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1 ABSTRACT

1 Abstract (engl.)

The triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) is an important mediator
of innate inflammatory responses, especially during microbial infections and sepsis. TREM-
1 ligation on polymorphonuclear neutrophils (PMN) or monocytes results e.g. in the
production of proinflammatory cytokines and chemokines like IL-8. Towards cellular
mechanisms, TREM-1 engagement induces the activation of MAP kinases as well as rapid
Ca?' mobilization. In PMN the kinases phosphatidyl-inositide 3-kinase (PI3K) and p38-
MAPK regulate independently from each other TREM-1 effector mechanisms. However, a
detailed understanding of TREM-1 signaling pathways in monocytic versus granulocytic
cells is currently missing.

In our present work, we evaluated the TREM-1 signaling hierarchy in monocytic cells and
found that the acute myeloid leukemia cell line MUTZ-3 expresses TREM-1 in a natural
and functional manner. We compared essential signaling molecules of the of the TREM-1,
TLR and NLR cascades in MUTZ-3 cells as well as primary monocytes or PMN by Western
Blot analysis. These studies confirmed the essential role of PI3K and p38-MAPK in the
TREM-1 as well as the TLR or NLR cascades of monocytic cells. Importantly, PI3K and
p38-MAPK signals in monocytic cells both control Ca?™ mobilization and are directly
connected in the TREM-1 signaling hierarchy, which contrasts previous results obtained
in PMN showing only a PI3K dependent Ca?* mobilization and a regulation of PI3K
and p38-MAPK independently from each other. Taken together, our results indicate cell
type specific differences in the TREM-1 signaling cascade and contribute to an enhanced
understanding of the regulation of innate inflammatory responses.

In addition, PMN are important for the control of invasive aspergillosis (IA), a major threat
to immunocompromised individuals. To clear A. fumigatus infections, PMN employ potent
oxidative and non-oxidative mechanisms, i.e. releasing intracellular granules containing
antimicrobial proteins like neutrophil elastase (ELA) and inflammatory mediators.

To study the relative contribution of these mechanisms, mice with a defective NADPH
oxidase (p47phox‘/ - and gp91phox/ ") rendering phagocytes incapable of generating measurable
superoxides and ELA deficient (ELANE) mice were analyzed after intratracheal infection
with A. fumigatus. Infected p47PP**/~ and gp91P"***/~ mice died within three days and had a
significant higher fungal burden compared to wildtype mice determined by colony-forming

units of lung homogenates. This clearly demonstrats the essential role of the oxidative
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burst for fungal killing. Interestingly, in ELANE mice the survival after infection was
unimpaired indicating that ELA is not essential here. Nevertheless, we detected delayed
A. fumigatus clearance in vivo in ELANE mice indicating a partial contribution of ELA
as a major component of azurophilic granules to fungal immunity.

Moreover, the effect of arginine deficiency on the course of IA was analyzed, as this
suppresses adaptive immune responses as well as viral, bacterial and vermicular expansion.
Infection of immunocompetent as well as neutropenic, arginine depleted mice did not
affect survival, fungal killing, PMN recruitment or activation compared to control groups
denoting no impact of arginine as well as their effector molecules arginase-1 and inducible
nitric oxide synthase (iNOS) on the fungal clearance in IA.

von Willebrand factor (VWF) levels as well as the activity of the metalloprotease
ADAMTSI13 cleaving ultra-large vWF multimers decreases in both acute and chronic
inflammation. In mice, ADAMTS13 deficiency results in increased leukocyte rolling and
adhesion on veins and enhanced, vWF-dependent extravasation of PMN in inflammatory
models. In contrast, PMN recruitment was diminished after pulmonary infection with A.
fumigatus resulting in increased fungal burden, lung injury as well as mortality. These
findings suggest an important influence of ADAMTS13 on PMN recruitment depending
on the used infection model, while the exact mechanism remains elusive.

In summary, the proposed cell type specific TREM-1 signaling, the oxidative and non-
oxidative dependent and arginine independent fungal clearance as well as the influence
of ADAMTS13 and vWF on PMN recruitment after A. fumigatus infection improve our
understanding of the innate immune response and might contribute to the development of
future concepts for the treatment of severe inflammatory conditions such as aspergillosis

or sepsis.



2 EINLEITUNG

2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Haut und Schleimhéute bilden eine physikalische Barriere, die antimikrobielle Substanzen
aufweisen. Uberwinden Pathogene diese, erfolgt die erste Abwehrreaktion meist durch das
angeborene (nichtadaptive) Immunsystem. Dieses erkennt den Grofiteil der Pathogene
anhand von evolutionér konservierten, redundanten Oberflichenmustern und initiiert tiber
die Freisetzung verschiedener, 16slicher Mediatoren eine Entziindungsreaktion. Merkmale
dieser sind Rotung, Schwellung, Uberwiarmung, Schmerz und eingeschrinkte Funktion der
betroffenen Korperregion. Dies fithrt zur Rekrutierung weiterer Zellen des Immunsystems
an den Entziindungsort und schliellich zur Abténung der Erreger. Da die Spezifitdt und
Wirkung der angeborenen Immunreaktion haufig auf essentielle Bestandteile des jeweiligen
Pathogens beschrankt ist, erfolgt eine gezieltere Immunreaktion auf sich zum Teil duflerst
schnell verandernde Pathogene durch das adaptive Immunsystem. Dieses erkennt spezifische
Strukturen der Eindringlinge, Antigene genannt, und entwickelt anhand derer gezielte
Abwehrmechanismen.

Die adaptive Immunantwort wird tiber B- und T-Zellen vermittelt, die iber ihre Rezeptoren
eine fast unbegrenzt Vielfalt an Antigenen erkennen kénnen. Erzielt wird dies durch
somatische Rekombination und Punktmutationen der B- und T-Zellrezeptoren. Dabei
erkennen die Rezeptoren auf jeder einzelnen B- oder T-Zelle nur ein spezifisches Antigen.
B-Zellen zirkulieren im Blut und den lymphatischen Organen. Bindet ein Antigen an den
B-Zellrezeptor und wird die B-Zelle durch zusétzliche, kostimulatorische Signale aktiviert,
wandert diese zu den Keimzentren in Lymphknoten und Milz. Dort differenziert sie zur
Plasmazelle und sezerniert Antikoérper mit der gleichen Spezifitat wie der jeweilige B-
Zellrezeptor. Generell weisen Antikorper variable Doménen zur Antigenerkennung und
eine konstante Fe-Doméne auf. Uber Anbindung an diese Fe-Doméne kénnen Zellen des
Immunsystems von Antikorpern opsonierte Erreger erkennen und zerstoren, wobei die
Komplementkaskade ebenfalls opsonierte Pathogene abtoten kann.

T-Zellen sind MHC-restringiert, d. h. sie erkennen nur iiber Haupthistokompatibilitéts-
komplexe (MHC, engl.: major histocompatibility complex) préasentierte Antigene. Man
unterscheidet zwischen auf allen Koérperzellen vorkommendem MHCI und MHCII, dass nur
von Antigen-prasentierenden Zellen (APC) wie Makrophagen und Dendritischen Zellen

exprimiert wird. Neben auf MHC-Molekiilen prasentiertem Antigen ist zur Aktivierung
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von T-Zellen ein weiteres Signal notwendig. Sie miissen durch kostimulatorische Signale
von APCs aktiviert werden. Dies fithrt anschliefend zu verschiedenen Effektorfunktionen,
die vom jeweiligen T-Zelltyp abhangen. So téten zytotoxische T-Zellen, die hauptsachlich
MHClI-restringiert sind, z.B. Virus-infizierte Zellen ab und MHCII-restringierte T-
Helferzellen unterstiitzen die B-Zellaktivierung und regulieren die Immunantwort durch

Ausschiittung verschiedener Zytokine und Chemokine.

2.2 Das angeborene Immunsystem

In den meisten Invertebraten und Vertebraten, zu denen Sdugetiere wie Maus und Mensch
gehoren, untergliedert sich die angeborene Immunantwort in humorale und zellulare
Bestandteile. Humorale Bestandteile sind verschiedene Plasmaproteine, die passiv im Blut
bzw. der Gewebefliissigkeit zirkulieren. Zu ihnen gehoren das Komplementsystem, welches
Mikroben mittels Proteasen abtotet und durch Anaphylatoxine eine Entziindungsreaktion
fordern kann, und die Interleukine (IL), die als korpereigene Botenstoffe Wachstum,
Reifung und Teilung von Immunzellen anregen oder vermindern konnen. Zu den zellularen
Bestandteilen des angeborenen Immunsystems gehoren Granulozyten, Monozyten und
natirliche Killerzellen (NK-Zellen), die im Blut zirkulieren, sowie Makrophagen, die
im Korpergewebe vorkommen. Sie erkennen und téten Mikroben durch unterschiedliche
Mechanismen. Phagozyten, zu denen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen sowie
Dendritische Zellen gehoren, erkennen eingedrungene Pathogene anhand spezieller,
evolutionar konservierter Pathogenmuster (PAMP, engl.: pathogen associated molecular
pattern) durch Rezeptoren wie den PRRs (engl.: pattern recognition receptors).l!
Aktivierte Phagozyten internalisieren die erkannten Pathogene durch Rezeptor-vermittelte
Phagozytose in ein Vesikel, dem Phagosom.?? Dieses totet durch sein saures Milieu
Pathogene ab. Zudem kann das Phagosom mit einem Lysosom fusionieren, welches

zusétzlich antimikrobielle Enzyme und Proteine enthalt.

2.2.1 Polymorphonuklire Leukozyten (PMN)

PMN, auch neutrophile Granulozyten genannt, sind kurzlebige Phagozyten, die innerhalb
weniger Stunden zum Infektionsort wandern, um vor allem eingedrungene Pilze und
Bakterien abzutéten.! Sie besitzen einen segmentierten Zellkern sowie verschiedene
intrazelluldre Granula. Beim Menschen stellen sie mit 50 bis 70 % den tuberwiegenden

Teil der zirkulierenden Leukozyten dar, wohingegen in der Maus stammabhéngig nur 10

4
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bis 25 % der Leukozyten PMN sind.”) Gemeinsam mit den Basophilen und Eosinophilen
bilden sie die Gruppe der Granulozyten, die durch ihr unterschiedliches Farbeverhalten

mit Hamatoxylin und Eosin klassifiziert werden.

Rekrutierung von PMN bei Infektionen: Im Knochenmark bilden sich aus
myeloiden Vorlduferzellen durch spezielle Wachstumsfaktoren wie G-CSF (engl.: granulocyte
colony stimulating factor) und GM-CSF (engl.: granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor) PMN. Diese wandern ins Blut, wo sie zirkulieren. Anschliefend werden sie in Leber,
Milz und Knochenmark wieder abgebaut.l® Die Auswanderung von PMN korreliert dabei
mit der Apoptose von PMN im Gewebe. So phagozytieren Mastzellen, Makrophagen und
Dendritische Zellen apoptotische PMN und setzen dadurch IL-23 frei.["! Dieses stimuliert
dann die Produktion von IL-17A durch spezielle T-Helferzellen!”!, welches wiederum die
Freisetzung von G-CSF induziert.!*"!

Bei akuten Infektionen wird die Einwanderung von PMN ins Gewebe durch Endothelzellen
initiiert, die lokale Entziindungsmediatoren freisetzen. Zudem fithren mikrobielle Produkte
wie das bakterielle fMLP (N-formly-methionyl-leucyl-phemylalanine) auf Endothelzellen
zur Hochregulation von Oberflichenmolekiilen wie P- und E-Selektin."3 An diese
adhérieren die PMN mit ihren glykosylierten Liganden wie PSGL1 (engl.: P-selectin
glycoprotein ligand 1). Dadurch kommt es zum “Abbremsen” und “Austreten” der PMN
aus der Blutzirkulation. Die PMN rollen“ dann entlang der Gefiwande, was durch
neutrophile L-Selektine (CD62L) unterstiitzt wird. Durch Anbindung von Chemokinen an
die Endotheloberfliache, insbesondere der ELR-CXC Chemokine wie dem humanen CXCL8
(IL-8) und dem murinen CXCL1 (KC), CXCL2 und CXCLS5, erfolgt die Aktivierung
der PMN. Die PMN binden dann, vermittelt durch Integrine wie CD11b, an die
Endotheloberfliche und wandern anschliefend ins Gewebe ein, was als Transmigration

bezeichnet wird.[*4l

Effektorfunktionen von PMN:  Uber verschiedene intra- und extrazellulire Mechanis-
men, die sich in oxidative und nicht oxidative untergliedern, téten PMN erkannte Pathogene
ab. Dafiir besitzen PMN drei verschiedene, intrazellulare Granula, die sich wihrend der
Reifung im Knochenmark bilden und unterschiedlichste Proteine enthalten.['>'" Bei der
Aktivierung werden zuerst die Inhalte der peroxidase-negativen Granula freigesetzt, zu

denen die spezifischen (sekundéren) und die Gelatinase- (tertidren) Granula gehoren.
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Beide enthalten antimikrobielle Peptide wie Lactoferrin, Lipocalin, Lysozyme und LL37
sowie die Matrix-Metalloproteasen MMPS8, MMP9 und MMP25, die durch Degradierung
von Zellbestandteilen wie Laminin, Kollagen, Proteoglykanen und Fibronektin zur PMN-
Rekrutierung und Gewebeschidigung fithren.["”! Die Peroxidase-positiven, azurophilen
(priméren) Granula enthalten verschiedene antimikrobielle a-Defensine, Azurocidin, die
Serprocidine Cathepsin G, neutrophile Elastase und Protease 3,['¥ das Lipopolysacharid-
bindende BPI (engl.: bactericidal /permeability increasing protein) und Myeloperoxidase
(MPO),! welches relativ harmloses H,O, zu stéirker antiseptischen Hypochlor-, Hypobrom-
und Hypojodsaure konvertiert. )

Zu den oxidativen Effektorfunktionen gehort die Generierung von reaktiven Sauerst-
offintermediaten (ROS, engl.: reactive oxygen species) wie HyOo und Hyperoxidanionen
(O%), die PMN nach Aktivierung in einem Prozess synthetisieren, der als respiratorischer
bzw. oxidativer Burst bezeichnet wird. Die Ausschiittung der ROS erfolgt dabei
stimulusabhéngig, wobei 16sliche Stimuli zur extrazellularen Ausschiittung fiithren und
phagozytierte Partikel die Freisetzung im Phagosom initiieren.l*'?? Katalysiert wird

die ROS-Generierung durch den membrangebundenen Enzymkomplex Nicotinsdureamid-
PMN

Phox Azurophile Granula
o © BPI, neutrophile Elastase, Cathepsin G,
segmentlerter 0 O‘:\/ Protease 3, Azurocidin, MPO

Zellkern o
?\[Spezm'sche und tertiare Granula]

Lactoferrin, Lipocalin, Lysozym, MMP8,
MMP9, MMP25, LL37

PMN-Effektorfunktionen
Phagozytose Degranulation Oxidativer Burst NET-Formation

f\ . °Z§<\)§’% O INLE
z g P R
N - o)

o\ ° o ,\"ow/ \‘. Phox v
o MPO o ¥
o
YO
HOBr Ho, O,

HOI

HOCI Z;jg% \:
Chloramine OH

Abbildung 1: Die PMN-Effektorfunktionen. PMN besitzen einen segmentierten Zellkern
und verschiedene intrazelluléire Granula. Uber unterschiedlichste oxidative und nicht oxidative
Mechanismen konnen sie erkannte Pathogene abtoten. BPI, engl.: bactericidal/permeability
increasing protein. MPO, Myeloperoxidase. Phox, engl.: phagocyte oxidase. MMP, Matrix-
Metalloprotease. (modifizierte Abb. aus Kolaczkowska et al.['*])
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Adenin-Dinukleotid-Phosphat-(NADPH)-Oxidase. Dieser tibertragt Elektronen von zy-
tosolischem NADPH auf Sauerstoff, wodurch sich Hyperoxidanionen (O9*) bilden, die
dann mittels Superoxiddismutase zu HyO, reduziert werden.!'72%23] Essentiell dafiir ist
Flavozytochrom bssg, ein membranstandiges Heterodimer bestehend aus einer grofien
B-Untereinheit gp91Phx (phox, engl.: phagocyte ozidase) und der kleinen o-Untereinheit
p22Ph* Das Glykoprotein gp91Pho* enthélt die Elektronentransporter FAD und Him
sowie die NADPH-Bindungsdomane.!'” p22Phox fungiert als Bindungsdoméne fiir die sich
erst nach Aktivierung assoziierenden, wasserloslichen Untereinheiten p67Phox, pd7Phox,
p40Phox  p29 Peroxiredoxin sowie die kleinen G-Proteine Rac2 und Cdc42, die alle im
unaktivierten Zustand zytosolisch vorliegen. Defekte in den genannten Untereinheiten, auch
als Granulomatose (CGD, engl.: chronic granulomatous disease) bezeichnet, resultieren in

(24 Ein anderer Mechanismus

schweren, wiederkehrenden Infektionen und Entziindungen.
zur Bildung von hocheffektiven, antimikrobiellen Intermediaten lduft iiber induzierbare
NO-Synthasen (iNOS), welche die Aminosdure L-Arginin in L-Citrullin umwandelt und
dabei hoch toxische Stickstoffintermediaten wie NO® bildet.2"!

Zusatzlich konnen PMN extrazelluldre, fibrillire Netzwerke freisetzen, die NETs (engl.:
neutrophil extracellular traps) genannt werden.!?>?% Diese Netzwerke bestehen haupt-
sdchlich aus Zellkern-DNA, an welches Histone sowie antimikrobielle Proteine aus den
verschiedenen Neutropohilengranula wie neutrophile Elastase und MPO gebunden sind.
Durch gezielte Ausschiittung fordern die NETs ein Abtoten der Mikroben sowie deren

Phagozytose. Zudem bewirken die NETs eine Immobilisierung der Mikroben, wodurch

deren Ausbreitung im Korper verhindert wird.[?”)

2.2.2 Monozyten/Makrophagen

Monozyten reprasentieren ca. 10 % der zirkulierenden Leukozyten im humanen Blut
mit einer Lebensdauer von ein bis drei Tagen und sind myeloiden Ursprungs. Humane
Monozyten werden anhand ihrer Expression von CD14 und CD16 klassifiziert. 80
bis 90 % der Monozytenpopulation sind klassische Monozyten (CD14Msh CD167), die
viel CC-Chemokinrezeptor 2 (CCR2) und wenig CX3C-Chemokinrezeptor 1 (CX3CR1)
exprimieren.?®?° Die CD16" Monozyten exprimieren dagegen viel CX5CR1 und wenig
CCR2 und unterteilen sich weiter in nichtklassische (CD14" CD16"#") und intermediére
Monozyten (CD14%et CD16%).2% Generell besitzen die klassischen Monozyten eine héhere

Phagozytose- sowie Myloperoxidaseaktivitét als die CD16™ Monozyten. Im Gegensatz dazu
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konnen letztere mehr IL-1 und TNFo ausschiitten. In der Maus unterscheidet man zwei
Subpopulationen. Inflammatorische (Ly6Cheh) Monozyten (Ly6C*T CD11b"), die schnell
an den Entziindungsort rekrutiert werden, exprimieren viel CCR2 und wenig CX3CR1.5!
Sie #hneln den klassischen humanen Monozyten. CX33R1%8! (Ly6C'") Monozyten, die
den humanen CD14"e" CD16" Monozyten dhneln, exprimieren viel CX3CR1 und dafiir
wenig CCR2 und Ly6C. Sie adhérieren an der luminaren Endotheloberfliche, um schnell

auf Gewebeschiden und Infektionen zu reagieren. 2%

Einwanderung von Monozyten ins Gewebe: CC-Chemokinligand 2 (CCL2 bzw.
MCP-1, engl.: monocyte chemotactic protein 1) und CCL7 (MCP-3) initiieren die CCR2-
vermittelte Auswanderung von Monozyten aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf.*¥
Unter ,steady state“ Bedingungen ,rollen® sie entlang der Blutgefafle, wo sie adhérieren,
um anschlieend &hnlich wie PMN bei Infektionen (siche Kap. 2.2.1) ins Gewebe
zu transmigrieren. Dies wird beispielsweise iiber die Oberflichenmolekiile CD62E
und CD106 vermittelt. Im Gewebe differenzieren sie abhéingig vom Zytokinmilieu zu
Makrophagen oder Dendritischen Zellen aus. Abhingig vom infiltrierten Gewebe werden
sie dann Mikrogliazellen im zentralen Nervensystem, Kupffer-Sternzellen in der Leber oder
Alveolarmakrophagen in der Lunge genannt. Bei Abwesenheit von Entziindungsreaktionen
sind die Monozyten in der Lage, wieder ins Knochenmark einzuwandern.

So wurde beispielsweise in einem Mausmodell mit dem Bakterium Listeria monocytogenes
gezeigt, dass CCR2-Defizienz die Infektion verschlimmert.% Verantwortlich dafiir ist
eine verminderte Rekrutierung von Ly6CMe" Monozyten, die zu Dendritischen Zellen
ausdifferenzieren. Diese setzen TNFa, das die Phagozytoseaktivitat von Makrophagen
erhoht, und induzierbare NO-Synthase (iNOS) frei, welche die Bildung von antimikrobiellem

NO aus der Aminoséure L-Arginin katalysiert.

Effektorfunktionen von Monozyten und Makrophagen: Bei Infektionen wandern
Monozyten in das entziindete Gewebe ein, wo sie ausdifferenziert als Makrophagen
oder Dendritische Zellen Pathogene abtoten. Zudem migrieren Monozyten bzw. Zellen
monozytiare Ursprungs zu den Lymphknoten, um dort direkt oder vermittelt tiber
Dendritische Zellen die adaptive Immunantwort einzuleiten.

Monozyten und Makrophagen erkennen Pathogene iiber eine Vielzahl an PRRs, wie

TLRs, Scavanger-Rezeptoren, CLRs oder NOD-like-Rezeptoren (NLRs). Nach Aktivierung
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initiieren sie eine Entzindungsreaktion iiber die Ausschittung proinflammatorischer
Mediatoren wie TNFo, NO oder IL-1. Zudem setzen sie Chemokine wie CXCLS8/IL-8,
CCL3 oder CCLA4 frei, um PMN zu rekrutieren. Aktivierte Monozyten und Makrophagen
phagozytieren Pathogene und toéten sie durch dhnliche Mechanismen wie die PMN ab
(siche Kap. 2.2.1).8%37 So besitzen Monozyten ebenfalls Peroxidase-positive Granula.
Auch Monozyten und Makrophagen setzen antimikrobielle Proteine frei, die allerdings
im Gegensatz zu ausgereiften PMN neu synthetisiert werden kénnen. Zudem kénnen
sie mittels oxidativem Burst antimikrobielle Radikale generieren, wobei dieser nicht so
stark ausgeprigt ist wie in PMN. Dafiir produzieren Makrophagen vermehrt iiber iNOS
toxische Stickstoffintermediate.?38 Zusitzlich fungieren die freigesetzten Radikale als
Signalmolekiile, welche die Expression von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen

beeinflussen. 39

2.2.3 Natiirliche Killer-Zellen (NK-Zellen)

NK-Zellen bilden zusammen mit B- und T-Zellen die Gruppe der Lymphozyten, die 30 bis
50 % der humanen Leukozyten im peripheren Blut darstellen.”! Sie gehoren aufgrund der
fehlenden Antigen-spezifischen Rezeptoren zur angeborenen Immunantwort und haben
eine Lebensspanne von ungefihr zwei Wochen*?), NK-Zellen sind an der Regulation und
Kontrolle von mikrobiellen Infektionen, antitumoralen Immunantworten, hdmatopoetisch,
allogenen TransplantatabstoBungen und Schwangerschaften beteiligt.!*! 43!

Nach ihrer Reifung im Knochenmarkt wandern NK-Zellen ins Gewebe ein, wobei auch von
NK-Zellentwicklung in Thymus, Lymphknoten und Leber berichtet wird.[*4 Jaeger et al.
zeigten zudem, dass ausgereifte PMN fiir eine addquate Entwicklung von NK-Zellen im
Knochenmark und der Peripherie essentiell sind.[*’!

NK-Zellen identifizieren Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen durch deren verminderte
Expression von MHCI-Oberflachenmolekiilen iiber spezielle Rezeptoren wie humane
KIRs (engl.: killer cell immunoglobulin-like receptors)."647 Des Weiteren konnen sie
von gestressten Zellen sezernierte Proteine iiber NKG2D-Rezeptoren und eingedrungene
Pathogene iiber TLR-Rezeptoren erkennen.*?l Nach erfolgter Aktivierung, welche durch
von T-Zellen, Dendritischen Zellen oder Makrophagen ausgeschiittete Zytokine verstarkt
wird, toten sie erkannte Tumorzellen oder infizierte Zellen durch Freisetzung von
Granulaproteinen wie Perforine, Granzyme und Granulysin ab.[*!l Dabei bilden Perforine in

der Zellmembran eine Pore, durch die Granzyme eindringen konnen.*¥! Diese Serinproteasen
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induzieren dann die Apoptose der Zellen direkt oder vermittelt iber Caspasen. Dagegen
lysiert Granulysin Mikroben oder Tumore direkt. Aktivierte NK-Zellen setzen zudem
Interferon y (IFNy) frei, um eine Infektion einzuddmmen und die adaptive Immunantwort
zu fordern. Auflerdem werden proinflammatorische als auch immunsupressive Zytokine wie
TNFo und IL-10 ausgeschiittet und iiber verschiedene Chemokine weitere Immunzellen an

den Entziindungsort rekrutiert.*!42

2.3 Hamostase und ADAMTS13

Héamostase bezeichnet das ziigige Abstoppen der Blutung nach Gefafiverletzung durch
Wundverschluss, um unter anderem das Eindringen von Pathogenen zu verhindern. Dies
erfolgt meist durch Thrombozyten, die im Blut zirkulieren. Kommt es zur Gefafverletzung,
tritt Blut mit dem umliegenden Bindegewebe in Kontakt. Die Thrombozyten haften dann
an im Extrazellularraum vorhandene Kollagenfasern. Diese Adhésion wird durch den
von-Willebrand-Faktor (vWF) vermittelt, einem von Endothelzellen und Megakaryozyten
gebildeten Protein. Durch diese Adhésion, welche von Fibronektin und Laminin unterstiitzt
wird, kommt es zur Thrombozytenaktivierung, wodurch aus den Thrombozytengranula
verschiedene Gerinnungsfaktoren und chemotaktische Molekiile freigesetzt werden. Dies
fithrt zur Verengung des beschadigten Blutgefifies, was einen hohen Blutdurchfluss
verhindert und die Rekrutierung weiterer Thrombozyten initiiert, die schliefilich durch
Bildung eines Thrombus das Gefafl verschlieBen. Nach der Haémostase kommt es zur
Wundheilung, indem Fibroblasten in den Thrombus einwachsen und Bindegewebe bilden.
Durch Beeintrachtigung der Hamostase kann es zu schwerwiegenden Erkrankungen
kommen. So kommt es bei der Thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP)
durch Gerinnung zum Abfall der Thrombozyten im peripheren Blut, wodurch es zu
fleckenformigen Einblutungen in der Haut kommt. Weitere Charakteristika sind Ausfélle
der Motorik, Sensibilitat des Bewusstseins, der Sehfidhigkeit und der Sprache. Die TTP
wurde 1924 von Moschcowitz erstmals beschrieben® und tritt am haufigsten im Alter
von 30 bis 40 Jahren auf, wobei Frauen haufiger betroffen sind als Ménner.%5! Ursache
fiir die Krankheit sind ungewéhnlich groBe bzw. ultralange vWF-Multimere.’? 1996
wurde unabhéngig voneinander durch Tsail®® und Furlan¥ gezeigt, dass eine Stérung der
Zinkmetalloprotease ADAMTS13 zur TTP fithrt, da ADAMTS13 den vWF in Multimere
spaltet. Erfolgt diese Spaltung nicht, so entstehen Thromben aus den ultralangen vWF-

Multimeren und aktivierten Thrombozyten, die zu Gefafiverschliissen und Ischamie fiithren.

10
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ADAMTS13-Defizienz kann infolge einer genetischen Pradisposition in Kombination mit
einem zusétzlichen Ausloser, wie einer harmlosen Infektion, induziert werden, aber auch
infolge einer Autoimmunreaktion entstehen, die zur Bildung von Antikorpern gegen
ADAMTSI13 fiihrt.

Ein erhohtes Plasmaniveau von vWF korreliert mit einigen Erkrankungen wie rheu-

matoider Arthritis®!, viralen und bakteriellen Infektionen!%:57]

, Erkrankungen der
Herzkranzarterien®® und Schlaganfall®. Zudem wurde gezeigt, dass bei akuter und
chronischer Entziindung die ADAMTS13-Aktivitat vermindert ist.¥ Chauhan et al.
beschreiben, dass in ADAMTS13-defizienten Mausen Leukozyten verstarkt an den Venen
sentlangrollen® (siehe Kap. 2.2.1) und bei Entziindungen die Leukozytenadhéision an
GefiaBwinden erhoht ist.[Y Zudem fithrte die Thioglykolat-induzierte Peritonitis oder
Hautbeschadigung zu einer verminderten Einwanderung von PMN, die abhéngig von vWF
ist. Dass ADAMTS13-Defizienz zu grofleren Herzinfarkten fithrt und durch Gabe von
rekombinantem ADAMTS13 wieder reduziert werden kann, wurde in einem Mausmodell
gezeigt.2 Die Verabreichung von rekombinantem ADAMTS13 fithrt zudem zu einer

starken Reduzierung von PMN, die in das entziindete Infarktgewebe einwandern, was auf

potenzielle antiinflammatorische Effekte vom ADAMTS13 hindeutet.

2.4 Die Entziindungsreaktion und ihre Auflosung

Nach Aktivierung der angeborenen Immunantwort kontrolliert diese das Wachstum und
Abtoten von Mikroben. Dabei kommt es zu einigen Nebeneffekten, die zusammenfassend als
Entziindung bezeichnet werden und meistens zu Gewebeschéden fithren. Die dabei von toten
oder beschéadigten Zellen freigesetzten zytoplasmatischen und Zellkernbestandteile aktivie-
ren gewebestandige Phagozyten wie Makrophagen und induzieren so die Rekrutierung von
weiteren Phagozyten wie PMN an den Entziindungsort.[% Setzen die PMN dann den Inhalt
ihrer intrazellularen Granula wie Cathepsin G und Azurocidin zur Pathogenbekdmpfung
frei, so wird gleichzeitig die Einwanderung von Monozyten eingeleitet.[%! Durch sekretierte
Proteinase 3 werden zudem Endothelzellen zur Ausschiittung von CCL2 angeregt, welches
ebenfalls die Rekrutierung von Monozyten bewirkt. (6]

Wird ein Erreger nicht vom Immunsystem beseitigt, so kann dieser sich iiber den Blut-
kreislauf im Korper verbreiten und dadurch eine systematische Entziindung verursachen.

Derartige Entziindungsreaktionen werden klinisch in systemisches, inflammatorisches

Response-Syndrom (SIRS) und Sepsis (Blutvergiftung) untergliedert und kénnen iiber

11
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einen septischen Schock zum multiplen Organversagen und Tod des Patienten fiihren.
Zudem fithren anhaltende Entziindung zu Gewebeschiaden und Erkrankungen wie
Arteriosklerose.l%! Deswegen muss die Entziindungsreaktion aufgelést und eine Wund-
heilung eingeleitet werden. So induziert beispielsweise die Aufnahme von apoptotischen
PMN durch Makrophagen die Freisetzung von Lipoxinen wie Lipoxin A4. Dieses fiihrt
zu einer geringeren Aktivitdt der PMN, d. h. zu einer verminderten CD11b-Expression,
ROS-Produktion und Freisetzung proinflammatorischer Molekiile. Bei Monozyten und
Makrophagen wird dagegen die Transmigration und Phagozytose apoptotischer PMN
erhoht und die IL-8-Ausschiittung inhibiert./®” Des Weiteren setzen Makrophagen MMP12
frei. Dieses spaltet CXC-Chemokine, die dadurch ihre Funktion zur PMN-Rekrutierung

verlieren. 68!

Durch die Ausschiittung von anti-inflammatorischem IL-10 sowie TGF@ und
PDGF (engl.: platelet-derived growth factor) wird dann die Gewebereparatur und

Wundheilung initiiert. 6!

2.5 Pattern-Recognition Receptors (PRRs)

Als PRRs werden unterschiedliche Proteine bezeichnet, die charakteristischen Patho-
genmustern, die PAMPs, sowie durch Mikroben oder Stress freigesetzte Zellbestandteile
erkennen. PAMPs sind spezifische Molekiile oder Strukturen, die fiir das Uberleben oder die
Funktion von Pathogenen essentiell und somit fast nicht veranderbar sind. Dazu gehoren
beispielsweise bakterielle Kohlenhydrate wie Lipopolysaccharide (LPS) oder Mannose,
bakterielle sowie virale DNA oder RNA, bakterielle Peptide, N-Formylmethionin und
Glukane von Pilzen. Aus diesem Grund dienen sie verschiedenen Immunzellen als Ausloser
einer Entziindungsreaktion.®”!

Man unterscheidet die PPRs anhand ihrer Struktur und zelluliren Lokalisierung.[0™ Auf
der Zelloberfliche werden die fiir die Phagozytose wichtigen Scavenger-Rezeptoren sowie
C-Typ Lektin-Rezeptoren (CTLRs) und Toll-like Rezeptoren (TLRs, siehe Kap. 2.5.1)
exprimiert. Intrazellular findet man NLRs (siehe Kap. 2.5.2) und RIG-like Rezeptoren
(RLRs), der genomische RNA von Viren erkennt. Zudem gibt es noch lésliche PRRs,

wie beispielsweise das Mannose-bindende Lektin (MBL), das an bestimmte bakterielle

Oberflachenmolekiile bindet und dadurch deren Phagozytose einleitet.

12
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2.5.1 Toll-like Rezeptoren (TLR)

Der Name TLR stammt vom toll-Gen der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) ab, das
urspriinglich als Gen bei der Ontogenese identifiziert wurde und zu welchem die TLRs
eine hohe Sequenzhomologie aufweisen.[™? Erst spéter entdeckte man die Funktion des
toll-Gens bei der Abwehr von Pilzerkrankungen in der Fruchtfliege. 1997 fanden dann
Medzhitov et al. das erste humane toll-Homolog(™!, welches spéter als TLR4 klassifiziert
wurde.

Die TLRs sind Transmembranproteine und erkennen PAMPs {iber extrazelluldre, sich
wiederholende, leucinreiche Motive (LRR, engl.: leucine-rich repeats), die sich aus etwa
24 Aminosduren zusammensetzen und charakteristische hydrophobe Muster aufweisen.
Zytoplasmatisch besitzen sie eine Toll-Interleukin-1-Rezeptor-(TIR)-Doméne, welche die
intrazelluldre Signalweiterleitung ins Zellinnere tiber drei Sequenzmotive, Box 1, 2 und
3, vermittelt. Bisher wurden zehn TLRs fiir den Menschen und zwolf fiir die Maus
identifiziert. Allen TLRs gemein ist deren Dimerisierung nach Aktivierung, wobei aufler
zwischen TLR2 und 1 bzw. 6 nur Homodimere gebildet werden. Je nach Lokalisierung und
PAMP-Erkennung untergliedern sich die TLRs wie folgt: TLR1, 2, 4, 5, 6 und 11 befinden
sich auf der Zelloberfliche und erkennen hauptsachlich mikrobielle Membranbestandteile
wie Lipide, Lipoproteine und Proteine. TLR3, 7, 8 und 9 werden auf intrazellularen Vesikeln
wie Endoplasmatischem Retikulum, Endosom, Lysosom oder Endolysosom exprimiert und
erkennen mikrobielle Nukleinsauren. %7

LPS, welches auf der d&ufleren Membran von gramnegativen Bakterien vorkommt, wird
beispielsweise von LPS-bindendem Protein erkannt. Dieses initiiert die Anbindung vom
Oberflachenmolekil CD14, das hauptséchlich von Monozyten und Makrophagen exprimiert
wird und die Sensitivitdt von myeloiden Zellen hinsichtlich LPS verstarkt. LPS wird
dann durch TLR4 und seinem Kofaktor MD2 iiber einen multimerer Komplex gebunden.
Dieser leitet das erhaltene Signal iiber die intrazellulire Rekrutierung von TRIF (engl.:
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B) oder MyD 88 (engl.: myeloid
differentiation primary response gene 88) weiter. ™!

Der MyD88-abhéngige Signalweg ist fiir alle TLRs bis auf TLR3 essentiell, wobei
die Anbindung von MyD88 an die TIR-Doméne bei TLR1 und 4 durch TIRAP/Mal
vermittelt wird.[6?7%7476] MyD88 interagiert dann mit der Serin/Threonin-Kinase IRAK4
(engl.: interleukin 1 receptor-associated kinases 4 ), die dann weitere IRAKs wie IRAK1

und 2 aktiviert. IRAK1 und 4 werden nach ihrer sequentiellen Phosphorylierung

13
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Abbildung 2: Die MAPK-Signalkaskaden. Extrazelluldre Stimuli aktivieren den MAPK-
Signalweg (engl.: mitogen-activated protein kinase) iiber GTPasen wie RAS, RAC, CD42 (engl.:
cell-division cycle 42) oder RHO (RAS-Homolog). So kommt es zur Phosphorylierung und
Aktivierung der MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK) wie RAF, MEKK (MAPK/ERK-Kinase-
Kinasen) und TAK (TGFp-aktivierende Kinase). Diese phosphorylieren wiederum MAPK-Kinasen
(MAPKK), welche dann die MAPK ERK (engl.: extracellular-signal-requlated kinase), JNK (engl.:
c-JUN NHgp-terminal kinase) und p38-MAPK aktivieren, die dann in den Zellkern translokalisieren
und die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren induzieren. (modifizierte Abb. aus Liu
et al.l™®)

abgespalten. Dadurch konnen beide an TRAF6 (engl.: TNF-receptor associated factor 6)
binden und dieses aktivieren. So kommt es zur Aktivierung von NFxB (engl.: nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) und vermittelt iiber TAK1 zur
Aktivierung von MAPKSs (engl.: mitogen-activated protein kinase). Die MAPK-Kaskade
(siche Abb. 2) besteht aus einer Vielzahl von Proteinkinasen, welche andere Proteine

78] So aktivieren die

an spezifischen Serin- oder Threonin-Resten phosphorylieren.|
MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKKs) die MAPK-Kinasen (MAPKKSs), die wiederum
die MAPKs via Phosphorylierung aktivieren und dadurch ihre nukledre Translokation
induzieren. Schlussendlich kommt es zur Transkription proinflammatorischer Gene. Zu
den bekanntesten MAPKs gehoren ERK1 (engl.: extracellular regqulated-signal kinase 1)

und ERK2, die Zellwachstum und Differenzierung regulieren, sowie JNK (engl.: c-jun

NHjy-terminal kinase) und p38-MAPK, welche vor allem Entziindungen und Apoptose

14
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Abbildung 3: Die Signalwege von TLR4 und NOD1/2. LPS bindet an den TLR4/MD2-
Komplex und aktiviert dadurch den MyD88- und den TRIF-abhéngigen Signalweg. MyD&8-
abhéngig kommt es nacheinander zur Phosphorylierung und damit Aktivierung von IRAKSs
(engl.: interleukin 1 receptor-associated kinases) und TRAF6 (engl.: TNF-receptor associated
factor 6). Schlussendlich kommt es zur Aktivierung von verschiedenen MAPKs (engl.: mitogen-
activated protein kinases) und NFxB, wodurch unterschiedlichste proinflammatorische Zytokine
und Chemokine transkribiert und freigesetzt werden. TRIF-abhéngig kommt es ebenfalls zur
TRAF6-Aktivierung. Zudem wird IRF3 (Interferon-regulierendem Faktor 3) aktiviert, was zur
Transkription von IFN1-abhéngigen Genen fithrt. Degradierte Peptidoglykane fithren zur NOD1-
bzw. NOD2-Rezeptoroligomerisierung. Dadurch kommt es zur Aktivierung von RICK (engl.:
*receptor-interacting serine/threonine kinase), woraufhin der NFxB und verschiedene MAPKs
aktiviert werden. Zudem wird iiber die Procaspase-1 die Transkription von IL-1§ initiiert.
(modifizierte Abb. aus Strober et al.18%)

kontrollieren. Durch verschiedene Isoformen der genannten Enzyme sowie unterschiedlichste
Gertistproteine kann die Spezifitdt, Dauer und Amplitude des Signalwegs exakt reguliert
werden. NFxB liegt in den meisten Zellen inaktiviert als Dimer aus NFxB und IxB
(Inhibitor von xB) vor. Erst durch Phosphorylierung sowie Ubiquitinylierung und dem
darauf folgenden Abbau von IxB durch das Proteasom wird NFxB freigesetzt. Dieses
translokalisiert dann in den Zellkern und aktiviert dort die Transkription wichtiger Gene fiir
Entziindung und Immunantwort. Dabei wird unter anderem IxB resynthetisiert, wodurch
NFxB erneut inhibiert wird.707476]

Der TRIF-abhéngige Signalweg fithrt bei TLR4 vermittelt itber TRAM zur Aktivierung
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von TRIF, das iber TRAF6 und TAK1 die MAPK-Kaskade und iiber RIP1 NFxB aktiviert.
AuBerdem kommt es TRIF-vermittelt zur Phosphorylierung von Interferon-regulierendem
Faktor 3 (IRF3), wodurch dieser dimerisiert. Das IRF3-Dimer transloziert anschlieBend in

den Zellkern und fithrt dort zur Transkription von IFN1-abhéngigen Genen. 707476

2.5.2 NOD-like Rezeptoren (NLR)

Die beiden NOD-like Rezeptoren NOD1 und 2 gehoren zur Klasse der NACHT-LRR-
Rezeptoren (NLR)(™), welche identisch zu den TLRs eine C-terminale LRR-Doméne zur
Liganderkennung aufweisen. NLRs weisen zudem eine NOD-Doméne auf. Diese ermoglicht
die Selbstoligomerisierung nach Aktivierung und verfiigt iiber eine ATPase-Aktivitét.
N-terminal fungiert eine CARD- (engl.: caspase recruitment domain) oder Pyrin-Doméne
zur Signalweiterleitung, wobei NOD1 eine und NOD2 zwei CARD-Doémanen besitzt.

Im Gegensatz zu TLRs werden NOD1 und 2 hauptséchlich im Zytosol von Epithelzellen,
Dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen exprimiert, wo sie degradierte
Peptidoglykane erkennen, die in fast allen Bakterienzellwdnden vorkommen. Dabei reagiert
NOD1 auf y-D-Glutamyl-meso-Diaminopimelinsiurel®”) und NOD2 auf Muramyldipeptid
(MDP)®!, wobei der genaue Mechanismus der Rezeptor-Ligand-Interaktion noch nicht
geklart ist.®? In dem von Inohara et al.!®3 beschriebenen Modell erfolgt nach Rezeptoroli-
gomerisierung die Anbindung der Serin-Threonin-Kinase RICK (engl.: receptor-interacting
serine/threonine kinase) iber CARD-CARD-Wechselwirkungen, wodurch diese aktiviert
wird. Dadurch wird der NF-xB-Weg sowie der MAPK-Signalweg aktiviert (siche Kap.
2.5.1). So erfolgt die Phosphorylierung und damit Aktivierung von p38-MAPK, ERK und
JNK. 1848 Uber die Anbindung der Procaspase-1 an NOD2 wird zudem eine Ausschiittung
von proinflammatorischem IL-1(3 induziert.8?

Mutationen vom NOD1- und NOD2-Gen fiihren zu verschiedenen Erkrankungen. Bei der
chronischen Darmerkrankung Morbus Crohn wurde bei 10 bis 15 % der erkrankten Patienten
eine Mutation des NOD2-Gens gefunden, die zu verminderter NF-xB-Aktivitdt nach MDP-
Stimulation fiihrt.[™ Erfolgen Mutationen in der NOD-Doméne, kann es zu granulomatosen
Entziindungen wie dem Blau-Syndrom kommen, welche durch entziindungsbedingte,
knotenartige Gewebeneubildungen charakterisiert sind. Die chronischen Entziindungen
beim Blau-Syndrom werden durch eine NOD2-Rezeptoroligomerisierung und NF-xB-

Aktivierung in Abwesenheit vom Stimulus MDP verursacht. 56
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2.6 Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1)

Die TREM- und TREM-like Rezeptorfamilie gehért zur Immunoglobulinsuperfamilie
und beinhaltet hauptsachlich auf myeloiden Zellen exprimierte Oberflichenmolekiile,
welche die Aktivierung und Differenzierung der Zellen modulieren® 8%, Gemeinsam ist
allen eine einzelne Immunoglobulindoméne vom V-Typ. Als erster Rezeptor der TREM-
Familie wurde TREM-1 im Jahre 2000 von Bouchon et al. ! beschrieben. TREM-1
wird hauptséchlich auf humanen PMN und CD14% Monozyten exprimiert.?1 In der
Maus wurde eine TREM-1-Expression auf PMN, CX3;R1"&" Monozyten und auf aus
Knochenmarkszellen differenzierten Dendritischen Zellen (BMDCs, engl.: bone marrow-
derived dendritic cells) gezeigt.” TREM-2 konnte auf Mikrogliazellen, Osteoklasten,
Monozyten und Dendritischen Zellen identifiziert werden und TREM-3 auf Makrophagen.
Von den TLTs (engl.: TREM-like transcripts) wird TLT1 von Thrombozyten und TLT2
von B-Zellen, PMN und Makrophagen exprimiert. 58!

Das 30 kDa grofie Glykoprotein TREM-1 ist ein wichtiger Mediator bei mikrobiellen
Infektionen und Sepsis.[**? So wurde eine erhohte TREM-1-Expression bei Patienten mit
bakteriellen und Pilz-Infektionen gefunden.l3! Erst kiirzlich wurde in einem Mausmodell
gezeigt, dass TREM-1/3 eine entscheidende Rolle bei der Transmigration von PMN in

9] Tn Mausmodellen fiir septischen

mit Pseudomonas aeruginosa infizierten Lungen spielt.
Schock resultierte die Blockierung der TREM-1-Signalweiterleitung in einer verminderte
Letalitit.[”3% Die Blockierung erfolgte durch Verabreichung der 16slichen TREM-1-
Ektodoméne, die die TREM-1-Aktivierung durch Abfangen des Liganden verhindert
oder des synthetischen Peptides LP17. Dieses ist analog zu einer konservierten Struktur der
TREM-1-Ektodoméne bei Mensch und Maus und verhindert die Anbindung des Liganden
an TREM-1 durch kompetitive Hemmung der Ligand-Rezeptorwechselwirkungen und/oder
Inhibierung die Rezeptordimerisierung.l® %% Der exakte Ligand fiir TREM-1 ist jedoch
bisher unbekannt. Es gibt aber Hinweise, dass der Ligand auf Thrombozyten lokalisiert

98] Zudem wurde bei Versuchen mit

sein konntel®! oder auf PMN wihrend Endotoximie
Marburg und Ebola eine TREM-1-abhéngige PMN-Aktivierung nachgewiesen, die eine
TREM-1-Ligand-Expression auf Filovieren vermuten lisst.'%! Auch wurde die Anwesenheit
von TREM-1-Liganden im Serum von einigen septischen Patienten'*1%% oder in Lysaten
von nekrotischen Zellen beschrieben%3!,

Neben dem membransténdigen TREM-1 wurde in bronchoalveoldren Lavagen und im Serum

von Patienten 16sliches TREM-1 (STREM-1) gefunden, was bei Individuen ohne Infektion
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Abbildung 4: Die Signaltransduktion von TREM-1 (engl.: triggering receptor
expressed on myeloid cells 1). Nach Rezeptordimerisierung kommt es DAP12-vermittelt
zur Aktivierung von Phosphatidylinositid-3-Kinase (PI3K) und p38-MAPK (engl.: p38 mitogen-
activated protein kinases). Diese initiieren die Aktivierung von ERK1/2 (engl.: extracellular-
signal-requlated kinase 1/2) und Akt, die nach Translokalisation in den Zellkern verschiedene
proinflammatorische Gene transkribieren. Die Aktivierung von PLCy (Phospholipase Cy) initiiert
iiber [Ca]2+ und PKC (Proteinkinase C) den oxidativen Burst. (modifizierte Abb. aus Haselmayer
et al.1%9)

nicht nachweisbar ist.?6104195] Somit kénnte es zukiinftig als guter Indikator bei der
Diagnose von bakteriellen oder Pilz-Infektionen dienen. Fiir den Ursprung dieses sTREM-1
gibt es zwei unterschiedliche Theorien: es konnte durch Translation alternativer mRNA-
Splicevarianten oder durch proteolytische Abspaltung (Shedding) von membranstédndigem
TREM-1 entstehen. [106:107)

Humanes TREM-1 setzt sich aus einer Ektodomaéne, einer Transmembranregion und einem
kurzen zytoplasmatischen Teil ohne Signalmotive zusammen. An einem positiv geladenen
Abschnitt der Transmembranregion assoziiert das Signaladaptermolekiill DAP12, das die
Signalweiterleitung ins Zellinnere tiber sein ITAM-Motiv (engl.: immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) vermittelt.® Durch Rezeptordimerisierung und -aktivierung
mittels agonistischen Antikérpern wird im ITAM-Motiv von DAP12 ein Tyrosinrest
von Src-Kinasen phosphoryliert, wodurch die Tyrosinkinase Syk anbinden kann. Diese
phosphoryliert und aktiviert die Proteine Lat und NTAL.!'% Dadurch werden weitere
Signalmolekiile rekrutiert und aktiviert, wie beispielsweise Phospholipase Cy (PLCy)
und die MAP-Kinase ERK1/2.1%119 7Zydem wird ein schneller Einstrom von Ca?*
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induziert.”” In PMN werden zudem der Phosphatidylinositid-3-Kinase (PI3K)/Akt-
Weg 199111 Janus-Kinase 2 und die Transkriptionsfaktoren Stat3 und 5 (engl.: signal

MO Von Ormsby et al. wurde

transducers and activators of transcription) aktiviert.
zudem durch Verwendung einer monozytaren Zelllinie, die TREM-1 und DAP12 nach
Transfektion exprimierten, gezeigt, dass die Bruton-Tyrosin-Kinase (Btk) der Tec-Familie
ein weiterer Regulator in der TREM-1-Signaltransduktion ist.!''?] Dies fiithrt schlieBlich
zur Aktivierung aller PMN-Effektorfunktionen wie dem oxidativen Burst, Phagozytose,
Degranulierung und Ausschiittung proinflammatorischer Mediatoren wie I1-8, MCP-1 oder
Myeloperoxidase.?®3 In Monozyten kommt es zur Hochregulierung kostimulatorischer

Molekiile wie CD86, zur Ausschiittung der inflammatorischen Chemokinen MCP-1, MCP-3,
MIP-1o und IL-8 sowie der Zytokine TNFo und IL-6.90:91]

2.7 Pilze

Pilze (lat.: fungus) gehoren zu den Eukaryoten und untergliedern sich in Einzeller, zu denen
beispielsweise Hefen gehoren, und Hyphen- bzw. Myzelpilze. Letztere besiedeln ein Substrat,
wie z.B. den Erdboden, Holz oder organisches Gewebe, und bilden darin ein Geflecht
aus mikroskopisch kleinen Faden, den Hyphen. Diese weisen in regelméfligen Absténden,
quer zur Hyphe verlaufende Septen (Scheidewédnde) auf, die der Stabilitdt dienen und die
iiber Poren ihr Zytoplasma austauschen konnen. Zudem bilden Hyphen Verzweigungen,
wodurch ein stark verasteltes Netzwerk, das Myzel, entsteht. Die Vermehrung der Pilze
kann geschlechtlich oder ungeschlechtlich durch Konidien (Sporen) erfolgen sowie vegetativ,
d. h. durch Zellteilung.[''™*15] Konidien stellen dabei die héaufigste Verbreitungsform
vieler Hyphenpilze dar. Bei der asexuellen Vermehrung bilden sich vertikal vom Myzel
abzweigende Stammzellen, an deren Spitze die Phialiden ausdifferenzieren. An dessen
freien Enden werden kontinuierlich, kugelférmige 2 bis 3um grofie Abschniirungen gebildet,
die Sporen. Die so entstehenden, langen Konidienketten, bei denen die jeweils jiingste
Konidie der Phialide am Néachsten steht, konnen durch einen Luftstrom leicht weggeweht
werden und sich so gut in der Umwelt verteilen. In dieser erfiillen Pilze unterschiedlichste
Funktionen. Sie sind neben den Bakterien die wichtigsten Saprobionten, die organischen
Abfall sowie abgestorbene Pflanzen und Tiere zersetzen kénnen. Da sie auch lebendes
Material besiedeln, konnen sie als Parasiten vor allem wirtschaftlich wichtige Nutzpflanzen
schadigen.!"'9 118 Zudem sind Pilze in der Lage, Pflanzenwurzeln mit ihren Hyphen zu

umschlingen und dadurch die Nihrstoffaufnahme der Pflanzen zu verbessern. Uber diese
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Art der Symbiose fordern die Pilze 80 bis 90 % des Pflanzenwachstums.!'19-121

2.7.1 Aspergillus fumigatus (A. fumigatus)

A. fumigatus ist ein weit verbreiteter, aerob lebender Sapro-

biont und gehort zur Gattung der Giefkannenschimmelpilze

122 Durch seinen vielseitigen Metabolismus

(Aspergillus).
kann er auf verschiedenen, bevorzugt kohlenhydratreichen
Substraten wachsen. So findet man A. fumigatus weit verbrei-
tet auf verrottendem Pflanzenmaterial, im Erdreich und auf

stirkehaltigen Nahrungsmitteln wie Brot und Kartoffeln.!1?3]

e

ol
TN

s Stammzelle Energiequellen kann er auch sehr unwirtliche Umgebungen

EOIEI6ERRE  Durch die Nutzung von Salz- und Stickstoffverbindungen als

Abbildung 5: A. fumi- besiedeln.['?4126] Zusétzlich und im Gegensatz zu vielen

gatus (aus Krappmann et

021 anderen Pilzen weist A. fumigatus eine hohe Thermotoleranz
at. .

auf, da er Temperaturen bis zu 75 °C 1tiberlebt und in der
Lage ist, bei Temperaturen bis 55 °C zu wachsen.!'?>27 D h. A. fumigatus kann bei
der normalen Korpertemperatur von 37 °C optimal wachsen, was ihn von anderen, nicht

pathogenen Aspergillus-Arten unterscheidet.

2.8 Pilzinfektionen

Wie bereits beschrieben (siehe Kap. 2.7), konnen sich Pilzsporen relativ einfach tiber die
Luft verbreiten, wobei die Konidienkonzentration in der Luft je nach Studie zwischen 0,2
bis 15 Konidien/m® schwankt.!!?®] In einigen Bereichen wie beispielsweise Komposthaufen
sind sogar iiber 10¢ Konidien/m? nachweisbar.'?’! So ist jeder Mensch téglich in Kontakt
mit Pilzsporen und atmet hunderte von ihnen ein, weswegen Pilzinfektionen vor allem im
respiratorischen System und auf der Haut auftreten. Normalerweise werden die Konidien

t.[118:130] Erfolgt dies nicht, konnen sich extrem

vom Immunsystem erkannt und abgetote
schwierig zu behandelnden Erkrankungen, Mykosen genannt, entwickeln, bei denen auch
Hyphenwachstum beobachtbar ist.

Von den tiber 180 bekannten Aspergillus-Arten verursacht A. fumigatus die haufigsten
humanen Erkrankungen, gefolgt von A. flavus, A. niger, A. nidulans und A. terreus.!'3!
Je nach Ausmafl und Art der Infektion unterscheidet man unterschiedliche Aspergillus-

Erkrankungen, die im Folgenden kurz skizziert werden.
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2.8.1 Allergische Bronchopulmonare Aspergillose (ABPA) und Asthma

ABPA ist eine Hypersensitivitidt gegeniiber Aspergillus in Patienten, die bereits an Asthma
oder Zystischer Fibrose (Mukoviszidose) leiden.['32134 Durch bronchiale Kolonisierung
dieser Patienten kommt es zu einer verstiarkten Bildung spezifischer Antikérper gegen
Aspergillus, wodurch eine starke Entztindungsreaktion induziert wird. So entstehen die
zur Diagnostik der ABPA wichtigen Hauptkriterien: (1) Asthma oder Zystische Fibrose in
Verbindung mit einer Schadigung der Lungenfunktion, (2) Sofortreaktion im Hauttest gegen
Aspergillus, (3) erhohtes IgE-Level im Blut (iiber 1000 ng/ml), (4) vermehrte Antikorper
gegen Aspergillus-Antigene und (5) per Rontgenuntersuchung nachweisbare Infiltration
des Thorax.[134

Der Kontakt mit Aspergillus kann in seltenen Féllen auch Asthma auslésen, d. h. es kommt
zur chronischen Entziindung der Atemwege mit dauerhafter Uberempfindlichkeit gegen

Aspergillus.'3%)

2.8.2 Aspergillom

Beim Aspergillom kommt es zur Aspergillus-Kolonisierung von Nasennebenhohle oder
Lunge.!'36:137 Verursacht wird dies durch das Aussprossen eingeatmeter Konidien in
Hohlrdumen, die z.B. nach iiberstandenen Tuberkuloseinfektionen oder Nasennebenhoh-
lenentziindungen auftreten. Dadurch bildet sich ein Pilzball, der sich aus Pilzmyzelien,
inflammatorischen Zellen, Fibrinschleim und abgebautem Gewebe zusammensetzt.!'36) Das
Wachstum ist dabei meist nicht invasiv, d. h. die Hyphen dringen nicht in das umliegende
Gewebe ein, wodurch ein Aspergillom iiber Jahre ohne jegliche Symptomatik auftreten
kann. Die grofiten Komplikationen beim Aspergillom stellen Lungenblutungen durch
Zerstorung angrenzender Blutgefafie dar, was letztendlich zur Diagnose fithrt. Letztere ist
relativ einfach, da ein Lungenaspergillom gut im Rontgenbild zu erkennen ist. Aulerdem

weisen Aspergillompatienten hohen Konzentrationen an Aspergillus-Antikérpern auf.['36:137)

2.8.3 Invasive Aspergillose (IA)

Bei der TA kommt es durch eine fehlende Immunantwort gegen eingedrungene Aspergillus-
Konidien zum fast ungehindertem Wachstum des Pilzes.!'3¥] Betroffen davon sind
meist die Lunge und die Nasennebenhohlen. Bei fortschreitender Invasivitat gelangen

dann Hyphenfragmente in die Blutbahn und verteilen sich dadurch systemisch im
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ganzen Organismus, was zu einer Sepsis fiithren kann. Dadurch reduzieren sich die

[138] Die fehlende Immunantwort kann durch genetische oder

Heilungschancen drastisch.
krankheitsbedingte Defekte von Immunzellen, wie sie beispielsweise bei CGD- oder AIDS-
Patienten auftreten, oder durch eine immunsupressive Therapie verursacht werden. So
fiihren neuere, intensivere Chemotherapien bei verschiedenen Krebserkrankungen und
der vermehrte Einsatz von Immunsuppressionsverfahren bei Autoimmunerkrankungen zu
einer wachsenden Anzahl an immunsupprimierten Patienten. Verstarkt wird dies durch die
steigende Anzahl an Organtransplantationen, bei der die Patienten zur Vermeidung von
Transplantatabstofungen mit Immunsuppressiva behandelt werden.39 141 Dies und die
effizientere Behandlung von Bakterieninfektionen durch neue Antibiotika und verbesserte
stationdre Behandlungen fithrten dazu, dass IA eine Haupttodesursache insbesondere bei

Leukémietherapien und Knochenmark- sowie Organtransplantationen ist.!!37:139-141]

2.8.4 Pulmonale Pilzinfektionen und das Immunsystem

Werden Aspergillus-Konidien eingeatmet, so erfolgt die erste Abwehrreaktion tiber die
geordnete Tétigkeit des mehrreihigen respiratorischen Epithels, das den grofiten Teil der
Atemwege auskleidet. Dieses Epithel reinigt die Atemwege, indem es Schleim und darin
immobilisierte Teilchen von der Lunge weg zum Rachenraum beférdert, von wo aus diese
dann abgehustet oder abgerduspert werden.!'*?

Erreichen Konidien trotzdem die Lunge, treffen sie dort auf Phagozyten wie Alveolarm-
akrophagen, PMN und Dendritische Zellen.*3 Diese erkennen pathogene Pilze iiber
PRRs anhand unterschiedlicher Bestandteile der Pilzoberfliche. Die Struktur dieser
Oberflache variiert dabei je nach Morphotyp, Wachstumsstadium und Umgebung stark und
untergliedern sich prinzipiell in 3-Glukane, Chitine oder Mannane.["* Phagozyten konnen
beispielsweise pathogene von nicht pathogenen Hefen iiber Galectin-3 unterscheiden, der -
(1,2)-linked Oligomannoside erkennt.%14%l Von zentraler Bedeutung bei der Pilzerkennung
sind zudem die CLRs wie Dektin-1 und -2, Mincle, DC-SIGN, Langerin und MBL. Am
besten untersucht ist Dektin-1, das nach Erkennung von [3-Glukanen die Produktion
von pro- und antiinflammatorischen Chemokinen und Zytokinen induziert. Dafiir ist die
Aktivierung von Syk, CARD9 und NFxB essentiell.l'4”) So resultieren genetische Defekte
von Dektin-1 oder CARD9 in einer erhohten Pilzinfektionsrate.[*8159 Dektin-2 bindet an
sogenannte High-Mannose-Strukturen und aktiviert wie Mincle iiber Fc-Rezeptoren die

Freisetzung von proinflammatorischen Molekiilen."'13% Auch iiber TLR2, 4 oder 9 kénnen
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Abbildung 6: Die Beseitigung von pulmonalen Pilzinfektionen. Eingeatmete Pilzkonidi-
en und ausgesprosste Hyphen werden von Alveolarmakrophagen, PMN und Dendritischen Zellen
(DC) iiber Dektin-1, TLR2 und 4 erkannt und anschlieBend phagozytiert. Durch Aktivierung der
Komplementkaskade werden Konidien mit C3b und C5b opsoniert und das Anaphylatoxin Cba
wird freigesetzt. So erkannte Pilze werden dann durch die unterschiedlichen Effektormechanismen
der Phagozyten abgetdtet. So wird in PMN der oxidative Burst, die Degranulation und die
NET-Freisetzung induziert. Durch Ausschiittung von verschiedenen Zytokinen und Chemokinen
wird zudem eine Entzlindungsreaktion initiiert, wodurch weitere Immunzellen rekrutiert werden.
(Abb. modifiziert aus Park et al.!3® und Brakhage et al.'43)

Phagozyten Pilzbestandteile wie Zymosan, Phospholipomannane, O-linked Mannane oder
Pilz-DNA erkennen, wobei die exakte physiologische Rolle der einzelnen TLRs Gegenstand
aktueller Forschung ist.['*%1%1 Von Bellocchio et al. wurde gezeigt, dass das fiir die TLR-
Signalweiterleitung wichtige Adaptermolekiil MyD88 (siehe Kap. 2.5.1) essentiell bei der
Abwehr von Infektionen mit A. fumigatus oder Candida albicans ist.'>? In PMN wird die
pilzabhéngige Ausschiittung von ROS und Granulaproteinen tiber TLR2, 4 und 9 vermittelt,
wobei deren Aktivierung und Intensitét je nach Pilzspezies, Morphotyp und Infektionsroute
variiert. Humane Studien konnten zudem eine Verbindung zwischen einem Polymorphismus

in TLR4 und einer erhéhten Aspergillosisrate herstellen.!'®354 Neben der Erkennung iiber
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Oberflachenrezeptoren binden auch 16sliche Rezeptoren an Konidien und Hyphen und leiten
so deren Opsonierung ein. Die Surfactantproteine A und D unterstiitzen die Agglutination
von Konidien und steigern deren Phagozytose und Abtétung durch PMN.!159 Monozyten,
PMN und Dendritische Zellen sekretieren Pentraxin 3 in Anwesenheit von Konidien. Dieses
bindet an Galaktomannan auf Aspergillus-Konidien und férdert dadurch die Erkennung
von Effektorzellen.!'! Pentraxin 3 ist auch auf von PMN ausgeschiitteten NETs zu finden,
wo es ein nicht redundantes Molekiil bei der PMN vermittelten A. fumigatus-Resistenz
ist.7 Aspergillus-Konidien induzieren zudem die Aktivierung der Komplementkaskade.
So fiihrt die Opsonierung mit den Komplementmolekiilen C3b oder Cha zur verbesserten
Erkennung durch Phagozyten.['*®1% Zudem werden Anaphylatoxine wie Cha freigesetzt,
die chemoattraktive, proinflammatorische und antimikrobielle Eigenschaften aufweisen!*6%.
Die Erkennung von Pilzen induziert die Aktivierung von Phagozyten, die dann iiber
ihre unterschiedlichen Effektormechanismen die eingedrungenen Pilze bekampfen (siehe
Kap. 2.2.1 und 2.2.2). So setzen Alveolarmakrophagen und PMN ROS und reaktive
Stickstoffintermediate frei.l'61:162 Genetische Stérungen des oxidativen Burst, wie in CGD-
Patienten, fithren zur IA.24163] Entsprechende Resultate wurden auch im Mausmodell mit

phox [164] yynq p47phox [163] defizienten Mausen gezeigt. Viele PMN-Granulaproteine

gp9
besitzen ebenfalls fungizide Wirkungen wie beispielsweise Defensive, Lysozym und
Lactoferrin.!'%:166 Dje Proteinasen Cathepsin G und neutrophile Elastase sind fiir eine
A. fumigatus-Abwehr ebenfalls unverzichtbar, wie durch intravenose (i.v.) Infektion mit
A. fumigatus von Cathepsin G und neutrophiler Elastase defizienten Méausen gezeigt

o168

wurd I Neben der direkten Pilzbeseitigung rekrutieren Alveolarmakrophagen iiber

die Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen wie G-CSF und GM-CSF!169],
humanem IL-8, murinem KC oder MIP2o 170171 weitere PMN aus dem Blut, da diese
fiir die Beseitigung von Pilzinfektionen essentiell sind.['™? Aktivierte Dendritische Zellen
stimulieren zudem T-Zellen, wobei es insbesondere iiber I1L.-12 zur Aktivierung von T-
Helferzellen kommt!'™). Diese setzen verschiedene, proinflammatorische Zytokine frei und
induzieren die Produktion von spezifischen Antikorpern.!!s!

Um die Erkennung durch das Immunsystem und somit ihre Abtétung zu unterbinden,
entwickelten Pilze verschiedene Strategien.'™ So maskiert Candida albicans im Hy-
phenstadium sein B-(1,3)-Glukan, wodurch eine Erkennung iiber Dektin-1 nicht mehr
moglich ist. A fumigatus-Konidien weisen Hydrophobine und Melanin auf, was eine

[175]

Erfassung durch das Immunsystem erschwert. Durch Anbindung von inhibitorischen
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Molekiilen der Komplementkaskade wie Faktor H versuchen A. fumigatus-Konidien
die Aktivierung dieser zu unterbinden.l'” Zudem exprimieren viele Pilze CR3, iiber
den sie die Entziindungsreaktion abmildern oder unterbinden koénnen.!'”™ Zusitzlich
sekretieren Pilze Mykotoxine wie das Alkoloidderivat Gliotoxin, die immunsupressiv wirken
konnen.'™ Gliotoxin inhibiert beispielsweise die fiir den oxidativen Burst notwendige
NADPH-Oxidasel!™ und vermindert die Phagozytoseaktivitit von PMN!8Y, Zudem
synthetisieren manche Pilze Oxidasen wie Katalasen und Superoxiddismutasen, um vor

allem die zytotoxischen ROS abzubauen. 181182
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3 Zielsetzung

TREM-1 wird von priméren PMN und Monozyten exprimiert. Ligation mit einem
stimulierenden Antikorper induziert unterschiedliche Effektorfunktionen, wie den oxidativen
Burst und Degranulation von PMN sowie Hochregulation kostimulatorischer Molektile
und Zytokinfreisetzung von Monozyten. Haselmayer et al. zeigten zudem die essentielle
Rolle der Kinasen PISK und p38-MAPK bei der TREM-1-Signalweiterleitung in PMN,
wobei beide unabhéngig voneinander reguliert werden. Eine entsprechende Analyse in
Monozyten fehlt allerdings. Deswegen wurde nach einer monozytéaren Zelllinie gesucht, die
TREM-1 exprimiert. Dadurch sollten spenderabhéngige Diskrepanzen und Artefakte von
ektopischer Rezeptorexpression vermieden werden, die bei Experimenten mit priméren
Zellen auftreten konnen. Auflerdem war eine vergleichende Analyse der monozytaren und
neutrophilen TREM-1-Signaltransduktion Ziel der vorliegenden Arbeit.

Eine Haupttodesursache bei Leukamietherapien und Knochen- sowie Organtransplan-
tationen ist die Infektion mit A. fumigatus mit einer Mortalitdatsrate von iiber 50 %.
Um den Einfluss verschiedener PMN-Funktionen bei der Abwehr von A. fumigatus-
Infektionen zu analysieren, sollte ein Mausmodell fiir invasive Aspergillose etabliert
werden. Dabei konnte durch Verwendung der NADPH-Oxidase-defizienten p47P***/~ und
gp91Phox/- Mzuse der Einfluss von oxidativen PMN-Effektorfunktionen quantifiziert werden.
Die Defizienz von neutrophiler Elastase als prototypische Serinprotease der azurophilen
PMN-Granula und exemplarische nicht oxidative Effektorfunktion wurde mittels ELANE
Méuse untersucht. Zudem wurde der Einfluss des Argininmetabolismus durch selektive
Arginindepletion mittels Arginindeiminase und die Auswirkung von ADAMTS13-Defizienz
durch ADAMTS137/- Méuse eruiert.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien, Stimulanzien und Kits

Ammoniumperoxodisulfat (Fluka)
anti-Maus F(ab’)s (dianova)
Acrylamid (Carl Roth)

Bactoagar (Difco)

BSA (Fluka)

Bromphenolblau (Carl Roth)
CoCly x 6 HyO (Carl Roth)
Complete Protease Inhibitor (La Roche)
CHAPS (Carl Roth)

CuSOy4 x 5 HyO (Fluka)
DCFH-DA (Sigma Aldrich)
DHR-123 (Molecular Probes, Invitrogen)
DTT (Carl Roth)

EDTA (Carl Roth)

FeSO4 x 7 HoO (Sigma Aldrich)
10 % Formalin (Carl Roth)
f-MLP (Sigma-Aldrich)
L-Glutamin (Gibco)

GM-CSF (LABGEN /Natutec)
Glukose (Merck)

Glycerol (Carl Roth)

H3BOj; (Carl Roth)

Harnstoff (Carl Roth)

Heparin (Rotexmedica)

KCI (Carl Roth)

Ketamin (Ratiopharm)

Koenzym Qq (Sigma Aldrich)
KHCO; (Sigma Aldrich)
KH,PO, (Carl Roth)

LAL-Test (Pierce)

LPS von Salmonella typhimurium
(Sigma-Aldrich)

LY294002 (Cell Signaling)

MTri-DAP (InvivoGen)

MnCl; x4 HyO (Acros)

Methanol (Carl Roth)

B-Mercaptoethanol (Gibco)

Milchpulver (Carl Roth)

(NH4)6Mo70494 x 4 HyO (Sigma Aldrich)

Natriumcitrat (Carl Roth)

Natriumorthovanadat (Sigma Aldrich)

Natriumpyruvat (Serva)

NaCl (Carl Roth)

Natriumfluorid (Sigmal Aldrich)

NaH,PO, (Carl Roth)

NaNj (Merck)

NH,CI (Carl Roth)

PamsCys (EMC Microcollections )

Penicillin (Serva)

PMA (Sigma-Aldrich)

PMSF (Sigma Aldrich)

PI (Fluka)

R-848 (InvivoGen)

Rompun 2% (Bayer Health Care)

SB203580 (Tocris)

SDS (Carl Roth

Streptomycin (Serva)

TEMED (Carl Roth)

Thioharnstoff (Carl Roth)

Tris (Carl Roth)
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Triton X-100 (Carl Roth) Western Lightning Chemiluminescense
Trypanblau (Carl Roth) Detection-Kit femto (Pierce)
Tween-20 (Sigma Aldrich) XTT (Sigma Aldrich)

Western Lightning Chemiluminescense ZnSO4x HyO (Sigma Aldrich)
Detection-Kit (Pierce)

4.2 Kulturmedien, Puffer und Losungen

Iscove’s Medium (Invitromex) wurde als Pulver bezogen, gelost und vor Gebrauch ebenso
wie PBS (engl.: phosphate buffered saline) und ACK-Puffer steril filtiert (0,22 um). Das
fetale Kélberserum (FCS, engl.: fetal calf serum, Invitromex) wurde 45 min bei 56 °C

hitzeinaktiviert und vor Gebrauch 10 min bei 4000 rpm abzentrifugiert.

ACK-Puffer: 0,1mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat), 1 mM KHCO3 und 150 mM
NH,CI in destilliertem (dest.) Wasser, pH 7,3.

Aspergillus Minimalmedium (AMM): 30g Bactoagar, 1 % (w/v) Glukose, 2 mM
MgSOy, 20ml 50x AMM-Zusétze und 1 ml Hunters Spurenelementlosung gelost in 11 dest.

Wasser und anschlielend autoklaviert.

50x AMM-Zusédtze: 297,47 g/1 NaNOgs, 26,1 g/1 KCl und 74,85 g/1 KHyPOyin dest.
Wasser, pH 5,5.

EDTA-Puffer: 0,5M EDTA in PBS, pH 7,2
ELISA-Blockpuffer: PBS mit 1% BSA und 0,05 % Tween-20.
FACS-Puffer: PBS mit 0,5% BSA, 5mM EDTA und 0,01 % NaN.

Harnstoff-Lysepuffer: 7M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 5mM DTT und 2% CHAPS

in dest. Wasser.

Hunters Spurenelementlésung (HSL): 0,22g (NHy)sMo7024 x 4 H2O in 5ml dest.
Wasser losen (HSL1). 2,75 g ZnSO4 x Hs0, 2,2g H3BO3, 1g MnCl; x 4 H0, 0,32g CoCl,
x 6 Hy0 und 0,32 g CuSO4 x 5 Hy0 in 75 ml dest. Wasser 16sen und mit 5 ml HSL1
vereinigen (HSL2). 1g FeSO4 x 7 Hy0 und 10g EDTA in 80 ml dest. Wasser 16sen, pH 5,5
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(goldgelbe Losung, HSL3). HSL2 und HSL3 vereinen, pH auf 6,5 einstellen und auf 200 ml
Gesamtvolumen auffiillen, wobei eine hellgriine Losung entsteht, die sich bei Lagerung

(8°C im Dunkeln) lila farbt.

Ketamin/Rompun: Eine Ampulle Ketamin (ca. 2ml) wurde zu 0,8 ml Rompun 2 %

gegeben. Dieser Stock wurde vor Benutzung 1:5 in PBS verdiinnt.
MACS-Puffer: PBS mit 1% FCS und 2mM EDTA.

MUTZ-3-Medium: MEMa mit Ribo- und Deoxyribonukleosiden (Gibco) mit 20 %
(v/v) FCS, 2mM L-Glutamin, 50 uM B-Mercaptoethanol, 1001E/ml Penicillin und 100 u/ml

Streptomycin.

Nicoletti-Puffer: 50 mg/ml PI, 0,1 % Natriumcitrat und 0,1 % Triton X-100 in dest.

Wasser.

PBS: 1,4M NaCl und 0,1 M NaH,PO, in dest. Wasser, pH 7,2.
PBST: PBS mit 0,1 % Tween 20.

PI-Losung: 50mg/ml PI in PBS.

RPMI-Medium: RPMI 1640 (Gibco) mit 10% (v/v) FCS, 2mM L-Glutamin, 50 uM
B-Mercaptoethanol, 100 IE/ml Penicillin und 100 u/ml Streptomycin.

Sabouraud-4 %-Dextrose-Agarplatten: 65 g Sabouraud-4 %-Dextrose-Agar (Carl
Roth) wurde in 11 dest. Wasser gelést, autoklaviert und dann in Petrischalen (100x 20 mm)

gegossen.

SDS-Ladepuffer: Der SDS-Ladepuffer wurde als Vierfachkonzentrat (4x) angesetzt:
0,2M Tris, 8% SDS, 40 % Glycerol, 4 % Bromphenolblau und 0,1 M DTT in dest. Wasser,
pH 6.8.

SDS-Laufpuffer: 25mM Tris, 190 mM Glycin und 0,1 % SDS in dest. Wasser, pH 8,6.
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Stripping-Puffer: 62,5mM Tris, 2% SDS und 0,4 % B-Mercaptoethanol in dest. Wasser,
pH 6,8.

TMS5: Iscove’s Medium mit 5% FCS, 2mM L-Glutamin, 50 uM 3-Mercaptoethanol, 1%
Natriumpyruvat, 100 1E/ml Penicillin und 100 u/ml Streptomycin.

Western Blot-Puffer: 25mM Tris, 200mM Glycin und 20 % Methanol in dest. Wasser,
pH 8,3.

XTT-Losung: 0,5mg/ml XTT wurden in PBS durch 30 min Erwarmen auf 60°C gelost
und steril filtriert (0,22 um).*3 5 mg/ml Koenzym Qg wurden in PBS geldst, steril filtriert
(0,22 um) und bei -80°C gelagert. Zur Herstellung der XTT-Lésung wurde frisch angesetztes
XTT (0,5 mg/ml) mit dem Koenzym Qo (40 ug/ml) versetzt.

4.3 Antikorper

Anti-TREM-1 (Klon 6B1) und die Isotyp-Kontrolle (Kontroll-Antikérper, Klon 4C9)
wurden von Hybridomiiberstinden aufgereinigt.!'%) Der Anti-TREM-1 Klon 947 (IgG1)
wurde entsprechend der bereits beschriebenen Standardmethoden erhalten.'® Die
anti-TREM-1-Klone 6B1 und 9H7 sind nicht kompetitiv (Daten nicht gezeigt). Die
F(ab’)y-Fragmente wurden durch ein kommerziell erhéltliches Kit (Pierce, Thermo
Scientific) entsprechend der Herstellerangaben generiert. Humanes IgG wurde mittels
Affinitdtschromatografie iiber eine Protein-A-Saule (Pierce, Thermo Scientific) aufgereinigt.
Alle selber produzierten Antikérper wurden auf Endotoxinfreiheit (< 0,1 EU/ug Protein)
via LAL-Test (Pierce, Thermo Scientific) untersucht.

4.3.1 FACS-Antikorper

FACS-Antikorper fiir humane Zellen

Antikérper Klon Firma
anti-CD11b, PB-labeled ICRF44 Becton Dickinson
anti-CD11c, FITC-labeled 3.9 eBioscience
anit-CD34, PE-labeled Immul33 Beckman-Coulter
anti-CD14, APC-labeled M5E2 Beckman-Coulter
anti-CD66b, FITC-labeled 80H3 Beckman-Coulter
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Antikérper

anti-CD80, FITC-labeled
anti-CD86, PE-labeled
anti-HLA-DR, PE-labeled
anti-TREM-1, FITC-labeled
FcR-Block

murines IgG1, FITC-labeled

Klon
L307.4
IT2.2
LN3
9H7

MOPC-31C

FACS-Antikorper fiir murine Zellen

Antikérper

anti-CD11b, PB-labeled
anti-CD45.2, FITC-labeled
anit-CD62L, PECyT7-labeled
anti-Gr-1, PE-labeled
FcR-Block

Klon
M1/70
104
MEL-14
1A8
CD16/32

4.3.2 Western Blot-Antikorper

Antikorper

anti-Akt

anti-Kaninchen-IgGG, HRP-labeled
anti-Maus-IgGG, HRP-labeled
anti-p38MAPK

anti-phospho-Akt
anti-phospho-p38SMAPK

4.3.3 ELISA-Antikorper

Klon
C67E7

polyklonal

193H12
3D7

Firma

Becton Dickinson
Becton Dickinson
eBioscience

eigene Herstellung
Miltenyi

Becton Dickinson

Firma
eBioscience
eBioscience
Becton Dickinson
eBioscience

eigene Herstellung

Firma

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling

Die Antikorper zur Quantifizierung von humanem IL-8 und TNFo wurden von R&D

Systems bezogen und der Albmunin-ELISA von Bethly Lab. Inc. Alle Kits wurden

entsprechend der Herstellerangaben verwendet.
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4.4 Verbrauchsmaterial

12- und 24-Wellplatten, steril (Greiner)

96-Well-Flach- und Rundbodenplatten, steril (Greiner)
96-Well-Maxisorflachbodenplatten, steril (Nunc)

Abdeckplatten, steril (Greiner)

Elektroporationskiivette, steril, 0,4 cm (Biorad)

FACS-Réhrchen, 0,6 und 5ml (Greiner)

Falcon-Rohrchen, steril, 15 und 50 ml (Greiner)

MACS-Séulen, steril, LS und MS (Miltenyi)

Petrischalen, steril (Gibco)

Pipettenspitzen, steril, 0,1-10ul, 10-200ul und 100- 1000 pl (StarLab)
ReaktionsgefaBe, steril, 0,5, 1,5 und 2ml (Eppendorf)

Schiffchen, steril (Corning Incorporated)

Serologische Glaspipetten, steril, 5, 10 und 25 ml (Techcolor Germany)
Serologische Plastikpipetten, steril, 5, 10 und 25 ml (Greiner)
Spritzen, steril, 5 und 10ml (BD Biosciences)

Sterilfilter, steril, 0,45 und 0,22 um (MillexTM-GP)

Zellsiebe, steril, 40 und 70 um (BD Biosciences)

4.5 Gerate

Chemidoc XRS (Biorad)

Durchflusszytometer: FACS LSRII und Canto (BD Biosciences)

Elektroporation: Genepulser II (Biorad)

ELISA-Washer: Immuno™ Wash-12 (Nunc)

Homogenisator: PT 2100 (Polytron)

Luminometer: TD-20/20 Singletube (Turner Designs)

MACS-Zubehor: MACS-Multistand, OctoMACS und QuadroMACS (Miltenyi)
Mehrkanal-Pipetten: 10-100ul (Eppendorf), 5-50pl und 50-300ul (Thermo Scientific)
Mikroliter-Pipetten: 0,2-2ul, 0,5-10ul, 10-100 ul, 20- 200 ul und 100- 1000 pul (Gilson)
Mikroskope: Lichtmikroskop CKX31 (Olympus)

Photometer: Spectra Fluor Plus (TECAN)

Tierbeatmungsgerét: MiniVent (Hugo Sachs)
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Waagen: Feinwaage PM2000 (Mettler) und Analysenwaage AE100 (Mettler)
Zentrifugen: Laborzentrifuge Multifuge 3L-R (Hereaus), Tischzentrifuge Biofuge pico
(Hereaus) und Ultrazentrifuge Centrikon T-1065 (Kontron Instruments)

4.6 Mausstamme

In den durchgefithrten Versuchen wurden ménnliche sowie weibliche Mause (lat.: Mus
musculus) des Stammes C57BL/6 oder 129/Sv/Pas verwendet. Dabei handelt es sich um
Wildtypstdmme, die nicht genetisch verdandert sind. Auflerdem wurde mit folgenden,
gentechnisch veranderten Mausstammen gearbeitet: im oxidativen Burst defiziente
pd7Phox-/-163] ynd gp91Phox/-164 Mause auf C57BL/6-Hintergrund (freundlicherweise
bereitgestellt von P. Wenzel, Zentrum fiir Thrombose und Hamostase, Universitdtsmedizin
Mainz), neutrophile Elastase defiziente ELANE Mause 198 auf 129/Sv/Pas-Hintergrund
und ADAMTS13 defiziente ADAMTS137- Mause 84 auf 129/Sv/Pas-Hintergrund
(freundlicherweise bereitgestellt von I. Scharrer, Zentrum fiir Thrombose und Héamostase,

Universitatsmedizin Mainz).

4.7 Zelllinie
4.7.1 5637

Die humane Harnblasenkarzinom-Zelllinie 5637 wurde in 180 cm? Zellkulturflaschen in
RPMI-Medium (Gibco) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.'*”l Die adhdrenten Zellen
wurden mit Trypsin/EDTA (Gibco) abgelost und mit einer Konzentration von 0,5x 10°
Zellen/ml in 30 ml ausgesit. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. Nach spatestens
weiteren 48 h wurde der Uberstand gesammelt, bei 2500 rpm fiir 10 min abzentrifugiert

und anschlieBend steril filtriert (0,22 ym), um 5637-Konditionsmedium zu erhalten.

4.7.2 MUTZ-3

Die humane AML Zelllinie MUTZ-3 wurde in MUTZ-3-Medium, welches zu 10 % mit
5637-Konditionsmedium (siehe Kap. 4.7.1) versetzt war, bei 37°C und 5% CO, in 12-
Well-Platten kultiviert.'%¢l Die Zellen wurden als Stock (5x 10° Zellen) in FCS mit 10 %
DMSO bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden sie iiber Nacht (0,5x10° Zellen/ml
in 2 ml) kultiviert. An Tag 1 und 3 wurde das Medium gewechselt und die Zellen in

einer Konzentration von 0,2 x 10 Zellen/ml in 2 ml ausgesit. An Tag 6 erfolgte die
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Stimulation, wie angegeben, in MUTZ-3-Medium ohne 5637-Konditionsmedium. Fiir die
Quantifizierung der Ca?*-Mobilisierung wurden die CD14* MUTZ-3-Zellen iiber CD14
Microbeads (Miltenyi) mittels MACS aufgereinigt. Es wurde eine Reinheit von tiber 90 %
an CD14" Zellen im FACS ermittelt (Daten nicht gezeigt).

4.8 Zellaufreinigung
4.8.1 Humane PMN

Humane PMN wurden mittels Dichtegradientzentrifugation aufgereinigt. Dazu wurde
gesunden Probanden nach Einverstandniserkldrung maximal 20 ml heparinisiertes bzw.
mit Natriumcitrat (11 mM) versetztes Blut durch einen Arzt entnommen. Das Blut wurde
tiber Polymorphprep (Axis-Shield) geschichtet (Verhéltnis 1:1) und bei 500 g fir 40 min
bei kleinster Beschleunigung zentrifugiert. So wurden zwei Banden erhalten. Die obere
enthalt PBMC und die untere die PMN. Die PMN-Bande wurden abgenommen und mit
PBS gewaschen (1600 rpm, 7min). Das erhaltene Pellet wurde zur Lyse von verbliebenen
Erythrozyten in 5 ml kaltem ACK-Puffer aufgenommen. Nach 5 min wurde zentrifugiert
(1800 rpm, 2min), die PMN in TM5 resuspendiert und ausgezéhlt (siehe Kap. 4.9). Zur
Quantifizierung der Reinheit wurde die erhaltenen Zellen hinsichtlich des humanen PMN-
Markers CD66b im FACS untersucht. Im Durchschnitt ergab sich eine Reinheit von tiber
94 % an CD66b™ Zellen (Daten nicht gezeigt).

4.8.2 Humane PBMC

Humane PBMC wurden mittels Dichtegradientzentrifugation isoliert. Hierfiir wurde
gesunden Probanden nach Einverstandniserkldrung maximal 20 ml heparinisiertes bzw.
mit Natriumcitrat (11 mM) versetztes Blut durch einen Arzt entnommen. Das Blut wurde
in PBS verdiinnt (Verhaltnis 1:1), iiber Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) geschichtet
(Verhéltnis 1:1) und bei 400 g fir 40 min bei kleinster Beschleunigung zentrifugiert. Die
Bande mit den PBMC wurden abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen (100 g,
10 min), um enthaltene Thrombozyten zu entfernen. Das erhaltenen Pellet wurde zur Lyse
von verbliebenen Erythrozyten in 5 ml kaltem ACK-Puffer aufgenommen. Nach 5 min
wurde zentrifugiert, die PBMC in TM5 resuspendiert und die Zellen ausgezahlt (siehe
Kap. 4.9).
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4.8.3 Humane CD14" Monozyten

Die CD14" Monozyten wurden aus humanen PBMC (siehe Kap. 4.8.1 und 4.8.2) durch
Aufreinigung mit CD14 Microbeads (Miltenyi) mittels MACS isoliert. Dazu wurden 107
PBMC in 80 ul MACS-Puffer mit 20 ul Microbeads versetzt, 15 min bei RT inkubiert
und nach dem Waschen mit MACS-Puffer millimeterweise auf eine MACS-Saule gegeben.
Nach zweimaligem Waschen mit 3 ml MACS-Puffer wurde die MACS-Saule aus dem
Magneten entfernt und die Monozyten mit einem sterilen Stempel eluiert. Die erhaltene
Suspension wurde abzentrifugiert (1700 rpm, 4 min), in TM5 resuspendiert und danach die
Lebendzellzahl bestimmt (siehe Kap. 4.9). Normalerweise konnte eine Reinheit von tber
92 % an CD14" Zellen, quantifiziert mittels FACS-Analyse, erreicht werden (Daten nicht

gezeigt).

4.8.4 Murine BM-PMN

PMN wurden aus dem Knochenmark (BM-PMN;, engl.: bone marrow-polymorphonuclear
leukocytes) von Mausen via MACS isoliert. Dazu wurden Femur und Tibia der Méuse
prapariert und das Knochenmark mittels 10 ml-Spritze mit MACS-Puffer herausgespiilt.
Nach Resuspendierung wurde die Einzelzellsupsenion iiber eine Zellsieb (40 um) gegeben,
abzentrifugiert (1700 rpm, 3min) und ausgezéhlt (siehe Kap. 4.9). 1x10® Zellen/ml wurden
10min mit biotinyliertem Ly6G /C-spezifischen Antikérper (Verdiinnung 1:1.000) inkubiert.
Nach dem Waschen wurden zu 1x 10® Zellen/ml Streptavidin-Beads (Miltenyi, Verdiinnung
1:40) fiir 10 min hinzugefiigt. Anschliefend wurde gewaschen, die Zellen erneut tiber ein
Zellsieb (40 um) gegeben und die erhaltene Zellsuspension millimeterweise auf eine MACS-
Saulen gegeben. Nach zweimaligem Waschen mit 2ml MACS-Puffer wurde die MACS-Séule
aus dem Magneten entfernt und die BM-PMN mit einem sterilen Stempel eluiert. Die
erhaltene Suspension wurde abzentrifugiert (1700 rpm, 3min), in TM5 aufgenommen und
danach die Lebendzellzahl bestimmt (siche Kap. 4.9). Die Reinheit der erhaltenen Zellen
wurde mittels FACS hinsichtlich der murinen PMN-Marker Gr-1* und CD11b™ analysiert

und betrug im Durchschnitt iiber 94 % (Daten nicht gezeigt).

4.9 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Separation der toten Zellen erfolgte durch Anfarbung mit Trypanblau, das in tote

Zellen eindringt und diese dann unter dem Lichtmikroskop blau erscheinen lasst.
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Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden 10ul Zellsuspension mit 90 ul Trypanblaulosung
(0,05 %) versetzt und anschlieBend mindestens zwei Grofiquadrate einer Neubauer-
Zéhlkammer ausgezahlt. Aus dem Durchschnittswert @, dem Verdinnungsfaktor F, dem

Kammerfaktor (10%) und dem Gesamtvolumen V in ml wurde mit der Gleichung

Gesamtzellzahl = @ - F'- 10* -V (1)

die Gesamtzellzahl ermittelt.

4.10 Pilzstamme und -kultivierung

Der A. fumigatus-Wildtypstamm 46645 wurde freundlicherweise von M. Gunzer (Mole-
kulare Immunologie, Universitat Duisburg-Essen) bereitgestellt. Kultiviert wurden sie in
Aspergillus-Minimalmedium (AMM) mit 1% Glukose als Kohlenstoffquelle.'"18 Dafiir
wurden Konidien auf AMM-Agarplatten vier Tage bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die
Konidien wurden dann mittels steriler Glasperlen und sterilem Wasser abgewaschen.[142:190)
Die erhaltene Sporensuspension wurde iiber ein Zellsieb (40 um) gegeben, abzentrifugiert
(4500 rpm, 5min) und in dest. Wasser aufgenommen. Diese Schritt wurde einmal wiederholt.

Die Konidien wurden mittels Neubauer-Zahlkammer ausgezéihlt, auf 500x 106 /ml eingestellt

und bei 4°C im Dunkeln gelagert.

4.11 Mausmodell fiir invasive Asperillose (IA)

107 A. fumigatus-Konidien wurden intratracheal (i.t.) verabreicht.® Dazu wurden die
Méuse mit Ketamin/Rompun betdubt (je nach Gewicht ca. 200ul/25g Maus intraperitoneal
[i.p.]) und anschlieBend fiir die i.t.-Intubation an ihren Vorderzihnen auf einer Rampe
fixiert. Mittels Kaltlichtquelle wurde dann in die Trachea ein 22 G Venenverweilkatheter
(B. Braun AG) eingefiihrt. In diesen wurden 100 pl Konidiensuspension (10* Konidien/ml)
gegeben, die von den M&ausen innerhalb von wenigen Sekunden eingeatmet wurden. Um die
Verteilung der Konidien in der Lunge zu verbessern, erfolgte eine mechanische Beatmung
(250 Atemziige/min, 300 ul/Atemziige) mit einem Tierbeatmungsgerét fir 2 min.

Die so infizierten Tiere wurden 14 Tage zur Erstellung einer Kaplan-Meier-Uberlebenskurve
beobachtet. Dabei wurde téglich der Infektionsgrad mittels eines murinen Graft-versus-
Host-Diseasemodells"192 beurteilt. Abhingig vom Grad der Erkrankung wurden ein

bis zwei Scoringpunkte fiir folgende Kriterien vergeben: Gewichtsverlust, Korperhaltung,
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Viabilitét, Fell- und Hautbeschaffenheit. Méause mit starken Erkankungssymptomen (iiber
sechs Scoringpunkte) oder starkem Gewichtsverlust (iiber 25 % vom Anfangsgewicht)
wurden mit CO4 abgetotet und der darauffolgende Tag als Todeszeitpunkt festgelegt. Zur
Depletion der PMN erhielten einige Tieren einen Tag vor Infektion 150 ug a-Gr-1 (Klon
RB6-8C5) oder 500 ug a-Ly6G (Klon 1A8) i.p.

4.11.1 Lungenhistologie

Einige Tiere wurde 24 h nach Infektion getétet, um die Lunge herauszupréparieren. Nach
Fixierung in 10 % Formalinlosung wurde die Lunge von der Core Facility Histologie
(Universitatsmedizin Mainz) in Paraffin eingebettet und anschlieSend Lungenschnitte
hergestellt. Diese wurden mit Hematoxylin und Eosin (H&E) angefiarbt, um die
Entziindungsreaktion zu beurteilen. Zur Detektion von Pilzen wurde eine Grocott-Gomori-

Silberfarbung durchgefiihrt.*!

4.11.2 Analyse von Blut und BAL-Fluid

24 h nach Infektion wurden einige Méuse abgetétet und direkt danach retroorbital geblutet.
Das Blut wurde in EDTA-Puffer aufgenommen und die Erythrozyten mit 3 ml ACK-Puffer
5min lysiert. Nach Zentrifugation (1800 rpm, 3 min) wurden die Zellen in FACS-Puffer
aufgenommen und entsprechend gefarbt (siehe Kap. 4.19). Die Lunge der abgetoteten
Mé&use wurde zudem mit 1 ml PBS gespiilt, um das BAL-Fluid zu erhalten. Dieses wurde
abzentrifugiert (1800 rpm, 3 min) und die BAL-Fluidiibersténde fiir weitere Analysen bei
-80°C gelagert. Die Zellen wurden in FACS-Puffer resuspendiert und entsprechend gefarbt
(siche Kap. 4.19).

4.11.3 in vivo-Pilzkilling in der Lunge

Zur Analyse der in vivo-Infektion der Lunge wurden einige Méuse 24 h nach Infektion
abgetotet. Anschliefend wurde die Lunge praparativ entfernt, in 1 ml kaltem PBS
aufgenommen und mechanisch zerkleinert. Von den erhaltenen Lungenhomogenaten
wurde die 1:500- und die 1:5000-Verdiinnung auf Sabouraud-4 %-Dextroseagarplatten
ausgestrichen. Nach 48 h bei 37 °C und 5 % CO, wurden die erhaltenen CFU (engl.:

colony-forming units) ausgezahlt.
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4.12 in vitro-Pilzkilling

Das Abtoten von A. fumigatus-Konidien wurde mittels modifiziertem XTT-Assay
analysiert.['®3 Dazu wurden 3 x 10* Konidien/ml mit 1x 10 BM-PMN /ml oder Medium
(TM5) inkubiert. Nach 4h bei 37°C und 5% COs wurde die Zellen durch Zugabe von
eiskaltem Wasser mit 0,1 % Tween 20 lysiert. Nach zweimaligem Waschen mit sterilem
Wasser wurden die Konidien 20 h bei 37 °C inkubiert. Die erhaltenen Hyphen wurden
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 140 ul XTT-Losung versetzt. Nach ca.
2h wurden 100yl XTT-Losung abgenommen und die Absorption bei 450 nm photometrisch
(TECAN Reader) quantifiziert. Die Pilzviabilitat wurde wie folgt berechnet

Absorptiona  fumigat pMN — Absorptiongp, d
Pilzviabilitat in % = - fumigatus + intergrun

100. (2
AbSOI‘ptiODA. fumigatus allein — AbsorptionHintergrund ( )

4.13 Luziferase-Reporterassays

Die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NFxB und NFAT kann durch in die Zellen
eingebracht Plasmide quantifiziert werden. Diese bestehen meist aus einem Minimalpro-
motor, der eine TATA-Box und mehrere, hintereinander liegende Bindungsstellen fiir den
zu untersuchenden Transkriptionsfaktor aufweist sowie einem Luziferasegen wie z.B. aus
Photinus pyralis. Als interne Kontrolle dient meist ein Plasmid, das eine zweite Luziferase
beispielsweise aus Renilla reniformis unter einer konstitutiv aktiven Thymidinkinase tragt.
In einem Dual-Luziferase-Reporterassay kann dann die Lumineszenz beider Luziferasen
nacheinander in der gleichen Probe gemessen werden, wobei die zweite Luziferase als
interner Standard dient.

MUTZ-3-Zellen wurden in MEMa mit Ribo- und Desoxyribonukleotiden (Gibco) ohne
weiteren Zusitze aufgenommen (10 x 10° Zellen/400 ul). In einer 0,4 cm Elektroporati-
onskiivette wurden 400 yl Zellsuspension mittels einer Spannung von 266 V und einer
Kapazitat von 950 uF elektroporiert, wobei 12,5 ug/ml Plasmid des zu untersuchenden
Transkriptionsfaktors und 1,25 ug/ml Kontrollplasmid (pRL-TK) eingebracht wurden.
Anschliefend wurden die transfizierten Zellen (1,25x 10%/ml) in MUTZ-Medium in einer
12-Wellplatte 3h bei 37°C und 5% CO5 ruhen gelassen. Die Stimulation erfolgte danach
in 24-Wellplatten in MUTZ-Medium fiir 6 h.

Die Quantifizierung der Luziferaseaktivitat erfolgte mittels Dual-Luziferase-Reporterassy
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entsprechend der Herstellerangaben. Dazu wurden die Zellen nach Stimulation in 1,5 ml
Eppis tberfithrt, mit PBS gewaschen (4000 rpm, 4 min) und in 30 ul Passive-Lysepuffer
aufgenommen und danach bei -20°C gelagert. AnschlieBend wurden die Zellen aufgetaut,
30min bei 4°C auf dem Schiittler inkubiert und dann nicht lysierte Bestandteile 10 min
bei 13000 rpm abzentrifugiert. Von den erhaltenen Zellextrakten wurden 10 ul mit 50 yl
Photinussubstrat LARII versetzt und die Lumineszenz quantifiziert. Direkt danach wurden
50 ul Stop&Glo-Substrat hinzugegeben um die Renilla-Lumineszenz zu detektieren. Die
jeweiligen Werte der Photinus-Lumineszenz wurden auf die dazugehorigen Werte der
Renilla-Lumineszenz (interner Standard) normiert und dann die Luziferaseaktivitét relativ

zur unstimulierten Kontrolle berechnet.

4.13.1 Reportergenplasmide

pRL-TK (Promega)
NF-xB-Reportergenplasmid entsprechend Toth et al. 194
NFAT-Reportergenplasmid (Stratagen, NFAT cis-Reporting System )

4.14 Zellstimulation
4.14.1 TREM-1-Stimulation

Anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikérper bzw. deren F(ab’),-Fragmente (jeweils 10 ug/ml)
wurden an 96-Well-Flachboden-, 12-Well- oder 24-Wellplatten zur Quervernetzung
(Crosslinking) gecoated (angehaftet). Zur Messung der Ca**-Mobilisierung erfolgte das
Crosslinking von murinem anti-TREM-1 oder Kontrollantikérper (jeweils 10 ug/ml) mittels
anti-Maus F(ab’)2(20 pg/ml). Stimuli wurden, wie angegeben, hinzugefiigt. Fir die
Untersuchung von Monozyten wurden fiir die Western Blot-Analyse CD14" Monozyten
verwendet und fiir die ELISA-Messung PBMC.

4.14.2 Inhibitorstudien

Die Inhibitoren fur PI3K (15uM LY294002) und p38-MAPK (fir PMN 20 uM, MUTZ-
3-Zellen und Monozyten 60 uM SB203580) wurden 20 min vor der Zellstimulation zu
denen Zellen hinzugefiigt. Alle Inhibitoren wurden sorgfiltig titriert und nur nicht toxische

Konzentrationen verwendet, wobei die Zellviabilitat der MUTZ-3-Zellen mittels MTS-Test
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(Promega), apoptotische Monozyten mittels Nicoletti-Assay und apoptotische PMN durch
Anfarbung mit PI analysiert wurden (siehe Kap. 4.17).

4.14.3 Stimulation von murinen BM-PMN

BM-PMN wurden fiir 4 h mit den angegebenen Stimuli inkubiert. Fiir die Experimente
mit A. fumigatus wurde mit 10° Konidien/ml oder 10° Konidien/ml, die fiir 20 h bei 37°C

zu Hyphen ausgereift wurden, inkubiert.

4.15 Detektion des oxidativen Burst

Durch den oxidativen Burst kommt es zur Produktion von Sauerstoffradikalen (siehe
Kap. 2.2.1). Diese konnen mittels DCFH-DA detektiert werden, da Sauerstoffradikale vom
DCFH-DA ein Wasserstoffatom abspalten, wodurch dieses anfingt griin zu fluoreszieren. 199!
Dihydrorhodamin 123 (DHR-123) ist ebenfalls ein nichtfluoreszierendes Fluorophor zur
Detektion von ROS. Bei Anwesenheit dieser wird es zu kationischem Rhodamin 123
oxidiert, das in Mitochondrien gespeichert wird und griin fluoresziert.

2 x 10° humane PMN/Well bzw. 10° murine BM-PMN/Well wurde in einer 96-Well-
Flachbodenplatte in Anwesenheit von 3,5 bzw. 8 3nM DCFH-DA stimuliert. Die Kinetik
der freigesetzten Sauerstoffradikale wurde anhand der auftretenden Fluoreszenz von DFCH-
DA im TECAN Reader fiir 180 min alle 5min detektiert. AnschlieBend wurde die spezifische
Fluoreszenz (SFI) durch Subtraktion der Fluoreszenz von unstimulierten Zellen ermittelt.
Fiir die Detektion des oxidativen Burst mittels DHR-123 wurden 10° murine BM-PMN /Well
in einer 96-Well-Flachbodenplatte in Anwesenheit von 2uyM DHR-123 stimuliert. Nach

30 min wurde zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Anschliefend wurden die Proben im

FACS analysiert.

4.16 Analyse der Ca?t-Mobilisierung

CD147" aufgereinigte MUTZ-3-Zellen oder Monozyten sowie PMN wurden mit dem Ca®"-
sensitiven Fluorophor Fluo-3/AM (Molecular Probes) markiert. Dazu wurden 1 x 10°
Zellen/ml fir 60 min mit 2 uM Fluo-3/AM inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
wurde der Ca?*-Flux von 1x10°% Zellen/ml im FACS fiir 6 min analysiert. Nach 30 sek

Quantifizierung des Hintergrundsignals wurde anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikérper
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(10 ug/ml) hinzugefigt, fir 30 sek detektiert und dann iiber die Zugabe von anti-Maus
F(ab’)s (20 ug/ml) quervernetzt.

4.17 Analyse von Zellviabilitat und Apoptose

MTS-Assay: Nach Stimulation in Ab- und Anwesenheit der Inhibitoren in 96-
Wellplatten (200 ul/Well) wurden 100 pl zellfreier Uberstand abgenommen und 20 ul/Well
MTS-Substrat (CellTiter 96® AQueous-Assay, Promega) hinzugegeben. Nach 1 bis 2 h
Inkubation bei 37°C und 5% COg wurde der auftretende Farbumschlag von gelb zu braun
als Absorption bei 490 nm im Photometer (TECAN Reader) gemessen. Die Zellviabilitat

wurde dann relativ zu mit Kontroll-Antikorper stimulierten Zellen berechnet.

Nicoletti-Assay: Der Apoptosetest nach Nicoletti'®! beruht auf der hypotonen Lyse
der Zellen und anschliefender Markierung intakter DNA durch PI. Letzteres interkaliert in
stochiometrischen Mengen in DNA-Doppelstriange. Bei spaten Apoptosestadien kommt es
zur Fragmentierung der DNA-Doppelstrange, die dann mittels PI als breiter, subdiploider
Peak im FACS detektiert werden.

Die Zellen wurden in 100ml Nicoletti-Puffer fiir min. 2h bei 4°C inkubiert und anschlieSend
im FACS analysiert.

4.18 Messung von Chemokinen und Zytokinen (ELISA)

Mittels ELISA (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay) kénnen losliche Proteine
und niedermolekulare Verbindungen wie Hormone, Toxine und Pestizide in einer Probe
quantitativ nachgewiesen werden. Die hier angewandte Technik wird auch als Sandwich-
ELISA bezeichnet, da die Detektion iiber zwei verschiedene Antikorper erfolgt. Dabei wird
der erste Antikorper (Coating-Antikorper) an eine stationére Phase gebunden, Coating
genannt. Nach Blockierung freier Bindungsstellen zur Vermeidung unspezifischer Bindungen
wird die zu untersuchende Probe aufgetragen. Anschliefend erfolgt die Detektion iiber
einen zweiten, biotinylierten Antikorper, der ein anderes Antigenepitop erkennt. An dessen
Botin bindet im néchsten Schritt eine Meerrettichperoxidase (HRP, engl.: horseradish
peroxidase) oder alkalische Phosphatase, die iiber ein passendes, chromogenes Substrat
detektiert werden kann.

96-Well-Maxisorbplatten wurden iiber Nacht bei RT mit einem spezifischen Capture-
Antikérper (100 pl/Well, Verdiinnung in PBS) gecoated. Anschliefend wurde dieser
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abgeschiittet und 200 ul/Well ELISA-Blockpuffer hinzugegeben. Nach 1h wurde dreimal
mit PBST gewaschen, jeweils 100 pl verdiinnter Zelliberstande (IL-8: MUTZ-3-Zellen
1:20, PBMC 1:200, PMN 1:10; TNFo: MUTZ-3-Zellen 1:2, PBMC 1:10) oder der
entsprechende Standard aufgetragen und 2 h inkubiert. Anschliefend wurde dreimal mit
PBST gewaschen und der spezifische, biotinylierte Detektionsantikorper fiir 2h hinzugefiigt.
Nach dreimaligem Waschen mit PBST wurde fiir 30 min mit Streptavidin-gekoppelter
HRP (Verdiinnung 1:1.000) inkubiert, anschlieend erneut dreimal mit PBST gewaschen
und das gesuchte Zytokin mittels 80 ul TMB detektiert. Die dabei auftretende Blaufarbung
wurde durch Zugabe von 80ul 2M HySO,4 abgestoppt, was zu einem Farbumschlag nach
gelb fithrte. Die Absorption wurde mit einem Photometer (TECAN Reader) bei 450 nm
gemessen. Durch die Farbintensitat des Standards konnte via Regressionsgerade die genaue

Konzentration an Zytokin errechnet werden.

4.19 Durchflusszytometrie (FACS)

Mittels Durchflusszytometrie (FACS, engl.: fluorescence activated cell sorting) kénnen
bei gleichzeitiger Mehrfachfarbung mit fluorophormarkierten, monoklonalen Antikérpern
unterschiedliche Zellmarker analysiert werden.

Fiir die FACS-Analyse wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugati-
on bei 1800 rpm, 2min). AnschlieBend wurde mit den entsprechenden, fluorophormarkierten
Antikorpern und gegebenenfalls mit Fc-Block bei 4° C in einer 96-Well-Rundbodenplatte
inkubiert. Nach 30 min wurde zweimal gewaschen, die erhaltenen Proben in 100ul FACS-
Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 1ul PI-Lésung zur Lebend-Tot-Unterscheidung
mittels FACS LSR II (Becton Dickinson) analysiert. Die Bestimmung der absoluten Zellzahl
erfolgte mittels Counting-Beads (Beckman-Coulter) entsprechend den Herstellerangaben.

Die erhaltenen Daten wurde mittels FlowJo-Software (V8.8.7, Tree Star Inc.) ausgewertet.

4.20 SDS-PAGE und Western Blot-Analyse
4.20.1 Zelllyse

Zellen wurden in Harnstoff-Lysepuffer, der zusétzlich die Phosphataseinhibitoren Na-
triumfluorid (5 mM) und Natriumorthovanadat (0,5 mM) sowie die Proteaseinhibitoren
PMSF (10 mM) und Complete-Protease-Inhibitorcocktail enthielt, nach Waschen mit
PBS fiir 30 min auf Eis lysiert (10 x 10° Zellen/ml). AnschlieBend wurden Zellkern
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sowie Zellmembranbestandteile durch Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min von
zytoplasmatischen Proteinen abgetrennt. Der Uberstand (Zelllysate) wurde abgenommen
und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Test (Pierce, 660 nm) entsprechend der
Herstellerangaben bestimmt. Dazu wurden 10 ul Probe mit 150 ul Bradfordreagenz versetzt
und dann die Absorption bei 660 nm quantifiziert. Die Proteinkonzentration wurde anhand

einer BSA-Standardgeraden ermittelt. Die erhaltenen Zelllysate wurden bei -80°C gelagert.

4.20.2 SDS-Gel-Elektrophorese

Mittels SDS-PAGE (engl.: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)
werden Proteine nach ihrer Molekiilmasse im elektrischen Feld aufgetrennt. Durch den
Zusatz von SDS, einem anionischen Tensid, werden die Proteine negativ geladen und
konnen anschliefend im elektrischen Feld wandern. Als Trennmittel dient ein Gel auf
Polyacrylamidbasis, in welchem léngere und damit groferen Proteine langsamer wandern
als kleinere.

Das SDS-Gel setzt sich aus Sammelgel, welches die ,, Taschen“ zum Beladen des Gels
aufweist, und Trenngel, das je nach Polyacrylamidanteil bestimmte Proteingréfien sauber
auftrennt, zusammen. Fir die in dieser Arbeit meistens verwendeten 12 %-Trenngele
wurden 3,04 ml dest. Wasser, 3,76 ml 1 M Tris pH 8, 100pul 10 % (w/v) SDS-Losung, 3 ml
Acrylamid, 20ul TEMED und 80pl 10 % APS (w/v) vermengt und fiir das Sammelgel 6,4ml
dest. Wasser, 2,4ml 0,5 M Tris pH 6,8, 100ul 10 % (w/v) SDS-Lésung, 1 ml Acrylamid,
20l TEMED und 80ul 10 % APS (w/v).

Fiir die SDS-Gel-Elektrophorese wurden die Zelllysate (10 ufir MUTZ-3-Zellen und 5 ug
fir Monozyten und PMN) mit SDS Ladepuffer (Vierfachkonzentrat) versetzt und 10 min
bei 95 °C aufgekocht. Anschlieffend erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung mittels
MINI PROTEAN 3 2-D Elektrophoresekammern.

4.20.3 Western Blot-Analyse

Zur Detektion verschiedener Proteine mittels Antikoérpern wurden die gelelektrophoretisch
aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert, auch Western Blot genannt.
Dabei erfolgt der Transfer der negativ geladenen Proteine vom SDS-PAGE auf die Membran
durch einen elektrischen Fluss.

Die PVDF-Membran (0,2uM, Merck Millipore) wurde 25sek in Methanol aktiviert und

anschliefend 2 min mit Western-Blot-Puffer gewaschen. Dann wurden die Proteine vom
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SDS-PAGE auf die PVDF-Membran geblottet (ca. 40 min bei 24V und 600 mA). Danach
wurde die geblottete Membran 1h bei RT mit PBST mit 5% (w/v) Milchpulver blockiert,
dreimal mit PBST gewaschen und tiber Nacht bei 4 °C auf dem Schittler mit dem
Primérantikérper in PBST mit 5% (w/v) BSA inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
PBST erfolgte die Inkubation mit einem HRP-gekoppeltem Sekundarantikérper fiir 1h
bei RT in PBST mit 5% (w/v) BSA. Danach wurde zweimal mit PBST und zweimal
mit PBS gewaschen. Die Proteine wurden anschlieBend mittels ECL-Detektionssytem
(Pierce) sichtbar gemacht und im Chemidoc quantifiziert. Die Auswertung der Western

Blots erfolgte iiber Image Lab (Bio-Rad, Version 4).

4.20.4 Stripping

Um mehrere, verschiedene Proteine auf einer Membran zu detektieren, kann diese nach
erfolgter Western Blot-Analyse gestrippt werden. Dabei werden die angehafteten Antikorper
abgewaschen.

Zum Stripping wurde die PVDF-Membran fiir 30 min bei 56 min mit Stripping-Puffer
inkubiert. Anschliefend wurde viermal mit PBST gewaschen, erneut mit PBST mit 5%
(w/v) Milchpulver blockiert und das gewtinschte Protein, wie unter Kap. 4.20.3 beschrieben,

analysiert.

4.21 Auswertung und statistische Analyse

Die Auswertung erfolgte, soweit nicht anders gekennzeichnet, mit Excel (Microsoft Office
2010). Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism (Version 5) durchgefiihrt.
Unterschiedliche Gruppen wurden beim Vergleich von zwei Gruppen per two-tailed
Student’s-t-Test analysiert. Beim Vergleich von mehreren Gruppen wurde der one-way
ANOVA-Test mit Bonferroni’s Posttest verwendet. Als statistisch signifikant wurden

p-Werte kleiner als 0,05 gewertet.
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5 Ergebnisse

5.1 Sich gegenseitig beeinflussende Signalkaskaden von

TREM-1 und TLR bzw. NLR in monozytiaren Zellen
5.1.1 Die AML-Zelllinie MUTZ-3 exprimiert TREM-1 funktionell

In PMN sind die Kinasen PI3K und p38-MAPK wichtige Regulatoren der Signaltrans-
duktion von TREM-1.'! Um dies in monozytéren Zellen zu validieren, wurde nach einer
TREM-1 exprimierenden Zelllinie gesucht. So sollten spenderabhéngige Diskrepanzen
vermieden werden, die bei Experimenten mit priméren Zellen auftreten kénnen. Um zudem

in vitro-Artefakte, verursacht durch ektopische Rezeptorexpression, zu unterbinden, sollte
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Abbildung 7: TREM-1 wird von CD14T MUTZ-3 Zellen funktionell exprimiert. (A)
Die Expression des Oberflachenmolekiils CD14 unterteilt MUTZ-3-Zellen in zwei Subpopulationen.
(B) Die TREM-1-Expression (schwarze Linie) auf CD14™ und CD14" MUTZ-3-Zellen oder auf
CD14% Monozyten wurde im Vergleich zu einer Isotypkontrolle (grau hinterlegt) analysiert. (C)
Die Expression des TREM-1-Adaptermolekiils DAP12 (schwarze Linie) wurde auf CD14™ und
CD141 MUTZ-3-Zellen untersucht. Als Kontrolle diente ein Isotyp-Antikérper (grau hinterlegt).
(D) MUTZ-3-Zellen (0,5 x 10%/ml) wurden mit Plastik-coated anti-TREM-1 bzw. Kontroll-
Antiképer oder deren F(ab’)s-Fragmenten, humanen IgG (jeweils 10 ug/ml) oder LPS (100 ng/ml)
stimuliert. Nach 16 h wurde die Freisetzung von IL-8 mittels ELISA quantifiziert. Gezeigt ist
ein reprasentativer Versuch von drei unabhéngigen Experimenten. (*) zeigt einen signifikanten
Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen Student’s-¢-Test.
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die Zelllinie TREM-1 natiirlicherweise exprimieren.

CD14" Monozyten exprimieren TREM-1 konstitutiv.’” Da die monozytire AML-
Zelllinie MUTZ-3 eine CD14" Population aufweist, wurde die TREM-1-Expression
mittels Durchflusszytometrie (FACS, engl.: fluorescence activated cell sorting) untersucht.
Konsistent mit den Literaturdaten untergliederten sich die MUTZ-3-Zellen in drei
verschiedene Subpopulationen, die sich hinsichtlich der Oberflichenmolekiile CD14 und
CD34 unterscheiden™%1%! Dabei sind CD14" CD34% Zellen proliferierend und CD14
CD34 sowie CD14% CD34 MUTZ-3-Zellen nicht proliferierend. Durch Gating auf die
CD14" MUTZ-3-Population (siehe Abb. 7A) konnte auf dieser eine TREM-1-Expression im
Vergleich zur Isotypkontrolle nachgewiesen werden, die nicht auf CD14" Zellen detektierbar
war (siehe Abb. 7B). Gegeniiber der TREM-1-Expression auf primédren Monozyten war
diese aber eher schwach. Fiir eine funktionierende Signaltransduktion iiber TREM-1 ist das
assoziierte Adaptermolekiile DAP12 essentiell.’” Aus diesem Grund wurde die Expression
dieses Molekiils in MUTZ-3-Zellen untersucht (siehe Abb. 7C). Als wichtige Bedingung fiir
weitere Studien und im Gegensatz zur Expression von TREM-1 und CD14 wurde DAP12
in CD14" sowie CD141t MUTZ-3-Zellen detektiert.

In Monozyten induziert die TREM-1-Ligation eine Vielzahl von Effektormechanismen.
Unter anderem kommt es zur Ausschiittung von proinflammatorischen Mediatoren wie I1-8
und TNFo.09 Um die Funktionalitit von TREM-1 auf MUTZ-3-Zellen zu tiberpriifen,
wurden diese mit einem murinen TREM-1-Antikérper (anti-TREM-1) inkubiert. Damit
dieser stimulierend wirkt, muss er durch Anhaftung (Coating) an die Oberfliche der
Plastikplatten (Wells), in denen die Zellen stimuliert werden, oder tiber ein anti-Maus
F(ab)s quervernetzt (crosslinked) werden. Nach TREM-1-Stimulation wurde dann die
Ausschiittung von IL-8 und TNFa mittels ELISA (engl.: enzyme linked immunosorbent
assay) quantifiziert. Als Kontrolle diente ein Isotyp-Antikorper, welcher ein irrelevantes
Antigen erkennt, und nicht stimulierend wirkt (Kontroll-Antikérper) sowie der TLR4-
Agonist LPS. Wie in Abb. 7D gezeigt, wurde eine TREM-1-spezifische Freisetzung von
IL-8 detektiert, verglichen mit dem Kontroll-Antikérper, die ungefdhr das Niveau der
LPS-Stimulation erreichte. Es konnte jedoch keine TREM-1-induzierte Ausschiittung
von TNFa in MUTZ-3-Zellen gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Da die MUTZ-
3-Zellen den IgG-Rezeptor CD64 exprimieren und dariiber stimuliert werden konnten,
wurde uberpriift, ob die induzierte IL-8-Ausschiittung durch eine Fc-Rezeptor abhéngige

Aktivierung erfolgte. Dazu wurden F(ab’)s-Fragmente der beiden verwendeten Antikorper
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erzeugt und anschlieend die Zellen mit diesen stimuliert (siche Abb. 7D). Es konnte
erneut eine TREM-1-abhéngige IL-8-Ausschiittung quantifiziert werden.

Da CD14% MUTZ-3-Zellen TREM-1 sowie das fiir die TREM-1-Signalweiterleitung
essentielle Adaptermolekiil DAP12 aufweisen und der Rezeptor funktionell ist, wurde im

Folgenden die Signaltransduktion von TREM-1 in MUTZ-3-Zellen detailliert untersucht.

5.1.2 Ligation von TREM-1 induziert die Phosphorylierung von Akt und
p38-MAPK in monozytaren Zellen

Die Ligation von TREM-1 fithrt in PMN und Monozyten zur Phosphorylierung von
ERK1/2 und PLCxy.[P0109110) Ty PMN sind zudem die Kinase PI3K und die MAP-Kinase
p38-MAPK von zentraler Bedeutung.'%"% Aus diesem Grund wurde in MUTZ-3-Zellen
die Phosphorylierung von Akt, das ein direkt nachgeschaltetes Signalmolekiil von PI3K
im PI3K/Akt-Signalweg ist, und p38-MAPK nach TREM-1-Aktivierung analysiert. Dazu
wurden MUTZ-3-Zellen mit anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikérper stimuliert und die
zeitabhangige Phosphorylierung der jeweiligen Signalmolekiile durch eine Western Blot-
Analyse untersucht.

Wie in Abb. 8 A dargestellt, fithrte die TREM-1-Stimulation in MUTZ-3-Zellen zu einer
Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK, die nach ca. 10 min startete. Die Inkubation mit
dem Kontroll-Antikorper resultierte dagegen nur in einer leichten Hintergrundaktivierung.

Dies beweist, dass die beiden Signalmolekiile Akt und p38-MAPK an der TREM-1
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Abbildung 8: Die TREM-1-Stimulation fiihrt zur Phosphorylierung von Akt und
p38-MAPK in monozytiren Zellen. MUTZ-3-Zellen (A) oder CD14" Monozyten (B, jeweils
1x10%/ml) wurden mit Plastik-coated anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikérper (jeweils 10 ug/ml)
stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und die Proteine tiiber
ein 12 % SDS-Gel separiert. Anschlieflend erfolgte die Analyse von phosphorylierten (p-) und
gesamten Akt (ges.) oder p38-MAPK mittels Western Blot. Gezeigt ist ein reprisentatives, von
drei unabhingigen Experimenten.

49



5 ERGEBNISSE

induzierten Signaltransduktion in MUTZ-3-Zellen beteiligt sind. Um die erhaltenen Daten
mit der Aktivierung von Akt und p38-MAPK in priméren Monozyten zu vergleichen,
wurden diese analog zu den MUTZ-3-Zellen stimuliert (siche Abb. 8 B). Dabei konnte in
Monozyten ein dhnliches Aktivierungsmuster von Akt und p38-MAPK, wie in MUTZ-3-
Zellen, nachgewiesen werden. So war eine Phosphorylierung von p38-MAPK nach 10 min
detektierbar. Nur die Aktivierung von Akt begann im Gegensatz zu MUTZ-3-Zellen erst
nach 30 min. Dies beweist, dass PI3K und p38-MAPK essentielle Molekiile fir die TREM-
1-Signalweiterleitung in monozytéaren Zellen sind. Zudem ist deren Aktivierungsmuster
in MUTZ-3-Zellen und priméren Monozyten fast identisch. Als Ladekontrolle diente die
Detektion vom gesamten Akt und p38-MAPK, wobei sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Zeitpunkten fiir die beiden monozytéaren Zellen ergaben.

5.1.3 PI3K und p38-MAPK sind zentrale, regulatorische Molekiile der
TREM-1-Signaltransduktion

In PMN induziert die Ligation von TREM-1 die Aktivierung von zwei unterschiedlichen

1091 Da die exakten

Signalwegen, die entweder von PI3K oder p38-MAPK abhingig sind.|
Signalwege von PISK und p38-MAPK nach TREM-1-Aktivierung in monozytéaren Zellen
noch nicht hinreichend untersucht sind, erfolgte dies in MUTZ-3-Zellen und priméaren
Monozyten. Dazu wurden die Zellen mit anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikoérper in An-
und Abwesenheit der Inhibitoren fiir PI3K oder p38-MAPK stimuliert und nach 3 und
30 min die Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK quantifiziert.

In monozytaren Zellen und PMN wurde eine TREM-1-abhéngige Phosphorylierung von
Akt und p38-MAPK im Vergleich zum Kontroll-Antikorper detektiert (sieche Abb. 9 A bis
C). Erwartungsgeméafl war in MUTZ-3-Zellen keine Aktivierung von Akt bei Anwesenheit
des PI3K-Inhibitors nachweisbar (siche Abb. 9 A). Uberraschenderweise war auflerdem
bei Inhibierung von PI3K fast keine Phosphorylierung von p38-MAPK nachweisbar. Dies
deutet darauf hin, dass PI3K neben Akt auch die Aktivierung von p38-MAPK in MUTZ-3-
Zellen beeinflusst. Da umgekehrt der p38-MAPK-Inhibitor auch die Akt-Phosphorylierung
reduzierte, kann auf eine bidirektionale Verbindung beider Kinasen geschlossen werden.
Abb. 9B zeigt, dass in Monozyten ebenfalls keine Aktivierung von Akt nach Inhibierung
von PI3K nachweisbar war. Im Gegensatz zu MUTZ-3-Zellen wurde jedoch die Phos-
phorylierung von p38-MAPK durch den PI3K-Inhibitor nicht vermindert, sondern nach

30 min sogar noch verstarkt, verglichen mit dem Phosphorylierungsmuster bei Stimulation
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mit anti-TREM-1. Dies weist auf eine kompensatorische Aktivierung vom p38-MAPK-
Signalweg hin. Ubereinstimmend mit den Resultaten in MUTZ-3-Zellen konnte nach
p38-MAPK-Inhibierung in Monozyten keine Aktivierung von Akt quantifiziert werden.
Dadurch ergibt sich fiir die TREM-1-Signalkaskade in monozytéaren Zellen folgendes: die
Aktivierung von p38-MAPK muss vor der Akt-Phosphorylierung erfolgen.

In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten wurde in PMN durch TREM-1-Stimulation
die Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK induziert (siche Abb. 9 C).['9110] Dabei
reduzierte der PI3K-Inhibitor die Akt-Phosphorylierung aber nicht die p38-MAPK-

(109] kein Einfluss

Aktivitdt. Zudem konnte in Ubereinstimmung mit Haselmayer et al.
des p38-MAPK-Inhibitors auf die Akt-Phosphorylierung nachgewiesen werden.

Der p38-MAPK-Inhibitor SB203580 unterbindet nicht die Phosphorylierung von p38-
MAPK, sondern verhindert die nachgeschalteten Signale.'” Deswegen hatte der Inhibitor

keinen Einfluss auf die p38-MAPK-Phosphorylierung in priméren Monozyten und PMN

A MUTZ-3 B Monozyten C PMN
anti-TREM-1 Kontr. anti-TREM-1 Kontr. anti-TREM-1 Kontr.
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Abbildung 9: PI3K und p38-MAPK regulieren die TREM-1-induzierte Aktivierung
von Akt in monozytiren Zellen. MUTZ-3-Zellen (A, C), Monozyten (B, E) oder PMN (C,
F) wurden mit Plastik-coated anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikorper (jeweils 10 ug/ml) in Ab-
oder Anwesenheit vom PI3K-Inhibitor (L'Y294002, LY) oder p38-MAPK-Inhibitor (SB203580,
SB) stimuliert. (A - C) Die Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK wurde auf MUTZ-3-Zellen
(A), Monozyten (B) oder PMN (C, jeweils 1x 10°/ml) nach 3 und 30 min analysiert. Gezeigt sind
die représentativen Resultate von zwei (A, B) oder einem (C) Versuch. (D-F) Die Ausschiittung
von IL-8 wurde nach 16 h fiir MUTZ-3-Zellen (D, 0,5x 10/ml) oder nach 8h fiir Monozyten (E)
und PMN (F, jeweils 1x10%/ml) mittels ELISA quantifiziert. Dargestellt sind die kumulierten
Werte (D) oder eine reprasentativer Versuch von drei unabhéngigen Experimenten plus SD. nd,
nicht detektierbar. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen
one-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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und induzierte nur eine leichte Verminderung der p38-MAPK-Phosphorylierung in MUTZ-
3-Zellen (siche Abb. 9A-C).

Zur Analyse der biologischen Relevanz von PI3K und p38-MAPK im TREM-1-Signalweg
wurde der Einfluss beider Kinasen auf die durch TREM-1 induzierte Ausschiittung von
IL-8 analysiert. Dazu wurden MUTZ-3-Zellen, Monozyten und PMN mit anti-TREM-1
oder Kontrollantikorper in Ab- und Anwesenheit der spezifischen Inhibitoren fiir PISK
und p38-MAPK stimuliert. Wie in Abb. 9 D -F dargestellt, kam es in MUTZ-3-Zellen,
Monozyten und PMN zu einer TREM-1-spezifischen IL-8-Freisetzung, verglichen mit dem
Kontroll-Antikérper. Die Anwesenheit der Inhibitoren fir PISK oder p38-MAPK fiihrte zu
einer signifikanten Reduzierung der TREM-1-induzierten IL-8-Produktion in allen Zellen,
was die biologische Relevanz von PISK und p38-MAPK in der TREM-1-Signalkaskade
belegt. Da sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Stimulation mit anti-TREM-1
und anti-TREM-1 plus DMSO ergaben, konnten Effekte des Losungsmittels DMSO, in
welchem beide Inhibitoren gelost waren, auf die IL-8-Freisetzung ausgeschlossen werden.
Um toxische Nebeneffekte der Inhibitoren, die ebenfalls eine reduzierte Ausschiittung von
IL-8 verursachen konnen, auszuschlieSen, wurde die Zellviabilitat von MUTZ-3-Zellen,

Monozyten und PMN nach Inkubation mit den Inhibitoren ermittelt (siche Abb. 10). Es

A MUTZ-3 B Monozyten C PMN

Kontr. Kontr. Kontr.

- Medium * - Medium * _ | Medium
= = |
o LY i LY o

[ [ o LY
= = =
5 5 £

SB SB © SB

0 25 50 75 100 0 20 40 60 80 0 2 4 6 8 10
% lebende Zellen % apoptotische Zellen

% apoptotische Zellen

Abbildung 10: Nur der Inhibitor fiir PISK besitzt leicht toxische Nebenwirkungen
auf monozytire Zellen. Die Zellviabilitdt von MUTZ-3-Zellen (A), Monozyten (B) oder PMN
(C) wurden nach Stimulation mit Plastik-coated anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikérper (jeweils
10 yg/ml) in Ab- oder Anwesenheit vom PI3K-Inhibitor (LY294002, LY) oder p38-MAPK-
Inhibitor (SB203580, SB) untersucht. (A) Die Viabilitdt von MUTZ-3-Zellen wurde nach 16 h
mittels MTS-Assay relativ zu den mit Kontroll-Antikérper behandelten Zellen analysiert. (B) Der
Anteil apoptotischer Monozyten wurde mittels Nicoletti-Assay nach 8 h im FACS bestimmt. (C)
Der Anteil an apoptotischen PMN wurde nach 8 h mit PI im FACS gemessen. Dargestellt sind die
kumulierten Werte (A) oder ein reprisentativer Versuch von zwei unabhéngigen Experimenten
plus SD. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen one-way
ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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ergaben sich nur leicht toxische Effekte des PI3K-Inhibitors auf monozytéaren Zellen.

5.1.4 Die Signalweiterleitung von TREM-1 ist abhingig von CaZ*

Da die Ligation von TREM-1 zu einer schnellen Freisetzung von Ca?* in Monozyten und
PMN fiithrt!®*19 wurde dies in MUTZ-3-Zellen anhand des Ca®*-sensitiven Fluorophores
FLUO3-AM gemessen. Als Vergleich wurde auBerdem der Ca?*-Flux von Monozyten und
PMN analysiert. Zur Stimulation von TREM-1 wurde anti-TREM-1 iiber ein anti-Maus
F(ab’)s quervernetzt.

Fiir MUTZ-3-Zellen war kein Ca?"-Signal quantifizierbar (Daten nicht gezeigt). Erst
durch Aufreinigung der TREM-1 exprimierenden CD14" MUTZ-3-Subpopulation konnte
ein TREM-1-spezifisches Ca*"-Signal detektiert werden (siche Abb. 11), was ebenfalls
in Monozyten und PMN nachweisbar war.?>1% Wurde anstelle von anti-TREM-1 der
Kontroll-Antikdérper hinzugegeben und quervernetzt, war kein signifikanter Ca?*-Flux

mehr nachweisbar.

Da in monozytiaren Zellen und PMN die Kinasen PI3K und p38-MAPK zentrale
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Abbildung 11: Die Stimulation von TREM-1 induziert eine PI3K und p38-MAPK
abhiingige Ca2?t-Mobilisierung in monozytiren Zellen. CD14" aufgereinigte MUTZ-3-
Zellen (oberes Panel), Monozyten (mittleres Panel) oder PMN (unteres Panel, jeweils 1x 10°/ml)
wurden mit dem Ca?*-sensitiven Fluorophor FLUO3-AM markiert. Anti-TREM-1 bzw. Kontroll-
Antikorper (jeweils 10 pg/ml) und anti-Maus F(ab)s wurden, wie gekennzeichnet, hinzugefiigt
und die Ca?t-Mobilisierung in Ab- und Anwesenheit der Inhibitoren fiir PI3K (LY294002) oder
p38-MAPK (SB203580) iiber die Zeit im FACS quantifiziert. Gezeigt ist ein reprisentativer, von
drei unabhangigen Versuchen.
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Regulatoren der TREM-1-Signalkaskade sind (siehe Kap. 5.1.3), wurde ihr Einfluss
auf die Freisetzung von Ca?* untersucht. Hierfiir wurde der Ca?*-Flux nach TREM-
1-Ligation in Anwesenheit der bereits verwendeten Inhibitoren fiir PI3K und p38-MAPK
gemessen. In MUTZ-3-Zellen und Monozyten konnte kein signifikantes Ca?"-Signal nach
Inhibierung von PI3K oder p38-MAPK gemessen werden (siche Abb. 11). In PMN wurde
erwartungsgemiB!'®! keine Ca?*-Mobilisierung nach PI3K-Inhibierung detektiert. Dagegen
fithrte die Inhibierung von p38-MAPK in PMN zu keiner Reduzierung des TREM-1
induzierten Ca2t-Signals.'%! Dies zeigt, dass die Ca**-Mobilisierung nach TREM-1-
Aktivierung in monozytéiren Zellen von PI3K und p38-MAPK abhingt, wohingegen diese
in PMNU!%! nur von PI3K abhéngt.

Zytosolisches Ca?" bildet mit Calmodulin einen Komplex, der die Phosphatase Calcineurin
bindet. Dadurch wird letztere aktiviert und dephosphoryliert das Kernlokalisierungssignal
vom Transkriptionsfaktor NFAT, der im inaktiven Zustand phosphoryliert im Zytosol
vorliegt. Nach seiner Aktivierung translokalisiert NFAT in den Zellkern und aktiviert
dort die Transkription proinflammatorischer Gene. Um die Aktivierung von NFAT als ein
Downstreamsignal von Ca?* zu analysieren, wurde ein Reportergenkonstrukt in MUTZ-3-

Zellen eingebracht, durch welches die NFAT-Aktivitat mittels Luziferase quantifizierbar

3 -

NFAT-Aktivierung [RLU]

Medium Kontr. - LY SB
anti-TREM-1

Abbildung 12: Die Stimulation von TREM-1 induziert eine PI3K und p38-MAPK
abhingige Aktivierung vom Transkriptionsfaktor NFAT in MUTZ-3-Zellen. Das
Reportergenkonstrukt fiir NFAT wurden mittels Elektroporation in MUTZ-3-Zellen eingebracht.
AnschlieBend wurden die Zellen (0.5x 10%/ml) mit Plastik-coated anti-TREM-1 oder Kontroll-
Antikoérper (jeweils 10 pg/ml) in Ab- und Anwesenheit der Inhibitoren fir PI3K (LY294002, LY)
oder p38-MAPK (SB203580, SB) inkubiert. Nach 6h wurden die Zellen lysiert und mittels Dual-
Luziferase-Reporterassay analysiert. Gezeigt sind die kumulierten Daten von drei unabhéngigen
Versuchen, jeweils normiert auf die unbehandelte Kontrolle (Medium) als RLU (engl.: relative
luciferase units) plus SD. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p <0,05), berechnet durch
einen one-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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ist. AnschlieBend wurden die Zellen mit anti-TREM-1 oder Kontrollantikérper stimuliert.
Wie in Abb. 12 gezeigt, konnte eine TREM-1-spezifische Aktivierung von NFAT detektiert
werden.

Da die Inhibierung von PI3SK oder p38-MAPK zur reduzierten TREM-1-abhédngigen
Ca?*-Mobilisierung in MUTZ-3-Zellen fiithrte (siche Abb. 11), wurde der Effekt beider
Kinasen auf NFAT tberpriift. Dazu wurden mit dem Reportergenkonstrukt fiir NFAT
transfizierte MUTZ-3-Zellen mit anti-TREM-1 in Anwesenheit der Inhibitoren fiir PI3K
und p38-MAPK stimuliert (siche Abb. 12). Beide Kinase-Inhibitoren verminderten die
TREM-1-abhédngige NFAT-Aktivierung. Dies beweist, dass PI3K und p38-MAPK fiir die

Freisetzung von Ca?* und dessen nachgeschaltete NFAT-Transkription essentiell sind.

5.1.5 Stimulation von TREM-1 in Kombination mit TLR- oder NLR-
Agonisten bzw. GM-CSF induziert eine gesteigerte Produktion von
IL-8

Fiir Monozyten und PMN sind Synergieeffekte fiir die simultane Stimulation von TREM-1
und diversen TLR oder NLR bekannt. 9091109198 Dyieg fithrt beispielsweise in Monozyten
zur gesteigerten Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen wie IL-8 und TNFo. Zudem
kommt es zur Hochregulation von kostimulatorischen Molekiilen wie CD11b, CD11c¢, CDS0,
CD86 oder HLA-DR. Aus diesem Grund wurde in MUTZ-3-Zellen nach Synergieeffekten
bei gleichzeitiger Stimulation mit anti-TREM-1 und den Agonisten fiir TLR2 (Pam3Cys),
TLR4 (LPS), TLR7/8 (R-848) oder NLR (M-TriDAP) sowie GM-CSF gesucht.

In MUTZ-3-Zellen konnte nur eine TREM-1 spezifische Ausschiittung von IL-8, verglichen
mit dem Kontroll-Antikorper, quantifiziert werden (sieche Abb. 7D und 13 A), jedoch
keine Freisetzung von TNFa (siche Abb. 13 B). Bei zusétzlicher Stimulation mit den
genannten TLR-Agonisten wurden konzentrationsabhéngige, kooperative Effekte fiir die
IL-8-Produktion detektiert (siche Abb. 13 A). Durch den NLR-Agonisten kam es ebenfalls
zu einer erhohten IL-8-Produktion, die jedoch nicht signifikant gegeniiber der Stimulation
von TREM-1 war. Uberraschenderweise war die Freisetzung von IL-8 auch bei Anwesenheit
von GM-CSF erhoht. Bei Stimulation von TREM-1 und TLR2, TLR4 oder TLR7/8 wurden
zudem synergistische Effekte fir die Freisetzung von TNFo detektiert (siche Abb. 13 B).
GM-CSF und der NLR-Agonist induzierten hingegen keine TNFo-Freisetzung. Neben
dem Zytokin- und Chemokinprofil wurden auch die kostimulatorischen Molekiile nach

kombinierter Stimulation von TREM-1 und TLR, NLR oder GM-CSF auf CD14* MUTZ-
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Abbildung 13: Die gleichzeitige Stimulation von TREM-1 mit TLR- bzw. NLR-
Agonisten oder GM-CSF induziert eine erh6hte IL-8-Produktion in MUTZ-3-Zellen.
MUTZ-3-Zellen (0.5x10°/ml) wurden mit Plastik-coated anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikérper
(jeweils 10 ug/ml) in Kombination mit Agonisten fir TLR4 (LPS), TLR2 (Pam3Cys), TLR7/8
(R-848) oder NLR1/2 (M-TriDAP) bzw. GM-CSF stimuliert. (A, B) Die Ausschiittung von IL-8
(A) und TNFa (B) wurde nach 16 h mittels ELISA quantifiziert. (C) Nach 16 h Inkubation
Ab- und Anwesenheit von LPS (100 ng/ml), Pam3Cys (1 ug/ml), R-848 (1 pg/m), GM-CSF
(10ng/ml) oder M-TriDAP (10ug/m) wurde die Expression von CD11b, CD11c, CD80, CD86
und HLA-DR auf CD14™ MUTZ-3-Zellen im FACS untersucht. Gezeigt ist ein reprisentativer,
von zwei (C) oder drei (A, B) unabhéngigen Versuchen plus SD. nd, nicht detektierbar. (*)
zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen den jeweiligen Gruppen sowie einen
signifikanten Unterschied zu anti-TREM-1 behandelten Zellen, berechnet durch einen one-way
ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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3-Zellen analysiert (siche Abb. 13C). Fiir die Expression von CD11b, CD11¢, CD80, CD86
und HLA-DR konnten keine Unterschiede fiir die TREM-1-Stimulation im Vergleich zum
Kontroll-Antikorper detektiert werden. Auch in Kombination mit den TLR2-, TLR4-,
TLR7/8- oder NLR-Agonisten oder GM-CSF ergaben sich keine signifikanten, TREM-1
spezifischen Effekte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass MUTZ-3-Zellen dhnliche kooperative bzw. synergistische
Effekte bei der Zytokin- und Chemokinfreisetzung nach Stimulation von TREM-1 und TLR
bzw. NLR wie Monozyten®®91:198] zeigen, wobei die Stimulation von TREM-1 allein keine
Freisetzung von TNFo in MUTZ-3-Zellen induziert. Die Expression der kostimulatorischen
Molekiile wird im Gegensatz zu Monozyten®*! in MUTZ-3-Zellen durch TREM-1-

Stimulation nicht beeinflusst.

5.1.6 PI3K und p38-MAPK sind essentielle, regulatorische Molekiile der mit-
tels TLR- oder NLR-Koligation gesteigerten Aktivierung von TREM-1

PI3K und p38-MAPK sind essentielle Regulatoren der TREM-1-Signalkaskade (siehe Kap.
5.1.3).1%1 Zudem steigert die Koligation von TLR oder NLR die Aktivierung von TREM-1
(siehe Kap. 5.1.5).19091:109.198] Ayg diesem Grund wurde der Einfluss von PI3K und p38-
MAPK auf die durch TLR und NLR gesteigerte Aktivierung von TREM-1 untersucht.
MUTZ-3-Zellen oder Monozyten wurden dazu mit anti-TREM-1 und den Agonisten fiir
TLR4 (LPS) oder NLR (M-TriDAP) in Ab- und Anwesenheit der Inhibitoren fiir PI3K oder
p38-MAPK stimuliert. Anschliefend wurde die Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK
sowie die Zytokin- und Chemokinfreisetzung analysiert.

Wie in Abb. 14 A dargestellt, induzierte die Stimulation von TREM-1 eine Phosphorylierung
von Akt und p38-MAPK in MUTZ-3-Zellen, die durch zusatzliche TLR4-Stimulation
verstiarkt wurde. Bei kombinierter Stimulation von TREM-1 und TLR4 war in MUTZ-
3-Zellen nach Inhibierung von PI3K oder p38-MAPK keine Phosphorylierung von Akt
nachweisbar (siehe Abb. 14 A). Im Gegensatz dazu und im Kontrast zu den erhaltenen
Daten fiir die TREM-1-Stimulation allein (sieche Kap. 5.1.3) wurde vom PI3K-Inhibitor die
Phosphorylierung von p38-MAPK nicht signifikant beeinflusst. Dies bedeutet, dass sich die
Signalwege bei Koligation von TREM-1 und TLR4 von denen der TREM-1-Stimulation
unterscheiden. Durch Koligation von TREM-1 und TLR4 in MUTZ-3-Zellen kam es zu
kooperativen Effekten bei der Freisetzung von IL-8 und TNFo (siehe Kap. 5.1.5 und 14 C
und F). Durch den PI3K- oder p38-MAPK-Inhibitor wurde die IL-8-Freisetzung vermindert
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Abbildung 14: PI3K und p38-MAPK sind wichtige regulatorische Molekiile der
durch Koligation mit TLR4 gesteigerten TREM-1-Aktivierung. MUTZ-3-Zellen (A, C,
F), CD14 Monozyten (B, D, G) oder PMN (E, H) wurden mit Plastik-coated anti-TREM-1
oder Kontroll-Antikérper (jeweils 10 ug/ml) in Ab- oder Anwesenheit vom TLR4-Agonisten LPS
(100ng/ml), dem PI3K-Inhibitor LY294002 (LY) oder dem p38-MAPK-Inhibitor SB203580 (SB)
stimuliert. (A, B) Die Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK wurde auf MUTZ-3-Zellen
oder Monozyten (1x10°/ml) nach 3 und 30 min analysiert. Dargestellt ist ein reprisentatives,
von zwei unabhéngigen Experimenten. (C-G) Die Ausschiittung von IL-8 (C-E) und TNFu« (F,
G) wurde nach 16 h fiir MUTZ-3-Zellen (C, F, jeweils 0,5x 10%/ml) oder nach 8h fiir PBMC (D,
G) und PMN (E, jeweils 1x105/ml) mittels ELISA quantifiziert. (H) Der oxidative Burst von
PMN (1x10°/ml) wurde mit DCFH-DA nach 90 min bestimmt. Dargestellt sind die kumulierten
Werte (C, F) oder ein reprisentativer Versuch von drei unabhéngigen Experimenten plus SD. nd,
nicht detektierbar. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen
one-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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und die TNFo-Ausschiittung fast komplett unterdriickt, was eindeutig belegt, dass beide
Kinasen fiir den Synergieeffekt von TREM-1 und TLR4 wichtig sind. Im Gegensatz zur
Stimulation von TREM-1 war die Freisetzung von IL-8 jedoch nicht vollstdndig inhibiert.
Dies legt den Schluss nahe, dass noch andere Signalwege bei kombinierter Stimulation von
TREM-1 und TLR4 aktiviert werden miissen.

Beim Vergleich der erhaltenen MUTZ-3-Daten mit denen fir primire Monozyten (siehe
Abb. 14B, D und G) zeigten sich prinzipielle Ahnlichkeiten. Die Koligation von TREM-1
und TLRA4 verstarkte die Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK und die Inhibierung
von PI3K oder p38-MAPK verminderte die Phosphorylierung von Akt, aber nicht die von
p38-MAPK (siche Abb. 14 B). Zudem reduzierten beide Inhibitoren die TLR4-gesteigerte
Ausschiittung von IL-8 und TNFo nach TREM-1-Aktivierung (siche Abb. 14D und G).
In PMN kann die TREM-1 induzierte Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK sowie
der oxidative Burst durch TLR4-Stimulation gesteigert werden. Die Phosphorylierung von
Akt und p38-MAPK erfolgt dabei unabhingig voneinander.'® Durch Inhibierung von
PI3K oder p38-MAPK wird zudem der oxidative Burst vermindert (siche Abb. 14 H).[1%%]
Wie in den monozytéren Zellen fiihrte die Kostimulation von TREM-1 und LPS zu einer
gesteigerten IL-8-Freisetzung (siehe Abb. 14 E). Es konnte jedoch kein TNFa detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). Die Inhibierung von PI3K oder p38-MAPK verminderte wie
in monozytéiren Zellen die IL-8-Ausschiittung.

Die Stimulation mit LPS induziert unter anderem die Translokation vom Transkripti-
onsfaktor NFxB in den Zellkern, wodurch unterschiedliche inflammatorische Mediatoren
transkribiert werden.["®™ Um den Einfluss von TREM-1 und TLR4 auf die Aktivierung
von NFxB zu analysieren, wurde in MUTZ-3-Zellen ein Reportergenkonstrukt fiir NFxB
eingebracht, iiber das anschliefend die NFxB-Aktivitat via Lumineszenz quantifiziert
werden kann. Anschlielend wurden die transient transfizierten MUTZ-3-Zellen mit anti-
TREM-1 bzw. Kontroll-Antikérper in Ab- und Anwesenheit von LPS stimuliert und die
NFxB-Aktivitiat quantifiziert.

Wie in Abb. 15 A gezeigt, induziert die Stimulation mit LPS die Transkription von NFxB.
Zudem fiithrte die Stimulation von TREM-1 allein zu einer NFxB-Aktivierung, verglichen
mit dem Kontroll-Antikérper. Diese wurde durch Koligation von TLR4 noch gesteigert.
Da bei TREM-1-Stimulation iiber Ca?* der Transkriptionsfaktor NFAT aktiviert wird
(siche Kap. 5.1.4), wurde die NFAT-Aktivierung nach Stimulation von TREM-1 und TLR4
untersucht (siehe Abb. 15 B). Die TREM-1-spezifische Aktivierung von NFAT konnte
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iiberraschenderweise durch Koligation mit TLR4 gesteigert werden, was auf synergistische
Effekte zwischen TREM-1 und TLR4 hinweist. Die TLR4-Stimulation allein hatte keinen
Einfluss auf die NFAT-Aktivierung.

Abb. 16 A zeigt, dass in MUTZ-3-Zellen die Stimulation von TREM-1 oder NLR
die Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK induziert. Bei Koligation konnten nur
kooperative Effekte fiir die p38-MAPK-Phosphorylierung detektiert werden, jedoch nicht
fir die Akt-Phosphorylierung. Dabei fiihrte die Inhibierung von PI3K oder p38-MAPK
zur verminderten Akt- und p38-MAPK-Phosphorylierung. Bei Koligation von NLR und
TREM-1 wurde zudem eine erhohte IL-8-Ausschiittung detektiert (sieche Abb. 16 C). Eine
Freisetzung von TNFa, wie fiir Monozyten beschrieben!'®) wurde nicht gefunden (Daten
nicht gezeigt). Die IL-8-Freisetzung wurde durch PI3K- oder p38-MAPK-Inhibierung
verhindert, was belegt, dass beide Kinasen bei der NLR-gesteigerten TREM-1-Aktivierung
wichtige Regulatoren sind.

Die bei Koligation von NLR und TREM-1 detektierten Effekte in MUTZ-3-Zellen waren
in Monozyten noch eindeutiger zu sehen. So induzierte die Stimulation von TREM-1
in Monozyten die Akt- und p38-MAPK-Phosphorylierung und die Koligation mit NLR
fithrte zur verstarkten p38-MAPK-Phosphorylierung (sieche Abb. 16 B). Bei gleichzeitiger
Stimulation von TREM-1 und NLR wurde die Phosphorylierung von Akt durch Inhibierung
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Abbildung 15: Die TREM-1-abhingige Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NFxB und NFAT wird durch Kostimulation von TLR4 gesteigert. Die Reportergen-
konstrukte fir NFxB (A) oder NFAT (B) wurden mittels Elektroporation in MUTZ-3-Zellen
eingebracht. AnschlieBend wurden die Zellen (0.5 x 10°/ml) mit Plastik-coated anti-TREM-1
oder Kontroll-Antikérper (jeweils 10 pg/ml) in Ab- und Anwesenheit vom TLR4-Agonisten
LPS (100 ng/ml) inkubiert. Nach 6 h wurden die Zellen lysiert und mittels Dual-Luziferase-
Reporterassay analysiert. Gezeigt sind die kumulierten Daten von drei unabhéngigen Versuchen,
jeweils normiert auf die unbehandelte Kontrolle (Medium) als RLU (engl.: relative luciferase
units) plus SD. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen one-way
ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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Abbildung 16: PI3K und p38-MAPK sind wichtige regulatorische Molekiile der
durch NLR gesteigerten TREM-1-Aktivierung. MUTZ-3-Zellen (A, C), Monozyten (B, D,
F) oder PMN (E, G) wurden mit an Plastik gecoatedem anti-TREM-1 oder Kontroll-Antikérper
(jeweils 10 ug/ml) in Ab- oder Anwesenheit vom NLR-Agonisten M-TriDAP (MTD, 10 ug/ml)
und den Inhibitoren fiir PI3K (LY294002, LY) oder p38-MAPK (SB203580, SB) stimuliert. (A, B)
Die Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK wurde auf MUTZ-3-Zellen (A) oder Monozyten
(B, jeweils 1x 10%/ml) nach 3 und 30 min analysiert. Dargestellt ist ein reprisentatives, von
zwei unabhéngigen Experimenten. (C-F) Die Ausschiittung von IL-8 (C-E) und TNFa (F)
wurde nach 16 h fiir MUTZ-3-Zellen (C, 0,5x 10%/ml) oder nach 8h fiir Monozyten (D, F) und
PMN (E, jeweils 1x 10%/ml) mittels ELISA quantifiziert. (F) Der oxidative Burst von PMN
(1x105/ml) wurde mit DCFH-DA nach 90 min bestimmt. Dargestellt sind die kumulierten Werte
(C) oder eine repriasentativer Versuch von drei unabhéngigen Experimenten plus SD. (*) zeigt
einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen one-way ANOVA-Test mit
Bonferoni-Posttest.
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von PI3K oder p38-MAPK verhindert. Im Gegensatz zu MUTZ-3-Zellen wurde jedoch das
p38-MAPK-Signal nicht vom PI3K-Inhibitor beeinflusst. Ubereinstimmend mit den MUTZ-
3-Daten induzierte die Koligation von TREM-1 und NLR eine gesteigerte IL-8-Freisetzung
(siche Abb. 16 D und F). Monozyten schiitteten zudem noch verstiarkt TNFa aus. Die
Freisetzung von IL-8 und TNFa wurde durch Inhibierung von PI3K oder p38-MAPK
vermindert. Es wurden somit &hnliche Resultate in MUT”Z-3-Zellen und Monozyten erhalten
und die beiden Kinasen PI3K und p38-MAPK sind ebenfalls wichtige Regulatoren bei der
synergistischen Stimulation von TREM-1 und NLR.

Um die erhaltenen Daten der NLR-TREM-1-Kostimulation fiir monozytére Zellen in PMN
zu validieren, wurden letztere wie die monozytéiren Zellen stimuliert. Durch Koligation
konnte jedoch weder die Ausschiittung von IL-8 (sieche Abb. 16 E) noch der oxidative Burst
(siehe Abb. 16 G) gesteigert werden. Auch ergaben sich keine Effekte durch Stimulation
von NLR.

Zusammenfassend beweisen diese Daten, dass PI3K und p38-MAPK zentrale Regulatoren
der TREM-1-Signalkaskade sowohl in monozytaren Zellen als auch in PMN sind und beide
Kinasen die durch TLR- oder NLR-Koligation gesteigerte TREM-1-Aktivierung steuern.
In der exakten Signalhierarchie ergaben sich aber Unterschiede zwischen monozytaren
und granulozytaren Zellen. In MUTZ-3-Zellen und Monozyten erfolgt die Aktivierung von
p38-MAPK vor der Akt-Phosphorylierung, wohingegen in PMN PI3K und p38-MAPK
unabhingig voneinander aktiviert werden. Aufierdem ist die TREM-1-abhéingige Ca?*-
Mobilisierung in PMN nur von PI3K abhéngig und in monozytéren Zellen von PI3K und
p38-MAPK.
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5.2 PMN sind essentiell fiir das Uberleben von A. fumigatus-

Infektionen

Um den Einfluss der PMN sowie ihrer Effektorfunktionen bei der Abwehr von A. fumigatus
Infektionen zu analysieren, wurde ein Mausmodell fir invasive Aspergillose (IA) etabliert.
Da immunkompetente Méuse normalerweise eingedrungene A. fumigatus-Konidien abtoten
konnen!1o8:189:199.200] © qjenten als Kontrolle Wildtypmaéuse, bei denen die PMN durch
Verabreichung eines Antikorpers depletiert wurden. Hierfiir werden in der Literatur folgende
monoklonale Antikérper verwendet: anti-Gr-1 (Klon RB6-8C5) und anti-Ly6G (Klon
1AS).145172201] Dabei depletiert der anti-Gr-1 im Gegensatz zu anti-Ly6G neben PMN
auch andere Gr-1 positive Zellen, wie Gr-1-exprimierende Monozyten.?0%

Die Verabreichung der Antikoérper fithrte iiber vier Tage zur effektiven Depletion der PMN
im Blut, die im FACS als CD11b"&" Gr-1* Population charakterisiert werden kénnen
(siche Abb. 17 A). Da die behandelten Mause keine PMN mehr aufwiesen, werden sie im
Folgenden als neutropen bezeichnet.

Um das Mausmodell fiir A zu validieren, wurden Wildtypméuse und neutropene Méause
mit A. fumigatus infiziert. Wildtypméuse zeigten zwar klinische Symptome fiir eine

Erkrankung, iiberlebten aber alle die Infektion (siehe Abb. 17 B). Die Neutropenie von
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Abbildung 17: A. fumigatus-Infektionen sind nicht letal fiir Wildtypmé&use, aber
letal fiir PMN-depletierte Mause. Den Mausen wurden anti-Gr-1 (150 ug, Klon RB6-8C5)
oder anti-Ly6G (500 ug, Klon 1A8) i.p. verabreicht. (A) Der PMN-Anteil (CD11b"ehGr-11)
der Leukozyten (CD45") wurde im Blut an Tag zwei und vier nach Antikérpergabe im FACS
quantifiziert. (B) Mause wurden 24 h nach Antikoérpergabe i.t. mit 107 A. fumigatus-Konidien
infiziert und das Uberleben 14 Tage beobachtet. Gezeigt sind die kumulierten Daten von zwei
unabhéngigen Versuchen (C57BL/6 n=7, C57BL/6 + anti-Gr-1 bzw. anti-Ly6G n=6). (*) zeigt
einen signifikanten Unterschied (p <0,05), berechnet mit dem Mantel-Cox-Test.
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Mausen resultierte dagegen in einer 100 % Mortalitdt innerhalb von vier Tagen, was
zeigt, wie essentiell PMN bei der Abwehr von Pilzerkrankungen sind. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede in Verlauf und Kinetik zwischen der PMN-Depletion mit
anti-Gr-1 und anti-Ly6G. Deswegen wurden in allen nachfolgenden Experimenten die PMN

mit anti-Gr-1 depletiert.
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5.3 Der oxidative Burst ist im Gegensatz zu neutrophiler
Elastase essentiell bei der Beseitigung von pulmonalen

Pilzinfektionen

5.3.1 Der oxidative Burst, aber nicht neutrophile Elastase, ist essentiell fiir

das Uberleben von A. fumigatus-Infektionen

Um die Relevanz von oxidativen sowie nicht oxidativen PMN-Effektorfunktionen bei TA
zu analysieren, wurden p47PPo</- gp91Phox/- ynd neutrophile Elastase-defiziente ELANE
Méuse mit A. fumigatus infiziert. In pA7P"%/~ bzw. gp91Ph**/- Mausen fehlt die zytosolische
p47Pho% bzw. membranstindige gp91Ph* Untereinheit des NADPH-Oxidase-Komplexes,
weswegen die Zellen in diesen Méausen keinen oxidativen Burst induzieren konnen. Die
neutrophile Elastase ist ein wichtiger Bestandteil von PMN ausgeschiitteten NETs, welche
unter anderem wichtig fiir die Pilzabwehr sind.[2%]

Wie in Abb. 18 A dargestellt, war die Infektion mit A. fumigatus fiir Wildtypmé&use nicht
letal. Neutropene Miuse starben dagegen alle innerhalb von drei Tagen. Infizierte p47Phox/-
und gp91Ph*/ Miuse wiesen eine 100 % Mortalitéit innerhalb von vier Tagen auf, wobei
die Kinetik in etwa derer, neutropener Méause entsprach. Die Infektion von ELANE Méusen
resultierte in klinischen Symptomen einer Erkrankung, die Mause starben jedoch nicht
(sieche Abb. 18 B).

Zum Nachweis der Invasivitdt der Pilzinfektion sowie der Pneumonie wurden Lungenschnit-
te 24 h nach Infektion angefertigt (siehe Abb. 18 C). Durch die Farbung mit H&E konnten
Hyperdamie und starke Infiltration von Zellen in allen infizierten Mausen nachgewiesen
werden, welche alle Anzeichen fiir eine akute Pneumonie darstellen. Um invasiv wachsende
A. fumigatus-Hyphen zu quantifizieren, wurde eine Grocott-Farbung durchgefiihrt. In
allen infizierten Mausen konnten Pilze nachgewiesen werden. Dabei war die Invasivitat
des Pilzes in den p47PP*</- und gp91P">*/- Miusen im Vergleich zu neutropenen Méiusen
hoher.

Ob eine verminderte Infektionskontrolle die gezeigten Unterschiede im Uberleben verursacht,
wurde durch Analyse von Lungenhomogenaten iiberpriift. Dafiir wurden diese in
Verdiinnungsreihen auf Sabouraud-Dextrose-Agarplatten ausgestrichen und die Anzahl
vitaler Pilze in der Lunge anhand von CFUs (engl.: colony-forming units) quantifiziert.
Im Wildtypstamm C57BL/6 wurde eine signifikant hohere Pilzbelastung im Vergleich
zum Wildtypstamm 129/Sv/Pas gemessen (siehe Abb. 19), was auf stammspezifische
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Abbildung 18: A. fumigatus-Infektionen sind letal fiir p47Ph°x/- und gp91Phox-/-
Miiuse, aber nicht fiir ELA-defiziente (ELANE) M#use. Die Miuse wurden i.t. mit 107
A. fumigatus-Konidien infiziert, wobei ein Tag vorher anti-Gr-1 (150 ug i.p.) verabreicht wurde. (A,
B) Das Uberleben der Miuse wurde 14 Tage beobachtet. Gezeigt sind die kumulierten Ergebnisse
von zwei (p47PPo /- gp91Phox/- ynd 129/Sv/Pas n =10, 129/Sv/Pas + anti-Gr-1 n=9, ELANE
n=238) oder vier unabhéngigen Experimenten (C57BL/6 n=13, C57BL/6 + anti-Gr-1 n=15).
(C) 24 h nach Infektion wurden die Lungen praparativ entfernt und Parrafinschnitte von der
Core Facility Histologie (Universitdtsmedizin Mainz) angefertigt und angefarbt (H&E-Farbung:
40x Vergroflerung, linkes Inlay mit 200x Vergroflerung; Grocott-Farbung: rechtes Inlay mit 200x
Vergrofierung).
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Abbildung 19: p47Phox-/-  opg1Phox-/- ynd ELANE Miuse weisen nach Infektion mit
A. fumigatus ein erhShtes Pilzwachstum in der Lunge auf. Miuse wurden i.t. mit 107
A. fumigatus-Konidien infiziert, wobei ein Tag vorher anti-Gr-1 (150 ug i.p.) verabreicht wurde.
24 h spater wurden Lungenhomogenate ausgestrichen, um mittels CFUs (engl.: colony-forming
units) die Pilzbelastung zu quantifizieren. Gezeigt sind die kumulierten Ergebnisse von zwei
(p47Phox/- n =6), drei (129/Sv/Pas n=7, 129/Sv/Pas + anti-Gr-1 n =8, ELANE n="7) oder vier
unabhingigen Versuchen (C57BL/6 n=8, C57BL/6 + anti-Gr-1 n = 10, gp91P***/- n =12) plus
SD. (*, #) zeigen einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), wie gekennzeichnet (*), oder zur
Wildtypkontrolle (#), berechnet durch einen two-tailed Student’s-¢-Test.

Unterschiede beim Abtoten von A. fumigatus hinweist. Die Delpletion der PMN bei
beiden Wildtypstdmmen resultierte in einer ca. doppelt so hohen Pilzlast, verglichen
mit dem Wildtyp. In p47PP*/- und gp91P">*/- Miusen war die Pilzbelastung sogar noch
hoher als in neutropenen Méusen, sie entsprach ungefihr dem Drei- bis Vierfachen vom
Wildtyp. Dies belegt die wichtige Rolle des NADPH-Oxidase-Komplexes beim Abtoten
von eingedrungenen Pilzen. In ELANE Méusen wurde eine doppelt so hohe Pilzmenge
im Vergleich zur Wildtypkontrolle detektiert, die in etwa derer, neutropener Mause
entsprach. Dies beweist, dass die neutrophile Elastase ebenfalls eine wichtige Komponente

der Pilzabwehr darstellt.

5.3.2 Die Defizienz im oxidativen Burst oder neutrophiler Elastase hat keinen
Einfluss auf Rekrutierung und Aktivierung von PMN bei A. fumigatus-

Infektionen

Die Rekrutierung und Aktivierung der PMN ist fiir die Beseitigung von pulmonalen

Pilzinfektionen essentiell.[198:172:189.199-201] Ayg diesem Grund wurde die Einwanderung
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und der Phanotyp der PMN im Blut und in der Lunge 24 h nach Infektion analysiert.
Im Blut von A. fumigatus-infizierten Mausen konnte eine erhohte Anzahl an PMN
im Vergleich zu Kontrollmausen detektiert werden, denen anstatt Konidien Wasser
verabreicht wurde (siche Abb. 20 A). Es ergaben sich keine Unterschiede zwischen
infizierten p47°Phoc/- gp91Phox/-  ELANE und Wildtypméusen. Zur Qualifikation des
PMN-Aktivierungsstatus wurden die Oberflichenmarker CD11b und CD62L analysiert.
CD11b ist ein Degranulationsmarker, der bei PMN-Aktivierung hoch reguliert wird, und

das Selektin CDG62L ist ein Adhasionsmolekiil, welches konstitutiv hoch exprimiert wird
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Abbildung 20: A. fumigatus-Infektion von p47Phox-/- gpg1prhox-/- ynd ELANE Méuse
resultiert in normaler Rekrutierung und Aktivierung von PMN in die Lunge. Miuse
wurden mit 107 A. fumigatus-Konidien oder Wasser i.t. infiziert. 24 h spéter wurde das Blut und
die BAL mittels FACS analysiert. (A, B) Der prozentuale Anteil der PMN (CD11b"#! Gr-1+) im
Blut (A) und die PMN-Gesamtzahl in der BAL (B) wurde quantifiziert. (C) Zudem wurde das
Shedding von CD62L und die Regulierung vom Degranulationsmarker CD11b auf PMN (Gr-17)
analysiert. Gezeigt sind die kumulierten Werte plus SD (A, B) oder ein représentatives Ergebnis
von zwei (Wasser-behandelte C57BL/6 n=>5 und 129/Sv/Pas n=4; A. fumigatus-behandelte
pA7Pho/- und gp91Phox/- n = 6, 129/Sv/Pas und ELANE n = 5) oder drei unabhéingigen
Versuchen (A. fumigatus-behandelte C57BL/6 [Blut] n =6 bzw. [BAL] n =5). Ein one-way
ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest ergab keine signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen
A. fumigatus-behandelten M&ausen.
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und bei PMN-Aktivierung durch enzymatisches Shedding abgetrennt wird. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede im Blut fiir CD11b und CD62L zwischen PMN von
infizierten p47°Pho/-  gp91Phox/-  ELANE und Wildtypméusen detektiert werden (siehe
Abb. 20C).

Das Einatmen von A. fumigatus-Konidien induziert eine schnelle Einwanderung von PMN
in die Lunge.?42%] Um dies nachzuweisen, wurde die Anzahl der PMN in der Lunge mittels
bronchoalveoldre Lavage (BAL) 24 h nach Infektion quantifiziert. In allen infizierten Tieren
kam es zu einer starken Einwanderung von PMN im Vergleich zu mit Wasser behandelten
Maéusen (siehe Abb. 20 B), wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen infizierten
pd7Phox/- ogpg1Phox/- ELANE und Wildtypméusen beobachtet wurden. Vergleicht man
den Aktivierungsstatus der PMN in Blut und BAL, so ist eine starke Hochregulierung von
CD11b und ein fast vollsténdiger Verlust der CD62L-Expression der BAL-PMN ersichtlich.
Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen p47Phox/- gp91Phox/- ELANE
und Wildtypméausen. D. h. p47Phox/~ gp91Phox/- ynd ELANE Méuse weisen keine Defekte

hinsichtlich Rekrutierung und Aktivierung von PMN nach Infektion mit A. fumigatus auf.

5.3.3 Die Defizienz im oxidativen Burst oder neutrophiler Elastase hat keinen

zusatzlichen Einfluss auf die PMN-Effektorfunktionen

Um einen generellen Defekt der PMN und ihrer Effektormechanismen in den verwendeten
Mausstammen auszuschlieen, wurden aus dem Knochenmark isolierte PMN mit dem
Phorbolester PMA, der iiber Anbindung an die Proteinkinase C aktiviert, und dem
Formylpeptid-Rezeptor-Agonisten WKYMVm in vitro stimuliert. Anschliefend wurde der
oxidative Burst, Phagozytose, Degranulation und CD62L-Shedding analysiert.

In den PMN aus ELANE und Wildtypmé&usen induzierte die Stimulation mit PMA und
WKYMVm den oxidativen Burst (siche Abb. 21 A und B), der erwartungsgeméif in
PMN aus p47PP/~ und gp91Ph*/~ Mausen!'%316% nicht ausgelost wurde. Die Stimulation
mit PMA oder WKYMVm fiihrte in allen PMN zu einer erhéhten Phagozytose von
PE-markierten Polystyrolpartikeln sowie zur Hochregulierung vom Degranulationsmarker
CD11b und zum Shedding von CD62L, wobei keine Unterschiede zwischen p47pho</-,
gp91PPo/-  ELANE und Wildtypméuse gemessen wurden (sieche Abb. 21 C und D). Nur
Stimulation mit PMA resultierte in einer verminderten Hochregulierung von CD11b bei
PMN aus p47P"*/~ und gp91PP**/- Mausen verglichen mit dem Wildtyp.

Um einen Defekt anderer Signalwege bei der Erkennung von Pilzen in p47PPox/- gp91phox/-
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Abbildung 21: PMN aus p47Phox-/- gpg1Phox-/- ynd ELANE Méiusen zeigen keine
Dysfunktion in ihrer Aktivierung. PMN aus dem Knochenmark (106/ml) wurde mit PMA
(50ng/ml) oder WKYMVm (8 ug/ml) stimuliert. (A) Der oxidative Burst wurde mittels DHR in
An- und Abwesenheit von PMA nach 30 min gemessen. Gezeigt sind die kumulierten Resultate
von zwei unabhéngigen Versuchen gemessen in Duplikaten plus SD (n=2). (B) Der oxidative
Burst wurde mit DCFH-DA in An- und Abwesenheit von WKYMVm iiber die Zeit gemessen.
Gezeigt sind die kumulierten Resultate von drei unabhéngigen Versuchen, gemessen in Duplikaten
(C57BL/6, pd7Phox/- gp91Phox/- ynd 129/Sv/Pas n="5, ELANE n="7). (C) Die Phagozytose
von PE-markierten Polystyrolpartikeln wurde nach 4h im FACS quantifiziert. (D) Das Shedding
von CD62L und die Regulierung von CD11b relativ zu unbehandelten PMN (Gr-17) wurde
im FACS nach 4 h analysiert. Gezeigt sind die kumulierten Ergebnisse von drei unabhéngigen
Versuchen (C57BL/6, p47PP/~ gp91Pho</- und 129/Sv/Pas n=>5, ELANE n=6) plus SD. (*)
zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen two-way ANOVA-Test
mit Bonferoni-Posttest.
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Abbildung 22: PMN von p47PPox/- gp91Phox-/- ynd ELANE Miiusen zeigen keinen
Defekt in Phagozytose von Konidien oder Aktivierung nach Kontakt mit A.
fumigatus. PMN aus dem Knochenmark (10%/ml) wurden mit A. fumigatus-Konidien oder
Hyphen stimuliert. (A) Die oxidative Burstaktivitat wurde mittels DCFH-DA nach 90 min
quantifiziert. Gezeigt sind die kumulierten Resultate von drei unabhéingigen Versuchen, gemessen
in Duplikaten (C57BL/6, p47Ph</- gpPhox/- und 129/Sv/Pas n=>5, ELANE n=7) plus SD. (B)
Nach 4 h Inkubation wurden das Shedding von CD62L und die Regulierung von CD11b auf PMN
(Gr-17) relativ zu unbehandelten Zellen im FACS gemessen. Abgebildet sind die kumulierten
Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten (C57BL/6, p47Ph%/ und gp91Phox/- n =5,
129/Sv/Pas n =7, ELANE n = 8). (C) Die Phagozytose von FITC-markieren A. fumigatus-
Konidien wurde nach 1h im FACS gemessen. Die Aufnahme von unmarkierten Konidien diente
als Negativkontrolle. Gezeigt ist ein représentativer, von zwei unabhéngigen Versuchen, gemessen
in Triplikaten plus SD. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen
two-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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und ELANE PMN zu eruieren, wurden diese in vitro mit A. fumigatus-Konidien und
Hyphen stimuliert und die verschiedenen PMN-Effektormechanismen analysiert. Wie in
Abb. 22 A dargestellt, induzierten A. fumigatus-Konidien und Hyphen den oxidativen Burst
in PMN aus ELANE und Wildtypmausen. In PMN aus p47P</~- und gp91P"**/~-Miusen

[163-165] nicht ausgelost. Stimulation mit Konidien oder

wurde dieser, wie zu erwarten war
Hyphen fiihrte zur Hochregulierung von CD11b und zum Shedding von CD62L in allen
PMN (siehe Abb. 22 B). Nur bei p47P*/- PMN wurde eine leicht verminderte CD11b-
Hochregulierung nach Hyphenkontakt im Vergleich zum Wildtyp gemessen. Die Inkubation
von PMN mit FITC-markierten A. fumigatus-Konidien fithrte zur Phagozytose dieser, wie
in Abb. 22 C ersichtlich. Es ergaben sich keine Unterschiede zwischen PMN aus p47Phox/-,
gp91Ptox/- ELANE und Wildtypmausen.

Summa summarum konnten keine Defekte der PMN-Effektormechanismen in p47°Phox/-,
gp91Ph/- und ELANE Méusen nachgewiesen werden, bis auf die erwartete Dysfunktion
des oxidativen Burst in p47PP*/- und gp91P"></- PMN. Eine Ausnahme stellte dabei die

leicht verminderte Degranulierung nach PMA-Stimulation in p47Pt*/- und gp91phox/-

PMN und nach Stimulation mit Hyphen in p47°"></- PMN dar.

5.3.4 Das Abtoten von A. fumigatus-Konidien ist abhingig von neutrophiler

Elastase und dem oxidativen Burst

Um den direkten Einfluss von PMN aus p47Phx/- gp91Phox/- ynd ELANE Méusen auf
das Abtoten von Pilzen zu analysieren, wurden PMN mit A. fumigatus-Konidien 4 h
inkubiert und anschlieSend die Pilzviabilitdt im Vergleich zu unbehandelten Konidien
mittels kolorimetrischen XTT-Test quantifiziert.l'83 Wie in Abb. 23 zu sehen, fiihrte
die Inkubation mit Wildtyp-PMN zum Abtéten der Konidien. Im Gegensatz dazu kam
es zu keiner signifikanten Reduzierung der Pilzviabilitat bei Inkubation mit PMN aus
pd7Phox/- - opg1Phox/- ynd ELANE Méusen. Dies zeigt, dass oxidative als auch nicht

oxidative Effektorfunktionen essentiell fiir das Abtoten von Pilzen sind.
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Abbildung 23: PMN aus p47Phox-/-  gp91Phox-/- ynd ELANE Méiusen zeigen ein
reduziertes Abtoten von A. fumigatus-Konidien. Das Abtoten von A. fumigatus-Konidien
durch aus dem Knochenmark isolierte PMN (10°/ml) wurde in vitro mittels kolorimetrischem
XTT-Assay gemessen. Nach 4h Inkubation wurden die PMN lysiert und die Konidien iiber Nacht
ausgekeimt. Die Viabilitdt der resultierenden Hyphen wurde relativ zu unbehandelten Hyphen
quantifiziert. Gezeigt ist ein reprasentatives Resultat von drei unabhéngigen Versuchen, gemessen
in Triplikaten plus SD. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zu unbehandelten
Konidien, berechnet durch einen one-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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5.4 Arginin beeinflusst die Beseitigung von pulmonalen Pilzin-

fektionen nicht

Der Argininmetabolismus ist fiir viele immunologische Funktionen essenziell.[2°7:208] So wird
in Leukozyten L-Arginin durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS) zu zytotoxischem,

[209

antimikrobiellen NO metabolisiert.?%! Zudem kénnen PMN durch Sekretion von Arginase-

1, die L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff abbaut, die Immunantwort modulieren.28!
Zur Depletion von Arginin wurde eine Arginindeiminase (ADI) verwendet, die L-Arginin
zu L-Citrullin konvertiert. Um die Halbwertszeit der ADI im Blut zu verlangern, war diese
mit PEG (20.000 MW) gekoppelt (ADI-PEG).2*") Um die Funktionalitit der ADI-PEG zu
testen, wurde Méusen ADI-PEG i.p. verabreicht und dann der L-Arginingehalt im Plasma
gemessen (siehe Abb. 24). Als Ma8 fiir das durch ADI-PEG umgewandelte L-Arginin wurde
zudem das L-Citrullinlevel im Plasma quantifiziert. An Tag eins und vier nach Applikation
war L-Arginin im Blut fast nicht nachweisbar (siehe Abb. 24 A). Zudem konnte nach
einem Tag ein erhohter L-Citrullingehalt im Blut verglichen mit unbehandelten Mausen
bestimmt werden, welcher nach vier Tagen nochmals anstieg (siehe Abb. 24 B). Dies zeigt,
dass die Behandlung mit ADI-PEG Arginin selektiv depletiert.

Um den Einfluss von L-Arginin bei der Pilzabwehr zu untersuchen, wurden mit ADI-PEG
behandelte Mause mit A. fumigatus-Konidien infiziert. Fiir Wildtypméuse war die Infektion
nicht letal, wohingegen neutropene Méuse (anti-Gr-1) innerhalb von vier Tagen starben
(siche Abb. 25 A). Es konnten jedoch keine Unterschiede im Uberleben zwischen ADI-
PEG-behandelten und Wildmé&usen oder zwischen ADI-PEG-behandelten, neutropenen
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Abbildung 24: Die Verabreichung von ADI-PEG fiihrt zur effektiven Depletion von
Arginin im Blut. DI-PEG (51U) wurden i.p. injiziert. (A, B) Der Arginin- (A) und Citrullin-
Gehalt (B) im Mausplasma wurde von der Arbeitsgruppe Closs (Institut fiir Pharmakologie,
Universitatsmedizin Mainz) mittels Kationenaustausch-HPLC und anschliefender Quantifizierung
durch einen automatischen Aminosdureanalysator bestimmt. (*) zeigt einen signifikanten
Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen one-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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und neutropenen Mausen beobachtete werden. Zusétzlich wurde 24 h nach Infektion die
Anzahl vitaler Pilze in der Lunge quantifiziert. Neutropene Méause wiesen eine doppelt so
hohe Pilzbelastung im Vergleich zu Wildtypmé&usen auf (siehe Abb. 25B). Es ergaben sich
keine Unterschiede zwischen ADI-PEG-behandelten und unbehandelten Tieren, was darauf
hinweist, dass die Depletion von L-Arginin die Beseitigung von pulmonalen A. fumigatus-

Infektionen nicht beeinflusst. Zur Kontrolle der L-Arginin-Depletion wurde zuséatzlich in
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Abbildung 25: Die Depletion von Arginin hat keinen Einfluss auf die Beseitigung von
A. fumigatus-Infektionen der Lunge. 24 h vor i.t. Infektion mit 107 A. fumigatus-Konidien
wurden 51U ADI-PEG (ADI) i.p. bzw. anti-Gr-1 (150 ug) verabreicht. (A) Das Uberleben der
Mause wurde 14 Tage beobachten. Gezeigt sind die kumulierten Daten von zwei unabhéngigen
Versuchen (C57BL/6 und anti-Gr-1 n=10, ADI n=11 und ADI + anti-Gr-1 n=12). (*) zeigt
einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet mit dem Mantel-Cox-Test. (B) 24 h nach
Infektion wurden Lungenhomogenate ausgestrichen, um mittels CFU (engl.: colony-forming
units) die Pilzbelastung zu quantifizieren. Gezeigt sind die kumulierten Ergebnisse von zwei
unabhéngigen Versuchen (C57BL/6 n=4, anti-Gr-1 und ADI+ anti-Gr-1 n=5, ADI n=6). (¥)
zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen one-way ANOVA-Test
mit Bonferoni-Posttest. (C, D) Nach 24 h wurde die Lunge von der Arbeitsgruppe Closs (Institut
fiir Pharmakologie, Universitatsmedizin Mainz) hinsichtlich Arginin- (C) und Citrullin-Gehalt
(D) analysiert.
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den infizierten Lungen die L-Arginin- und L-Citrullinkonzentration bestimmt (siche Abb.
25C und D). In den ADI-PEG behandelten Méusen wurde eine reduzierte L-Arginin- und
eine erhohte L-Citrullinkonzentration, verglichen mit unbehandelten Méusen, detektiert,
was die selektive Depletion von Arginin durch ADI-PEG in der Peripherie belegt.

Die Rekrutierung und Aktivierung von PMN wurde im Blut und der BAL 24 h nach A.
fumigatus-Infektion analysiert, um den Einfluss der L-Arginindepletion auf diese zu eruieren.
Wie in Abb. 26 A und B ersichtlich, ergaben sich keine Unterschiede zwischen ADI-PEG-
behandelten und unbehandelten Tieren hinsichtlich PMN-Anteil im Blut und PMN-Anzahl
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Abbildung 26: Die Depletion von ADI-PEG hat keinen Einfluss auf Rekrutierung
und Aktivierung von PMN nach A. fumigatus-Infektion. ADI-PEG (5 IU i.p.) bzw.
anti-Gr-1 (150 ug) wurden 24 h vor Infektion mit 107 A. fumigatus-Konidien injiziert. 24 h nach
Infektion wurde das Blut und die BAL analysiert im FACS analysiert. (A, B) Der prozentuale
Anteil der PMN (CD11bM#" Gr-1*) im Blut (A) und die PMN-Gesamtzahl in der BAL (B)
wurde quantifiziert. (C) Das Shedding von CD62L und Regulierung von CD11b auf PMN (Gr-1%)
wurde analysiert. Gezeigt sind die kumulierten Werte von einem Experiment (A: C57BL/6 n=4,
ADI, anti-Gr-1 und ADI + anti-Gr-1 n=3) oder von zwei unabhéngigen Versuchen (B: C57BL/6
n =5, ADI, anti-Gr-1 und ADI + anti-Gr-1 n =6). (*) zeigt einen signifikanten Unterschied
(p<0,05), berechnet durch einen one-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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in der BAL, wobei in neutropenen Mausen (anti-Gr-1) keine PMN nachweisbar waren.
Fir die PMN-Aktivierungsmarker CD11b und CD62L ergaben sich keine Unterschiede
im Blut (siehe Abb. 26 C). Es wurde in den PMN der BAL eine Hochregulierung von
CD11b und ein Shedding von CD62L, verglichen mit dem Blut, ermittelt (siche Abb.
26 C). Es ergaben sich jedoch keine Unterschiede zwischen ADI-PEG-behandelten und
unbehandelten Mausen.

Die erhaltenen Daten beweisen, dass eine Depletion von L-Arginin die Rekrutierung und
Aktivierung von PMN sowie die Beseitigung von pulmonalen A. fumigatus-Infektionen bei

Maéausen nicht beeinflusst.
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5.5 ADAMTS13 beeinflusst die Rekrutierung von PMN bei

pulmonalen Pilzinfektionen

5.5.1 ADAMTS13-Defizienz fiihrt zu einer erhohten Mortalitat bei Infektion

mit A. fumigatus

Die Protease ADAMTS13 spaltet den vWFP welcher die Quervernetzung und das
Anhaften von Blutplittchen an beschidigten GefiBwénden steuert.!] Durch einen Knock-
out von ADAMTS13 (ADAMTS137/7) in Méusen kommt es zu einem erhdhten ,Rollen®
und einer gesteigerten Adhésion von Leukozyten an den GefiSwéinden. 5! Zudem kommt
es zu einer verbesserten PMN-Rekrutierung bei Thioglykollat-induzierter Peritonitis.®"
Um den Einfluss von ADAMTS13 bei IA zu analysieren, wurden ADAMTS13/
Maéause mit A. fumigatus-Konidien infiziert. Infizierte Wildtypmaéause zeigten klinische
Erkrankungssymptome, starben jedoch nicht (siehe Abb. 27 A). Neutropene Mause (anti-
Gr-1) wiesen eine 100 % ige Mortalitatsrate innerhalb von vier Tagen auf. Von den infizierten
ADAMTS137/- Méusen starben insgesamt 24 %, und zwar im Zeitraum von zwei bis vier
Tagen nach Infektion. Um zu iiberpriifen, ob die erhaltenen Unterschiede im Uberleben
durch eine verminderte Pilzkontrolle verursacht werden, wurde 24 h nach Infektion die
Pilzbelastung von Lungenhomogenaten mittels CFU bestimmt. Wie in Abb. 27 B zu sehen,
wurde in den Lungen von ADAMTS137- Mausen eine ca. doppelt so hohe Pilzbelastung
als in Wildtypmausen ermittelt. Zudem wurde die Albuminkonzentration als Maf} fir
Lungenschiadigung quantifiziert (siche Abb. 27 C), wobei ein signifikanter Anstieg von
Albumin in A. fumigatus-infizierten Wildtypmé&usen, verglichen mit Wasser behandelten
Kontrolltieren, detektiert wurde. In Ubereinstimmung mit der gesteigerten Pilzmenge in
ADAMTS13"/~ Mausen wurde eine ca. doppelt so hohe Konzentration an Albumin in der
BAL als in Wildtyptieren quantifiziert. Dies deutet darauf hin, dass ADAMTS13 bzw. der
vWF essentiell fiir die Abwehr und Beseitigung von Pilzinfektionen ist.

24 h nach Infektion wurden Lungenschnitte angefertigt (siehe Abb. 27 D). Durch die
H&E-Farbung konnte eine Infiltration von Zellen sowie Hyperédmie in allen A. fumigatus-
infizierten Mausen nachgewiesen werden, was auf eine akute Pneumonie hinweist. Dabei
ist die Einwanderung von inflammatorischen Zellen in den ADAMTS137/- Mausen
wesentlich stiarker ausgepragt als bei den Wildtypkontrollen, was auf eine starkere

Entziindungsreaktion hindeutet.
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Abbildung 27: Die Infektion von ADAMTS13/- Miusen mit A. fumigatus fiihrt zu
erhohter Mortalitdt und erhohtem Pilzwachstum in der Lunge. Mause wurden i.t. mit
107 A. fumigatus-Konidien infiziert. (A) Das Uberleben wurde 14 Tage beobachtet. Gezeigt sind die
kumulierten Ergebnisse von drei unabhéngigen Versuchen (129/Sv/Pas n=15, 129/Sv/Pas + anti-
Cr-1n=10, ADAMTS137/- n=17). (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet
mit dem Mantel-Cox-Test. (B) 24 h nach Infektion wurden Lungenhomogenate ausgestrichen, um
mittels CFU (engl.: colony-forming units) die Pilzbelastung zu quantifizieren. Gezeigt sind die
kumulierten Ergebnisse von drei unabhingigen Versuchen (129/Sv/Pas n=10, ADAMTS13"/-
n =11) plus SD. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet mittels Student’s-
t-Test. (C) Die Albuminkonzentration in der BAL wurde mittels ELISA 24 h nach Infektion
quantifiziert. Dargestellt sind die kumulierten Werte von zwei (Wasser-behandelte 129/Sv/Pas
n=10), drei (A. fumigatus-behandelte ADAMTS137/~ n =11) oder vier unabhéngigen Versuchen
(A. fumigatus-behandelte 129/Sv/Pas n=13) plus SD. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied
(p<0,05), berechnet mittels one-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest. (D) 24 h nach Infektion
wurde die Lunge préaparativ entfernt und Parrafinschnitte von der Core Facility Histologie
(Universititsmedizin Mainz) angefertigt und angefarbt (H&E-Farbung). Skalierungsbalken,
100 ym.

5.5.2 ADAMTS13-Defizienz resultiert in einer reduzierten PMN-

Rekrutierung bei A. fumigatus-Infektionen

Um zu tiberprifen, ob die zur Pilzabwehr essentiell notwendige PMN-
Einwanderungl!®®172:189,199-201] i,  ADAMTS13/~ gestort ist, wurden Blut und BAL
24 h nach Infektion analysiert. Im Blut von A. fumigatus-infizierten Wildtyp- sowie
ADAMTS13/- Mausen wurde eine erhohte Anzahl an PMN, im Vergleich zu mit
Wasser behandelten Kontrollméusen, detektiert (siehe Abb. 28 A). Fir die PMN-
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Abbildung 28: Die PMN-Rekrutierung nach A. fumigatus-Infektion ist in
ADAMTS13/- Miusen vermindert. Miuse wurden mit 107 A. fumigatus-Konidien i.t.
infiziert oder mit Wasser. 24 h spéiter wurde das Blut und die BAL analysiert. (A, B) Der
prozentuale Anteil der PMN (CD11b"8! Gr-1*) im Blut (A) und die PMN-Gesamtzahl in der
BAL (B) wurde im FACS quantifiziert. (C) Das Shedding von CD62L und die Regulierung
von CD11b auf PMN (Gr-17) wurde im FACS analysiert. Gezeigt sind die kumulativen (A,
B) oder ein repréisentatives Ergebnis von drei (Wasser-behandelte 129/Sv/Pas n=7) oder vier
unabhéingigen Versuchen (A. fumigatus-behandelte 129/Sv/Pas n=17; ADAMTS13/ n=16)
plus SD. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), berechnet mittels one-way ANOVA-
Test mit Bonferoni-Posttest. (D) Verschiedene BAL-Zytokine und Chemokine wurden von der
Arbeitsgruppe Bosmann (Universitdtsmedizin Mainz, Zentrum fiir Thrombose und Hamostase)
mittels Bioplex gemessen (129/Sv/Pas n=3, ADAMTS137/" n=4). (*) zeigt einen signifikanten
Unterschied (p < 0,05), berechnet mittels Student’s-¢-Test.

Aktivierungsmarker CD11b und CD62L wurden keine Unterschiede zwischen infizierten
ADAMTS13 7/~ und Wildtypmausen detektiert. Wie in Abb. 28 B ersichtlich, induzierte die
Infektion von Wildtypmausen im Vergleich zur Wasserkontrolle eine starke Einwanderung
von PMN. Unerwarteterweise wurde in infizierten ADAMTS137/~ Méusen eine signifikant
niedrigere PMN-Anzahl als im Wildtyp nachgewiesen, was die verminderte Pilzkontrolle
(Abb. 27B) erklart. Fiir den PMN-Aktivierungsstatus ergaben sich keine Unterschiede in
der BAL (siehe Abb. 28 C). Vergleicht man den Aktivierungszustand von PMN in Blut
und BAL, so wurde eine Hochregulierung von CD11b und Shedding von CD62L in der
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BAL nachgewiesen.

Da verschiedene Zytokine und Chemokine zur PMN-Rekrutierung und Aktivierung not-
wendig sind, wurde die Lungenlavage hinsichtlich wichtiger inflammatorischer Mediatoren
untersucht. Wie in Abb. 28D gezeigt, wurde in den ADAMTS13/~ Méausen ein erhéhtes
Level an proinflammatorischen Zytokinen, wie TNFa, IL-13, IL-4, IL-6 und IL-12, sowie an
antiinflammatorischen IL-10 detektiert. Des Weiteren wurde ein deutlich erhéhtes Niveau
der Chemokine MIP-1a, MIP-13, KC/CXCL1 und MCP-1 in den ADAMTS137/" Méausen
gemessen, welche alle fiir die PMN-Rekrutierung notwendig sind. Von den Zytokinen,
die die Auswanderung von Neutrophilen und Monozyten aus dem Knochenmark ins
Blut bewirken, war nur G-CSF in den infizierten ADAMTS13/- Méusen erhoht, jedoch
nicht GM-CSF. Somit konnte eine gestorte Chemokinausschiittung als Ursache fiir die
verminderte PMN-Rekrutierung und eine gesenkte Entziindungsreaktion fiir die reduzierte

Pilzbeseitigung in der Lunge ausgeschlossen werden.

5.5.3 ADAMTS13-Defizienz hat in wvitro keinen Einfluss auf die PMN-
Effektorfunktionen

Um einen generellen Defekt der PMN und ihrer Effektormechanismen in ADAMTS137/-
Maéusen auszuschliefen, wurden aus dem Knochenmark isolierte PMN mit dem TLR
Agonisten LPS, dem Phorbolester PMA und dem Formylpeptid-Rezeptor-Agonisten
WKYMVm in vitro stimuliert und anschlieBend verschiedene PMN-Effektormechanismen
wie oxidativer Burst, Phagozytose, Degranulation und CD62L-Shedding analysiert.

Wie in Abb. 29 A und B gezeigt, fiihrte die Stimulation mit LPS, PMA und
WKYMVm zu einer erhéhten Phagozytose von PE-markierten Polystyrolpartikeln sowie zur
Hochregulation von CD11b und zum Shedding von CD62L, wobei sich keine Unterschiede
zwischen PMN aus ADAMTS137/- und Wildtypméusen ergaben. Die Stimulation mit
WKYMVm induzierte einen gleich starken oxidativen Burst in ADAMTS137/ und Wildtyp-
PMN (siehe Abb. 29 C), wohingegen kein signifikantes Signal fiir PMA und LPS messbar
war (Daten nicht gezeigt). Da PMN kurzlebige Zellen sind, die konstitutiv in Apoptose
gehen, wurde nach 24h der Anteil an apoptotischen PMN gemessen (siehe Abb. 21 D). Als
Kontrolle dienten der Translationshemmer Cycloheximid?'?, der die Proteinbiosynthese
unterbindet und so zur Apoptose der PMN fiithrte und die Stimulation mit GM-CSF[2'3],
was erwartungsgeméf die Apoptose von PMN verhinderte. Es konnten keine Unterschiede

in der Apoptose zwischen PMN aus ADAMTS137/~ und Wildtypméusen ermittelt werden
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Abbildung 29: PMN aus ADAMTS13"/- Miusen zeigen keine Dysfunktion in ihrer
Aktivierung. Aus dem Knochenmark isolierte PMN (10 /ml) wurden mit GM-CSF (50 ng/ml),
LPS (100 pg/ml), PMA (50 ng/ml), Cycloheximid (CHX, 10 ug/ml) oder WKYMVm (8 ug/ml)
stimuliert. (A) Die Phagozytose von PE-markierten Polystyrolkiigelchen wurde nach 4 h im
FACS gemessen. (B) Das Shedding von CD62L und die Regulierung von CD11b relativ zu
unbehandelten PMN wurde im FACS nach 4 h analysiert. (C) Der oxidative Burst wurde mittels
DCFH-DA in An- und Abwesenheit von WKYMVm {iber die Zeit gemessen. (D) Der Anteil an
apoptotischen Zellen wurde nach 24 h mittels Nicoletti-Assay im FACS bestimmt. Gezeigt sind
die kumulierten Ergebnisse von zwei unabhéngigen Versuchen (129/Sv/Pas und ADAMTS137/
n =5) plus SD. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen PMN
aus 129/Sv/Pas und ADAMTS137/~ Miusen, berechnet durch einen two-way ANOVA-Test mit
Bonferoni-Posttest.

82



5 ERGEBNISSE

Medium Konidien Hyphen
® 129/Sv/Pas OOW
O ADAMTS137

0 90 180 O 90 180 0 90 180

Oxidative Burst-
aktivitat (SFI x 103)
N

Zeit [min]
E h m 129/Sv/Pas g m 129/Sv/Pas
3] / 8] ,
2] oADAMTSI3* 2 O ADAMTS13
c c
2 2 -
c c
e H ) I
c C
o I o | -
£ 5
= I—| = H
o 2 4 6 8 0 25 50 75 100
CD11b-Regulierung CD62L-Shedding [%]
129/Sv/Pas ADAMTS13"-

35% = unmarkierter

(+-2%) A. fumigatus
FITC-markierter
A. fumigatus

FITC

Abbildung 30: PMN von ADAMTS13/- Miusen zeigen keinen Defekt in Phagozy-
tose von Konidien oder Aktivierung nach Kontakt mit A. fumigatus. PMN aus dem
Knochenmark (10%/ml) wurden mit A. fumigatus-Konidien oder Hyphen stimuliert. (A) Die
oxidative Burstaktivitdt wurde mittels DCFH-DA iiber die Zeit quantifiziert. (B) Nach 4 h
Inkubation wurde das Shedding von CD62L und die Regulierung von CD11b auf PMN (Gr-1T)
relativ zu unbehandelten Zellen im FACS gemessen. (C) Die Phagozytose von FITC-markierten A.
fumigatus-Konidien wurde nach 1h im FACS gemessen. Die Aufnahme von unmarkierten Konidien
diente als Negativkontrolle. Abgebildet sind die kumulierten (A, B) oder ein reprisentatives
Experiment von zwei unabhingigen Versuchen (129/Sv/Pas und ADAMTS137/~ n=5) plus SD.
Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen PMN aus 129/Sv/Pas und
ADAMTS13/- Miusen, berechnet durch einen two-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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(siche Abb. 21 A).

Um Defekte anderer Signalwege bei Pilzinfektionen in ADAMTS137/~ PMN zu eruieren,
wurden diese in vitro mit A. fumigatus-Konidien und Hyphen stimuliert und anschliefend
die unterschiedlichen PMN-Effektormechanismen analysiert. A. fumigatus-Konidien und
Hyphen induzierten in PMN aus ADAMTS137/~ und Wildtypméusen einen oxidativen
Burst, der in etwa gleich stark ausgeprigt war (siehe Abb. 30 A). Wie in Abb. 30 B
dargestellt, fithrte die Stimulation mit Konidien oder Hyphen zur Hochregulation von
CD11b und zum Shedding von CD62L. Die Inkubation mit FITC-markierten A. fumigatus-
Konidien fiihrte zur Phagozytose dieser durch PMN (siehe Abb. 30 C). Es ergaben sich
keine Unterschiede zwischen PMN aus ADAMTS137/- und Wildtypméusen.

Da ADAMTS13/- Méuse eine erhohte Pilzbelastung der Lunge nach Infektion mit A.
fumigatus in vivo zeigten (siehe Abb. 27 B), wurden das Abtdten von Konidien und
Hyphen in vitro analysiert, um PMN-Defekte beim Abtoten dieser zu eruieren. Wie in
Abb. 31 dargestellt, fithrte die Inkubation von Konidien oder Hyphen mit PMN zum
Abtéten dieser. Es wurden jedoch keine Unterschiede zwischen PMN aus ADAMTS13/-
und Wildtypméusen quantifiziert, was Defekte von PMN aus ADAMTS137/~ Mausen beim
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Abbildung 31: PMN von ADAMTS13"/- Miusen zeigen kein reduziertes Abtdten
von A. fumigatus-Konidien oder Hyphen. Aus dem Knochenmark isolierte PMN (106 /ml)
wurden mit A. fumigatus-Konidien oder Hyphen 4 h inkubiert. Nach Lyse der PMN wurde die
Pilzviabilitdat mittels kolorimetrischem XTT-Assay quantifiziert. (A) Die Hyphenviabilitédt wurde
relativ zu unbehandelten Hyphen gemessen. (B) Die Konidien wurden 16h bei 37°C kultiviert, um
Hyphen auszubilden. Anschlieend wurde die Viabilitéat relativ zu einer unbehandelten Kontrolle
quantifiziert. Gezeigt ist ein reprisentatives Resultat von zwei unabhéngigen Versuchen, gemessen
in Triplikaten (129/Sv/Pas und ADAMTS137/~ n =3) plus SD. (*) zeigt einen signifikanten
Unterschied (p < 0,05), berechnet durch einen one-way ANOVA-Test mit Bonferoni-Posttest.
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Abtoten von A. fumigatus ausschliefit.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass PMN aus ADAMTS137/- Miusen keine
Defekte aufweisen. Somit verursacht die verminderte PMN-Rekrutierung nach pulmonaler
Infektion mit A. fumigatus das verminderte Abtoten der Pilze. Damit einhergehend

kommt es zu einer erhohten Schadigung der Lunge und einer gesteigerten Mortalitat in

ADAMTS13-defizienten Mausen.
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6 Diskussion

6.1 Sich gegenseitig beeinflussende Signalkaskaden von

TREM-1 und TLR bzw. NLR in monozytiaren Zellen

Humane PMN und Monozyten exprimieren den Oberflichenrezeptor TREM-111 der
inflammatorische Signale bei Entziindungsreaktionen potenziert!?361%4 Der natiirliche
Ligand wurde aber bisher nicht identifiziert. Unterschiedliche Studien haben verschiedene
Signalmolekiile der TREM-1-abhéngigen Signaltransduktion in PMN oder Monozyten
analysiert.?0108- 1100 Von Haselmayer et al. wurden die Kinase PI3K und die MAPK-
Kinase p38-MAPK als zentrale Regulatoren der TREM-1-Signaltransduktion in PMN
identifiziert, die unabhingig voneinander reguliert werden.!') Da eine entsprechende
Analyse in monozytaren Zellen fehlt, sollte diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht werden.

Um spenderabhéngige Varianzen zu minimieren, wurde nach einer TREM-1-exprimierenden,
monozytaren Zelllinie gesucht. So wurde auf der akuten myeloischen Leukdmie-(AML)-
Zelllinie MUTZ-3 eine schwache TREM-1-Expression detektiert, wobei diese nur auf
der nicht proliferierenden, CD14* Subpopulation®® nachweisbar war (siche Abb. 7).
Ubereinstimmend ist eine TREM-1-Expression auf humanen CD14% Monozyten!,
ausgereiften, myeloiden Zellen!' und AML-Blasten beschrieben. Des Weiteren wurde in
allen MUTZ-3-Zellen das fiir die Signaltransduktion essentielle Adaptermolekiil DAP12[%)
detektiert.

Um die Funktionalitat des TREM-1-Rezeptors zu iiberpriifen, wurden MUTZ-3-Zellen
mit einem agonistischen anti-TREM-1-Antikoper stimuliert. In Monozyten und PMN
fithrt dies zur Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen wie TNFo und IL-8.[00:91,113]
In MUTZ-3-Zellen wurde eine TREM-1-abhéngige IL-8-Freisetzung detektiert (siehe
Abb. 7), aber keine TNFo-Ausschiittung. Erst durch Koligation mit TLR bzw. NLR
war TNFa nachweisbar (siche Abb. 13). Diese Koligation resultiert in Monozyten und
PMN in einer synergistischen Aktivierung verschiedener Effektorfunktionen.[%%-91,113,19]
In Monozyten kommt es beispielsweise zur gesteigerten Ausschiittung von IL-8 und
TNFa.209019] Entsprechende, kooperative Effekte fiir die Freisetzung von IL-8 und
TNFa ergaben sich ebenfalls in MUTZ-3-Zellen. Summa summarum léasst die TREM-
1l-abhéngige Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen auf eine intakte TREM-1-
Signaltransduktion schlieffen. Des Weiteren bewirkt die Aktivierung von TREM-1 in
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Monozyten die Hochregulation kostimulatorischer Molekiile wie CD11c, CD86 oder HLA-
DR.1%! Dies wurde in MUTZ-3-Zellen jedoch nicht beobachtet, was auf eine unterschiedliche
Regulation der kostimulatorischen Molekiile in Kurzzeitkulturen hindeutet, obwohl sich
MUTZ-3-Zellen zytokinabhédngig zu unterschiedlichen Immunzellen wie Dendritischen
Zellen oder Osteoklasten ausdifferenzieren lassen!'86:196:214.215]

Zur in vitro-Analyse von TREM-1 wird in der Literatur hiufig die humane Zelllinie
U937 verwendet.!196108112] Tpy dieser ist allerdings eine Induktion der TREM-1-Expression
und dessen Adaptermolekiil DAP12 durch Stimulation mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3
und TGFB, 1% oder Transfektion'®12 notwendig. Dagegen sind durch die Verwendung
der Zelllinie MUTZ-3, die ohne zuséatzliche Induktion oder Behandlung TREM-1
funktional exprimiert, vor allem unkontrollierbare Artefakte, bedingt durch ektopische
Rezeptorexpression, vermeidbar.

Um die MUTZ-3-Zelllinie als Modellsystem zur Analyse der TREM-1-Signaltransduktion
zu etablieren, wurden die beiden essentiellen Signalmolekiile PI3K und p38-MAPK im
Vergleich zu Monozyten und PMN untersucht. Die Ligation von TREM-1 fiihrte in MUTZ-3-
Zellen und Monozyten zur Phosphorylierung von Akt, einem direkten Downstreamsignal im
PI3K/Akt-Signalweg, und p38-MAPK (siche Abb. 9), wie bereits fiir PMN und Monozyten
beschrieben. 109110 Gegenteilig zu bekannten Resultaten aus PMNI ergaben sich keine
Unterschiede in der Kinetik der Phosphorylierung von Akt, verglichen mit p38-MAPK,
was auf eine unterschiedliche Signaltransduktion von PMN im Vergleich zu monozytaren
Zellen hinweist. Auflerdem wurden durch pharmakologische Inhibierung von PISK und
p38-MAPK diese Signalmolekiile als wichtige Regulatoren der TREM-1 vermittelten
Ausschiittung von IL-8 in MUTZ-3-Zellen und Monozyten identifiziert (siche Abb. 9).
Analoge und der Literatur entsprechende Resultate wurden fiir PMN erhalten.[10%110]
Anschliefend wurde durch Analyse der Phosphorylierung von Akt und p38-MAPK in
Anwesenheit der genannten Inhibitoren die exakte Hierarchie der Signalweiterleitung in
MUTZ-3-Zellen, Monozyten und PMN untersucht (siehe Abb. 9). In MUTZ-3-Zellen
deuten die Resultate auf eine gegenseitige Regulierung von Akt und p38-MAPK hin.
In Monozyten fiihrte die Inhibierung von PISK zu einer stirkeren Phosphorylierung
von p38-MAPK, was auf gegenseitige, kompensatorische Funktionen hinweist. Aufgrund
dieser Ergebnisse muss die Phosphorylierung von PI3K vor der p38-MAPK-Aktivierung
in monozytaren Zellen stattfinden. Dagegen erfolgte die Phosphorylierung von Akt und

p38-MAPK unabhéngig voneinander, wie bereits von Haselmayer et al. gezeigt!'%). Dies
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belegt eindeutig eine unterschiedliche Signaltransduktion von TREM-1 in monozytaren
versus granulozytéiren Zellen. Bestatigt wird diese Annahme durch die unterschiedlichen
Resultate fiir die Signalweiterleitung bei Koligation von TREM-1 mit TLR oder NLR
in monozytaren und granulozytaren Zellen. So fithrte die Koligation von TREM-1 und
TLR4 in monozytéren Zellen zu einer verstarkten Phosphorylierung von Akt, die bei p38-
MAPK-Inhibierung vollstindig unterdriickt wurde (sieche Abb. 14). In PMN beeinflusst
der p38-MAPK-Inhibitor diese jedoch nicht.'® Ubereinstimmend mit der TREM-1-
abhéngigen Zytokin- und Chemokinfreisetzung war diese bei Koligation mit TLR bzw.
NLR ebenfalls von PI3K und p38-MAPK abhéngig, was deren zentrale Bedeutung in der
intrazelluldren Signaltransduktion beweist. Allerdings wurde bei Koligation in MUTZ-
3-Zellen, Monozyten und PMN bei Inhibierung von PI3K oder p38-MAPK vor allem
die Ausschiittung von IL-8 nicht vollstdndig unterdriickt, was auf weitere Signalwege bei
kombinierter Stimulation hinweist. Ob die genannten Unterschiede der Signalhierarchie
auch in anderen TREM-1-exprimierenden Zellen wie fiir die Psoriasispathogenitéit wichtige
inflammatorische, myeloide Dendritische Zellen?'6) quantifizierbar sind, muss in weiteren
Experimenten detailierter analysiert werden.

Normalerweise erfolgt die Aktivierung von Akt nach der Phosphorylierung von PI3K
im PI3K/Akt-Signalweg.l*'"?18] Es gibt aber Hinweise darauf, dass p38-MAPK ebenfalls

(2191 So aktivieren

die Akt-Phosphorylierung und damit Aktivierung induzieren kann
endogene oder exogene Molekiile wie fMLP tiber p38-MAPK, exogene Chemokine oder
Leukotrine wie IL-8 und MIP-2 dagegen tiber den PI3K/Akt-Signalweg die Migration von
PMN.[220 Bei Anwesenheit beider Stimuli inhibiert die p38-MAPK-abhéingige Migration
die PI3K-Aktivierung, wobei die Signalintegration und -pravalenz tiber PTEN (engl.:
Phosphatase and Tensin homolog) erfolgt.??!) Auch die TGFf;-abhéngige Migration von
Monozyten ist abhéngig von der kombinierten Aktivierung von PI3K und p38-MAPK.[??2!
Um die genauen Mechanismen zu identifizieren und zu validieren, ob p38-MAPK nach
TREM-1-Ligation direkt Akt phosphoryliert oder andere Mechanismen die Interaktion vom
p38-MAPK-Signalweg mit PI3K/Akt steuern, sind weitere Untersuchungen notwendig.

Neben der Phosphorylierung von verschiedenen Signalmolekiilen induziert die Aktivierung
von TREM-1 in Monozyten und PMN eine Freisetzung von Ca?t1:1%] die ebenfalls
in MUTZ-3-Zellen nachweisbar war (siehe Abb. 11). Im Gegensatz zu PMN, wo die
Ca?*-Mobilisierung nur von PI3K und nicht von p38-MAPK abhéngig ist!'*), wurde das

Ca?*-Signal bei pharmakologischer Inhibierung von PI3K oder p38-MAPK in MUTZ-
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3-Zellen und Monozyten fast komplett unterdriickt. Dies bestétigt die Hypothese, dass
sich die Hierarchie der Signaltransduktion in monozytiren und granulozytaren Zellen
unterscheidet.

Im Gegensatz zu priméren Zellen lassen sich MUTZ-3-Zellen ohne starke Aktivierung
mittels Elektroporation transfizieren, weswegen unter anderem die Analyse des Ca?-
abhéngigen Transkriptionsfaktors NFAT mittels Luziferase-Reporterassay moglich war
(siehe Abb. 12). Es wurde eine TREM-1-abhéngige Aktivierung von NFAT detektiert,
die entsprechend der Ca?T-Mobilisierung von PI3K und p38-MAPK abhingig war.
Dies belegt die wichtige Rolle von Ca?* bei der TREM-1-Signaltransduktion. In PMN
fiihrt die gleichzeitige Stimulation von TREM-1 und TLR4 zur gesteigerten Ca?*-
Freisetzung.'® Ubereinstimmend war in MUTZ-3-Zellen bei Koligation eine erhohte
NFAT-Transkription nachweisbar (siche Abb. 15). Die Stimulation von TLR4 allein fithrte
zu keiner Aktivierung von NFAT. Kongruent ist das Ca?"-Signal in PMN und Monozyten
ebenfalls TLR4-unabhéngig.??>??4 Dies stimmt mit der klassischen Sichtweise iiberein, in
welcher die TLR4-Stimulation mittels LPS nicht zur NFAT-Aktivierung fithrt.??® Neuere
Studien zeigen jedoch, dass LPS eine CD14-abhiangige NFAT-Translokation induzieren
kann/®?!. Dies wurde allerdings nicht beobachtet. Die Stimulation von TLR4 fithrt zudem
zur Translokation des Transkriptionsfaktors NFxB in den Zellkern!™™ weswegen die
Aktivierung von NFxB in MUTZ-3-Zellen mittels Luziferase-Reporterassay tiberpriift und
wie in Abb. 15 gezeigt, nachgewiesen wurde. Dabei resultierte die Stimulation von TREM-1
alleine in einer NFxB-Aktivierung, die bei Koligation mit TLR4 anstieg. Dazu identisch
fithrt die TREM-1-Stimulation in PMN zur Phosphorylierung und Aktivierung von RelA
(p65), einer Untereinheit von NFxB.[M0)

Ein genereller Nachteil von Studien mit pharmakologischen Inhibitoren sind unerwiinschte
Nebeneffekte, die schwierig zu kontrollieren und deren Auswirkungen schwer abschatzbar
sind. Die Verwendung der transfizierbaren Zelllinie MUTZ-3 hat deswegen den Vorteil,
dass essentielle Signalmolekiile von TREM-1 durch verschiedene Knock-down-Strategien
wie mit RNAi oder shRNA gezielt ausgeschaltet werden konnen. Die Etablierung dieser
Methoden und Uberpriifung der erhaltenen und beschriebenen Resultate war im Rahmen
der vorliegenden Arbeit leider nicht moglich, sollte aber zum besseren und detaillierteren
Verstandnis der TREM-1-Signaltransduktion beitrage.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit die monozytidre AML Zelllinie

MUTZ-3 als ein geeignetes Modellsystem zur Charakterisierung von TREM-1-abhéngigen
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Signalwegen in monozytéiren Zellen etabliert. Ubereinstimmend mit bisherigen Daten
sind die Signalmolekiile PI3K und p38-MAPK wichtige Regulatoren der TREM-1-
Signaltransduktion in MUTZ-3-Zellen, Monozyten und PMN. Durch den Vergleich der
TREM-1-abhangigen Signalweiterleitung in monozytédren und granulozytaren Zellen
konnten einige Unterschiede in der exakten Signalhierarchie detektiert werden. So erfolgt die
Phosphorylierung von PI3K und p38-MAPK in PMN unabhéngig voneinander, wohingegen
beide Kinasen in monozytéaren Zellen abhangig voneinander reguliert werden. Zudem ist die
Ca?T-Mobilisierung in PMN nur von PI3K abhingig und in monozytiren Zellen von PI3K
und p38-MAPK. Diese Resultate verbessern unser Verstédndnis, wie Entziindungsreaktionen
der angeborenen Immunitat reguliert werden, und tragen damit zur Entwicklung von
Behandlungsmethoden, wie beispielsweise gegen schwere Entziindungsreaktion bei Sepsis

oder Psoriasis, bei.

6.2 PMN sind essentiell fiir das Uberleben von A. fumigatus-

Infektionen

Eingeatmete Konidien treffen in der Lunge auf Phagozyten wie Alveolarmakrophagen,
PMN und Dendritische Zelle und werden in gesunden Individuen von diesen erkannt und
beseitigt (siche Kap. 2.8.4). Die PMN mit ihren unterschiedlichen Effektorfunktionen sind
dabei von zentraler Bedeutung.!'70172:201.227 Dy der exakte Einfluss verschiedener PMN-
Effektorfunktionen bei der Abwehr von A. fumigatus-Infektionen nicht detailliert geklért
ist[118:130,142] “go]lte ein Mausmodell fiir invasive Aspergillose (IA) etabliert und anschlieBend
die Bedeutung von oxidativen und nicht oxidativen PMN-Effektormechanismen wéhrend
einer TA analysiert werden.

Betéubte Mause wurden dazu, wie von Hasenberg et al. ausfiithrlich beschrieben!!8%, mit
der in der Literatur gingigen Dosis von 107 A. fumigatus-Konidien"*®17 it. infiziert.
AnschlieSfend wurde nachbeatmet, um eine optimale Verteilung der Pilzkonidien in
der Lunge zu erreichen. Die Infektion von immunkompetenten Wildtypméusen mit A.
fumigatus-Konidien war, wie zu erwarten!!>%:189:199.200] ' picht letal (siche Kap. 17). Dagegen
weisen neutropene oder immunsupprimierte Tiere eine hohe Mortalitatsrate auf. In den
durchgefiithrten Versuchen wurden die PMN durch Verabreichung eines monoklonalen

Antikorpers 24 h vor Infektion depletiert, wobei zwei verschiedene Klone verwendet

wurden: anti-Gr-1 (Klon RB6-8C5) oder anti-Ly6G (Klon 1A8). Beide fithrten zu einer
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anhaltenden Neutropenie, wobei der anti-Gr-1 im Gegensatz zum anti-Ly6G noch weitere,
Gr-1-positive Zellen wie z.B. Gr-11 Monozyten und Makrophagen depletiert.*Z Depletion
mit anti-Gr-1 oder anti-Ly6G verursachte eine 100 % ige Mortalitdtsrate bei Infektion
mit A. fumigatus mit dhnlichen Kinetiken. Dadurch wurde ein signifikanter Einfluss von
Zellpopulationen, die durch Verwendung des anti-Gr-1 mit entfernt werden, ausgeschlossen.
Zudem belegen diese Resultate die bekannte, essentielle Rolle der PMN bei der Abwehr
und Bekampfung von Pilzinfektionen!!%8:189:199.200] " ohei selbst eine PMN-Depletion 3 h
nach Infektion eine massive IA verursacht.l'™ Des Weiteren sind Alveolarmakrophagen,
die 90 % der Leukozyten in der BAL gesunder Mause darstellen, sowie Dendritische Zellen

130,148-152

fiir die Abwehr von Pilzinfektionen wichtig.| I Unter anderem regulieren diese

iiber die Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen die PMN-Einwanderung.2°0:28]
Alveolarmakrophagen kénnen aulerdem tiber ihre verschiedenen Effektormechanismen
(siche Kap. 2.2.2) bis zu 90 % der Konidien, abhéingig von deren Sprossungsgrad, abtéten. 22
Deren Depletion ist allerdings nicht letal fiir Mause.'™? Dies entspricht den erhaltenen
Resultaten, da die zusatzliche Depletion von Gr-17 Monozyten und Makrophagen keinen
Einfluss auf den Verlauf der IA hatte.

Als Infektionsroute wurde die i.t. Applikation gewahlt, da die Méuse so unter reprodu-
zierbaren Bedingungen mit einer geringen Varianz und exakt definierter Dosis infiziert
werden kénnen.?*022 Dies hat den Vorteil gegeniiber der intranasalen Infektion, dass
Schwankungen aufgrund unterschiedlicher Atemfrequenzen und Lungenvolumina sowie
eine Aufnahme der Pilzkonidien in den Nasennebenraum und Magendarmtrakt vermieden
werden. Neben diesen Infektionsarten besteht noch die Moglichkeit, i.v. oder iiber ein
Aerosol zu infizieren. Dabei verliert die i.v.-Infektion zunehmend an Bedeutung!?*?, da
diese Infektionsart unphysiologisch ist. Die Infektion iiber ein Aerosol, welche die ,,normale*
humane IA-Infektionsroute sehr gut imitiert®!, hat den Nachteil, dass sie zu einer diffusen
Bronchopneumonie fithrt, wobei die exakte, inokulierte Dosis nicht genau gesteuert werden
kann und stark von der Tropfchengrofe abhingt?*4. Zudem iiberleben nicht alle Pathogene
diese Infektionsart, sodass fiir die Etablierung dieser Methode weitere Forschung und
Validierung notwendig ist.[?31:232

Resiimierend wurde ein Mausmodell fiir TA erfolgreich etabliert und die wichtige Rolle der

PMN bei der Abwehr von Pilzinfektionen bestéatigt.
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6.3 Der oxidative Burst ist im Gegensatz zu neutrophiler
Elastase essentiell bei der Beseitigung von pulmonalen

Pilzinfektionen

Um den Einfluss von oxidativen PMN-Effektorfunktionen bei der Beseitigung von
pulmonalen Pilzinfektionen zu eruieren, wurden die beiden NADPH-Oxidase-defizienten
Mausstamme p47°"</- und gp91Ph*/~ i.t. mit A. fumigatus-Konidien infiziert. Neutrophile
Elastase (ELA) ist eine prototypische Serinprotease der azurophilen Granula und
mittels ELA-defizienter ELANE Mause wurde die Bedeutung nicht oxidativer PMN-
Effektormechanismen bei TA untersucht.

Die Infektion von pd7Ph</- oder gp91PP*</- Miusen resultierte in einer 100 % igen
Mortalitéat (siehe Abb. 18). Dass der Infektionsverlauf dem neutropener Méuse entsprach,
beweist die essentielle Notwendigkeit der NADPH-Oxidase und somit des von ihr
gesteuerten oxidativen Burst bei der Abwehr von Pilzinfektionen, wie bereits von anderen
Arbeitsgruppen gezeigt!'62716423] - Ubereinstimmend mit der Mortalititsrate und der
Literatur!'92164205] wyrde in der Lunge von infizierten p47P"/~ und gp91P"*/- Mausen
eine hohere Pilzbelastung in als im Wildtyp detektiert, was erneut auf die wichtige Funktion
der NADPH-Oxidase beim Abtéten von Pilzkonidien hinweist und durch zusatzliche in vitro
Experimente bestétigt wurde (sieche Abb. 23). In den p47P"*/- und gp91P"*/- Miusen
war die Pilzbelastung in vivo sogar hoher als bei den neutropenen Méusen, was auf
weitere wichtige Funktionen der NADPH-Oxidase neben dem direkten, PMN-abhéngigen
Abtoten von Pilzen hindeutet. So phagozytieren Alveolarmakrophagen, deren NADPH-
Oxidase-Aktivitdat mittels pharmakologischer Inhibitoren blockiert war, A. fumigatus-
Konidien, koénnen diese jedoch nicht abtdten, genauso wie Alveolarmakrophagen aus
pd7Phox/- Mausen.'1] Tm Gegensatz dazu inhibieren Alveolarmakrophagen aus gp91Phox/-
und Wildtypméusen die Auskeimung von Pilzsporen gleichstark.[162205:236] Aphand eines
anderen, transgenen Mausstammes wurde zudem gezeigt, dass die NADPH-Oxidase in
Makrophagen ein zentraler Regulator fiir die Kontrolle von Pilzinfektionen ist.[?3”) So war
die Infektion von Méusen mit globaler NADPH-Oxidase-Defizienz, d.h. in PMN, Monozyten
und Makrophagen, letal, wohingegen die Infektion von NADPH-Oxidase-Defizienz nur
in PMN nicht letal war. Bei letzterem Mausstamm ist allerdings eine Restaktivitat der
NADPH-Oxidase in den PMN detektierbar.?38) Aufgrund dieser verschiedenen Resultate

ist der genaue Einfluss der NADPH-Oxidase und dem damit verbundenen oxidative
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Burst in Makrophagen und PMN vor allem in vivo noch nicht endgiiltig geklart. Da
im Gegensatz zu neutropenen Méuse die Infektion von Mé&usen, deren Monozyten

158,172,199,200]  : :
I, ist der Einfluss

und Makrophagen depletiert wurden, nicht letal verlauft!
des PMN-abhéngigen oxidativen Burst wahrscheinlich essentieller. Neben dem direkten
Abtéten von Pathogenen regulieren von der NADPH-Oxidase freigesetzte Radikale die
Entziindungsreaktion. So fithrt eine Zymosan- oder LPS-induzierte Lungenschadigung
in p47PPo</- und gp91P"*/- Miusen zu einer erhohten NF-xB-Aktivierung, verstiarkten
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und verminderten Aktivitdt des redoxsensitiven,
antiinflammatorischen Regulators Nrf2 (engl.: nuclear factor erythroid 2-related factor
2).1239] Mittels H&E-Farbung infizierter Lungen von p47P"*/- und gp91Ph**/- Miusen
wurde zwar eine Pneumonie nachgewiesen, eine erhohte Entziindung konnte jedoch nicht
detektiert werden (siche Abb. 18).

Im Gegensatz zum oxidativen Burst ist ELA nicht essentiell fiir das Uberleben von
Pilzinfektionen, da die Infektion von ELANE Mausen nicht letal war (siche Abb. 18).
Allerdings wurde in ELANE Mé&usen eine erhohte Pilzbelastung der Lunge detektiert
(siche Abb. 19), was die wichtige Funktion von ELA bei der Pilzabwehr beweist. Dies
konnte zuséatzlich durch ein vermindertes Abtoten von A. fumigatus-Konidien in vitro
belegt werden (siehe Abb. 23) und stimmt mit den Beobachtungen von Tkalcevic et al.l'®]
iiberein. Diese wiesen in ELANE, Cathepsin G sowie Cathepsin G und ELA defizienten
Ma&usen nach i.v.-Infektion mit A. fumigatus eine erhohte Mortalitdt nach. Die Diskrepanz
zu den in Abb. 18 gezeigten Uberlebenskurven der ELANE Miuse basiert vermutlich auf
den unterschiedlichen Infektionsarten, wobei die in der vorliegenden Arbeit verwendete i.t.-
Infektionsroute physiologischer ist (siehe Kap. 6.2). Andererseits erreicht die i.v. Applikation
eine viel hohere Invasivitat als die i.t. Infektion. Des Weiteren sind kompensatorische Effekte
durch andere Serinproteinasen wie Proteinase 3 oder Cathepsin G nicht auszuschlielen, da
in den durchgefithrten Experimenten nur ELA-defiziente Mause infiziert wurden. Dagegen
spricht aber, dass die orophyrangale Infektion von ELA und Cathepsin G-defizienten
Miusen nicht letal ist.?3®! AuBerdem konnten in diesen und Dipeptidylpeptidase I (DPPI)-
defizienten Mé&usen nach drei Tagen keine Unterschiede in der Pilzbelastung der Lunge
im Vergleich zu Wildtypméusen nachgewiesen werden,?® wobei das Enzym DPPI die
lysosomale Aktivitit von Proteinase 3, ELA und Cathepsin 3 steuert?*”). Dies unterstiitzt

die Hypothese, dass Serinproteasen wie z.B. ELA fiir das Uberleben einer IA nicht
essentiell sind. ELA ist auch an der NET-Bildung beteiligt.?*!) NETs konnen A. fumigatus-
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Konidien zwar nicht abtéten, aber deren Auskeimung behindern.?*? In witro ist dies

[242]

abhangig von dem Chelator Calprotectin. Auch die Depletion von Eisen durch von

PMN ausgeschiittetes Lactoferrin inhibiert das Wachstum von A. fumigatus in vitro.!*5°!
Die exakte Bedeutung von anderen, nicht oxidativen PMN-Effektormechanismen bei der
Abwehr von Pilzinfektionen in vivo muss aber weiter untersucht werden.

In der Literatur werden stammspezifischen Unterschiede fiir den Verlauf der IA beschrieben,
die jedoch meist auf unterschiedlichen Kinetiken nach Immunsuppression mit Cyclophospha-
mid und/oder Kortison basieren, da die Infektion von immunkompetenten Wildtypméusen
nicht letal ist.[1%8201:243.244] Tp den verwendeten Mausstaimmen C57BL/6 und 129/Sv/Pas
wurden jedoch keine Unterschiede hinsichtlich der Kinetik der Uberlebenskurven detektiert.
Auch war die Rekrutierung und Aktivierung von PMN nach Infektion dhnlich. Es ergaben
sich allerdings stammspezifische Unterschiede beim Abtoten der A. fumigatus-Konidien in
vivo. So wies der Wildtypstamm 129/Sv/Pas in der Lunge eine geringere Pilzbelastung
als der Wildtypstamm C57BL/6 auf, was auf ein besseres bzw. schnelleres Abtéten der
Pilzsporen hinweist.

Zusammenfassend zeigen diese Resultate die wichtige Funktion von oxidativen wie
auch nicht oxidativen PMN-Effektormechanismen bei der Abwehr von Pilzinfektionen
durch Abtoten der Konidien. Dabei ist die NADPH-Oxidase und der damit verbundene
oxidative Burst essentiell und nicht redundant. Die neutrophile Elastase als prototypische
Serinprotease und wichtiger Bestandteil der NET-Formation ist dagegen nicht essentiell

fiir das Uberleben einer TA.

6.4 Arginin beeinflusst die Beseitigung von pulmonalen Pilzin-

fektionen nicht

Die Depletion von L-Arginin fiihrt einerseits zu einer verminderten Zellteilung und

(208] Iy, wiwo

andererseits zu inhibiertem Wachstum von Parasiten und Viren in witro.
gibt es zwei Enzyme, die L-Arginin als Substrat nutzen und deren Aktivitat sich durch
ihre Substratkonkurrenz gegenseitig beeinflusst. Arginase-1 wandelt die Aminosédure L-
Arginin zu Harnstoff und L-Ornithin um und iNOS metabolisiert sie zu NO und L-
Citrullin.l?°7:24% So ist die Umwandlung von L-Arginin zu NO und anderen, reaktiven

Stickstoffintermediaten der primére, zytotoxische Mechanismus von Makrophagen bei

der Beseitigung von Viren, Bakterien und Wiirmern.?*! AuBerdem kénnen PMN iiber
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Arginase-1, die in der azurophilen Granula gespeichert ist,?*” die adaptive Immunantwort
modulieren, da eine L-Arginin-Defizienz die Proliferation und Aktivierung von T-
Zellen supprimiert.?*8) Bei Entziindungen und Krebserkrankungen kommt es zudem
zur Expansion von antiinflammatorischen CD11b* Ly6G* Ly6C" Zellen, den MDSCs
(engl.: myeloid-derived suppressor cells). Diese weisen ebenfalls Arginase-1 und iNOS auf
und sind eine heterogene Population von frithen, myeloiden Vorlauferzellen und unreifen
myeloiden Zellen wie Makrophagen, PMN und Dendritischen Zellen in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien.?*)) Inwieweit eine L-Arginin-Defizienz eine Infektion mit A.
fumigatus beeinflusst, wurde mit dem in Kap. 5.2 beschriebenen, murinen Modell fiir TA
eruiert.

Die i.p. Verabreichung einer PEG-gekoppelten Arginindeiminase (ADI-PEG) fihrte zur
erwarteten, selektiven Depletion von L-Arginin (siehe Abb. 24 und 25).2'% Infektion
von L-Arginin-defizienten und neutropenen, L-Arginin-defizienten Méusen ergab keine
Unterschiede im Uberleben und im Pilzbefall der Lunge zu den entsprechenden
Kontrolltieren (sieche Abb. 25). Die Depletion von L-Arginin beeinflusste zudem weder
die Rekrutierung noch die Aktivierung von PMN (siehe Abb. 26). Dies legt den Schluss
nahe, dass L-Arginin und somit auch iNOS und Arginase-1 fiir die Beseitigung von
pulmonalen A. fumigatus-Infektionen nicht essentiell sind. Ubereinstimmend hat NO
keinen Einfluss auf die Beseitigung von A. fumigatus-Konidien durch humane sowie
murine Alveolarmakrophagen.”® Im Gegensatz dazu weist Arginase-1 eine protektive
Funktion bei Infektion mit Fadenwiirmern auf, da die pharmakologische Inhibierung
von Arginase-1 ein vermindertes Abtoten der Wiirmer Heligmosomoides polygyrus oder
Nippostrongylus brasiliensis induziert.[?®!2%2 Des Weiteren fiihrt die TLR-Stimulation zur
Hochregulation von Arginase-1 in Makrophagen, wobei dies auch durch mykobakterielle
Infektionen sowie Chitin, einem Zellwandbestandteil von Pilzen und Wiirmern, verursacht
wird.[?%3254 Eine gezielte Entfernung der Arginase-1in PMN, Monozyten und Makrophagen
fiihrt zu einer geringeren Pathogenbelastung nach Infektionen mit dem Protozoon
Tozoplasma gondii oder Mycobacterium tuberculosis-Bakterien.?*l Damit einhergehend
wurde eine durch die Arginase-1-Defizienz verursachte, erhohte NO-Produktion detektiert.
Dagegen hat die selektive Arginase-1-Defizienz keinen Einfluss auf die Viabilitdt bei
mit LPS- oder Streptococcus pneumoniae-induzierten Sepsismodellen. Dies deutet darauf
hin, dass fiir das intrazellulare Abtéten von Erregern wie Toxoplasma gondii Arginase-1

notwendig ist, allerdings nicht zur Kontrolle von extrazellularen Erregern wie Streptococcus
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pneumoniae.*>® Diese Hypothese passt zu den erhaltenen Daten der pulmonalen A.
fumigatus-Infektion. In einem murinen Colitis-Modell mit dem Bakterium Citrobacter
rodentium fiihrte die Verabreichung von L-Arginin an Wildtyp- und iNOS-defiziente Mause
zu einer schwécheren Entziindung im Darm, wohingegen die pharmakologische Inhibierung
von Arginase-1 die Entziindung verschlimmerte.?® Somit hat Arginase-1 bei Colitis
eine protektive Funktion. Im Gegensatz dazu begiinstigt die Arginase-1-Aktivitat iiber
Inhibierung der NO-Produktion Infektionen mit dem Parasiten Trypanosoma brucei.l?>!
Inwieweit eine Inhibierung von Arginase-1 oder iNOS den Verlauf der TA beeinflusst, konnte
iiber die L-Arginindepletion nicht geklart werden. Da jedoch kein Einfluss von L-Arginin
ermittelt wurde, ist dies eher unwahrscheinlich. Einige Pathogene exprimieren zudem
enzymatisch aktive Arginase, um L-Arginin zu metabolisieren und dadurch die Bildung
antimikrobieller Stickstoffintermediate zu unterbinden.l?*"?%! Da die L-Arginin-Defizenz
keinen Einfluss auf die IA und die PMN-Effektorfunktionen hatte, sollte dies beim Abtoten
von Pilzen keine Rolle spielen.

Zusammenfassend lassen die erhaltenen Daten darauf schlieflen, dass L-Arginin und somit
vermutlich auch die beiden Enzyme Arginase-1 und iNOS zur Kontrolle von Pilzinfektionen

nicht essentiell sind.

6.5 ADAMTS13 beeinflusst die Rekrutierung von PMN bei

pulmonalen Pilzinfektionen

Eine Storung der Zinkmetalloprotease ADAMTS13, die normalerweise den vWF in

t1 ] fithrt zur Thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP)

Multimere spalte
(siehe Kap. 2.3).14%%2%4 Dabei steuert der vWF die Quervernetzung und das Anhaften
von Blutplittchen an beschidigten Gefifiwianden.®) AuBerdem zeigten Chauhan et al. in
ADAMTS13-defizienten (ADAMTS13”/~) Mausen ein erhohtes ,Rollen“ und eine gesteigerte
Adhision von Leukozyten an GefaBiwinden.5!] Bei Thioglykollat-induzierter Peritonitis
oder Hautbeschadigung war zudem eine verbesserte PMN-Rekrutierung nachweisbar. Ob
die ADAMTS13-Defizienz ebenfalls pulmonale Pilzinfektionen beeinflusst, wurde in dem
bereits beschriebenen Mausmodell fiir IA (siehe in Kap. 5.2) analysiert.

Im Gegensatz zur oben genannten, gesteigerten PMN-Rekrutierung!l, fithrte die pulmonale

Infektion mit A. fumigatus-Konidien zu einer signifikant reduzierten Einwanderung von

PMN (siehe Abb. 28). Dies verursachte ein vermindertes Abtoten der Pilzkonidien
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in vivo einhergehend mit einer verstiarkten Schiadigung der Lunge und einer erhohten
Mortalitit der ADAMTS137/- Miuse (siche Abb. 27). Da sich in vitro in PMN aus
ADAMTS13/~ Miusen keine generellen oder pilzabhéngigen Defekte von unterschiedlichen
PMN-Effektormechanismen wie oxidativer Burst, Phagozytose, Degranulation, CD62L-
Shedding oder dem Abtéten von Konidien oder Hyphen ergaben (siehe Abb. 29 bis
31), muss die verminderte PMN-Rekrutierung die erhohte Mortalitétsrate verursachen.
Die gegensatzlichen Ergebnisse fiir die PMN-Rekrutierung konnten auf unterschiedli-
chen Stammhintergriinden der ADAMTS137/- Miuse beruhen. So war dieser bei den
durchgefithrten Experimenten 129/Sv/Pas und bei Chauhan et al. C57BL/6J6!. Wie
in Abb. 19 gezeigt und in Kap. 6.3 diskutiert, gibt es stammspezifische Effekte beim
Abtoten von A. fumigatus in vivo. Allerdings wurden keine stammspezifischen Effekte
bei der Einwanderung von PMN detektiert (siche Abb. 20), was dies als Ursache fiir
die detektierten Unterschiede eher ausschlieit. Demgegeniiber kann die ADATMS13-
Defizienz auf unterschiedlichen Stammbhintergriinden verschiedene Auswirkungen haben.
So beeinflusst die ADAMTS13-Defizienz auf einem nicht definierten Stammhintergrund
weder das Uberleben noch die Thrombozytopenie in einem murinen Sepsismodelll?59
was sich von den erhaltenen Daten bei pulmonalen Pilzinfektionen unterscheidet. Auch
die Uberexpression von ADAMTS13 fiihrt zu keiner Verdnderung der Mortalitit im
murinen Sepsismodell, wohingegen die Uberlebensrate bei vWF-defizienten Méiusen
hoher ist.?%) In einem Mausmodell fiir Herzinfarkte wiesen ADAMTS137/- Miuse
auf C57BL/6J-Hintergrund groflere Myokardinfarkte auf und die Verabreichung von
rekombinantem ADAMTS13 bei Wildtypméusen fithrte zu kleineren Myokardinfarkten. 62
Verursacht wird dies durch eine geringere Anzahl an eingewanderten PMN, was auf
potenzielle antiinflammatorische Effekte von ADAMTS13 hinweist. Analog war in einem
murinen Schlaganfallmodell in ADAMTS137/- Méausen die Infarktgréfe vermindert und
die Behandlung von Wildtypméusen mit hohen Dosen an rekombinantem ADAMTS13
reduzierte das Infarktvolumen.?? Dabei ergaben sich allerdings keine Unterschiede
hinsichtlich der PMN-Rekrutierung. Diese unterschiedlichen Resultate bei verschiedenen
Krankheits- und Infektionsmodellen deutet darauf hin, dass ADAMTS13, je nach
Erkrankung, die PMN-Rekrutierung unterschiedlich beeinflusst. Der exakte Mechanismus
und ob die verschiedenen Stammhintergriinde die Resultate im Mausmodell beeinflussen,
ist bisher ungeklart.

Bei viralen und bakteriellen Infektionen wurde ein erhohtes Plasmalevel an vWFEF
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nachgewiesen.’%57l So sind schon in frithen Sepsisstadien erhohte vWF-Konzentrationen
messbarl?” | einhergehend mit einer reduzierten ADAMTS13-Aktivitat?61-263 Dies
korreliert mit erhohter Mortalitit und Organversagen.l?61-2%3 Ob die ADAMTS13-
Defizienz und die damit verbundenen, ultralangen vWF-Multimere dies iiber eine erhéhte
Thrombenbildung verursachen, ist noch nicht abschlieBend geklért. So weisen ADAMTS13/-
Méuse zwar einen prothrombotischen Status auf, es wird dadurch allerdings noch keine
TTP ausgelost.? Erkennbar ist dies beispielsweise an einer starken Verminderung der
Thrombozytenanzahl. Infektion mit A. fumigatus induziert aber keine solchen Effekte in
ADAMTS137/- Mausen (Daten nicht gezeigt)!?®. Dies deutet darauf hin, dass ein Pilzbefall
der ADAMTS137/- Mause als Ausléser fiir eine TTP ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassend fithrt die ADAMTS13-Defizienz zu einer verminderten PMN-
Rekrutierung nach pulmonaler A. fumigatus-Infektion. Dies verursacht ein vermindertes
Abtoten der Pilze, einhergehend mit einer erhohten Schiadigung der Lunge und einer
gesteigerten Mortalitdtsrate. Die Analyse der genauen Ursache fir die verminderte

Einwanderung der PMN muss in weiteren Experimenten eruiert werden.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

7 Zusammenfassung

Die myeloide Zelllinie MUTZ-3 konnte als geeignetes Modellsystem zur Charakterisierung
der TREM-1-Signaltransduktion etabliert werden, da diese TREM-1 und dessen essentielles
Adaptermolekiil DAP12 funktional exprimiert. Ubereinstimmend mit bisherigen Daten
wurden die Kinasen PI3K und p38-MAPK als wichtige Regulatoren in der Signalwei-
terleitung nach TREM-1-Aktivierung identifiziert, wobei sich einige Unterschiede in der
exakten Signalhierarchie zwischen monozytaren und granulozytéiren Zellen ergaben. So
erfolgt die Aktivierung von PI3K und p38-MAPK in PMN unabhéngig voneinander. In
monozytéiren Zellen findet die Aktivierung von p38-MAPK vor der Akt-Phosphorylierung
statt und ist hierfiir notwendig. Zudem ist die Ca?"-Mobilisierung in PMN nur von
PI3K abhéngig und in monozytéren Zellen von PI3K und p38-MAPK. Bei der durch
TLR- oder NLR-Koligation gesteigerten TREM-1-Aktivierung sind PI3K und p38-MAPK
ebenfalls zentrale Regulatoren. Es ergaben sich ebenfalls Unterschiede in der exakten
TREM-1-Signaltransduktion.

Ein Mausmodell fiir invasive Aspergillose wurde erfolgreich etabliert, wobei die es-
sentielle Rolle der PMN bei der Abwehr von Pilzinfektionen durch deren Depletion
mit unterschiedlichen Antikorpern belegt wurde. Fiir das Abtoten von A. fumigatus-
Konidien sind oxidative und nicht oxidative PMN-Effektormechanismen notwendig.
Dabei konnte die essentielle Rolle der oxidativen PMN-Effektorfunktionen anhand
NADPH-Oxidase-defizienter p47P"*/- und gp91PP*</- Mause fiir das Uberleben von
Pilzinfektionen gezeigt werden. Dagegen war die Infektion von neutrophiler Elastase-
defizienter ELANE Mé&use nicht letal. Dies deutet darauf hin, dass die neutrophile
Elastase als prototypische Serinprotease und wichtiger Bestandteil der NET-Formation
nicht essentiell fiir das Uberleben einer invasiven Aspergillose ist oder durch andere,
nicht oxidative Effektormechanismen kompensiert werden kann. Keinen Einfluss auf eine
invasive Aspergillose hatte die Depletion von Arginin mittels Arginindeiminase, da hiervon
weder das Uberleben der Miuse noch das Abtéten der Pilzkonidien beeinflusst wurde.
Es konnte zudem keine Verdnderung in der Einwanderung und Aktivierung von PMN
nach Infektion quantifiziert werden. Dagegen resultiert die Defizienz in ADAMTS13
(ADAMTS137/- Méuse) in einer verminderten Rekrutierung von PMN bei Pilzinfektionen,
einhergehend mit einer erhohten Mortalitat, einem verminderten Abtoten von A. fumigatus-

Konidien und einer erhohter Schiadigung der Lunge. Da in vitro keine generellen oder
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pilzspezifischen Defekte der PMN quantifiziert werden konnten, muss ADAMTS13 die
Einwanderung der PMN beeinflussen. Normalerweise spaltet die Protease ADAMTS13 den
von-Willebrand-Faktor, der die Quervernetzung und das Anhaften von Blutplattchen an
beschadigte Gefawiande steuert. Ob und wie ADAMTS13 oder der von-Willebrand-Faktor
die verminderte PMN-Einwanderung bei Pilzinfektionen verursacht, muss weiter untersucht
werden.

Zusammenfassend verbessern die erhaltenen Daten fiir eine zellspezifische TREM-1-
Signaltransduktion, ein von oxidativen und nicht oxidativen PMN-Effektorfunktionen
abhéngiges sowie Arginin-unabhéngiges Abtoten vom Pilz A. fumigatus als auch der
Einfluss von ADAMTS13 und von-Willebrand-Faktor bei der Rekrutierung von PMN nach
A. fumigatus-Infektion unser Verstdandnis der angeborenen Immunitat. Diese Erkenntnisse
dienen der zukiinftigen Entwicklung von Therapien zur Behandlung von schweren

Entziindungsreaktionen wie Aspergillose und Sepsis.

102



8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

8 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
APC
APC
APS
BSA
CD
CHAPS
CHX
Cy7
DCFH-DA
dest.
DHR-123
DPPI
DTT
EDTA
ELISA
ERK
f-MLP
FACS
FCS
FITC
G-CSF
GM-CSF
h
HPLC
HRP
i.p.

i.t.

1v.

IxB
IFN

Abbildung

antigenprésentierende Zelle (engl.: antigen-presenting cell)
Allophycocyanin

Ammoniumperoxodisulfat

engl.: bovines serum albumin

engl.: cluster of differentiation
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio|-propansulfonat
Cycloheximid

Cyan-Farbstoff

27, 7-Dichlorfluoresceindiacetat

destilliert

Dihydrorhodamin 123

Dipeptidylpeptidase I

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

engl.: enzyme-linked immunosorbent assay

engl.: extracellular requlated-signal kinase
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine
Durchflusszytometer (engl.: fluorescence activated cell sorting
fetales Kéalberserum (engl.: fetal calf serum)
Fluoresceinisothiocyanat

engl.: granulocyte colony stimulating factor

engl.: granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Stunden

engl.: high-performance liquid chromatography
Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish perozridase)
intraperitoneal

intratracheal

intravenos

Inhibitor von NFxB

Interferon

103



8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IRAK engl.: interleukin 1 receptor-associated kinase
IRF3 Interferon regulierender Faktor 3

JNK engl.: c-jun NHy-terminal kinase

Kap. Kapitel

KIR engl.: killer cell immunoglobulin-like receptors
LAL engl.: limulus amoebocyte lysate

LPS Lipopolysaccharide

LRR leucinreiche Motive (engl.: leucine-rich repeat)
MACS engl.: magnetic associated cell sorting

MAPK engl.: mitogen-activated protein kinase
MAPKK engl.: mitogen-activated protein kinase kinase
MAPKKK engl.: mitogen-activated protein kinase kinase kinase
MDP Muramyldipeptid

MDSC engl.: myeloid-derived suppressor cells

MFI mittlere Fluoreszenzintensitat

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex

(engl.: major histocompatibility compler)

min Minuten

MMP Matrix-Metalloprotease

MTD M-TriDAP

MTS 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazoliumsalz

MyD88 engl.: myeloid differentiation primary response gene 88

NET engl.: neutrophil extracellular trap

NFxB engl.: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NK-Zelle natiirliche Killerzellen

NLR engl.: NOD-like receptor

NOD engl.: nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein

Nrf2 engl.: nuclear factor erythroid 2-related factor 2

Pam3Cys Palmitoyl-3-Cystein-Serin-(Lysin)4

PDGF engl.: platelet-derived growth factor
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PAMP

PBS
PE
PEG
Per-CP
PI
PI3K
PMA
PMN
PMSF
PRR
RIG
RLR
ROS
rpm

RT

sek
SDS
SDS-PAGE
STAT
TEMED
TIR
TIRAP
TLR
TLT
TMB
TNF
TRAF6
TRAM
TREM-1
TRIF
Tris

Pathogen-assoziierte, molekulare Muster

(engl.: pathogen associated molecular pattern)

engl.: phosphate buffered saline

Phycoerythrin

Polyethylenglykol
Peridinin-Chlorophyll-Proteinkomplex

Propidiumjodid

Phosphoinositid-3-Kinase

Phorbol-12-myristat-13-acetat

polymorphkernige, neutrophile Leukozyten
Phenylmethylsulfonylfluorid

mustererkennende Rezeptoren (engl.: pattern recognition receptors)
engl.: retinoic acid-inducible gene I

engl.: RIG-I-like receptor

reaktive Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species)
Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute)
Raumtemperatur

Sekunden

Sodiumdodecylsulfat (Natriumlaurylsulfat)
SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

engl.: signal transducers and activators of transcription
N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin

Toll-Interleukin 1-Receptor

engl.: TIR-domain containing adaptor protein

engl.: Toll-like receptor

engl.: TREM-like transcript
3,37,5,5’-Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefaktor

engl.: TNF-receptor associated factor 6

engl.: TRIF-related adaptor molecule

engl.: triggering receptor expressed on myeloid cells 1
engl.: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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XTT 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilid
z.B. zum Beispiel
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