten vor
Induktion der Sepsis verhinderte die Akkumulation CD4"DC im Knochenmark nicht.
Die Akkumulation im Knochenmark war in diesem vorlaufigen Experiment in beiden
betrachteten Gruppen nur schwach ausgepragt, daher kann zu diesem Zeitpunkt
keine verlassliche Aussage Uber den Einfluss der mesenterialen Lymphknoten auf
die Akkumulation CD4'DC im Knochenmark getroffen werden. Dies war nach
Adenektomie und Sepsisinduktion von einem nur schwachen Anstieg CD4'T-Zellen
begleitet, bei vergleichbar starker Akkumulation in der CLP-Gruppe der Kontrolltiere.
Mesenteriale Lymphknoten scheinen somit keinen direkten Einfluss auf die CD4'DC,
aber wahrscheinlich auf CD4"T-Zellen zu haben.

Auf Grund der starken Ahnlichkeit eines Teils, der wahrend der Sepsis im
Knochenmark akkumulierenden DC mit peripheren cDC aus der Milz und CD103'DC
aus dem Intestinaltrakt und auf Grund des transienten Erscheinens der CD4'DC in
den mesenterialen Lymphknoten, in der Milz und vor allem im Blut, wurde eine

Wanderung von CD4'DC aus der Peripherie in das Knochenmark vermutet.

5.4 Sepsis induziert eine TLR2/MyD88-abhangige, S1P-vermittelte Wanderung
der CD4'DC iiber die Blutzirkulation in das Knochenmark

Jede inflammatorische Reaktion auf ein eindringendes Pathogen beginnt mit der
Erkennung spezifischer PAMPS Uber PRR. TLR nehmen eine wichtige Rolle in der
Signalliibertragung bei Sepsis ein und ihre verstarkte Expression auf Immun-, sowie
Nichtimmunzellen ist mit einer erhdhten Sterblichkeit bei Sepsis verbunden [241].
Vorarbeiten zeigten bereits, dass vornehmlich Lipopeptide, also die
Signaltransduktion Gber TLR2, an der Ausbildung der post-septischen DC-
Dysfunktion beteiligt sind [25]. Die Akkumulation CD4'DC im Knochenmark war
bedingt durch die Signaliibertragung tber MyD88 und schien zudem TLR2-vermittelt
zu sein. Im Gegensatz zu den CD4'DC wurde die Sepsis assoziierte Akkumulation
der CD4'T-Zellen in MyD88-defizienten Mausen nicht beeinflusst. Somit scheint das
Erscheinen CD4"T-Zellen unabhangig von den DC zu sein.

Unklar bleibt, warum die Akkumulation der CD4*T-Zellen in TLR2"- sowie TLR2/4"-
Mausen verringert schien, da die Signaltransduktion von TLR2 ausschlie3lich tGber

MyD88 vermittelt wird. Aktivierte T-Zellen exprimieren vermehrt TLR2 [103]. In
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Wildtypmausen wird die postseptische DC-Dysfunktion tber TLR2 Liganden
vermittelt [25]. Die Akkumulation CD4'T-Zellen scheint jedoch unabh&ngig von der
TLR2-induzierten, MyD88-vermittelten Signaltransduktion zu sein. MyD88 ist zudem
das Schliusselmolekil der Signaltransduktion des IL-1- und des IL-18-Rezeptors (IL-
1R bzw. IL-18R). Im Mausmodell einer kutanen S. aureus Infektion ist die
Signaltransduktion Gber IL-1R und MyD88 essentiell fur die Beka&mpfung der
Bakterien, da sie die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten vermittelt. TLR2™-
Méause zeigen dagegen nur eine leichte Beeintrachtigung der Bakterienabwehr [138].
Eine Beeintrachtigung der Akkumulation CD4'T-Zellen in TLR2” und TLR2/47-
Mausen konnte durch das Uberwiegen der IL-1-Stimulation moglich sein.

Wie bereits bekannt, kam es 24 Stunden nach Sepsisinduktion zur Reduktion der DC
in der Milz. Es wird vermutet, dass die Ursache der Zelltod durch Apoptose ist [7].
Diese Reduktion der CD4*DC Population schien in TLR2”-, TLR2/4™-, sowie MyD88
F-Mausen, jedoch nicht TLR4”-Mé&usen leicht beeintrachtigt zu sein. Es scheint, dass
der hier beschriebene Zellverlust in der Milz nicht vorwiegend durch Apoptose
vermittelt wurde. Es wurde bereits beschrieben, dass TLR4 und TLR2 wéhrend
polymikrobieller Sepsis verantwortlich sind fur die Reifung und den Apoptose
bedingten Verlust von DC der Milz. So konnte der Verlust von CD8a'DC in der Milz
teilweise in TLR2- oder TLR4-defizenten und vollstandig in TLR2/4-defizienten
Mausen verhindert werden [158]. Die Experimente jener Studie fokussierten sich
jedoch nicht auf CD4'DC und es wurden Mausstamme auf dem Hintergrund von
C57BI/6 verwendet. Dies kann einen Spezies-bedingten Unterschied darstellen.
TLR2 und MyD88 scheinen maRgeblich an der Akkumulation der CD4'DC im
Knochenmark beteiligt zu sein. Unklar bleibt jedoch, ob es sich hierbei um einen
direkten Effekt auf die CD4'DC handelt, oder diese Akkumulation (ber einen
Mediator vermittelt wird (z.B. CCL2 oder SDF-1a), der MyD88-abhéngig von anderen
Immunzellen gebildet wird. In einem Infektionsmodell mit Tripanosoma brucei wurde
die MyD88-bedingte Differenzierung von MoDC aus dem Knochenmark in TipDC
beschrieben [21]. Monozytenpopulationen im Knochenmark MyD88-defizienter
Mause wurden innerhalb dieser Arbeit jedoch nicht untersucht, daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass der regulatorische Effekt in MyD88-defizienten
Mausen in der Unterdrickung der Monozytendifferenzierung besteht.
Hamatopoetische-Vorlaufer aus dem Knochenmark verteilen sich unter normalen
Bedingungen S1P-abhangig Uber die Blutbahn in periphere Iymphoide und
nichtlymphoide Organe [65]. Kurz nach Sepsisinduktion akkumulieren CD4'DC S1P-
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abhangig in der Milz und den mesenterialen Lymphknoten (Abb. 4.19).
SechsunddreiRig Stunden nach CLP konnte die Akkumulation der CD4'DC, sowie
der CD4'T-Zellen im Knochenmark durch Blockade der S1PR1,3,4 und 5 inhibiert
werden (Abb. 4.20). Die Gabe des S1P-Agonisten FTY720 fuhrte dabei zu einer
Lymphopenie, da es die Wanderung naiver und aktivierter T-Zellen tber die Blutbahn
blockiert [246]. FTY720 scheint zudem die Zahl aller betrachteten Monozyten-
populationen wahrend Sepsis zu verringern. Unter normalen Bedingungen inhibiert
FTY720 zirkulierende Monozyten und fuhrt zur Akkumulation im Knochenmark und
der Milz [116]. Dies wurde hier jedoch nicht beobachtet. Die FTY720-vermittelte
Reduktion von MoDC unter septischen Bedingungen lasst vermuten, dass diese
S1P-abhangig im Knochenmark akkumulieren. Das Erscheinen CD4'DC im
Knochenmark scheint somit mit der S1P-abhéngigen Akkumulation von MoDC
verknlpft zu sein. Auch in der Milz befinden sich Monozyten, die wahrend einer
Infektion mobilisiert werden kodnnen [66]. Die mogliche Differenzierung von
Monozyten der Milz in CD4"MoDC und deren Wanderung lber die Blutbahn ins
Knochenmark sollte nachfolgend untersucht werden.

Die post-septische Reduktion von T-Zellen und DC im Knochenmark und der Milz
wird durch S1P-Blockade nicht beeintrachtigt. Jedoch fihrt FTY720 zu einer
generellen Depletion von T-Zellen in der Lunge. (Abb. 4.22; 4.23)

Charakteristisch fur die post-septische Immunsuppression ist die verstarkte
Empfanglichkeit gegentber einer nosokomialen Sekundarinfektion, wie z.B. eine P.
aeruginosa Infektion. Aus dem Knochenmark von postseptischen Tieren generierte
BMDC Ubertragen die Immunsuppression auf naive Tiere [155]. BMDC, die aus dem
Knochenmark von FTY720-behandelten Tieren generiert wurden zeigten, aul3er einer
tendenziell erhohten IL-12-Produktion, keine signifikante Veréanderung der
Zytokinproduktion im Vergleich zu BMDC, die aus unbehandelten Tieren generiert
wurden. (Abb. 4.24) Untersuchungen an SphK1l-defizienten Mausen zeigten, dass
S1P die LPS-induzierte IL-12-Produktion von DC in der Milz unterdrickt [182]. Die
Blockade der S1PR verhindert diesen Effekt und induziert eine verstarkte IL-12-
Produktion.

Aus post-septischen, mit FTY720-behandelten Tieren generierte BMDC Ubertrugen
die Immunsuppression auf naive Tiere, jedoch fuhrte hier die Applikation von BMDC,
die aus mit FTY720 behandelten Kontrolltieren, generiert worden waren, ebenfalls zu
einer schlechteren Elimination der Bakterien in der Lunge, vergleichbar mit CLP-
BMDC. (Abb. 4.24) FTY720 fuhrt zum langanhaltenden Abbau von S1PR, welche
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ebenfalls von HSC exprimiert werden [68, 97]. BMDC, die tber acht Tage mittels GM-
CSF und IL-4 in Anwesenheit von FTY720 in vitro generiert wurden, zeigen nach
LPS Stimulation eine verminderte Bildung von S1P1. Diese BMDC vermitteln zudem
durch Induktion von Tregs eine reduzierte IFN-y-Produktion von CD4" und CD8'T-
Zellen in vivo und in vitro [74]. Innerhalb dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob die
in vivo Behandlung mit FTY720 vor in vitro Generierung der BMDC Auswirkungen auf
deren S1PR-Expression, sowie S1P-Produktion hat. Sollten diese verringert sein,
kann dies die S1P-vermittelte Immunreaktion der BMDC in Bezug auf die P.
aeruginosa Infektion in der Lunge beeintrachtigen.

Die Blockade der S1P-aghangigen Migration von DC fiuhrte zur Beeintrachtigung der
Akkumulation CD4DC, sowie CD4"T-Zellen in sekundaren lymphoiden Organen und
im Knochenmark. Die in vivo Applikation des S1P-Analogons FTY720 scheint einen
generellen Einfluss auf die Differenzierung von DC zu haben. Daher konnte mithilfe
dieses Versuchsansatzes nicht geklart werden, ob die Beeintrachtigung der S1P-
abhangigen DC-Akkumulation im Knochenmark nachfolgend die de novo
Differenzierung der DC beeinflusst. S1P ist ein bioaktives Lysophospholipid, das von
vielen Zellen gebildet werden kann [171]. Unter inflammatorischen Bedingungen wird
S1P vermehrt im Gewebe produziert [135]. So zeigen z.B. Peritonealmakrophagen
von Patienten mit schwerer Sepsis eine erhdhte Sphkl1-Bildung, die zu verstarkter
S1P-Produktion fihrt. Dies ist zudem durch die Bildung von PGE, mit der Inhibierung
der TLR-induzierten Produktion von proi-inflammatorischen Zytokinen assoziiert [160,
162].

Hauptproduzenten des S1P sind jedoch Erythrozyten und Endothelzellen [69, 154].
Im Verlauf der Sepsis ist die Neubildung von Erythrozyten im Knochenmark gestort,
so dass septische Patienten eine Anamie entwickeln [105]. Die Entwicklung einer
Andmie in den septischen Tieren wurde nicht naher untersucht, jedoch zeigten
Femur und Tibia gewonnen von Mausen 36 Stunden nach CLP eine stérkere
Rotfarbung als Knochen von Sham-Mausen. Dies lasst auf eine verstarkte
Erythropoese schlieRen. Eine verstarkte Bildung von Erythrozyten kdnnte zu einer
Erhéhung der S1P-Konzentration im Knochenmark fiihren und somit eine Migration
ins Knochenmark fordern. Dies erklart jedoch nicht das frihe S1P-abhéngige
Erscheinen von CD4'DC in den mesenterialen Lymphknoten und der Milz. Allerdings
fordert die Aktivierung von S1PR1 und 3 auch die Expression von CCR7, was die
CCL19-abhangige Wanderung in die Lymphknoten fordert [41]. Auf Grund der
vielseitigen S1P-vermittelten Effekte konnte es sich bei der Akkumulation CD4"DC in
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den verschiedenen Organen auch um verschiedene S1P-abhangige Mechanismen
handeln.

In der akuten Phase der Sepsis kommt es zu einer S1P-vermittelten Migration von
CD4'DC uber die Blutzirkulation in das Knochenmark. Diese steht, méglicherweise
mit CD4'T-Zellen, die zusammen mit Ly6C"MoDC etwas frither als die CD4'DC im
Knochenmark erscheinen, in Verbindung. Die Akkumulation der CD4'DC und der T-
Zellen ist mit einer veranderten DC-Differenzierung assoziiert. Die Akkumulation der
CD4'DC im Knochenmark erfolgt in Abhangigkeit von TLR2 und dem Adaptermolekiil
MyD88. Phanotypische Ahnlichkeiten zu c¢DC aus lymphoiden Organen lassen
vermuten, dass diese CD4'DC nicht ausschlieRlich durch die Differenzierung
inflammatorischer Monozyten gebildet werden. Die Funktion und der genaue
Ursprung dieser CD4'DC sollte nachfolgend noch weiter untersucht werden, da es
scheint, dass diese Population, durch Beeinflussung der DC-Differenzierung an der

Vermittlung der postseptischen Immunsuppression beteiligt ist.
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6. Zusammenfassung

Als dritthaufigste Todesursache in Deutschland handelt es sich bei der Sepsis um eine
lebensbedrohliche Immunkomplikation. Neben schweren Organschadden kommt es zur
Entwicklung einer langanhalten Immunsuppression, die das Risiko fur nosokomiale
Sekundarinfektionen erhoht. Dendritische Zellen (DC) spielen eine wesentliche Rolle in
der Immunabwehr bei Infektionen. Sepsis fuhrt zur Differenzierung von dysfunktionalen
DC, denen die Fahigkeit fehlt eine effektive Tyl-Antwort von T-Zellen auszulésen. Dies
wird vermittelt durch die verstarkte Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10,
bei meist verminderter IL-12-Produktion. Vorarbeiten wiesen darauf hin, dass bisher nicht
charakterisierte CD11c” Zellen im Knochenmark die DC-Differenzierung beeinflussen
konnen.

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Mausmodells der ,Zdkalen Ligatur und Punktion®
(CLP) zellulare Veranderungen des Knochenmarks in der akuten Phase der Sepsis, die
zur Entstehung der DC-Dysfunktion fihren kénnten, untersucht. Bereits 24 Stunden nach
CLP akkumulierten aus Monozyten differenzierte Ly6C"DC (MoDC), CD4'T-Zellen,
sowie CD4'DC im Knochenmark. Die, im Verlauf (36 Stunden nach CLP) weiter
vermehrte Anzahl CD4'DC assoziierte mit einer Verschiebung der Zytokinbalance der
aus dem Knochenmark generierten DC (BMDC) hin zum anti-inflammatorischen IL-10.
Die vorhergehende Depletion CD4'DC aus dem Knochenmark hob diese Verschiebung
auf. Phanotypisch dhneln die CD4'DC teilweise konventionellen DC aus der Milz aber
auch inflammatorischen MoDC. In der frihen Phase der Sepsis (sechs bis zwolf Stunden
nach CLP) wurde eine transiente S1P-abhangige Akkumulation CD4'DC in den
mesenterialen Lymphknoten, der Milz und im Blut beobachtet. Die Akkumulation
CD4'DC im Knochenmark konnte zudem durch systemische Blockade des S1P, sowie
MyD88- und teilweise TLR2-abhangig verhindert werden. Diese systemische S1P-
Blockade fiihrte jedoch postseptisch zu einer erhdhten Anfélligkeit fur die
Sekundarinfektion mit P. aeruginosa.

Wahrend der akuten Phase der Sepsis ist die Bildung IL-10-produzierender BMDC mit
der Akkumulation CD4'DC im Knochenmark assoziiert. Diese wandern vermutlich S1P-
abhangig, moglicherweise unter Beteiligung von CD4T-Zellen und Ly6C"MoDC, tber
sekundare Ilymphoide Organe und das Blut in das Knochenmark. Weitere
Untersuchungen zur Herkunft der CD4"DC und ihrer Wirkung auf die DC-Differenzierung
konnten zu Therapieansatzen fur die Vermeidung der postseptischen Immunsuppression

fuhren.
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8. Anhang

8.1Abkirzungsverzeichnis

2-HPCD 2-Hydroxypropylpropyl-B-cyclodextrin

APC antigen presenting cell

BMC bone marrow cells

BMDC bone marrow derived dendritic cells

CARS compensatory antiinflammatory response syndrom
CD cluster of differentiation

cDC conventional dendritic cell

CFU colony forming units

CLP common lymphoid progenitor

CLP cecal ligation an puncture

CMP common myeloid progenitor

CpG Nicht-methylierte Cytosin-phosphat-Guanin (CpG)-Dinukleotide
CTLA-4 cytotoxic t lymphocyte antigen 4

DC dendritic cell

DC-SIGN Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin
dsRNA Doppelstrangige Ribonukleinsaure

EDTA Ethylen-diamin-tetra-acetat

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assa

FACS fluoreszence associated cell staining

FCS fetal calf serum

FLT3-L fms-like-Tyrosinkinase 3

Foxp3 Forkhead-Box-Protein P3

FSC Forward-scattered light

GALT gut associated lymphoid tissues

GM-CSF granulocyte macro-phage colony stimulating factor
HMGB-1 high-mobility group box-1

HRP Horseradish-Peroxidase

HSC hematopoetic stem cell

HSP Hitze-Schock-Protein

i.n. intra nasal

i.V. intra venos



ICAM
IFN-y
IL-12/10
iINOS
iTreg
LPS
LRR-
Sequenz
LTA
MDP
MDSC
MHC
MIF
MoDC
MRNA
MRSA
MyD88
NK-Zelle
NOD-like
nTreg
OoP

PAF
Pam3CSK4
PAMP
PBS
pDC
PDL-1
PGE
PGN
PIRO
Pre-DC
PRR
Rho
RIG-I
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Intercellular Adhesion Molecule 1
Interferon-y

Interleukin-12 bzw. -10

inducible nitric oxide synthase
induzierte regulatorische T-Zelle

Lipopolysaccharid

N-terminale leucinreiche Sequenz

lipoteichoic acid

monocyte/macrophage and DC progenitor
myeloid-derived suppressor cells

major histocompatibility complex

macrophage migration inhibitory factor

aus Monozyten differenzierte dendritische Zelle
messenger RNA

multiresistenter S. aureus

myeloid differentiation factor 88

natdrliche Killerzelle

nucleotide-binding oligomerization domain-like
naturliche regulatorische T-Zelle

Operation

plattchenaktivierender Faktor
Triacyl-Lipopeptide

pathogenassociated molecular pattern
phosphate buffert saline

plasmazytoide dendritische Zelle
Programmed death-ligand 1

Prostaglandin

Peptidoglukan

predisposing factors, infection, response, organ dysfunction
DC-Vorlaufer

pathogen recognition receptor

Ras homologue

retinoic acid-inducible gene |



rmGM-CSF
ROS

RSV

S.C.

S1P
S1PR
SIRS
SphK
SSC
SSRNA
TCR

Tfh
TGF-B

Th

TipDC
TIRAP
TIR-Domane
TLR

TMB
TNF-a
TRAM
TSA

TSB

VLE RPM
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recombinant mouse granulocyte macrophage colony stimulating factor
reaktive Sauerstoffspezies
respiratorischer Synzytial-Virus

sub cutan

Sphingosin-1-Phosphat
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor
systemic inflammatory response syndrom
Sphingosinkinasen

Side-scattered light

single stranded RNA

t cell receptor

folikulare Ty-Zellen

Transforming Growth Factor
T-Helferzelle

TNF-a und iINOS produzierende dendritische Zelle
TIR-domain-containing adaptor-protein
Toll/IL-1-Rezeptor homologen Domane
toll like receptor

Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefaktor

TRIF-related adaptor molecule

tryptic soy agar

tryptic soy broth

very low endotoxin RPMI
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