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KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Die Entwicklung in der Forschung rund um das allergische Asthma bronchiale zeigt,
dass den zuvor stiefmiitterlich behandelten Makrophagen eine immer grofiere Rolle in
der Pathogenese zukommt. Als Mediatoren zwischen angeborener und adaptiver Immu-
nantwort sind sie in der Entwicklung des asthmatischen Phéanotyps von der Sensibilisie-
rung bis zur Chronifizierung beteiligt. Aber auch in der gesunden Lunge iibernehmen
sie eine Reihe wichtiger Funktionen zum Homoostaseerhalt. Durch ihre kontraren Wir-
kungsmechanismen ist sowohl von einer proinflammatorischen Wirkung in Richtung
Ty1- oder Ty2-Antwort sowie von einer antiinflammatorische Wirkung tiber IL-10
und TGF-3 auszugehen. In welcher Weise diese Regulation ablauft, ist allerdings we-
nig verstanden. Inwieweit Cha iiber den ChaR1 auf dieses Geschehen Einfluss nehmen
kann, ist kaum bekannt. Dartiberhinaus erlaubt die aktuelle Datenlage keine Aussagen
iiber die Funktion und Expression von C5aR2 in und auf Makrophagen der Lunge. Eine
Orientierung in der Vielzahl von entdeckten AM- und IM-Subpopulationen zu finden,
ist ebenso schwer, wie die Populationen voneinander zu differenzieren; lassen die ge-
meinsam exprimierten Marker doch den Schluss zu, dass es grofie Uberschneidungen
zwischen den gefundenen Populationen gibt.

In dieser Arbeit zeige ich, wie die Makrophagenpopulationen in den Atemwegen und
dem Interstititium der Lunge anhand von spezifischen M arkerprofilen in dr ei Popu-
lationen eingeteilt werden konnen. Untermauert wird diese Entdeckung durch licht-
und elektronenmikroskopische Eigenheiten der diskriminierten Populationen ebenso
wie durch ihre Funktion der Antigenaufnahme. Thre spezifischen M arker g eben des
Weiteren Riickschliisse auf andere Funktionen wie Migration und Adhésion.

Die Eingliederung in das allergische Asthma bronchiale erreiche ich durch die Vergleiche
von HDM-induzierten und naiven Gruppen. Hier zeige ich, dass es subpopulationsspe-
zifische Besonderheiten in der Homdostase der einzelnen Lungenkompartimente gibt.
Den Einfluss d es Komplementsystems a uf d iese B alance z eige i ch d urch Verwendung
von C5ar1~/~- und C5ar2~/~-Mausen. Hier wird insbesondere der modulatorische Ein-
fluss des C5aR1 deutlich.

Die Ergebnisse lassen den Entschluss zu, die Makrophagenpopulationen nicht als von-
einander getrennte alleinstehende Zellpopulationen zu sehen, sondern sie als eine Art
Kontinuum zu verstehen, welche auseinander hervorgehen und unter asthmatischen
Bedingungen zu spezifizieren. Hier entsteht, neben der t herapeutischen Beeinflussung
der Komplementfaktoren als Modulator des allergischen Asthma bronchiale selbst, ein

weiterer Angriffspunkt fir die zukiinftige Asthmatherapie.



KAPITEL 2. EINLEITUNG

2 Einleitung

Obwohl die Makrophagen einen Grof3teil der pulmonalen Zellen ausmachen, standen
sie bisher kaum im Fokus der Forschung. Dies fithrte dazu, dass die bisher publizierten
Daten nur ein unvollstédndiges Bild wiedergeben, sowohl im Bezug auf die Populationen
als auch deren Funktionen beim Asthma bronchiale. Dariiber hinaus gibt es trotz der
wenigen Publikationen eine Reihe von Widerspriichen.

Ziel dieser Arbeit war nun eine umfassendere Studie zu generieren, in der das bis dato
sparliche Wissen iiber Rolle, Funktion und Subtypen von Makrophagen in der Lun-
ge in den Kontext des Hausstaubmilben-induzierten allergischen Asthma bronchiale
eingebettet wird und ein Modell zur Analyse der Makrophagen etabliert wird, welches
die bisherigen widerspriichlichen Daten der Forschung beziiglich Charakterisierung und
Effekt unterschiedlicher Subtypen durch Kombination verschiedenster moderner Ana-
lyseverfahren vereinheitlicht. Dariiberhinaus integriert diese Arbeit die Funktion und
den Einfluss der Anaphylatoxinrezeptoren C5aR1 und C5aR2 auf Akkumulation und
Homoostase dieser Makrophagenpopulationen in das experimentell-allergische Asthma.
Zum verbesserten Versténdnis wird nach einer Einfiihrung in das Immunsystem mit
besonderem Bezug auf das Komplementsystem die Physiologie der humanen und muri-
nen Lunge sowie die Pathophysiologie des Asthma bronchiale erldutert. Die Einleitung
abschlieflend wird ein besonderer Bezug auf Makrophagen genommen, in dem ihre Ent-
wicklung sowie die Rolle im Immunsystem und insbesondere im Pathomechanismus des

allergischen Asthma bronchiale erlautert wird.

2.1 Das Immunsystem

Eine Vielzahl von Effektorzellen und Molekiilen, die zusammen das Immunsystem bil-
den, haben sich im Laufe der Evolution zu einer hocheffizienten Abwehr entwickelt, die
den Organismus vor den unterschiedlichsten schéddigenden Einfliissen zu schiitzen ver-
sucht. Nach Uberwindung der physikalischen und chemischen Barrieren des Organismus
hat das Immunsystem zum einen die Erkennung der Pathogene zur Aufgabe und ver-
fiigt hierfiir iiber ein hochgradig diversifiziertes Repertoire an Antigenrezeptoren. Zum
anderen sorgt es fiir die Ausbildung eines immunologischen Gedéachtnisses, welches eine
schnellere und effizientere Bekdmpfung des Pathogens im Rahmen eines Sekundéarkon-
takts ermoglicht. Die dritte Eigenschaft besteht in der immunologischen Toleranz, die

die Schédigung des korpereigenen Gewebes unter Tolerierung einer harmlosen Infekti-



KAPITEL 2. EINLEITUNG

on zu verhindern vermag. Eine orientierende Einteilung in angeborenes Immunsystem,
welches zwar schnell aber unspezifisch agiert, und ein hochspezifisches adaptives Im-
munsystem ist sinnvoll, doch diirfen sie nicht streng voneinander getrennt betrachtet
werden. Erst in toto ist ein optimaler Schutz gewéhrleistet. Die Kenntnis iiber die-
ses komplexe System dient als Grundlage des Verstindnisses fiir die Pathogenese von

Autoimmunitat, Immundefizienz, Infektionskrankheiten und Allergien [1].

2.1.1 Das angeborene Immunsystem

Nur wenige Pathogene, auf die unser Organismus tagtaglich trifft, fiihren phanotypisch
zu Krankheiten. Die meisten von ihnen werden innerhalb kiirzester Zeit erkannt und
eliminiert. Diese Abwehrmechanismen, bestehend aus einem humoralen und einem zel-
luldren Anteil, bilden die angeborene Immunitéat [2].

Das Erkennen der Pathogene ist Grundlage der Bekdmpfung. Pathogen-associated Mo-
lecular Patterns (PAMPs) sind hoch-konservierte Molekiile, die von einer Vielzahl von
Pathogenen exprimiert werden und von den Zellen des Immunsystems tiber pattern
recognition receptors (PRR) erkannt werden. Diese Transmembranproteine, wie be-
spielsweise die Toll-like receptors (TLR), die auf dendritischen Zellen und Makropha-
gen vorhanden sind, 16sen bei Aktivierung vor Allem durch Lipopolysaccharid (LPS)
eine Signalkaskade aus, die zu einer Produktion von Zytokinen, wie IL-12p70, IL-6 und
TNF-c, und antimikrobiellen Peptiden fiithrt [1]. Diese haben zum Ziel, die Zielzelle
zu eliminieren sowie antigenspezifische T- und B-Zellen zu rekrutieren und aktivie-
ren. Den eben erwahnten Makrophagen kommen hier noch weitere Rollen zu, die in
Abschnitt 2.5.3 weiter erldutet werden [1]. Zu den weiteren Effektorzellen des angebore-
nen Immunsystems gehoren die nattirlichen Killerzellen (NK-Zellen) sowie neutrophile,
eosinophile, basophile Granulozyten und Mastzellen. NK-Zellen sind sowohl zur Lyse
durch Antikérper opsonisierter Pathogene wie auch entarteter oder virusinfizierter Kor-
perzellen in der Lage (s. Ubersichtsartikel [3]). Die verschiedenen Granulozyten iiben
unterschiedlichste Funktionen als Effektorzellen und Verstarker des angeborenen Im-
munsystems aus. Wéahrend neutrophile Granulozyten hauptséichlich bei der Bekdmp-
fung bakterieller Pathogene mitwirken (s. Ubersichtsartikel [4]), spielen eosinophile
Granulozyten eine Rolle bei der Bekdampfung von Parasiten und der homoostatischen
Regulation von Entziindungen (s. Ubersichtsartikel [5]). Basophilen Granulozyten und
Mastzellen kommen durch die Ausschiittung von Histamin und IL-4 unabdingbare Me-
diatorfunktionen in der allergischen Sofortreaktion sowie der T g2-Zellreifung zu [1].
Die Effektorfunktionen der Zellen der angeborenen Immunantwort werden durch die

humorale Antwort der 16slichen Komponenten ergénzt. Diese ist oft nicht von der adap-
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KAPITEL 2. EINLEITUNG

tiven Immunitat abgrenzbar, da die loslichen Komponenten beide Systeme beeinflussen
und eine wichtige Briicke darstellen. Die schon erwédhnten Zytokine, die als Botenstoffe
unter anderem Wachstum, Entwicklung und Aktivierung verschiedenster Immunzel-
len steuern, haben meist pleiotrope Eigenschaften; beeinflussen also eine Vielzahl von
Zielzellen. Als Interleukine (IL), werden hauptséchlich die Zytokine bezeichnet, die auf
Leukozyten wirken. Die Vielzahl von Zytokinen lassen sich am besten ihrer Struktur
nach einteilen. Hiernach erwahnenswert sind Chemokine, wie die C'C-chemokine ligand
(CCL) und ihre Rezeptoren (CCR), welche die Motilitdt und Migration ihrer Zielzellen
steuern [1,2].

Dem letzten humoralen System des angeborenen Immunsystems, dem Komplementsys-
tem, ist der Abschnitt 2.2 gewidmet.

2.1.2 Das adaptive Immunsystem

Eine der wichtigsten Eigenschaften des adaptiven Immunsystems ist nach dem immu-
nologischen Priming, also dem Erstkontakt mit einem Antigen, mit hoher Spezifitiat auf
Pathogene zu reagieren und nachfolgend ein immunologisches Gedéachtnis aufzubauen,
welches bei erneutem Kontakt eine effizientere Immunantwort erméglicht. Analog zum
angeborenen Immunsystem lésst sich das adaptive Immunsystem ebenfalls in eine zel-
luldre und humorale Komponente aufteilen. Zur zelluliren Komponente gehéren die
B- und T-Zellen. Beide werden im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen gebil-
det. Wahrend die B-Zellen hier auch ihren Reifungsprozess durchlaufen, wandern die
T-Zellen zunéchst in den Thymus um auszureifen. Die naiven Lymphozyten verlassen
die primér lymphatischen Organe Knochenmark und Thymus, um in den sekundér
lymphatischen Organen wie Milz und Lymphknoten sowie der Peripherie auf ihr spe-
zifisches Antigen zu treffen und zu Effektorzellen zu reifen [1,2].

T-Lymphozyten exprimieren den T-Zell-Rezeptor, welcher der Erkennung von prozes-
sierten Antigenen dient, die ihm auf major histocompatibility complex (MHC)-I- und
[1-Molekiilen prasentiert werden. Wahrend MHC-I auf allen kerntragenden Zellen expri-
miert ist und der Priasentation von intrazellularen Molekiilen dient, prasentiert MHC-II
auf antigenprasentierenden Zellen wie Makrophagen und B-Zellen internalisierte und
prozessierte Antigene. Die relativ schwache Bindung der T-Zellen an die MHC-Molekiile
wird bei MHC-I durch den Korezeptor Cluster of differentation (CD)8 und bei MHC-II
durch CD4 verstéarkt [1,2]. In Verbindung mit der jeweiligen Bindung und einer spezi-
fischen Zytokinausschiittung reifen die T-Zellen daraufhin zu zytotoxischen T-Zellen,
welche zur Totung pathogeninfizierter Zellen befiahigt sind oder T-Helferzellen (Tg),

die die Regulation weiterer Immunantworten, wie beispielsweise der B-Zellantwort,

11
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iibernehmen. In Abhéangigkeit von der unterstiitzten Immunantwort werden Ty1, Ty2,
Ty9, Ty17 und Ty22 Zellen unterschieden [1,2]. Eine besondere Rolle nehmen die re-
gulatorischen T-Zellen, T,.,-Zellen, ein. Sie unterdriicken in bestimmten Situationen
die Aktivierung des Immunsystems und regulieren so die Selbsttoleranz [2]. Analog zu
den T-Zellen besitzen B-Zellen ebenfalls einen eigenen Rezeptor. Der B-Zell-Rezeptor
fithrt nach der spezifischen Bindung eines Antigens zu dessen Internalisierung und nach
erfolgter Prozessierung zu dessen Prasentation durch MHC-II. Die Erkennung durch
eine gegen das gleiche Antigen spezifisch gerichtete T y2-Zelle sorgt fir eine Zytokin-
ausschiittung, die die B-Zelle dazu veranlasst in eine Plasmazelle zu differenzieren. An
der Steuerung und Erhaltung dieser Differenzierung ist eine weitere T-Zelle beteiligt
die follikulare T-Helferzelle (Tpy-Zelle) [1,2]. Die gesteuerte Plasmazelle produziert
spezifische Antikorper (AK), die Immunglobuline (Ig), welche fiir die Opsonisierung
von Pathogenen, zur Neutralisation in Form von Antigen-Antikorperkomplexen oder
der Aktivierung des Komplementsystems verantwortlich sind. Die Ig lassen sich in fiinf
verschiedene Isotypen (IgG, IgA, IgM, IgD und IgE) einteilen, alle mit verschiedenen
physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften. Sie zéhlen zum humoralen

Anteil des adaptiven Immunsystems [1,2].

2.2 Das Komplementsystem

Hans Buchner entdeckte im Jahr 1889, dass Bakterien durch Blutserum abgetotet wer-
den konnten und machte dafiir die durch ihn entdeckte Substanz Alexin verantwort-
lich [6]. Eine vorherige Erhitzung des Serums auf 56 °C fithrte zum Erléschen dieser
Eigenschaft [6]. 1894 entdeckte dann Jules Bordet, dass hitzeinaktiviertes Serum durch
Zugabe von unbehandeltem Serum seine bakteriolytische Funktion zuriickgewinnt und
schlussfolgerte, dass Antikorper bei 56 °C stabil sind, Alexin aber instabil ist [7]. Paul
Ehrlich fiihrte dann den Begriff Komplement ein, das die neu entdeckte Funktion die
bekannte zelluldre Immunabwehr ergénzt [7]. Diese Bezeichnung hat bis heute Bestand.
1901 beschrieb Bordet die Komplementbindungsreaktion, fiir die er 1919 den Nobel-
preis verlichen bekam [8].

Nach heutigem Wissensstand hat das Komplementsystem eine Vielzahl von Funktio-
nen, weit iiber das hinaus, was Bordet zu seiner Zeit herausfand. Zu den exogenen
Funktionen kommen endogene Funktionen, wie die Eliminierung von apoptotischen
Zellresten hinzu [9]. Als Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunant-
wort nimmt es Funktionen in der Geweberegeneration, Angiogenese, dem Fettstoff-
wechsel und weiteren Prozessen ein (s. Ubersichtsartikel [10]). Als sich selbst verstér-

kende Enzymkaskade unterliegt das Komplementsystem einer Reihe von Aktivierungs-
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KAPITEL 2. EINLEITUNG

und Regulationsmechanismen [11].

Abbildung 2.1: Aktivierung und Regulation des Komplementsystems. Die Aktivie-
rung des Komplementsystems erfolgt auf drei Wegen: dem klassischen Weg, dem Lektinweg
und dem alternativen Weg. Uber eine Kaskade von mehreren Faktoren, welche ihrerseits
immunregulatorische Funktionen besitzen, miinden diese in der Ausbildung des Membran-
angriffskomplexes (MAC). Dariiberhinaus wird die Kaskade an den unterschiedlichsten An-
griffsstellen insbesondere inhibitorisch beeinflusst. Modifiziert nach [12].

13
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2.2.1 Die Aktivierung des Komplementsystems

Der klassische Weg

Die Bindung des 450 kDa groflen Molekiils C1q an Oberflachenstrukturen gram-negativer
Bakterien induziert den zuerst entdeckten klassischen Weg der Komplementaktivie-
rung. Es ist sowohl eine direkte als auch eine indirekte Bindung mit zwischengeschalte-
ter Antikorpermarkierung moglich. Beides resultiert in der Bildung des C1-Komplexes,
welcher wiederum durch autokatalytische Spaltung zur Konformitéatsanderung zweier
Clr-Molekiile und der Aktivierung zweier Cls-Molekiile fithrt. Cls spaltet daraufhin
C2 und C4 in C2a und C2b sowie C4a und C4b. C2b und C4a werden freigesetzt.
Die tbrigbleibenden Fragmente C2a und C4b bilden die zellgebundene aktive C3-
Konvertase C4b2a, welche das zentrale Molekiil der Komplementkaskade C3 spaltet
und aktiviert [11,13,14].

Der Lektinweg

Die Induktion des Lektinweges unterscheidet sich in den ersten Schritten vom klassi-
schen Weg, indem er komplett antikorperunabhéngig und somit unabhangig von einer
spezifischen Immunantwort ablauft. Mannose-bindende Lektine (MBL) binden hierfur
selektiv an Mannosereste auf Pathogenoberflichen, die zum Beispiel auf Wirbeltier-
zellen durch Sialinsaure verdeckt sind. Nach Bindung MBL-assoziierter Serinproteasen
(MASP) 1 und 2 ermoglicht dieser Komplex die Spaltung von C4 und C2 und Ausbil-
dung der C3-Konvertase C4b2a [13].

Der alternativer Weg

Eine weitere Aktivierungsmoglichkeit beschreibt der alternative Weg. Er ist der phylo-
genetisch alteste Weg und schon in primitiveren Lebensformen konserviert [15]. Anders
als bei den zuvor beschriebenen Wegen erfolgt die Aktivierung autokatalytisch. Durch
die spontane Hydrolyse einer Thioesterbindung wird das C3-Molekiil zu C3(H50) und
somit zuganglich fiir Faktor B und dadurch im Anschluss fiir Faktor D. Dieser spaltet
Faktor B in Bb, welches an der 16slichen Protease haften bleibt, und das grofie Frag-
ment Ba. Das entstandende C3(H2O)Bb hat Serinproteaseaktivitat und spaltet weitere
C3-Molektile unter Entstehung des Anaphylatoxins C3a und des groien Spaltfragments
C3b. Bindet C3b nun kovalent an die Oberfléche von Pathogenen, kann Faktor B bin-
den und wird durch den loslichen Faktor D in Bb und Ba gespalten. Die entstehende
zellgebundene C3-Konvertase C3bBb ist an der weiteren Komplementkaskade betei-
ligt [13,16].
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2.2.2 Die Funktion des Komplementsystems

Die Bildung des Membranangriffskomplexes

Durch die stetige Konzentrationserhohung von C3b kommt es zur Bildung der Kom-
plexe C4b2a3b und C3bBb3b, die als C5-Konvertasen bezeichnet werden. Durch die
Bindung des Spaltprodukts C3b an die C3-Konvertasen C3bBb und C4b2a dndert sich
deren Substratspezifitdt zugunsten von C5 [13,16]. Die entstandenen C5-Konvertasen
spalten spezifisch C5 in das wegdiffundierende Anaphylatoxin Cha und das an der Bak-
terienoberfliche haftende C5b. Die kovalente Bindung von C5b sorgt fiir die weitere
Integration von C6, C7 und nach Konformitédtsinderung auch von C8 in die Membran
des Pathogens. Die Anlagerung von bis zu 16 C9-Molekiilen sorgt fiir die Bildung einer
Pore in der Membran des Pathogens [13]. Die Bestandteile dieses sogenannten Mem-
branangriffskomplexes (MAC) orientieren ihre hydrophoben Aminoséureseitenketten
nach innen, sodass der entstehende Kanal die Barrierefunktion der Bakterienmembran
aufhebt [16]. Der Verlust der Membranintegritat filhrt zu einer Zerstorung des Konzen-
trationsgradienten und infolge dessen, sowie durch das Eindringen von Enzymen wie

beispielsweise Lysozym, zum Abtéten des Pathogens [13,16].

Opsonisierung, Aktivierung, Entsorgung, Inflammation und Chemotaxis

Eine der Hauptfunktionen des Komplementsystems, neben der Ausbildung des MAC,
besteht in der Opsonisierung von Pathogenen. Die bereits erwéhnte kovalente Bindung
von C3b und auch C4b an die Pathogenoberfliche bewirkt das Erkennen, die Inges-
tion und Zerstorung des Pathogens durch neutrophile Granulozyten, Monozyten und
vor allem Makrophagen [13,14]. Diese exprimieren den Komplementrezeptor (CR) 1
(CD35). CR1 spaltet C3b weiter zu Abbauprodukten wie C3c, C3d, C3dg und iC3b,
welche ihrerseits auch zur Opsonisierung beitragen [13,14]. CR3 (CD11b-CD18) und
CR4 (CD11¢-CD18) ermdglichen die Phagozytose opsonisierter Pathogene [13,14]. Ei-
ne Briicke zur spezifischen Immunitét wird durch die Aktivierung von B-Zellen erreicht
(s. Ubersichtsartikel [17]). Bindet C3d an den CR2 (CD21), der auf B-Zellen exprimiert
wird, wird eine vermehrte Expression des B-Zell-Rezeptors induziert (s. Ubersichtsarti-
kel [18]). Desweiteren unterstiitzt diese Bindung die Ausbildung von Effektor-B-Zellen
und B-Gedéchtniszellen, was zu einer besseren Immunantwort bei einer Sekundérinfek-
tion fithrt (s. Ubersichtsartikel [17]).

Eine weitere Funktion besteht in der Unterstiitzung der Elimination von apoptotischen
Zellen und dem Abbau von Immunkomplexen (s. Ubersichtsartikel [17]). An apopto-
tischen Zellen gebundenes Clq sorgt in den phagozytierenden Makrophagen fiir eine
Suppression der Entziindung durch Induktion von IL-10 (s. Ubersichtsartikel [17]). Da-
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durch wird ein geregelter, nicht inflammatorisch-iiberschieffender Abbau gewéahrleistet.
Die Bindung von C3b-markierten Immunkomplexen aus dem klassischen Aktivierungs-
weg an den CR1 auf Erythrozyten sorgt fiir deren Elimination in der Milz, verhindert
somit unerwiinschte Immunreaktionen in der Peripherie und unterstiitzt in der Milz
als sekundéres lymphatisches Organ die adaptive Immunantwort (s. Ubersichtsarti-
kel [17]).

Ein besonderer Stellenwert kommt der Inflammation und Chemotaxis zu. So wirken die
im Detail weiter unten besprochenen Anaphylatoxine C3a und insbesondere Cha pro-
inflammatorisch auf neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, Monozyten,
T-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen (s. Ubersichtsartikel [17]). Sie sorgen
fiir die chemotaktische Migration zum Ort der Inflammation, fiir die Ausschiittung pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-13, TNF-«, IL-6 und Prostaglandin E2 und weiteren

beispielsweise vasoaktiven Substanzen wie Histamin aus Mastzellen [13,14,17,18].

2.2.3 Die Regulation des Komplementsystems

Eine positive Regulation in Form einer Verstdrkung der Kaskade spielt aufgrund der
standigen (Selbst-)aktivierung und Selbstverstirkung eine eher untergeordnete Rolle.
Erwahnenswert ist hier der positive Regulator Properdin, welcher im alternativen Weg
einerseits die C3- und Ch-Konvertasen C3bBb und C3bBb3b stabilisiert und anderer-
seits an Pathogenoberflichen binden kann um die Komplementreaktion zu lenken [13].
Die Vielzahl an Aktivierungsmoglichkeiten, die Selbstverstarkung und das ubiquitére
Vorliegen des Komplementsystems bergen neben all den positiven Funktionen aber auch
die Gefahr aufler Kontrolle zu geraten. Deshalb existieren umfangreiche Regulations-
mechanismen, die an den unterschiedlichsten Punkten der Signalkaskade eingreifen.
AuBerhalb der speziellen Regulationsmechanismen ist die hydrolytische Spaltung zu
nennen. Diese ist zeitabhiangig und inaktiviert freie, nicht an eine Pathogenoberfliche
gebundene Komplementfaktoren (s. Ubersichtsartikel [17]).

Im alternativen Weg stellt Faktor H einen potenten Inhibitor dar. Er verdrangt Bb in
der C3bBb-Konvertase und inhibiert somit die zentrale Serinprotease (s. Ubersichtsar-
tikel [14,19]). Starke Inhibitoren des klassischen Weges und des Lektinweges ist der C1-
Esterase-Inhibitor C1INH und das C4b-Bindungsprotein C4BP. C1INH destabilisiert
die C1r-Cls- und die MASP1-Serinproteaseaktivitat und greift somit schon recht friih in
die Kaskade ein, was es zu einem starken Inhibitor macht (s. Ubersichtsartikel [14,19]).
Das C4-Bindungsprotein verdrangt analog zu Faktor H im alternativen Weg das C2a
der C3-Konvertase C4b2a (s. Ubersichtsartikel [14,17]). Eine Reihe von hemmenden

Proteinen wirken unabhéngig vom Aktivierungsweg. So beschleunigt CR1 den Zerfall
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aller C3-Konvertasen (s. Ubersichtsartikel [14,17,19]). Auf Hohe der Anaphylatoxine
setzt die Carboxypeptidase N an, die durch proteolytische Spaltung die Wirkung von
C3a, C4a und C5a inaktiviert (s. Ubersichtsartikel [14,17,19]). CD46, CD55 und CD59
ist gemein, dass sie als Schutz vor der Aktivierung des Komplementsystems auf beinahe
allen Zellen exprimiert sind. Als Kofaktor fiir Faktor I unterstiitzt CD46 die Spaltung
der opsonisierenden Molekiile C3b und C4b (s. Ubersichtsartikel [14,17,19]). CD55
beschleunigt den Zerfall der C3-Konvertasen und CD59 hemmt durch Angliederung
an C8 und C9 die Bildung des MAC (s. Ubersichtsartikel [14,17,19]). Die Wichtigkeit
wird am Beispiel der paroxysmalen néchtlichen Hamoglobinurie deutlich, bei der das
Ankerprotein von CD55 und CD59 defekt ist und die Erythrozyten, welche CD46 nicht

exprimieren, durch das Komplementsystem verstarkt abgebaut werden [13,14,17-19].

2.2.4 Die Anaphylatoxine und ihre Rezeptoren

Die bereits erwahnten kleineren Spaltprodukten C3a und Cba werden aufgrund ihrer
Eigenschaft, nach Applikation in erhohter Konzentration anaphylaktisch zu wirken, als
Anaphylatoxine (AT) bezeichnet. Dieses ist zum Teil auf die Stimulation der Mastzel-
len mit einhergehender Histaminausschuttung zurtickzufithren [20]. Die AT sind kleine
77 bzw. 74 Aminosduren umfassende Molekiile. Aufgrund ihres schnellen Abbaus durch
Carboxypeptidasen zu C3adesArg und ChadesArg sind sie nur sehr kurzlebig (s. Uber-
sichtsartikel [19,21]). Bei den Abbauprodukten konnte bisher nur fiir ChadesArg eine
leichte proinflammatorische Wirkung nachgewiesen werden [22]. Die proinflammatori-
sche Wirkungsweise der Anaphylatoxine duflert sich in der Kontraktion glatter Musku-
latur und der Erhohung der Gefafipermeabilitat [23]. Thre direkte Wirkung auf Zellen
des Immunsystems induziert die Degranulation von basophilen Granulozyten und Hi-
staminfreisetzung durch Mastzellen [17,23]. Desweiteren sorgen sie fiir die Verstarkung
des oxidativen Bursts und somit zur verbesserten Pathogenelimination in Makropha-
gen, eosinophilen und basophilen Granulozyten [17]. Dariiber hinaus wirkt insbesondere
Cbha stark chemotaktisch und sorgt durch einen steigenden Konzentrationsgradient in
Richtung des Entziindungsgeschehens fir die gerichtete Bewegung von Lymphozyten,
Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen [24-26].

All diese Effekte werden durch die Bindung an drei unterschiedliche Anaphylatoxin-
rezeptoren (ATR) vermittelt, welche zur Superfamilie der heptahelikalen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehéren [27]. Sie alle sind untereinander und mit anderen
chemotaktischen Rezeptoren stark homolog [27] (siche Abb. 2.2). Der C3a-Rezeptor
(C3aR) bindet ausschlieBlich C3a. Er wird sowohl auf myeloiden Zellen, wie Granulo-

zyten, Mastzellen, Monozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiert, als
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auch auf Endothelzellen, Astrozyten, Epithelzellen, glatten Muskelzellen und aktivierten
T-Zellen [28-35].

Etwas anders verhalt es sich mit dem Cba-Rezeptor (C5aR1, CD88). Er bindet so-
wohl Cbha als auch CbadesArg, wenn auch mit geringerer Affinitdt. Die Aktivierung
des ChaR1 fithrt infolge der intrazellularen Signaltransduktionen zur Aktivierung des
Wiskot-Aldrich-Syndrom-Proteins (WASP), welches einen Effekt auf das Aktin-Zytoskelett
hat und so eine mogliche Erklarung fiir die chemotaktilen Effekte bietet [36]. Expri-
miert wird der C5aR1 durch Immunzellen, wie Granulozyten, Mastzellen, dendritische
Zellen, T- und B-Zellen und Makrophagen [37-42], sowie durch Endothelzellen, Neu-
ronen, Astrozyten und in Nieren-, Milz-, Haut- und Herzgewebe [43-46].

Der dritte ATR Cba-Rezeptor 2 (C5aR2) bindet C5a mit hoher Affinitét, die noch
durch die 20-30 mal hohere Affinitét fiir CbadesArg tibertroffen wird. Eine weitere
Besonderheit ist, dass er ebenfalls dazu im Stande zu sein scheint C3a, C3adesArg,
C4a und CdadesArg zu binden [47-49]. Eine zunichst angenommene Funktionslosig-
keit als orphan receptor [50] ist ebenso iiberholt wie die spéatere Annahme er fungiere
als decoy receptor, welcher internalisiertes CHa degradiert und somit eine Interaktion
verhindert [51]. Neuere Erkenntnisse gehen eher von einer komplexeren Wirkung aus,
welche sowohl antiinflammatorische als auch proinflammatorische Ko mp onenten auf-
weist. Eine antiinflammatorische K omponente weist die Arbeit durch Bamberget el.
auf, welche von einem intrazellularen Pool des C5aR2 ausgeht. Dieser bildet mit dem
Cha-ChaR1 gebundenem Komplex eine Einheit, welche iiber Phosphorylierungen eine
Signalweiterleitung inhibiert. Im Gegensatz dazu beschreibt Gao et al. eine proin-
flammatorische Rolle. Hier konkurrieren C5aR1 und C5aR2 um die Bindung von Cba.
ChaR2 aktiviert hier den MAPK-Weg. Eine Expression findet sich in unterschied-lichen
Geweben und Zellen [52-54], gehduft auch intrazellular [51].

Die Ergebnisse der Expressionen auf unterschiedlichen Zelltypen scheinen nach neues-
ten Erkenntnissen aber nicht so eindeutig zu sein, wie zuvor angenommen. Durch
die Einfithrung von Fluoreszenz-gekoppelten Anaphylatoxinrezeptor-knock in-Méausen
zeigt sich ein weitaus diverseres Bild von Expressionen fiir alle drei Rezeptoren in
Mensch und Maus. Beim ChaR2-Rezeptor scheint eine Expression auf B- und NK-Zellen
als bestétigt.

Die kontrovers diskutierten Funktionen sind bisher ebenfalls unzureichend geklért. Un-
zureichend sind seine direkten Einfliisse auf entziindliche Geschehen wie der Sepsis oder

dem allergischen Asthma bronchiale erforscht [55,56].
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Abbildung 2.2: Die Komplementrezeptoren, ihr Vorkommen und ihre Funktionen.

2.3 Die Lunge des Menschen

Die Lunge ist das Organ des Gasaustausches und somit unerlasslich fiir die lebensbe-
grindeten Verbrennungsvorgange, die eine stetige Aufnahme von Sauerstoff und Ab-
gabe von Kohlenstoffdioxid erzwingen. Dieses erfordert eine in Relation zur Korper-
oberfliache s ehr grofie F liche fiir d en G asaustausch, d ie d urch feinste Aufzweigungen
gewahrleistet wird. Ein so lebenswichtiges wie auch fragiles Organ bedarf besonderen
Schutzes. Die zwei Lungenfliigel liegen d eshalb geschiitzt vor d er A uflenwelt im Tho-
rax und fiillen dort den Hauptteil der Brusthohle aus. Die Atmung unterliegt einer
feinen Abstimmung von Ventilation, Perfusion und Diffusion. Da diese standig den
Bedingungen des Korpers angepasst werden miissen, sind schon leichte pathologische
Verdnderungen mit teils lebensbedrohlichen Konsequenzen verbunden.

Die nachsten Abschnitte zeigen die Komplexizitiat in der Anatomie und Physiologie
sowie die Unterschiede der humanen und murinen Lunge. Es wird deutlich, dass die
Unterschiede im Aufbau nur einen geringen Einfluss auf die Pathogenese von Atemwegs-
assoziierten Erkrankungen wie zum Beispiel dem allergischen Asthma bronchiale ha-
ben, sodass das Mausmodell, wie so oft, gut als Kongruenzmodell genutzt werden
kann [57-59].
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2.3.1 Anatomie und Physiologie der Lunge

Zunéchst gelangt die Atemluft iiber die oberen Atemwege, bestehend aus Nase und
Pharynx, in die Trachea. An der Carina beginnen sich die unteren Atemwege dichotom
zunéchst in den linken und rechten Hauptbronchus aufzuteilen. Die weitere Verzwei-
gung erfolgt nicht mehr seitengleich. Wahrend sich rechts zunéchst der Oberlappen-
bronchus fiir die Segmente 1-3 abzweigt und sich der verbliebene Bronchus intermedius
in den Segment 4 und 5 versorgenden Mittellappenbronchus sowie den Segment 6-10
versorgenden Unterlappenbronchus aufteilt, verzweigt sich der linke Hauptbronchus di-
rekt in Ober- und Unterlappenbronchus. So entspringen den Lappenbronchien rechts
10 Segmentbronchien, wiahrend es durch Fehlen des Segments 7 rechts nur 9 sind. Somit
gehen 55 % der Vitalkapazitat von der rechten Lunge aus. Die weitere Aufteilung er-
folgt iiber die Subsegmentbronchien zu den Bronchioli terminales. Die Bronchialwéande
sind bis zu diesen durch Knorpelanteile, Muskulatur und Dicke des Epithels nicht fahig
am Gasaustausch teilzunehmen, weshalb dieser als Totraum bezeichnet wird. Er dient
der Anwarmung und Befeuchtung der Atemluft. Dieses wird durch ein hohes zilientra-
gendes Zylinderepithel gewdahrleistet. Der Zilienschlag und die schleimsezernierenden
Becherzellen sorgen fiir eine grobe Reinigung, bevor die Atemluft final die Ductus alveo-
lares und Sacculi alveolares erreicht. Diese bilden den respiratorisch-aktiven Abschnitt
der Atemwege [1,60].

Insgesamt rund 600 Millionen Alveolen sorgen mit einer Gesamtoberfliche von 100 m?
dafiir, dass der Gasaustausch gewéhrleistet ist. Die Wande sind mit flachen Typ-I-
Pneumozyten ausgekleidet. Diese stammen von den kuboiden surfactantproduzieren-
den Typ-II-Pneumozyten ab. Das Surfactant bedeckt die Alveolarwande und verhindert
durch die Reduktion der Oberflichenspannung den Kollaps der Lungen [61].

Ebenso wie die Hauptbronchien treten auch die Pulmonalarterien an den Hili in die
Lungen ein und zweigen sich ebenso feiner werdend auf. Dem Alveolarepithel liegt am
Ende nur eine diinne Kapillarwand an, iiber die die Diffusion stattfindet. Zusammen-
laufend transportieren zum Schluss die Venae pulmonales das sauerstoffreiche Blut zum
Herz, wo es dem Korperkreislauf zur Verfiigung gestellt wird [1, 60].

Angetrieben durch die Atemmuskulatur, insbesondere dem Zwerchfell, und der Atem-
hilfsmuskulatur stromt die Atemluft aufgrund des Luftdruckgefilles ein und aus. Im
respiratorisch aktiven Abschnitt angekommen, ist der Gasaustausch ein rein passiver
Diffusionsprozess. Er wird durch die Partialdruckunterschiede von Sauerstoff und Koh-
lenstoffdioxid im Alveolarraum bzw. Kapillarblut angetrieben. Pathologische Verdnde-
rungen der Diffusion oder Perfusion kommen im Vergleich zu den Ventilationsstorungen

sehr viel seltener vor. Diese werden in restriktive Erkrankungen, wie der Lungenfibrose,
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und obstruktive Erkrankungen unterteilt. Hier ist insbesondere das Asthma bronchiale

zu nennen, auf das spéter noch genauer eingegangen wird [1, 60].

2.3.2 Die Unterschiede zwischen humaner und muriner Lunge

Die Farbmaus als domestizierte Form der Hausmaus ist seit Mitte des 19. Jahrhunderts
der bedeutendste Modellorganismus. Nicht nur die hohe genetische Ubereinstimmung
mit dem menschlichen Genom von circa 95 %, sondern auch die einfache Haltung ma-
chen die Maus unerlasslich in der Grundlagenforschung. Thre enorme Replikationsrate
und die 2002 vollendete komplette Sequenzierung des Genoms ermoglichen heute in
Form von Knockout-Mausen Funktionsanalysen verschiedenster Gene. Die Divergenz
zum Menschen, die besonderen Bedingungen der Laborhaltung und nicht zuletzt die
Erfahrung im Umgang mit den Mausen machen aber auch klar deutlich, dass Ergeb-
nisse nicht direkt auf den Menschen tibertragbar sind.

Der makroskopisch offensichtlichste Unterschied im Bezug auf die Lunge besteht in
der Anzahl und Aufteilung der Lungenlappen. Sind es, wie zuvor beschrieben, beim
Menschen drei rechte und zwei linke, kommen bei der Maus vier rechte und ein linker
Lappen regelgerecht vor. Die Aufzweigungen der Bronchien folgt keinem dichotomen
sondern einem monopodialem Ansatz. Die chondrale Verkleidung des oberen Anteils
der unteren Atemwege endet in den Bronchien der Maus eher als beim Menschen. Des-
weiteren weisen die Alveolen mit einem Durchmesser von 39-80 pum nur etwa 20 %
der Grofle der menschlichen Alveolen auf. Die Anzahl seréser Zellen und submukosaler
Driisen ist ebenso unterschiedlich wie die nur etwa 50 % der Dicke aufweisende Blut-
Luft-Schranke [57-59]. Zu beachten ist ebenfalls, dass das allergologische Modell eines
Labortieres durch Standardversuchstierbedingungen nicht der Realitdt in der Umwelt
entspricht, in der das Immunsystem auf stdndig wechselnde Antigene reagieren muss.
Beachtet man die korrekte Auswahl des Antigens, des Mausstamms und eines geeig-
neten Protokolls so lésst sich die Maus trotz ihrer Unterschiede immerhin bedingt
fir ein Asthmamodell verwenden, da sie hohe Kongruenz in der Ausbildung des asth-
matischen Phanotyps zeigt, darunter die unten beschriebenen Hauptmerkmale Atem-
wegshyperreagibilitat, antigenspezifische IgE-Produktion und Zellinfiltration. Ebenso
der Ubergang in eine Chronifizierung mit Umbildung der Atemwege nach mehrmaliger
Provokation zeigt deutliche Parallelen [57-59].

Genau auf diese einzelnen Phasen in der Entwicklung des allergischen Asthma sowie

auf das allergische Asthma selbst wird in den néchsten Abschnitten eingegangen.
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2.4 Das Asthma bronchiale

Die Atemwegsobstruktion stellt das Charakteristikum des Asthma dar. Die Entziin-
dungsreaktion ist gekennzeichnet durch eine bronchiale Hyperreagibilitat gegen Trig-
ger, die in der physiologisch gesunden Lunge keine Symptomatik verursachen. Der mit
der Obstruktion einhergehende Symptomkomplex aus reduziertem Atemfluss, Atem-
gerduschen und Atemnotanfillen ist reversibel, doch scheint sich der Verdacht einer
irreversiblen Schédigung mit Folgeerscheinungen zu bestatigen.Die Forschung tiber die
genauen Pathomechanismen zur Entwicklung gezielter Therapien zeigen die Bedeutung
in der Minimierung einer hohen Prévalenz und letztlich auch der aufwendigen, kosten-
intensiven Therapien [1].

Das Asthma bronchiale ist mit weltweit iber 300 Millionen Betroffenen eine sehr hau-
fige chronische Erkrankungen(s. http://www.globalasthmareport.org/). Etwa 8,6 %
der betroffenen Erwachsenen und 14 % der Kinder zeigen Symptome eines Asthma
bronchiale. Weltweit sind aber nur 4,5 % der jungen Erwachsenen diagnostiziert (s.
http://www.globalasthmareport.org/). In Deutschland liegt die Lebenszeitpravalenz
unter Kindern und Jugendlichen bei 6,3 % [62]. Jungen sind héufiger betroffen als
Maédchen [62]. In der Adoleszenz kehrt sich dieser Geschlechterunterschied um [63]. Die
Lebenszeitpravalenz liegt im Erwachsenenalter bei gesamt 8,6 % [63]. Zwar ist durch
die verbesserte Medikation in Form von inhalativen Glukokortikoiden und anderen Me-
dikamenten die Mortalitatsrate in den vergangenen Jahren um ca. 30 % zuriickgegan-
gen [64], doch kommt es auch hier zu Lande immer wieder zu Versorgungsdefiziten. Die
steigende Pravalenz vom Asthma bronchiale (s. http://www.globalasthmareport.org/)
und auch anderer allergischer Erkrankungen legen den Verdacht nahe, dass der Grund
systemischen Ursprungs ist. Die meisten Asthmaerkrankungen sind atopischer Genese
und lassen sich auf Umweltallergene, wie die der Hausstaubmilbe Dermatophagoides
pteronyssinus zurtckfithren [1].

Wichtig fiir das Verstdndnis der Genese ist der Unterschied zwischen Risikofaktoren
und Triggern des Asthma. Risikofaktoren, also bei der Genese beteiligte Komponen-
ten, sind vielfdltig und werden teils kontrovers diskutiert. Sie umfassen endogene Fak-
toren, wie genetische Pradisposition, Atopie, Geschlecht und ethnische Zugehorigkeit,
sowie exogene Faktoren, wie Luftverschmutzung, Allergene, berufsbedingte Faktoren,
Passivrauchen und Erndhrung. Zu den Triggern eines bestehenden Asthma gehdren
Allergene, Infekte, Pharmaka, Belastung, physikalische Faktoren, Erndhrung, Luftver-
schmutzung, Hormone und Stress [1].

Im Folgenden wird fokussiert auf das allergische Asthma bronchiale eingegangen. Um

dieses zu verstehen und in das Gesamtbild des Asthma zu integrieren, ist eine Kenntnis
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iiber die allergische Reaktion an sich und die Pathophysiologie des allergischen Asthma

notwendig.

2.4.1 Die allergische Reaktion

Der Begriff Allergie wurde von Pirquet 1906 definiert [65]. Er erkannte, dass Anti-
korper nicht nur in der Lage sind Erkrankungen zu bekdmpfen, sondern auch Aus-
loser sein konnen. Im weiteren Verlauf wurde deutlich, dass sich scheinbar die Viel-
zahl von immunologischen Prinzipien zu vier Hypersensitivititskategorien vereinen las-
sen. Diese nach Gell und Coombs bezeichnete Einteilung ist heute iiberholt, umfasste
aber die IgE-vermittelte Typ-I-Reaktion, die IgG-vermittelte Typ-II-Reaktion gegen
Zelloberflachen- und Matrixantigene, die gegen losliche Antigene gerichtete Typ-III-
Reaktion, welche durch Immunkomplexe gekennzeichnet ist, und die T-Zell-vermittelte
Typ-IV-Reaktion [2].

Das allergische Asthma wurde der Typ-I-Hypersensitivitatsreaktion zugeordnet. Zen-
traler Mediator ist hier das IgE (s. Ubersichtsartikel [66]). In der Sensibilisierung ge-
langt das Antigen im Erstkontakt in den Organismus, wird, wie oben beschrieben,
aufgenommen, prozessiert und prasentiert. Dieser primére Kontakt ist meist symptom-
los. Durch eine von Tgg-Zellen antigenspezifisch gefiihrte Induktion der Plasmazel-
len kommt es zur IgE-Produktion. Dieses ist gut gewebegangig und bindet an seinen
Rezeptor FceR1 auf Mastzellen und basophilen Granulozyten, um diese auf ihre an-
tigenspezifischen Reaktionen vorzubereiten (s. Ubersichtsartikel [66]).Durch erneuten
Kontakt mit dem Antigen kommt es zur Bindung dieses an die IgE-Antikorper. Die
Quervernetzung benachbarter Ig-E-Antikorper (cross-linking) sorgt schlieflich fiir die
Aktivierung der Mastzellen und ihrer Degranulation. Die Frithphase der allergischen
Reaktion wird sowohl von der Exozytose von Mediatoren wie Histamin als auch durch
die Ausschiittung von Zytokinen wie IL-4, IL-14 und TNF-a und Prostaglandin D2
begleitet (s. Ubersichtsartikel [66]).

Die Spéatphase der allergischen Reaktion tritt nach circa 2-6 Stunden ein und umfasst
die Rekrutierung von eosinophilen, basophilen und neutrophilen Granulozyten, T g2-,
Ty 17-Zellen und Makrophagen durch Zytokine und Chemokine wie TNF-a, GM-CSF,
IL-3, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 und CCL2 [1,2,13].

Durch erneute und wiederholte Exposition kann es zu einer Chronifizierung kommen,
die mit den typischen strukturellen Verédnderungen (Remodelling) einhergeht, auf die

im néchsten Kapitel eingegangen wird [1,2,13].
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2.4.2 Die Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale

Die Mastzellen der Lunge sorgen durch Freisetzung der Mediatoren Histamin, Prostag-
landin D2 und Cystenyl-Leukotrien, sowie weiterer Zytokine fiir eine Bronchokonstrikti-
on [67]. Die in 1.4.1 beschriebene Infiltration durch Granulozyten ist ein typisches Merk-
mal beim Asthma bronchiale. Sie sorgen durch basische Proteine und freie Sauerstoffra-
dikale fiir die bronchiale Hyperreagibilitiat gegen Allergene [68]. Dieser oxidative Stress
korreliert mit der Schwere der Erkrankung [69]. Ein Uberwiegen der neutrophilen Gra-
nulozyten ist oft mit steroidrefraktarem Asthma und somit einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet [70,71]. Nicht zu vernachléssigen ist auch die Auswirkung von inflam-
matorischen Mediatoren aus Strukturzellen der Lunge, wie Fibroblasten, Epithelzellen
und glatte Muskelzellen. Hier ist beispielsweise das Thymus-Stroma-Lymphopoietin
zu nennen, welches selektiv auf Tg2-Zellen wirkt [72]. Den Makrophagen kommt eine
besondere Rolle in der Pathogenese zu, welche in Kapitel 2.5.6 erlautert wird. In-
flammatorische Mediatoren modulieren die Fibrosierung sowie die Ubererregbarkeit
der glatten Muskelzellen (s. Ubersichtsartikel [73,74]). Thre Hypertrophie lisst sich
als Antwort auf vermehrt ausgeschiittete Mediatoren wie Endothelin-1 erklaren [75].
Die Odembildung ist durch Hypervaskularisierung auf Grund wachstumsfaktorenver-
mittelter Angiogenese zusétzlich zur mikrovaskuldren Leckage erklarbar [76,77]. 1L-4
und IL-13 sorgen auflerdem sowohl fiir eine erhohte Mukusproduktion als auch einen
Anstieg der Becherzellen [1]. Die Entziindungsreaktion erstreckt sich von der Trachea
bis zu den terminalen Bronchien, wobei letztere vorrangig betroffen sind [78]. Obwohl
der akuten inflammatorischen Reaktion die grofite Aufmerksamkeit zukommt, handelt
es sich bei den meisten Patienten um chronische Veranderungen, die teils von aku-
ten Exazerbationen begleitet werden. Die Klinik aus dem typischen exspiratorischen
Giemen, dem verlangerten Exspirium, dem Engegefiihl in der Brust, der Ruhedyspnoe
und dem silent chest ist auf die Hauptsymptome bronchialer Hyperreagibilitat in Form
von Odembildung, Hyper- und Dyskrinie sowie Bronchospasmus zuriickzufiihren [1,60].
Dies fiithrt zu einer Reduktion der Einsekundenkapazitéit, des exspiratorischen Spitzen-
flusses, sowie zu einer erhohten Resistance. Durch die frithe Okklusion kommt es zur
Uberblihung (Adr-Trapping) und zu einer Erhéhung des Residualvolumens. Ein schwe-
res Asthma resultiert in einem Ungleichgewicht zwischen verminderter Ventilation und

erhohter pulmonaler Vaskularisierung [1].

24



KAPITEL 2. EINLEITUNG

Abbildung 2.3: Die Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale. (1) Antigen-
prasentierende Zellen, insbesondere Makrophagen, nehmen Aeroallergene auf, prozessieren sie
und prasentieren diese T g2-Lymphozyten in den Lymphknoten. Diese aktivieren ihrerseits
B-Lymphozyten, welche sich in IgE-sezernierende Plasmazellen differenzieren. (2) Das all-
ergenspezische IgE aktiviert Mastzellen zur Degranulation. Diese Mastzellmediatoren 16sen
erste strukturelle Verdnderungen aus und sorgen durch eine erhéhte Gefiflpermeabilitit fir
eine Rekrutierung weiterer Immunzellen. (3) Die Hyper- und Dyskrinie der Immunzellen,
insbesondere die der Granulozyten und T-Lymphozyten, sorgt in der spidten Phase der aller-
gischen Reaktion fiir massive Hyperreagibilitit des Alveolarepithels, einer Geféfileckage und
einem chronischen Parenchymumbau (4).
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2.4.3 Die Rolle des Komplementsystems im Asthma bronchiale

Der sich selbst aktivierende alternative Weg und der durch apoptotische Zellfragmen-
te aktivierte Lektinweg laufen auch unter Normalbedingungen in der physiologischen
Lunge ab [79,80]. Die durch Mastzellen unter asthmatischen Bedingungen freigesetz-
ten Mediatoren haben teilweise Proteasefunktion und unterstiitzen die Spaltung von
Komplementfaktoren, sodass es zu einer verstirkten Aktivierung des Komplementsys-
tems im allergischen Asthma bronchiale und somit auch zu einer Anreicherung der AT
C3a und CbHa kommt [81,82]. Aus Studien geht der protektive Effekt von Cba hervor,
der durch C5aR1-Bindung ausgelost wird und riickt somit dieses Molekiil in den Fo-
kus [83,84]. Doch sind sowohl fiir C3a [85-89] als auch fiir Cha [83,89-91] eine Reihe
von regulatorischen, meist proinflammatorischen Effekte gezeigt, die die AT in den
Kontext des Asthma bronchiale einzubinden versuchen. Somit lassen sich eine Reihe
von asthmatischen Veranderungen, wie Muskelhyperplasie und -spasmus, Hyper- und
Dyskrinie, zelluliare Infiltration und Odembildung teilweise durch starken Effekt der
AT C3a und Cba erklaren [92,93]. Die spéarliche Datenlage zu C5aR2 [56] und die teils

kontroversen Ergebnisse zu Cba und C3a bediirfen allerdings weiterer Analysen.

2.5 Die Makrophagen

Der Begrift Makrophage geht auf den russischen Zoologen und Immunologen Ilja II-
jitsch Metschnikow zuriick, der in einer Arbeit von 1887 beschrieb, wie Pathogene von
Leukozyten aufgenommen werden [94]. Zusammen mit Paul Ehrlich wurde er 1908 un-
ter anderem dafiir mit einem Nobelpreis geehrt. Die Entdeckung Metschnikows war
bedeutsam, denn die Phagozytose gilt auch heute noch als eine der Hauptaufgaben
der Makrophagen. Durch das genauere Versténdnis der komplexen immunologischen
Strukturen und den besseren apparativen Analyseverfahren wird das Spektrum der
Funktionen der Makrophagen immer deutlicher. Die zuletzt stiefmiitterlich behandel-
ten Makrophagen riicken mehr und mehr in den Fokus der Analysen. Die verschiedenen
Subtypen, ihre unterschiedlichen Habitate und die Verkniipfung von angeborener und
adaptiver Immunantwort machen die Makrophagen zu einem bedeutenden Forschungs-
thema auch im Hinblick auf Therapieansitze. Im Folgenden soll das aktuelle Wissen
iitber Makrophagen in die verschiedenen Teilbereiche dieser Arbeit integriert werden,

um eine Basis fiir die hier neu vorgestellten Ergebnisse zu schaffen.
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2.5.1 Die Klassifikation der Makrophagen

Durch bessere Kenntnisse tiber die Funktionen der Immunzellen und wie diese mitein-
ander kommunizieren wurde erstmals deutlich, dass es zwei grundlegend verschiedene
Arten der Makrophagenaktivierung gibt. Das fithrte zunachst zu einer dichotomen
Gliederung. Auf der einen Seite waren die proinflammatorischen, klassisch-aktivierten
Makrophagen M1 und auf der anderen Seite die antiinflammatorischen, alternativ-
aktivierten Makrophagen M2 [95].

M1-Makrophagen liefen sich iiber ihre Expression von Opsonierungsrezeptoren wie
CD16, kostimulatorischen Molekiilen wie CD80/86 oder iiber die Sekretion proinflam-
matorischer Zytokine, wie IL-13, IL-12, IL-23 und TNF-« charakterisieren [96-98|.
Im Gegensatz dazu stand die heterogene Gruppe von M2-Makrophagen, die teilweise
durch die Expression von TLRs und der Sekretion von IL-10 und CCL2 beschrieben
wurde. Eine differentiellere Einteilung in M2a-, M2b-, M2c- und M2d-Makrophagen
verkomplizierte das Bild weiter [97-100].

Heutzutage riickt man immer mehr von dieser strikt bipolaren Einteilung ab [101]. Die
Analyse der Genexpression, die Entdeckung neuer Zellen und anderer Aktivierungswe-
ge weichen die zuvor gesteckten Grenzen auf und lassen die Gruppe der Makrophagen
immer heterogener werden.

Eine weitere Einteilungsmoglichkeit besteht in der Unterscheidung von zirkulierenden
und sessilen Makrophagen [102], sowie anhand ihrer Funktion [103]. Eine vielverspre-
chendere, wenn auch komplexere, Einteilungsmoglichkeit bedient sich der Expression
von Oberflichenmarkern. Diese bieten den Vorteil leicht analysiert werden zu kénnen
und spiegelt dariiberhinaus oftmals verschiedene Funktionen der Subtypen wider [104].

Diese Arbeit orientiert sich unter Anderem ebenfalls an dieser Einteilungsmoglichkeit.
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Abbildung 2.4: Klassifikation der Makrophagenpopulationen. Eine Einteilung der
verschiedenen Makrophagenpopulationen ist schwierig, da sie eine heterogene Gruppe mit
verschiedensten Funktionen darstellen. Ein Versuch der Einteilung bedient sich der Unter-
scheidung in eher proinflammatorisch wirkende M1-Makrophagen und den eher antiinflam-
matorisch wirkenden M2-Makrophagen.

2.5.2 Die Entwicklung und Differenzierung der Makrophagen

Um die Rolle und Funktion der Makrophagen in der Physiologie und Pathogenese zu
verstehen, ist es hilfreich sich mit ihrer Herkunft und Differenzierung auseinander-
zusetzen. Makrophagen sind Teil des Mononuklear-phagozytierenden Systems, welche
sich als Untergruppe der Leukozyten aus myeloiden Knochenmarkstammzellen entwi-
ckeln [105]. Sie unterscheiden sich als meist gewebsspezifische Zellen von den ebenfalls
zu dieser Gruppe gehorenden zirkulierenden Monozyten und den diversen Gruppen
von hauptsidchlich T-Zell-aktivierenden dendritischen Zellen. Gemafl ihres Zielgewe-
bes erfiillen sie unterschiedliche Rollen und werden meist spezifisch bezeichnet. Man
unterscheidet u. A. Alveolarmakrophagen in der Lunge, Kupffer-Sternzellen in der Le-
ber, Langerhanszellen in der Epidermis, Hofbauerzellen in der Plazenta, Mikroglia im
Gehirn und viele weitere [104]. Trotz der guten Kenntnis iiber die ausgereiften Ef-
fektorzellen ist ein potentiell gemeinsamer Ursprung nicht vollends geklart und bietet

immer wieder Grundlage fur Diskussionen [106]. Der derzeitige Forschungsstand geht
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davon aus, dass embryonale Makrophagen aus dem Dottersack entstehen. Im weiteren
Verlauf der Entwicklung werden diese Vorlduferzellen durch Knochenmarksvorlédufer
ersetzt [102,107]. Uber den Reifungsprozess der Makrophagen ist hingegen mehr be-
kannt. So spielen Differenzierungsmarker wie CX3CR1, Ly6C, Ly6G, CCR2, CD64 und
F4/80 eine wichtige Rolle [106,108,109]. Diese werden zeitlich und populationsabhén-
gig unterschiedlich exprimiert [110,111]. Allerdings bleibt weitgehend unklar, ob sessile
Makrophagen durch zirkulierende, sich ausdifferenzierende Monozyten erneuert werden
konnen [105]. Bezogen auf die Lunge gibt es widerspriichliche Ergebnisse zu Herkunft
und zeitlicher Besiedelung des Alveolarraums durch Alveolarmakrophagen [111,112].
Eine Entwicklung aus fetalen Monozyten scheint ebenso moglich, wie eine Differenzie-
rung aus einer interstitiellen Zwischenstufe. Desweiteren ist wenig zur Entwicklung der

interstitiellen Makrophagen bekannt [113].

2.5.3 Die Rolle der Makrophagen im Immunsystem

Lange Zeit hat man Makrophagen als reine Phagozyten mit wenig anderen Funktio-
nen verstanden, die als eine Art Abfallbeseitiger eine eher untergeordnete Rolle im
Immunsystem spielen. Die heute bekannte Bedeutung als Mediator- und Schliisselzelle
zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort geht vor allem auf die Entdeckung
der Funktionen der Zelloberflichenmarker und des Zytokinprofils zuriick [106,114].

Um ihre Hauptfunktion, die Phagozytose von Pathogenen, zu gewéhrleisten exprimie-
ren Makrophagen eine Reihe der oben erwahnten PRRs. Sie alle erkennen spezifische
PAMPs: Die C-Typ-Lektin-Gruppe dient der Erkennung endsténdiger Zuckerketten,
die TLRs erkennen eine Vielzahl von bakteriellen Bestandteilen, die NOD-like Re-
zeptoren dienen zusétzlich der Erkennung korpereigener Abbauprodukte und zu guter
Letzt dienen die RIG-like Helikasen der Identifizierung von viraler DNA (s. Ubersichts-
artikel [115]). Die durch Bindung aktivierte Internalisierung sorgt einerseits fiir den
Abbau im Phagolysosom u. A. durch toxische Sauerstoffderivate, andererseits werden
dadurch bestimmte Zytokine ausgeschiittet. Diese konnen einerseits proinflammato-
risch sein und weitere Immunzellen anlocken, wie IL-13, TNF-«, IL-6, IL-8 und IL-12
oder auch antiinflammatorisch und somit einer iiberschiefenden Immunantwort ent-
gegenwirken, wie IL-10 [96,97,99,100]. Mit der Phagozytose geht zusétzlich oft eine
Expression anderer Oberflichenmarker einher, wie z.B. CD80/86, die als Korezeptoren
in der T-Zellaktivierung dienen und somit eine Rolle in der Initialphase der adapti-
ven Immunantwort spielen [1,116]. Ein weiterer wichtiger Definitionsmarker ist CD64
(synonym FeyR1). Dieser erkennt den Fe-Teil von IgG-Molekiilen und unterstiitzt somit

auch die Phagozytose von opsonisierten Pathogenen und Immunkomplexen (s. Uber-
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sichtsartikel [117]).

Zusatzlich zu diesen Funktionen kommt die antigenprasentierende und phagozytieren-
de Funktion in der Ausreifung der B- und T-Zellen zu tragen. Eine [FN-y Expression
geht mit einer Tx1-Immunantwort einher, wohingegen eine T g 2-Immunantwort durch
I1-4 beglinstigt wird [118]. Dies alles ist nur ein Auszug aus der komplexen Interaktion
zwischen Makrophagen und anderen Effektorzellen und macht deutlich, wie individuell

diese Interaktion ablaufen kann.

2.5.4 Der Zusammenhang zwischen Makrophagen und
Komplementsystem

Die Mediatorrolle der Makrophagen wird besonders in Bezug auf das Komplementsys-
tem deutlich. Sie exprimieren eine Vielzahl von Rezeptoren, die mit dem Komplement-
system in Verbindung stehen, wie C3aR, C5aR1 und ChaR2 [52,119,120]. Thre Liganden
C3a und insbesondere Cbha sind starke chemische Lockstoffe und fithren die Makropha-
gen durch einen sich aufbauenden Gradienten zum Ort der Inflammation [120]. Diese
Migration wird entscheidend durch C5aR1 vermittelt. Im Gegensatz induziert C3a u.
A. in Phagozyten einen oxidativen Burst, der als Teil der Inflammation zur Elimi-
nierung von Pathogenen dient [119]. Eine Kostimulation des C3aR und TLR-4 fithrt
zu einer proinflammatorischen Ausschiittung von Mediatoren wie IL-15, TNF-«, 1L-6
und Prostaglandin E2 [121,122]. Desweiteren zeigt sich, dass C5aR1 in den Makro-
phagen TLR4-abhéngig eine IL-12 Antwort moduliert und somit in die Tg1-Antwort
eingreift [123].

Die weiteren Rezeptoren wie Clg-Rezeptor, CR1, CR3 und CR4 dienen alle der Ak-
tivierung und der gesteigerten Phagozytose [124]. Fiir Cha sind eine Reihe weiterer
Funktionen bekannt, die von einer Ausschiittung von TNF-a und CCL2 [125] bis hin
zur Auslosung der Apoptose reichen [126]. Interessanterweise sind Makrophagen selbst
befahigt durch eine membranstandige Protease Cba aus C5 zu generieren [127].

Es zeigt sich also, dass ein grofler Zusammenhang zwischen dem Komplementsystem
und den Makrophagen besteht und dieser auf mehreren Ebenen stattfindet. Deutlich
wird auch, dass besonders das Anaphylatoxin Cha die entscheidende Mediatorkompo-
nente in den Makrophagen darstellt, nicht zuletzt {iber unterschiedliche Funktionen,
die auch auf die beiden Rezeptoren C5aR1 und CbaR2 zuriickzufiihren ist.

2.5.5 Die Rolle der Makrophagen in der Lunge

Die Atemwege unterliegen einer stdndigen Beanspruchung durch Pathogene, Allergene,

Staub und viele weitere Faktoren, die die Homdostase erheblich stéren kénnen. Doch
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wie oben bereits erwahnt ist nirgendwo sonst ein balanciertes Gleichgewicht so wichtig
wie in der Lunge, denn eine gesunde physiologische Funktion ist fiir das Uberleben es-
sentiell. Die Alveolarmakrophagen (AM) nehmen hier eine besonders wichtige Stellung
ein. Sie sitzen nahe der Alveolarwand, reinigen die Atemwege durch standige Phagozy-
tose und sorgen somit fiir eine eher antiinflammatorische Umgebung [128,129]. Dieser
Effekt wird einerseits durch die Produktion von IL-10 unterstitzt [126] und andererseits
durch Suppression einer von dendritischen Zellen ausgehenden Entziindungsreaktion
erganzt [130]. Auf der anderen Seite konnen AM proinflammatorisch wirken, indem sie
nach LPS-Stimulation die Entziindungsreaktion verstirken und Alveolarepithelzellen
aktivieren [131]. Sie fungieren also als Mediatoren der Entziindungsreaktion, abhén-
gig von ihrer Aktivierung, pro- oder antiinflammatorisch [132]. Diese kontrdre Rolle
wird auch in ihrem Zytokinprofil deutlich. Nach Stimulation mit Hausstaubmilben-
Extrakt (HDM) produzieren sie sowohl supprimierende Faktoren wie TGF-3, aber
auch proinflammatorische Zytokine wie IL-2 und TNF-« [133]. Desweiteren exprimie-
ren sie nach Allergenprovokation verstarkt CCR2, iiber den sie durch CCL2-Bindung
zum Ort der Inflammation geleitet werden [134]. Neuere Beobachtungen zeigen, dass
auch innerhalb der AM eine gewisse Diversitit zu herrschen scheint. Subpopulationen
mit unterschiedlichem Rezeptorrepertoire [133] sind ebenso beschrieben, wie Makro-
phagen mit unterschiedlichem Adhésionsverhalten an Alveolarepithelzellen, mafigeb-
lich itber CD200R [135] und Connexin 43 [131]. Inwieweit sich diese Subpopulationen
iiberschneiden, ob sie nebeneinander auftreten oder die Marker temporar vorkommen
ist nicht bekannt. Aulerdem bleibt immer noch weitgehend offen, inwieweit ihre Funk-
tionen Einfluss auf den asthmatischen Phéanotyp haben.

Ebenso wenig Einigkeit herrscht iiber die Herkunft der AM. Die Infiltration scheint
zunédchst durch embryonalen Stammzellen stattzufinden, welche zu Makrophagen dif-
ferenzieren [106]. Ob sie aber in der adulten Lunge bei akuter Inflammation lokal
proliferieren [108], direkt aus Monozyten rekrutiert werden [134] oder tiber den Zwi-
schenschritt der Gewebsmakrophagen in den Alveolarraum einwandern [136] bleibt
ungewiss.

Weitaus weniger ist tiber die Gruppe der interstitiellen Makrophagen (IM) bekannt.
Verschiedene Studien versuchten sich ihnen iiber ein Oberflaichenmarkerprofil zu né-
hern [109, 135, 137]. Die Ergebnisse sind allerdings nicht kongruent, da erstens ver-
schiedene Marker zur Analyse gewahlt wurden, u. A. CD11b, CD11c, F4/80, MHC-II,
SiglecF, CD200R und CD64, und zweitens diese auch noch unterschiedliche Expressio-
nen zeigen. Ein detaillierteres Bild gibt eine neue Studie, welche drei Subpopulationen

von IM unterscheidet [138].Die Studien zeigt, dass IM hauptséchlich im peribronchialen
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Interstitium angesiedelt sind und u. A. CD64 und CD11b exprimieren. Eine Unterschei-
dung ware laut Gibbings et al. iiber eine Expression von CD11¢, CCR2 und MHC-II
moglich [138]. Dariiberhinaus ist bisher nur bekannt, dass IM vermutlich eine gerin-
gere Antigenaufnahmekapazitat im Vergleich zu AMs besitzen [135] und eine TLR4
getriggerte IL-10-Produktion einen antiinflammatorischen Effekt der IM zeigt [139].
Ihre Rolle im allergischen Asthma riickt, wie bei den AM, mehr und mehr in den

Fokus neuerer Untersuchungen und ist bis dato sparlich verstanden.

2.6 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, ein geeignetes durchflusszytometrie-basiertes Modell zu eta-
blieren, welches verschiedene Makrophagenpopulationen gut voneinander differenzier-
bar darstellen lasst, um eine allgemein giiltige Klassifizierung hervorzubringen (vgl.
Abb. 1.1 (1)) und die Populationen anhand von Oberflichenmarkern differenzieren zu
konnen (vgl. Abb. 1.1 (4)). Zusétzlich zu den durchflusszytometrischen Markern ha-
be ich die Morphologie der Makrophagen (vgl. Abb. 1.1 (2)) und ihre Lokalisation in
den Atemwegen bzw. der Lunge (vgl. Abb. 1.1 (3)) zur Differenzierung herangezogen.
Zur Charakterisierung der Funktion habe ich die Antigenaufnahme, eine Hauptaufgabe
der Makrophagen, untersucht(vgl. Abb. 1.1 (5)). Zusétzlich zur Charakterisierung der
verschiedenen Makrophagenpopulationen in der naiven Lunge habe ich den Einfluss
des HDM-induzierten Asthma bronchiale auf die Verdnderungen der Populationen un-
tersucht. Dieser Ansatz soll Aufschluss dariiber geben, welche Zellen zu welcher Zeit
in der Pathogenese welche Rollen iibernehmen (vgl. Abb. 1.1 (6)). Den Einfluss des
Komplementsystems auf diese Balance (vgl. Abb. 1.1 (7))habe ich durch Verwendung
von Charl~/~- und C5ar2~/~-Mausen untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, die Mediatorzelle Makrophage im
Kontext des allergischen Asthma bronchiale besser zu verstehen, insbesondere im Hin-
blick auf die Aktivierung durch Cba. Daraus kénnten sich mégliche neue therapeutische
Ansétze ergeben, da mittlerweile C5aR1-Antagonisten in der Klinik eingesetzt werden
konnen [140].
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Fragestellungen. (1) Welche Makro-
phagenpopulationen sind in der Lunge diskriminierbar? (2) Wo kommen sie vor und wie
verdndern sich ihre Haufigkeiten in den unterschiedlichen Kompartimenten? (3) Wie unter-
scheiden sie sich morphologisch? (4) Inwieweit lassen sich durch unterschiedliche Marker-
expressionen Riickschliisse auf ihre Funktionen schliefen? (5) In welchem Umfang sind sie
zur Antigenaufnahme befahigt? (6) Welchen Einfluss nimmt die Asthmainduktion auf diese
Geschehnisse? (7) Welchen Einfluss nehmen die Anaphylatoxinrezeptoren auf die Makropha-
genpopulationen?
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3 Material, Gerate und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Losungen und Reagenzien

Tabelle 3.1: Chemikalien

Substanz

Hersteller

AF647 Ovalbumin

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Ammoniumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

[-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carboxyfluorescein-Succinimidylester
(CFSE)

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Dimethylarsinsédure Natriumsalz - Trihy-
drat

Merck KGaA, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

DNAse I

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DQ-Ovalbumin

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Ethylendiaminotetraessigsaure - Dinatri-
umsalz - Dihydrat (EDTA)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Glutaraldehyd-Losung 25%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
stimulierender ~ Faktor ~ (GM-CSF),
rekombinant murin

Peprotech Corporation, Rocky Hill, USA

Giemsa-Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Hausstaubmilben-Extrakt

Greer Laboratories Inc, Lenoir, USA

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kalziumchlorid-Lésung 0,5 mol/L

PromoCell GmbH, Heidelberg

Ketamin 10%

Wirtschaftsgenossenschaft deutscher
Tierédrzte e.G., Garbsen

Liberase TL

Roche, Indianapolis, USA
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Magnetische Zelltrennung Bovines Seru-
malbumin (MACS BSA) Stammlosung

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach

Matrigel Matrix

Corning Life Sciences B.V., Amsterdam,
Niederlande

May-Griinwald-Loésung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumpyruvat

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Paraformaldehyd-Losung 10%

Morphisto Evolutionsforschung und An-
wendung GmbH, Frankfurt am Main

Phophatgepufferte Salzlosung (PBS)

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Rompun 2%

Wirtschaftsgenossenschaft deutscher

Tierédrzte e.G., Garbsen

RPMI-1640 Medium

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Saccharose

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Trizol Reagenz

Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA
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3.1.2 Antikorper

Tabelle 3.2: Antikorper. Angegeben sind die verwendeten Antikorper, ihre Isotypkontrol-
len und die zur Durchflusszytometrie benutzten Konzentrationen. AF647 = Alexa Fluor 647,
AF700 = Alexa Fluor 700, APC = Allophycocyanin, BV421 = Brilliant Violet 421, BV510
= Brilliant Violet 510, eF450 = eFluor 450, eF605 = eFluor 605, eF660 = eFluor 660, FITC
= Fluoresceinisothiocyanat, PE = Phycoerythrin, PE-Cy5 = Phycoerythrin-Cy5, PE-Cy7 =
Phycoerythrin-Cy7, PerCP Cy5.5 = Peridinin Chlorophyll Protein Komplex Cy5.5

Antikorper Klon Label Hersteller Isotyp Endkonz.
anti-Maus 10/92 PE AbD Serotec  Ratte IgG2a 0,5 ug/mL
ChaR1

anti-Maus P12/1 AF647  AbD Serotec  Ratte IgG2a 0,5 ug/mL
ChaR1

anti-Maus 475301  APC R & D Sys- Ratte [gG2b 1 pg/mL
CCR2 tems

anti-Maus 2G12 APC BioLegend armenischer 2 pg/mL
CCR4 Hamster IgG

anti-Maus 145- eF'450 eBioscience armenischer 1 pg/mL
CD3 2C11 Hamster IgG

anti-Maus M1/70  eF605 eBioscience Ratte IgG2b 2 ug/mL
CD11b

anti-Maus M1/70  FITC eBioscience Ratte IgG2b 1 pg/mL
CD11b

anti-Maus N418 APC eBioscience armenischer 2 pg/mL
CDl1lc Hamster IgG

anti-Maus N418 PeCyb eBioscience armenischer 2 pg/mL
CDl1l1c Hamster IgG

anti-Maus 93 - eBioscience - 10 pg/mL
CD16/32

anti-Maus M18/2  PE eBioscience Ratte IgG2a 1 pg/mL
CD18

anti-Maus eBio eF450 eBioscience Ratte IgG2a 1 pg/mL
CD19 1D3

anti-Maus DX5 eF'450 eBioscience Ratte IgM 1 pg/mL
CD49b

anti-Maus X54-5/ BVT11  BioLegend Ratte IgG1 1 pg/mL
CD64 7.1
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anti-Maus AFS98  APC eBioscience Ratte IgG2a 1 pg/mL
CD115

anti-Maus ACK2 PE eBioscience Ratte 1gG2b 2 ug/mL
CD117

anti-Maus OX-110 FITC BioLegend Ratte IgG2a 2,5 pg/mL
CD200R

anti-Maus MMD3  AF488  eBioscience Ratte IgG2a 2 pg/mL
CD209

anti-Maus Connexin eF660 eBioscience Ratte IgG1 1 pg/mL
Connexin 43 43

anti-Maus BMS BV510  BioLegend Ratte IgG2a 1 pg/mL
F4/80

anti-Maus BMS PE eBioscience Ratte IgG2a 1 pg/mL
F4/80

anti-Maus MAR-1 APC eBioscience armenischer 2 pg/mL
FeceR1 Hamster IgG

anti-Maus 13MOKA PE eBioscience Ratte IgG2a 2 pg/mL
IL13R

anti-Maus HK1.4 PerCP  eBioscience Ratte IgG2c 1 pg/mL
Ly6C Cyb.5

anti-Maus 1A8 PeCy7 BioLegend Ratte IgG2a 2 pg/mL
Ly6G

anti-Maus MS/ AF700  eBioscience Ratte IgG2b 1 pg/mL
MHC-II 114.15.2

anti-Maus E50- Bv421  BD Ratte IgG2a 1 pg/mL
SiglecF 2440

anti-Maus E50- PE BD Ratte IgG2a 1 pg/mL
SiglecF 2440

anti-Maus UT41 AF488  eBioscience Ratte IgG1 2 pg/mL
TLRA4

anti-Maus TR75- BV421  BD armenischer 1 pg/mL
TNFR2 89 Hamster IgG
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.3: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Biosphere Filter Tip 20 L, 200 pL, 1000
L

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Biosphere SafeSeal Reagiergefafl 0,5 mL,
1,5 mL, 2 mL

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Cellstar 96-well Platte flacher Boden, U-
Boden

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Cellstar serologische Pipette 2 mL, 5 mL,
10 mL, 25 mL

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Deckgléser

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Discardit II Spritze 5 mL, 10 mL

BD Biosciences, Erembodegem, Belgien

Einmalskalpell Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka,
Japan
Einmalwégeschale Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Einzel-Zytologietrichter

Tharmac GmbH, Waldsolms

Immersionsol

Olympus GmbH, Hamburg

Inject-F 1 mL

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Microlance 3 Kaniile

BD Biosciences, Erembodegem, Belgien

Microtainer SST Rohrchen

BD Biosciences, Erembodegem, Belgien

Micro-touch Nitra-Tex Einmalhandschu-
he M

Ansell, Briissel, Belgien

Objekttrager, geschnitten, Mattrand

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Pipettenspitze 10 pL, 20 pL, 200 uL,
1000 pL

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Rohre 3 mL, 15 mL, 50 mL

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

TC-Platte 6-well, Standard, F

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Vasofic Safety Kaniile 20G

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Zellschaber

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Zellsieb, Porengrofie 40 pum

BD Biosciences, Erembodegem, Belgien
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3.1.4 Puffer und Losungen

Tabelle 3.4: Puffer und Lésungen

Losung Substanz
10x Anésthetikum 1x PBS

2 % Rompun

50 mg/mL Ketamin
1x Anésthetikum 1x PBS

0,2 % Rompun
5 mg/mL Ketamin

Cacodylat-Puffer A. dest.
0,2 mol/L Dimethylarsinsaure- Natrium-
salz
0,2 mol/L Saccharose

FACS-Puffer 1x PBS
0,5 % BSA
2 mmol/L, EDTA

Lyse-Puffer A. dest.
155 mmol/L NH,Cl
10 mmol/L NaHCOj4
0,1 mmol/L EDTA
sterilfiltriert

Monti-Graziadei-Losung A. dest.
2 % Glutaraldehyd
0,6 % Paraformaldehyd
0,1 mol/L Cacodylat-Puffer
pH 7.35

1x PBS A. dest.
13,7 mmol/L NaCl
0,27 mmol/L KCl
0,81 mmol/L NagHPO4
0,15 mmol /L KH,PO,
pH 7,2-7.4
sterilfiltriert

10x PBS A. dest.
137 mmol/L NaCl
2,7 mmol/L KCl
8,1 mmol/L NayHPO,
1,5 mmol /L KHyPOy
pH 7,2-7.4
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sterilfiltriert

Restimulationsmedium

RPMI 1640

2 mmol/L L-Glutamin

100 pg/mL Streptomycin

100 U/mL Penicillin

10 % FBS, hitzeinaktiviert

1 mmol/L Natriumpyruvat

50 pmol/L B-Mercaptoethanol
20 ng/mL GM-CSF

RPMI Vollmedium

RPMI 1640

2 mmol/L L-Glutamin
100 pg/mL Streptomycin
100 U/mL Penicillin

10 % FBS, hitzeinaktiviert
steril
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3.2 Gerate und Software
3.2.1 Gerate

Tabelle 3.5: Geréate

Gerat

Hersteller

Biological Safety Cabinets

Nuaire Inc., Plymouth, USA

Dampfsterilisator E14 Hydromat

WEBECO Hygiene in Medizin und La-
bor GmbH & Co. KG, Selmsdorf

Durchflusszytometer BD LSR 11

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Laborwaage EMB 1000-2

Kern & Sohn GmbH, Balingen-

Frommern

Mikroskop Labovert FS

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Mikroskop Leica DMIL LED

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Neubauerkammer improved

VWR International GmbH, Darmstadt

pH-Meter Seven Easy PH S20-K

Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Schweiz

Pipetboy

eBioscience Inc., San Diego, USA

Pipetten Research, Research Plus (0,1-
2,5 pL, 0,5-10 pL, 10-100 pL, 200-1000
pL)

Eppendorf AG, Hamburg

Préaparierschere

WPI Deutschland GmbH, Berlin

Préazisionswaage LC6200S

Sartorius AG, Gottingen

Reinstwasseranlage Nanopure Diamond
D11931

Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen

Rittler Polymax 1040

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Scotsman AF-10/ACM55/AS

Hubbard Ice Systems, Suffolk, Grofibri-
tannien

Transmissionselektronenmikroskop JEM
1011

Jeol Ltd., Tokyo, Japan

VacuGene Pumpe

Pharmacia, New Jersey, USA

Vacusafe 158310 Absaugsystem

Integra Biosciences GmbH, Fernwald

Vortex Genie 2

Scientific Industries Ltd., Bohemia, USA

Vortex Reax 2000

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Zellinkubator

Nuaire Inc., Plymouth, USA
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Zellsortierer FACS Aria II1

BD Biosciences, San Jose, USA

Zentrifuge 5424

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge 5424R,

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge 5810

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Cellspin 1

Tharmac GmbH, Waldsolms

3.2.2 Software

Tabelle 3.6: Software

Programm

Firma

Adobe Acrobat Reader DC

Adobe Systems Inc., San Jose, USA

BD FACSDiva Software 6.1

BD Biosciences, San Jose, USA

Citavi 5.1

Swiss Academic Software GmbH, Wa-
denswil, Schweiz

FlowJo 10

FlowJo LLC, Ashland, USA

GraphPad Prism 5.0

Graph Pad Software Inc., LaJolla, USA

Microsoft Excel 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Powerpoint 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Picasa 3.9

Google Inc., Menlo Park, USA

Texmaker 4.45

Free Software Foundation, Inc., Boston,
USA
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3.3 Versuchstiere
3.3.1 Mause

Tabelle 3.7: Mause

Stamm Ziichter

BALB/c Wildtyp Charles River Breeding Laboratories,
Sulzfeld

BALB/c Csart=/~ eigene Zucht

BALB/c C5ar2~/~ eigene Zucht

Die Versuche wurden mit BALB/c-Wildtyp (WT) und auf den BALB/c Hintergrund
geziichteten Cbharl- sowie Cbar2-Knockout Mausen durchgefiihrt, die zwischen 8 und
12 Wochen alt waren. Die Kreuzung und Zucht der Tiere wurde durch Anne Hermann
(ISEF)durchgefiihrt und erfolgte unter Specific-Pathogen free (SPF) Bedingungen in
den Zuchtraumen der Gemeinsamen Tierhaltung (GTH) der Universitiat zu Liibeck.
Einweisung und Training in der Behandlung von Versuchstieren erfolgte durch Dr.
rer. nat. Inken Schmudde (ISEF). Die Genehmigung der Tierversuche erfolgte durch
das Ministerium fiir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und ldndliche Rdume des
Landes Schleswig-Holstein (Nr. V312.7224.122-39(37-2/13)). Die Zucht und Haltung

der Tiere erfolgte entsprechend der Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes.

3.3.2 Material fiir die Versuchstierhaltung

Tabelle 3.8: Material fiir die Vesuchstierhaltung

Material Hersteller

Kéfig IVC Sealsafe PLUS GM500 Tecniplast Deutschland GmbH, Hohen-
peiflenberg

Kéfigstation TouchSLIM Plus Tecniplast Deutschland GmbH, Hohen-
peiflenberg

Kéfigwechselstation CS5 Evo Tecniplast Deutschland GmbH, Hohen-
peiflenberg

Labortiereinstreu Abedd LTE E-001 Abedd Lab & Vet Service GmbH, Wien,
Osterreich

Pelletfutter Altromin 1314 Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage
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3.4 Methoden

3.4.1 Induktion des asthmatischen Phanotyps

Naive und sensibilisierte wt, C5ar1~/~ und C5ar2~/~ BALB/c Méuse wurden durch die
intraperitoneale (i.p.) Gabe von 300 L 1x Anésthetikum betédubt und nach eingetre-
tener Wirkung an ihren Schneidezahnen aufgehéngt (s. Abb. 2.1a). Die intratracheale
(i.t.) Gabe von 100 ug/50 uL HDM in PBS oder 50 uL PBS erfolgte mit fixierter Zunge
(s. Abb. 2.1b) und anschlieBendem Verschluss des nasalen Atemweges (s. Abb. 2.1c).
Nach erfolgreicher Applikation wurde das Versuchstier zur verbesserten Aufnahme mit
erhohtem Kopf gelagert und zur Wahrung der Korpertemperatur bis zum Erwachen vor
eine Rotlichtlampe platziert (s. Abb. 2.1d). Dieses Vorgehen wurde je nach Protokoll

in wochentlichen Intervallen zur selben Uhrzeit durchgefiihrt.

(a) Praparation des Ver- (b) i.t. Applikation
suchstieres

(¢) Blockierung des nasalen (d) Platzierung des Versuchs-
Atemwegs tieres nach Applikation

Abbildung 3.1: Ablauf der Allergenexposition des Versuchstieres.
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3.4.2 Zellgewinnung und Aufreinigung

Totung und operative Vorbereitung

Naive wt, C5ar1~/~ und C5ar2~/~ BALB/c Méuse wurden durch die intraperitonea-
le (i.p.) Gabe von 100 puL 10x Anésthetikum euthanisiert und anschliefend fixiert (s.
Abb. 3.3a). Die Haut wurde grofiziigig vom unteren Rippenbogen bis zum Unterrand
der Mandibula eroffnet. Durch Exizision des vorderen Rippenbogens wurden die Lu-
genlappen freigelegt. Die Praparation der Trachea erfolgte durch das Durchtrennen des
Isthmus glandulae thyreoidea und der Entfernung der Musculi sternohyoides (s. Abb.
3.3b)

Brochoalveolare Lavage

Nach der oben beschriebenen Vorbereitung wurde die Trachea inzidiert und eine Kanii-
le eingeschoben (s. Abb. 3.3¢c). Die Lungen wurden zweimal mit je 1 mL eiskaltem PBS
gespiilt und die Lavage aufgefangen. Der Uberstand wurde abzentrifugiert (250 x g fiir
10 Minuten bei 20°C) und das Pellet im Anschluss mit 100 pl. Lyse-Puffer inkubiert.
Die Lyse wurde mit 900 pL PBS nach 2 Minuten gestoppt und der Uberstand wurde
erneut abzentrifugiert (250 x g fiir £9 Minuten bei 20°C). Die aufgereinigte Einzelzell-

suspension wurde anschlieend ausgezéhlt und in 500 pl. FACS-Puffer aufgenommen.

Lungenzellen

Nach der Abnahme der Lavage wurden die Lungen mit Zellstoff getrocknet und an-
schliefend ektomiert. Restliche intrabronchiale Fliissigkeit wurde mit Zellstoff aufge-
nommen und die Lungenlappen zur weiteren Bearbeitung in ein Zellsieb in 5 mL eis-
kaltem RPMI-Puffer iiberfithrt (s. Abb. 3.3d). Die Lungen wurden zerkleinert und
anschliefend mit Hilfe von 25 puL Liberase TL (0,25 mg/mL) und 25 pl DNAse I
(0,5 mg/mL) bei 37°C 45 Minuten enzymatisch verdaut. Der Verdau wurde mit Hilfe
eines 5 mlL-Spritzen-Stempels durch ein Zellsieb mit dem Porendurchmesser 40 pm
gedriickt, mit der vorgelegten Suspension und anschliefend zweifach mit 5 mL Vollme-
dium gespiilt. Nach Zentrifugation (350 x g fir 10 Minuten bei 20°C) und Entfernung
des Uberstandes wurden die Zellen in 3 mL Lyse-Puffer resuspendiert und die Lyse
mit 30 mL PBS nach 3 Minuten gestoppt. Nachdem die Zellzahl mit Hilfe einer Neu-
bauerzéhlkammer bestimmt wurde, wurden die Zellen zum weiteren Vorgehen in eine
Einzelzellsuspension mit einer Zellzahl von 10° Zellen/mL in RPMI-Puffer resuspen-
diert.
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(a) Fixierung des Versuchstieres (b) Préparation der Lungenlap-
pen und der Trachea

(¢) Platzierung der Kaniile (d) Ektomierte Lungenlappen

Abbildung 3.2: Operatives Vorgehen zur Probenentnahme von BAL und Lun-
gengewebe.

3.4.3 Fluoreszenzfarbung, Durchflusszytometrie und
Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

Fluoreszenzfarbung der Oberflachenmarker mittels Antikorper

Die Einzelzellsuspensionen wurden mit anti-CD16/32 Antikorper fiir 20 Minuten bei
4°C geblockt. Die Suspensionen wurden zentrifugiert (350 g fiir 10 Minuten bei 20°C),
mit 1 mL FACS-Puffer gewaschen und anschlieBend nach unterschiedlichen Protokollen
mit den in Tabelle 3.2 aufgefithrten Antikérpern in den angegebenen Endkonzentra-

tionen fur 15 Minuten bei 4°C im Dunkeln fluoreszenzmarkiert. Anschliefend wurden
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die Proben erneut mit 1 mL FACS-Puffer gewaschen und bis zur Analyse in 300 puL
FACS-Puffer bei 4°C dunkel gelagert.

Analyse der Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Analysemethode, bei der Zellen mittels hydrody-
namischer Fokussierung vereinzelt werden, um sie zum Beispiel anhand ihrer Ober-
flichenmarker zu charakterisieren. Diese miissen, wie zuvor beschrieben, mit fluores-
zenzmarkierten Antikérpern immunzytologisch markiert werden. Dariiber hinaus ist
auch die Analyse von fluoreszenzmarkierten intrazelluldren Molekiilen méglich (siehe
Abschnitt 3.3.5). Beidem gemein ist die Anregung der Marker durch einen Laser. Die
Emission der angeregten Fluorochrome wird mittels Detektoren gemessen, dabei ist die
Starke der Emission proportional zur Anzahl gebundener Molekiile. Zuséatzlich werden
Granularitat im Side Scatter (SSC') und Groéfe im Forward Scatter (FSC) registriert.
Zusammen bieten Letztere die Moglichkeit der Unterscheidung zwischen Verunreini-
gungen, wie z.B. Zelltrimmern, und intakten Zellen.

Die Charakterisierung unterschiedlicher Zellen erfordert den zeitgleichen Einsatz meh-
rerer fluoreszenzmarkierter Antikorper. Diese Panel missen so gewahlt sein, dass die
Abgrenzung unterschiedlich emittierter Wellenlédngen gewéhrleistet ist. Von Vorteil ist
die Kombination aus einem Antikorper gegen ein spéarlich vorhandenes Oberfléchen-
molekiil mit einem starkem Fluorochrom und umgekehrt. Eine Schwierigkeit stellt die
Autofluoreszenz dar, die insbesondere bei der Analyse der hier untersuchten Makro-
phagen sehr stark war. Hierbei handelt es sich um eine nach Anregung aufkommende
Emission, die ohne Fluorochrom ausgehend von zelleigenen Strukturen emittiert wird
und die Analyse erschwert.

Da sich bei der Verwendung eines grofien Panels eine Uberschneidung der Emissio-
nen nur schwer vermeiden lasst, muss eine mathematische Korrektur, die Kompen-
sation, eingesetzt werden. Die Proben wurden mit einer Geschwindigkeit von 1000
Zellen/Sekunde mit dem BD LSR II analysiert. Die Analyse wurde ab circa 100000

Zellen jeweils reprasentativ flir eine Probe beendet.
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Zellseparation mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung

Die Einzelzellsuspensionen wurden mit anti-CD16/32 Antikorper fir 20 Minuten bei
4°C geblockt. Die Suspensionen wurden zentrifugiert, mit 1 mL FACS-Puffer gewa-
schen und anschlieBend mit einem Teil der in Tabelle 3.2 aufgefithrten Antikérper in
den angegebenen Endkonzentrationen fiir 15 Minuten bei 4°C im Dunkeln fluoreszenz-
markiert. Anschliefend wurden die Proben erneut mit 1 mL FACS-Puffer gewaschen
und durch ein 40 pm Zellsieb filtriert. Die 40-60 Millionen Zellen enthaltenden Proben
wurden bis zur Analyse in 2-3 mL FACS-Puffer bei 4°C dunkel gelagert. Die Zellsor-
tierung erfolgte mit dem Zellsortierer FACS Aria III (NadelgroBe: 70 pum) analog der
oben beschriebenen Durchflusszytometrie mit dem Unterschied, dass die durchlaufen-
den Zellen zum Ende entsprechend der voreingestellten Kriterien separiert aufgefangen
wurden. Es wurden 10000 Zellen/Sekunde gesortet. Von Vorteil waren klar vonein-
ander abgrenzbare Zellpopulationen mit spektral moglichst weit auseinanderliegenden
Emissionen, um eine hohe Reinheit zu gewéhrleisten. Als Auffanglésung nach der Auf-

reinigung wurde 1 mL Restimulationsmedium vorgelegt.

3.4.4 Morphologische Charakterisierung in vitro

May-Griinwald-Giemsa Farbung zur Darstellung im Lichtmikroskop

Die Zellpopulationen wurden wie oben beschrieben separiert und anschliefend ausge-
zahlt. 20000 Zellen wurden zentrifugiert und in 300 uL. RPMI Medium aufgenommen.
Die Zellen wurden mittels einer Zytospinzentrifuge bei 6000 rpm fir 5 Minuten auf
einen Objekttrager gebracht und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die
Anfarbung der Zellen erfolgt zunéchst fir 5 Minuten in May-Griinwald-Féarbelosung.
Reste wurden durch vorsichtiges Schwenken in Aqua dest. entfernt. Im Anschluss wur-
de in 1:15 verdinnter Giemsa-Farbelosung fiir 15 Minuten gefarbt und Restfarbe wie
schon zuvor durch Schwenken in Aqua dest. entfernt. Zuletzt wurden die geférbten
Objekttrager an der Luft getrocknet und die gefarbten Zellen mittels Lichtmikroskop
sichtbar gemacht.

Zellaufbereitung zur Darstellung im Transmissionselektronenmikroskop

Die Zellpopulationen wurden wie oben beschrieben separiert und anschliefend ausge-
zahlt. Die Zellen wurden zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und mit 5 mL Monti-
Graziadei-Losung bedeckt. Die Proben wurden zur weiteren Verarbeitung und Analyse

im Transmissionselektronenmikroskop an das Institut fiir Anatomie der Universitit zu
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Liibeck iibergeben. Hier wurden die Proben fixiert, eingebettet, in Ultradiinnschnitte
sektioniert und analysiert. Im Mikroskop werden Elektronen durch eine feine Katho-
dennadel geleitet und von der unter Hochspannung liegenden Anode angezogen. Durch
ein Loch im Anodenboden treten die Elektronen hindurch und passieren das ultradiinne
Schnittpraparat. Eine hohere Elektronendichte des Objektes fiihrt zu einer verstéirkten
Ablenkung des Strahls, der danach von einem Objektiv aufgefangen wird. In der Sum-
me fiihrt dieses zu einem Abbild des Objekts in Graustufen, mit einer Auflésung von

1-2 nm und somit zu einer VergroBerung um das circa 300000-fache.

3.4.5 Analyse der Antigenaufnahme und -prozessierung in vitro

Die Zellen wurden wie oben beschrieben aufgereinigt und separiert. Nach der Aus-
zahlung wurden die Zellen mit einer Dichte von 0,1 x 10% Zellen/mL in RPMI Me-
dium resuspendiert und mit 20 pg/mL DQ-Ovalbumin inkubiert. DQ-Ovalbumin ist
ein konjugiertes Molekiil, das nach intrazellularer proteolytischer Spaltung Fluoreszenz
emittiert, welche im Durchflusszytometer analysiert werden kann. Um einen zeitlichen
Verlauf der Antigenaufnahme und -prozessierung zu gewinnen wurde die Antigenauf-
nahme nach 0, 5, 15, 30, 60 und 120 Minuten bei 37°C durch zweimaliges Waschen
in FACS-Puffer gestoppt. Um unspezifische Anlagerung des DQ-Ovalbumins an die
Oberfliche zu verhindern, wurden die Inkubationszeiten zeitgleich im Dunkeln ein-
mal bei 4°C im Kiihlschrank durchgefithrt. Als Mafl fir die Antigenaufnahme und
-prozessierung wurde die Differenz aus mittlerer Fluoreszenzintensitat der 4°C Probe

zur 37°C Probe gewéhlt (AMFTI).

3.4.6 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism Version
5.0 durchgefithrt. Die Daten sind als Linien und Saulendiagramme dargestellt, repré-
sentativ als Mittelwert der Einzelmessungen mit zusétzlicher Angabe des mittleren
Standardfehlers. Fir die Analyse zwei normalverteilter Gruppen wurde der gepaarte
Student-t-Test verwendet. Beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde eine Va-
rianzanalyse mit dem Two-way-ANOVA und anschlieBendem Post-Test in Form der
Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant

bewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Unterscheidung von drei Makrophagenpopulationen
in der murinen Lunge

Um unterschiedliche Populationen von Makrophagen in der Lunge zu identifizieren, ist
es notig eine Diskriminierungsmoglichkeit zu finden, die gewéahrleistet, dass es sich bei
den gefundenen Zellen einerseits um Makrophagen handelt und andererseits eine Un-
terscheidung zwischen den Makrophagenpopulationen moglich ist. Da es sich bei der
Lunge um ein sehr kompartimentalisiertes Organ handelt, wurden zunachst die Kom-
partimente Lungengewebe und Bronchoalveolarraum voneinander getrennt betrachtet.
In beiden fanden sich drei Makrophagenpopulationen, die per Durchflusszytometrie
durch ihre Markerexpression eindeutig als solche identifizierbar und des eiteren durch

Heterogenitat gut voneinander abgrenzbar waren.

4.1.1 Durchflusszytometrische Diskriminierung von drei
Makrophagenpopulationen mit Hilfe des Markerprofils

Abbildung 4.1 zeigt die im Durchflusszytometer benutzte Gatingstrategie zur Diskri-
minierung verschiedener Markophagenpopulationen in der Lunge. Zunachst wurden
unter Zuhilfenahme des FSC und SSC Zellfragmente und Triimmer, die im Aufberei-
tungsprozess entstanden waren, ausgeschlossen (Abb. 4.1 links unten). Im folgendem
Gatingschritt wurde ein Grofiteil der irrelevanten Immunzellen ausgeschlossen. Unter
Verwendung einer sogenannten Lineage-Farbung wurden CD19" B-Zellen, CD49b™
NK-Zellen und CD3e* T-Zellen separiert (Abb. 4.1. links oben). Als Makrophagen-
marker diente im néchsten Schritt F4/80. Die F4/80" Population lie sich nun anhand
von SiglecF in eine SiglecF™ und eine SiglecF~ Population aufteilen (Abb. 4.1. rechts
oben). Letztere konnte weiter differenziert werden. Zunéchst war nicht eindeutig, ob
die Marker CD11b und CD11c fiir die Diskriminierung der Makrophagenpopulationen
notig sind. Im Verlauf der Experimente stellte sich heraus, dass zur Diskriminierung
der CD11b Marker ausreichte (Abb. 4.1. rechts unten). Somit waren zwei weitere Popu-
lationen in die Analysen mit eingeschlossen: eine SiglecF~ CD11b™ und eine SiglecF~
CD11b™ Population.
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Abbildung 4.1: Gating-Strategie der drei Makrophagenpopulationen in der Lun-
ge. Nach Ausschluss toter Zellen und Zelltriimmer mittels SSC/FSC (links unten) wur-
den zunéchst B-, T- und NK-Zellen mittels Lineage spezifischer Farbungen ausgeschlossen
(links oben). Innerhalb der verbleibenden Zellen wurde die Expression von F4/80 bestimmt.
Die F4/80% Zellen unterteilten sich in eine SiglecF* Populationen und eine SiglecF~ Po-
pulation (rechts oben). Letztere konnte anhand der Markerexpression von CD11b in eine
SiglecF~CD11b~ und eine SiglecF~CD11b™ Population differenziert werden (rechts unten).

4.1.2 Lichtmikroskopische Unterscheidung der drei
Makrophagenpopulationen

Im néchsten Schritt sollte gepriift werden, ob sich die drei Makrophagenpopulatio-
nen auch morphologisch unterscheiden. Dazu wurden die Zellen nach Separation und
Aufreinigung mittels eines Zellsorters mit einer May-Griinwald-Giemsa-Féarbung im
Lichtmikroskop untersucht. Zunéchst wurde die morphologische Homogenitat inner-
halb der drei Populationen bestimmt. Je fiinf Beispielzellen in Abbildung 4.2 zeigen
die unterschiedlichen Populationen und ihre diverse Morphologie. So waren die SiglecF~
CD11b™ Zellen ca. 7 pm groB, relativ glatt berandet und hatten eine Kern-Plasma-
Relation von 1:1. Sie besaflen Vakuolen, die an einem Pol der Zelle angeordnet zu sein
schienen (s. Abb. 4.2a). Die SiglecF~ CD11b" Zellen hatten mit 7-8 pm Durchmesser
eine dhnliche Grofle, sie waren ebenfalls relativ glatt berandet. Thre Vakuolen waren

nicht zu einer Seite der Zelle polarisiert (Abb. 4.2b). Eine genauere Abgrenzung zur
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SiglecF~ CD11b™ Population war erst im TEM moglich (s. Abb. 4.3). Eine génzlich
anderer Morphologie zeigten die SiglecF* Zellen. Sie waren mit rund 10 gm Durch-
messer deutlich grofer als die anderen beschriebenen Subtypen. Dariiber hinaus hatten
sie eine scheinbar aufgeraute Zelloberflache. Ihr Zytoplasma war von vielen gefiillten
Vakuolen durchzogen. Mit einer Kern-Plasma-Relation von etwa 1:2 unterschieden sie
sich ebenfalls von den beiden SiglecF~ Populationen (s. Abb. 4.2¢).

(a) SiglecF~CD11b~ (b) SiglecF~CD11b* (c) SiglecF*

Abbildung 4.2: Im Lichtmikroskop lieflen sich drei Makrophagensubpopulatio-
nen morphologisch unterscheiden.Nach der Aufreinigung der Zellen aus der Lunge mit-
tels Zellsortierung, wurden sie mit einer May-Griinwald-Giemsa-Farbung im Lichtmikroskop
untersucht. Die hier aufgefiihrten Zellen sind eine reprisentative Auswahl (jeweils n=5)
aus den Proben und stellen die drei Makrophagenpopulationen (a) SiglecF~CD11b™, (b)
SiglecF~CD11b™ und (c) SiglecF* dar.

4.1.3 Elektronenmikroskopische Unterscheidung der drei
Makrophagenpopulationen

Zusétzlich zur lichtmikroskopischen Analyse, in der Unterschiede in der Morpholo-
gie deutlich wurden, habe ich im néchsten Schritt eine elektronenmikroskopische Un-
tersuchung der drei Makrophagenpopulationen im Transmissionselektronenmikroskop
durchgefithrt. Durch die 300000-fache Vergréflerung wurde deutlich, dass die raue Zel-
loberflache der SiglecF* Zellen durch eine Vielzahl von Pseudopodien gebildet wurde
(s. Abb. 3.3a). Ein Euchromatinanteil von mehr als 90% lieB8 auf eine hohe Transkrip-
tionsrate schlieen. Die zahlreichen Vakuolen waren unterschiedlich gefiillt (s. Abb.
3.3b). Im Gegensatz dazu war der Heterochromatinanteil der SiglecF~CD11b~ Zellen
deutlich hoher (s. Abb. 3.3¢c). Dies liefl auf eine geringere Transkriptionsrate schlielen.
Die zu einer Seite polarisierten Vakuolen erschienen im TEM fliissigkeitsgeftllt (s. Abb.
3.3d). Die Kernmorphologie der SiglecF~CD11b* Subpopulation entsprach eher dem

Bild der SiglecF* Zellen. Aulerdem schienen die diffus verteilten Vakuolen kleiner und
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leer (s. Abb. 3.3e).

(a) SiglecF~CD11b~ (b) SiglecF~CD11b~ Detail

(c) SiglecF~CD11b*

(d) SiglecF* (e) SiglecF* Detail

Abbildung 4.3: Im Elektronenmikroskop lielen sich die drei Makrophagenpo-
pulationen morphologisch unterscheiden. Nach Aufreinigung und Separation der Zel-
len aus Lunge von naiven BALB/c-Wildtyp Méausen wurden diese fir die Elektronenmi-
kroskopie fixiert, eingebettet und unter dem Transmissionselektronenmikroskop visualisiert.
Die hier gezeigten Zellen dienen als représentatives Beispiel der jeweiligen Populationen, (a)
SiglecF~CD11b~, (c) SiglecF~CD11b*" und (d) SiglecF". (b) und (e) sind Detailaufnah-
men, um den Inhalt der Vakuolen besser darzustellen. n=8
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4.2 Einfluss der HDM-Exposition auf die Verteilung der
drei Makrophagenpopulationen in den Atemwegen
und im Lungengewebe

Eine Anpassung der Zellen an neue Gegebenheiten zur Homoostaseerhaltung ist in der
Lunge als Grenzfldche von besonderer Bedeutung. Deswegen liegt es auf der Hand, dass
ein durch HDM ausgelGstes allergisches Asthma einen Einfluss auf die Makrophagenpo-
pulationen hat, auch wenn dieses bisher fiir die Lunge noch nicht beschrieben wurde.
Die folgenden Analysen zeigen den Einfluss von HDM auf die drei Makrophagenpo-
pulationen, sowohl im Lungengewebe als auch im Bronchoalveolarraum. Des weiteren
habe ich den Einfluss von Cba untersucht unter Verwendung der Knock-out-Mé&use fiir

die Komplementrezeptoren ChaR1 und C5aR2.

4.2.1 Veranderung der Makrophagenpopulationen im
Bronchoalveolarraum

In Abbildung 4.4 sind die Kinetiken der relativen (Abb. 4.4a) und absoluten Zellzah-
len (Abb. 4.4b) der drei zuvor beschriebenen Makrophagen-Populationen in der bron-
choalveolaren Lavage gezeigt. Als Startpunkte dienen jeweils die naiven Kontrollen. Im
direkten Vergleich sind die PBS-Kontrollen aufgefiithrt. Als Startpunkte dienen jeweils
die naiven Kontrollen. Im direkten Vergleich sind die PBS-Kontrollen aufgefiihrt. Die
SiglecEF~CD11b~ Population (linke Spalte) zeigte im Vergleich zu den anderen Popu-
lationen sowohl in der relativen als auch in der absoluten Zellzahl eine eher geringere
Regulation. Eine signifikanter, HDM-spezifischer Anstieg der Zellzahl zeigte sich in den
absoluten Zellzahlen im Verlauf von Tag 1-22 nach insgesamt viermaliger intratrachea-
ler HDM-Applikation. Weitaus eindrucksvoller war der Anstieg der SiglecF~CD11b™
Population (mittlere Spalte), bei der sowohl ein HDM-spezifischer relativer Anstieg
(Abb. 4.4a), als auch ein 4-facher Anstieg der absoluten Zellzahlen zu verzeichnen
war (Abb. 4.4b). Der relative Abfall der SiglecF™ Zellen (Abb. 4.4a,rechte Spalte) um
knapp 70 Prozent und der absolute Anstieg sowohl unter PBS- als auch HDM-Einfluss
war ebenfalls signifikant. Zusammenfassend zeigte sich eine Regulation der Populatio-
nen unter asthmatischen Bedingungen. Diese ist am eindrucksvollsten im Kontext der
kleinsten Population, der SiglecF~CD11b* Zellen.
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Abbildung 4.4: Einfluss der HDM-Exposition auf die Verteilung der verschiede-
nen Makrophagenpopoluationen im Bronchoalvolarraum. Die Zellen wurden aus den
Atemwegen von naiven sowie PBS- bzw. HDM-immunisierten Mausen zu den angegebenen
Zeitpunkten nach der Immunisierung gewonnen, aufgereinigt, ausgezdhlt und anschliefend
mittels FACS sichtbar gemacht. Dargestellt sind die Mittelwerte £ Standardfehler der (a)
relativen (bezogen auf die Gesamtzahl) bzw. (b) Gesamtzellzahl im Bronchoalveolarraum;
n= 2-7 pro Gruppe. Unterschiede zwischen den PBS-immunisierten Gruppen sind durch §,
zwischen HDM-immunisierten Gruppen durch # und zwischen PBS- oder HDM-exponierten
Gruppen durch * gekennzeichnet; Varianzanalyse mit dem Two-way-ANOVA und anschlie-
Bendem Post-Test in Form der Bonferroni-Korrektur, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

4.2.2 Veranderung der Makrophagenpopulationen im Milieu des
Lungengewebes

Die Zellzahlkinetiken verhielten sich im Lungengewebe (Abb. 4.5) dhnlich wie im Bron-
choalveolarraum (Abb. 4.4). Die SiglecF~CD11b~ Population zeigte einen Abfall der
relativen Zellzahl (Abb. 4.4a, links), sowohl unter PBS- als auch unter HDM-Einfluss.
Der beobachtete HDM-spezifische Anstieg der absoluten Zellzahlen in der BAL war
im Lungengewebe nicht vorhanden(Abb. 4.4b, links). Ebenso wenig war die Gesamt-
zellzahl der SiglecF* Population beeinflusst (Abb. 4.4b, rechts). Hier war allerdings
nach einem zwischenzeitlichen Anstieg der relativen Zellzahlen unter HDM ein Ab-
fall zu verzeichnen, &hnlich wie in der BAL beschrieben (Abb. 4.4a, rechts). Dieser
Abfall zeigte aber im Vergleich zum naiven Ausgangswert nur in Relation zur PBS-
Kontrolle einen signifikanten Unterschied. Fiir die SiglecF~CD11b™ Population (Abb
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4.4., Mitte) war eine Verdnderung der relativen und absoluten Zellzahlen PBS- und
vor allem HDM-induziert zu beobachten. Der relative Anstieg der Zellzahlen unter
HDM und der relative Abfall unter PBS waren jeweils signifikant (Abb. 4.4a, Mitte);
ebenso der absolute Anstieg der Zellzahlen unter HDM-Einfluss (Abb. 4.4b, Mitte).
Auch im Kompartiment des Lungengewebes ist also ein unterschiedlicher Einfluss der
HDM-Exposition auf die verschiedenen Makrophagenpopulationen zu beobachten. Die

Verdnderung ist am starksten in der SiglecF~CD11b* Population ausgepragt.
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Abbildung 4.5: Einfluss der HDM-Exposition auf die Verteilung der verschie-
denen Makrophagenpopoluationen im Lungengewebe. Die Zellen wurden aus Lun-
gen von naiven sowie mit PBS oder HDM-immunisierten WT Ma&usen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gewonnen, aufgereinigt, ausgezdhlt und anschlieffend mittels FACS sichtbar ge-
macht. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler der (a) relativen (bezogen auf die
Gesamtzellzahl) bzw. (b) Gesamtzellzahl; n= 4-10 pro Gruppe. Unterschiede zwischen den
PBS-immunisierten Gruppen sind durch §, zwischen den HDM-immunisierten Gruppen durch
# und zwischen PBS und HDM Immunisierungen durch * gekennzeichnet; Varianzanalyse
mit dem Two-way-ANOVA und anschlieBendem Post-Test in Form der Bonferroni-Korrektur,
*p < 0,05, % p < 0,01, ¥* p < 0,001.

4.2.3 Einfluss der Komplementrezeptoren C5aR1 und C5aR2 auf
die Verteilung der Makrophagenpopulationen

Im néchsten Ansatz habe ich dann den Einfluss der C5aR1 und C5aR2 Aktivierung

auf die Verteilung der verschiedenen Makrophagenpopulationen untersucht. Im Bron-
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choalveolarraum von naiven WT Mausen waren SiglecF* Zellen sowohl beztiglich ihrer
Anzahl als auch Frequenz am starksten vertreten (Abb. 4.6a und b, rechte Spalte). Im
Detail lagen die SiglecE Zellen bei einem relativen Anteil von circa 70 %, im Vergleich
zu 5 % bei den SiglecF~CD11b~ Zellen (Abb. 4.6a, linke Spalte) und unter 1 % bei
den SiglecF~CD11b™" Zellen (Abb. 4.6a, mittlere Spalte).

Unter HDM-Einfluss wandelte sich dieses Bild massiv. So stiegen die absoluten Zell-
zahlen fiir alle Populationen in WT Mé&ausen unter HDM-Einfluss, am starksten bei den
SiglecF~CD11b™ Zellen (Abb. 4.6a, mittlere Spalte). Der relative Anteil der SiglecF~CD11b~
Zellen (Abb. 4.6a, linke Spalte) sank hingegen auf nur noch rund 2 % und der, der
SiglecE™ Zellen (Abb. 4.6a, rechte Spalte) signifikant auf circa 10 %. Gegenteilig ver-
hielt sich die relative Zellzahl der SiglecE~CD11b™ Zellen (Abb. 4.6a, mittlere Spalte),
die sich nach HDM-Exposition verdreifachte.

Im Vergleich zu den WT Mausen zeigte sich in den Komplementrezeptor-defizienten
Mause starke Unterschiede im Reaktionsprofil der Makrophagen. So hatte das Fehlen
des ChaR1 einen signifikant repressiven Einfluss auf den relativen Anteil der SiglecF+
Zellen unter naiven Bedingungen (s. Abb. 3.6a, rechte Spalte). Im Gegensatz dazu
stiegen die absoluten Zahlen der der SiglecF* Zellen (Abb. 4.6b, rechte Spalte) und
der SiglecF~CD11b~ Zellen (Abb. 4.6b, linke Spalte) in naiven C5aR1~/~ Méiusen si-
gnifikant an. Dieser Anstieg war nach HDM-Exposition nicht mehr zu beobachten.
In C5aR2/~ Miusen zeigten sich keine signifikanten Verinderungen der verschie-
denen Makrophagenpopulationen weder unter naiven Bedingungen noch nach HDM-
Exposition.

Die Verteilung der Makrophagenpopulation im naiven Lungengewebe (Abb. 4.7) und
nach HDM-Exposition unterscheidet sich von der im Bronchoalveolarraum. Im Lun-
gengewebe war zunichst der relative Anteil der SiglecF™ Zellen (sAbb. 4.7a, rechte
Spalte) mit rund 4 % deutlich geringer als in den Atemwegen (70 %). Die relativen
Zahlen der beiden anderen Populationen waren weitgehend vergleichbar mit denen aus
den Atemwegen. Die absoluten Zahlen aller drei Populationen mit besonderem Augen-
merk auf die beiden ersten aufgefiihrten Populationen, SiglecF~CD11b~ (Abb. 4.7b,
linke Spalte) und SiglecF~CD11b™ ( Abb. 4.7b, mittlere Spalte) waren deutlich hoher.
Unter asthmatischen Bedingungen sank der relative Anteil der SiglecEF~CD11b~ (Abb.
4.7a, linke Spalte) und der SiglecF™ Zellen (Abb. 4.7a, rechte Spalte) im Wildtyp stark
ab, wohingegen ihre absoluten Zellzahlen weitestgehend stabil blieben. Im Gegensatz
dazu stiegen die relativen und absoluten Zellzahlen der SiglecF~CD11b* Populati-
on (Abb. 4.7a und b, mittlere Spalte) im Wildtyp signifikant im Vergleich zur PBS-

Kontrolle an.
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Anders als in den Atemwegen war nur die relative Anzahl der SiglecF-CD11b- Ma-
krophagen in C5aR1~/~ Mausen im Vergleich zu WT oder C5aR2/~ Tieren ver-
andert. Die Frequenz diese Population war von ca. 6% auf 3% signifikant reduziert
(Abb. 4.7a, linke Spalte). Anders als in den Atemwegen fand sich im Lungengewebe
ein starker Effekt des C5aR1 unter asthmatischen Bedingungen. So waren die rela-
tiven und absoluten Zellanzahlen der SiglecF~CD11b~ und SiglecF~CD11b* Zellen
in C5aR17/~ Tieren deutlich erhoht (Abb. 4.7a und 4.7b, linke und mittlere Spalte).
Dieser C5aR1 Effekt war bei SiglecE™ Zellen (s. Abb. 4.7b, rechte Spalte) nicht zu se-
hen. Auch fiir den C5aR2/~ lieB sich ein starker Einfluss feststellen. Zunéchst waren
die relativen Zellzahlen der SiglecF~CD11b™~ und SiglecF*+ Makrophagen in naiven und
HDM-exponierten C5aR2~/~ Mausen weitestgehend identisch mit denen des Wildtyps.
Der Anstieg der SiglecF~CD11b* Zellen nach HDM-Exposition war in C5aR2~/~ Tie-
ren genauso stark ausgepriagt wie in C5aR1~/~ Mausen. Diese Daten legen nahe, dass
die Aktivierung von C5aR1 and C5aR2 komplementér zur Regulation der Einwande-
rung der SiglecF~CD11b* Zellen in die Lunge beitragen.
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Abbildung 4.6: Einfluss von C5aR1 und C5aR2 auf die Verteilung der verschie-
denen Makrophagenpopulationen in den Atemwegen im steady state und nach
wiederholter HDM-Exposition. Die Zellen wurden aus naiven, viermalig mit PBS- oder
HDM-immunisierten Wildtyp-, C5aR1~/~ oder C5aR2/~ Tieren aufgereinigt, ausgezihlt
und anschliefend mittels FACS sichtbar gemacht. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan-
dardfehler der (a) relativen (bezogen auf die Gesamtzellzahl) bzw. (b) Gesamtzellzahl. Un-
terschiede zwischen den Wildtyp-Gruppen sind durch §, den C5aR1~/~-Gruppen durch #,
den C5aR2/~-Gruppen durch $ sowie zwischen den verschiedenen Stimmen durch * ge-
kennzeichnet; n=x-y/Gruppe; Varianzanalyse mit dem Two-way-ANOVA und anschlieflen-
dem Post-Test in Form der Bonferroni-Korrektur, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abbildung 4.7: Einfluss von C5aR1 und C5aR2 auf die Verteilung der verschie-
denen Makrophagenpopulationen in der Lunge im steady state und nach wie-
derholter HDM Exposition. Die Zellen wurden aus naiven, viermalig mit PBS- oder
HDM-immunisierten Wildtyp-, C5aR1~/~ oder C5aR2/~ Tieren aufgereinigt, ausgezihlt
und anschliefend mittels FACS sichtbar gemacht. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan-
dardfehler der (a) relativen (bezogen auf die Gesamtzellzahl) bzw. (b) Gesamtzellzahl. Un-
terschiede zwischen den Wildtyp-Gruppen sind durch §, den C5aR1~/~-Gruppen durch #,
den C5aR2/~-Gruppen durch $ sowie zwischen den verschiedenen Stimmen durch * ge-
kennzeichnet; n=x-y/Gruppe, Varianzanalyse mit dem Two-way-ANOVA und anschlieflen-
dem Post-Test in Form der Bonferroni-Korrektur, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4.3 Durchflusszytometrische Unterscheidung der
Antigenaufnahme der
Makrophagensubpopulationen

Nachdem in den vorherigen Abschnitten die Morphologie der Makrophagensubpopula-
tionen und ihre Homéostase in der physiologischen und asthmatischen Lunge beleuchtet
wurden, beziehen sich die anschliefenden Ergebnisse auf die erste funktionelle Beschrei-
bung der Populationen - die Antigenaufnahme. Sie gilt, wie oben beschrieben, als eine
der Hauptaufgaben der Phagozyten.

In Abbildung 3.8 sind die AMFI der drei Populationen im zeitlichen Verlauf aufge-
tragen. Der AMFT ergibt sich aus der Antigenaufnahme bei physiologischen 37 °C
subtrahiert mit der unspezifischen Antigenanlagerung bei 4 °C. So lasst sich indirekt
auf die aktive Antigenaufnahme der einzelnen Subpopulationen schliefen. Da von ei-
ner raschen Antigenaufnahme der Makrophagen auszugehen war, wurden die Abstande
zwischen den Analysezeitpunkte besonders am Anfang recht kurz gewéhlt und bei 120
Minuten abgebrochen, da zu diesem Zeitpunkt bei allen Populationen ein Plateau der
Antigenaufnahme erreicht wurde. Vorab lésst sich fiir alle drei Populationen einheit-
lich sagen, dass der C5aR17/~ keinen Einfluss auf die Aufnahmekapazitét hatte, eine
leichte Tendenz, der besonders am Anfang langsameren Antigenaufnahme aller drei
Populationen im Knock-out, bestéatigte sich als nicht signifikant.

Die Aufnahmekapazitét unterschied sich allerdings erheblich. So war die Antigenauf-
nahme der SiglecF~CD11b~ und SiglecF~CD11b™ mit einem Plateauwert von ca. 2000
bzw. 6000 eher schwach und erlaubte im Riickschluss auf die Antigenaufnahmefahigkeit
eine hochstens marginale Fahigkeit der SiglecF~CD11b™ Population. Im Kontrast dazu
stand die SiglecF™ Population, die durch eine rasche Aufnahme und einer Kapazitat bis
zu einem AMFT von ca. 30000 gekennzeichnet war. Zusammenfassend léasst sich sagen,
dass die SiglecF* Population die starkste Antigenaufnahme hatte. Die beiden anderen

Populationen sowie die Expression des ChaR1 spielten eine eher untergeordnete Rolle.
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Abbildung 4.8: Insbesondere die SiglecF™ Population nahm unabhiingig der Ex-
pression von C5aR1 Antigen auf. Die Zellen wurden aus naiven Méuselungen aus Wildtyp
oder C5aR1~/~ aufgereinigt und mittels Zellsortierung separiert. Anschliefend wurden die
Populationen mit DQ-OVA fiir unterschiedliche Zeitintervalle bei 4 °C und 37 °C inkubiert
und anschlieend im FACS analysiert. Aufnahme und Prozessierung wurde im FITC-Kanal
des Durchflusszytometers detektiert. Die gezeigten Werte sind berechnet aus der Subtraktion
des MFIs der 4 °C-Kontrolle von der korrespondierenden 37 °C-Probe. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler; n= 4; gepaarter Student t-Test, * p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p < 0,001.

4.4 Asthma-abhangige Veranderung des Markerprofils
in den drei Makrophagenpopulationen

Die bisher verwendeten Oberflichenmarker erlaubten die Differenzierung der drei Ma-
krophagenpopulationen. Dartiber hinaus konnten diese Molekiile auch als Marker fiir
die funktionelle Charakterisierung der unterschiedlichen Makrophagenpopulationen im
steady state und nach HDM-Exposition genutzt werden. Dariiber hinaus habe ich zu-
sitzlich Marker analysiert, die mit verschiedenen Funktionen und Eigenschaften der
Populationen einhergehen. Um eine bessere Ubersicht zu gewéhrleisten sind die Marker
in Gruppen zusammengefasst, die mit ahnlicher Funktion einhergehen. Einen generellen
Uberblick liefert die folgende Tabelle 4.1. Zunichst bin ich der Frage nachgegangen, wie
die verschiedenen Marker unter steady state-Bedingungen in den drei Gruppen (WT,
C5aR17/~ und C5aR2~/~) exprimiert sind. Im nichsten Schritt habe ich untersucht,
wie sich die Expression nach HDM-Exposition verandert und ob es unter asthmatischen
Bedingungen zu einer Aktivierung von ChaR1 oder C5aR2 kommt, die die Expressi-
on dieser Marker verdndert. Dazu habe ich wiederum die Makrophagenpopulation in
C5aR1~/~ und C5aR2~/~ Mausen untersucht.
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Tabelle 4.1: Analysierte Marker und ihre Funktionen. Aufgefiihrt sind die analysierten
Marker, ihre alternativen Namen und Hauptfunktionen. Zur besseren Gliederung wurde eine
Vorsortierung anhand der spateren Ergebnisse vorgenommen.

Marker Alternativnamen Funktionen
Extravasation
CD11b Integrin M, Teil des Komplementrezeptorabhéngige Phagozytose,
CR3 Adhésion zum Epithel (s.
Ubersichtsartikel [141]), Phagozytose [142]
Ly6G Lymphocyte antigen | Migration von neutrophilen Granulozyten [143]
6 complex locus G6D
CDl1lc Integrin aX, Teil des | iC3b-Rezeptor [144], Fibrinogen-Bindung [145]
CR4
CD18 u.a. Teil des CR3 und | komplementabhédngige Phagozytose, Adhdsion
CR4 am Epithel (s. Ubersichtsartikel [141])
Migration
CCR2 CD192 bindet chemotaktisch aktives CCL2 (monocyte
chemoattractant protein 1 MCP1) (s.
Ubersichtsartikel [141])
CCRA4 CD194 bindet chemotaktisch aktives CCL2, CCL4
CCL5, CCL17 und CCL22 [146]
Adhision
CD200R OX2R, MOX2R, bindet CD200, Epitheladhésion [135]
HCRTR2
Cx43 GJA-1 Teil der gap junctions zwischen
Alveolarmakrophagen und Epithelzellen [131]
Antigenprasentation
TLR4 CD284 Bindung von LPS (s. Ubersichtsartikel [141])
MHC-II Bindung von T-Zell-Rezeptor und CD4,
Antigenprasentation, T-Zell-Aktivierung (s.
Ubersichtsartikel [147])
FceR1 Antikérper-abhéngige Bindung,
Antigenaufnahme (s. Ubersichtsartikel [141]),
Degranulation von Mastzellen [148]
CD209 DC-SIGN PAMP-Bindung vom Mannose-Typ, aktiviert
Phagozytose [149]
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Reifung
CD115 CSF1R, M-CSFR CSF-1-Bindung, Uberleben, Proliferation und
Differenzierung von Makrophagen (s.
Ubersichtsartikel [150])
Ly6C Lymphocyte antigen Differenzierungsmarker auf Monozyten und
6 complex locus-C1 Makrophagen [151]
CD117 SCFR, c-Kit Marker auf undifferenzierten Vorléauferzellen
und Mastzellen (s. Ubersichtsartikel [152])
IL-33R IL-1RL1, ST2 IL-33-Bindung, Marker auf reifen
Makrophagen [153]
CD64 FeyR1 Monozyten- und Makrophagenmarker [154]

4.4.1 Einfluss der HDM Exposition auf die Expression
verschiedener Extravasationsmarker

Die Abbildungen 4.9a-d zeigen unter naiven oder asthmatischen Bedingungen die Ex-
pression der Marker, die mit der Extravasation der Zellen in Verbindung gebracht wer-
den (vgl. Tabelle 4.1). Interessanterweise lieBen sich diese Marker in zwei Untergruppen
unterteilen. CD11b und Ly6G (s. Abb. 4.9a, b) waren unabhéngig von der Auspré-
gung des asthmatischen Phéanotyps auf SiglecF~CD11b~ Zellen nicht exprimiert. Auf
SiglecF~CD11b* Zellen von WT Mausen wurden diese Marker stark exprimiert. Die
HDM-Exposition fiihrte zu keiner Veranderung in Zellen von WT Mausen. Im Gegen-
satz dazu war die Ly6-G Expression in Zellen von C5aR1~/~ und C5aR2~/~ Mausen
nach Allergenstimulierung erhoht (Abb. 4.9b, mittleres Panel). Fiir die SiglecF™ Po-
pulation zeigte sich ein gemischtes Bild. Die Expression von CD11b stieg unter HDM-
Einfluss in allen Gruppen an (WT, C5aR1~/~ und C5aR2/~). Der Anstieg war in
Zellen von C5aR2~/~ Méiusen am stéirksten ausgeprigt (Abb. 4.9a, rechte Spalte). Die
andere Untergruppe, bestehend aus CD11c¢ (Abb. 4.9¢) und CD18 (Abb. 4.9d), zeigte
ein vollig anderes Bild. Die Expression beider Marker war in den SigleckF~CD11b™ und
SiglecF~CD11b™ Zellen deutlich geringer ausgepragt als in der SiglecF™ Population.
Beide Marker zeigten nach HDM-Exposition in allen drei Gruppen eine starke und si-
gnifikante Veranderung. Der Anstieg der CD11c Expression in den SiglecE+ Zellen von
C5aR17/~ Méusen war signifikant niedriger ausgeprégt als in den Zellen von WT oder
C5aR1~/~ Mausen (Abb 4.9¢c, rechtes Panel). Die Daten legen nahe, dass insbesondere
die Extravasation der SiglecF+ Makrophagen unter asthmatischen Bedingungen durch
die Integrine CD11b/CD18 (CR3) und CD11¢/CD18 (CR4) vermittelt wird.
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Abbildung 4.9: Expression der Extravasationsmarker CD11b, Ly6-G, CD11c und
CD18 unter steady state Bedingungen und nach HDM-Exposition. Die verschiede-
nen Makrophagenpopulationen wurde aus der Lunge von naiven oder viermalig mit HDM-
immunisierten Wildtyp, C5aR1~/~ sowie C5aR2~/~ Tieren aufgereinigt und anschliefend
mittels FACS sichtbar gemacht. Die gezeigten Werte ergeben sich aus der Subtraktion der
MFI der FMO (fluorescence minus one)-Kontrolle von der MFI der spezifisch gefdrbten Pro-
be. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler der (a) CD11b, (b) Ly6G, (c) CD1l1c
und (d) CD18 Expression. Unterschiede zwischen den Wildtyp-Gruppen sind durch §, den
C5aR1~/~-Gruppen durch #, den C5aR2/~-Gruppen durch $ sowie zwischen den verschie-
denen Stammen durch * gekennzeichnet; Varianzanalyse mit dem Two-way-ANOVA und
anschliefendem Post-Test in Form der Bonferroni-Korrektur, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p
< 0,001.
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4.4.2 Einfluss des asthmatischen Phanotyps auf die Expression von
Migrations-, Adhasions- und Antigenprasentationsmarkern

Migration

CCR2 und CCRA4 spielen eine wichtige Rolle bei der chemotaktischen Migration von
Makrophagen (vgl. Tabelle 4.1). In Bezug auf die Expression dieser Chemokinrezepto-
ren zeigte sich fiir CCR2 und CCRA4 ein relativ einheitliches Bild (s. Abb. 4.10a und b).
Die SiglecF~CD11b~ und SiglecF~CD11b™ Populationen wiesen unter naiven Bedin-
gungen keine Expression dieser Marker auf, wobei ein leichter HDM-induzierter Anstieg
in SiglecF~CD11b" Zellen festzustellen war. Innerhalb der drei Gruppen gab es keine
massiven Unterschiede. Fir die SiglecF™ Zellen ergab sich in allen drei Gruppen ein
sehr starker Anstieg nach HDM Exposition, der tendenziell in C5aR2/~ Tieren am

starksten ausgepragt war.

Adhasion

Die Adhésion an das Alveolarepithel spielte eine wichtige Rolle beztiglich der Makro-
phagenfunktion (vgl. Tabelle 4.1). Fiir den Adhésionsmarker CD200R (Abb. 4.11a)
zeigte sich im steady state eine schwache Expression in den SiglecF~CD11b™ und
SiglecF~CD11b* Populationen in den drei Gruppen. Nach HDM-Exposition war ein
moderater Anstieg in der WT Gruppe und starker Anstieg in der C5aR2~/~ Gruppe
zu verzeichnen, der in Abwesenheit des C5aR1 nicht zu sehen war (Abb 4.a, linkes
und mittleres Panel). In der SiglecF™ Population zeigte sich unter naiven Bedingungen
ein ganzlich anderes Bild. Ich konnte unter steady state Bedingungen in W'T Tieren
eine starker CD220R Expression beobachten. In C5aR1~/~ Tieren fand sich eine nur
schwache Expression wohingegen die CD220R Expression in C5aR2/~ Tieren sehr
stark ausgepragt war (Abb 4.a rechtes Panel).

Die Connexin 43 Expression unter steady state Bedingungen war in allen drei Gruppen
in den SiglecF~CD11b~ und SiglecF~CD11b* Makrophagen gering ausgepriagt (Abb.
4.11b, linkes und mittleres Panel). Nach HDM Exposition stieg es gering aber signifi-
kant in SiglecF~CD11b* Markophagen an, wohingegen dieser Anstieg in SiglecF~CD11b~
Zellen kaum vorhanden war. Auch in den SiglecF+ Makrophagen war die Connexin 43
Expression in naiven Méusen minimal. Die Allergenstimulation fiithrte in den drei Grup-
pen zu einem starken und signifikanten Anstieg der Expression (Abb. 4.11b, rechtes
Panel).
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Antigenprasentation

Die Expression der Marker, die mit Antigenprasentation einhergehen (vgl. Tabelle
4.3.1), zeigte ein komplexeres Bild. Unter steady state Bedingungen wurde TLR4 (Abb.
4.12a) in SiglecF~CD11b~ schwach exprimiert und lediglich in Zellen aus C5aR1~/~
Méusen nach HDM-Exposition leicht hochreguliert (Abb. 4.12a, linke Spalte). Auch
in SiglecF~CD11b* Zellen zeigte sich eine schwache Expression in den Lungen von
naiven WT und C5aR1~/~ Mausen. Im Gegensatz dazu war TLR4 in der Lunge von
C5aR2~/~ Tieren signifikant hoher experimiert. Wahrend in WT und C5aR17/~ Tie-
ren keine Veranderung der TLR4 Expression zu beobachten war, kam es in C5aR2~/~
Tieren zu eine massiven Hochregulation dieses Rezeptors. In SiglecF™ Makrophagen
war die TLR4 Expression im steady state in WT und C5aR1~/~ Méiusen geringgradig
ausgeprigt. Auch hier war die Exression in C5aR2~/~ Tieren signifikant erhéht. Nach
HDM-Exposition wurde die TLR4 Expression in allen drei Gruppen massiv erhoht, wo-
bei der relative Anstieg in WT und C5aR17/~ Méusen am stirksten war (Abb. 4.12.a).
Die MHC-II Expression war in SiglecEF~CD11b~ Zellen in den drei Gruppen im naiven
Zustand gering ausgeprigt und stieg auch nach Allergenexposition nur schwach an. Ein
ahnliches Bild zeigte sich bei den SiglecF~CD11b" Zellen. Die Expression von MHC-II
in den SiglecF* Makrophagen war im steady state in allen Gruppen marginal, stieg
jedoch nach HDM-Exposition massiv an (Abb 4.12b).

Die FceR1 Expression in den drei verschieden Makropahgenpopulaitonen zeigte im
Kern das gleiche Expressionsmuster wie zuvor fiir MHC-II beschrieben (Abb 4.12c¢).
Die CD209 Expression war in den SiglecF~CD11b~ Makrophagen aller drei Grup-
pen unter steady state Bedingungen schwach ausgepragt und stieg auch nach HDM-
Exposition nur méaBig an. In SiglecF~CD11b* Zellen von WT und C5aR1~/~ Tieren
zeigte sich im steady state und nach Allergenexposition ein dhnliches Bild. Die CD209
Expression war schon in naiven C5aR2/~ Tieren signifikant hoher als in WT und
C5aR17/~ Tieren und stieg nach HDM-Exposition nochmals stark an. In SiglecF+ Zel-
len von WT und C5aR2~/~ Méiusen war eine starke CD209 Expression in steady state
zu beobachten und eine massiv verminderte Expression nach Allergenexposition. Im
Gegensatz dazu war die Expression in C5aR1~/~ im steady state schwach ausgeprigt
und édnderte sich kaum nach HDM-Exposition (Abb4.12d). .
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Abbildung 4.10: Expression der Migrationsmarker CCR2 und CCR4 unter steady
state Bedingungen und nach HDM-Exposition. Die verschiedenen Makrophagenpopu-
lationen wurde aus der Lunge von naiven oder viermalig mit HDM-immunisierten Wildtyp,
C5aR17/~ sowie C5aR2~/~ Tieren aufgereinigt und anschlieBend mittels FACS sichtbar ge-
macht. Die gezeigten Werte ergeben sich aus der Subtraktion der MFI der FMO (fluorescence
minus one)-Kontrolle von der MFI der spezifisch gefarbten Probe. Dargestellt sind die Mittel-
werte £ Standardfehler der (a) CCR2 und (b) CCR4 Expression. Unterschiede zwischen den
Wildtyp-Gruppen sind durch §, den C5aR1~/~-Gruppen durch #, den C5aR2/~-Gruppen
durch $ sowie zwischen den verschiedenen Stdmmen durch * gekennzeichnet; Varianzanalyse
mit dem Two-way-ANOVA und anschlieBendem Post-Test in Form der Bonferroni-Korrektur,
*p < 0,05, % p < 0,01, ¥* p < 0,001.
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Abbildung 4.11: Expression der Adhisionsmarker CD200R und Connexin 43 un-
ter steady state Bedingungen und nach HDM-Exposition. Die verschiedenen Makro-
phagenpopulationen wurde aus der Lunge von naiven oder viermalig mit HDM-immunisierten
Wildtyp, C5aR1~/~ sowie C5aR2/~ Tieren aufgereinigt und anschlieBend mittels FACS
sichtbar gemacht. Die gezeigten Werte ergeben sich aus der Subtraktion der MFI der FMO
(fluorescence minus one)-Kontrolle von der MFI der spezifisch gefarbten Probe. Dargestellt
sind die Mittelwerte £+ Standardfehler der (a) CD200R und (b) Connexin 43 Expression.
Unterschiede zwischen den Wildtyp-Gruppen sind durch §, den C5aR1~/~-Gruppen durch
#, den C5aR2~/~-Gruppen durch $ sowie zwischen den verschiedenen Stimmen durch * ge-
kennzeichnet; Varianzanalyse mit dem Two-way-ANOVA und anschlieSfendem Post-Test in
Form der Bonferroni-Korrektur, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abbildung 4.12: Expression der Antigenpriasentationsmaker TLR4, MHC-II,
FceR1 und CD209 unter steady state Bedingungen und nach HDM-Exposition.
Die verschiedenen Makrophagenpopulationen wurde aus der Lunge von naiven oder viermalig
mit HDM-immunisierten Wildtyp, C5aR1~/~ sowie C5aR2/~ Tieren aufgereinigt und an-
schlieBend mittels FACS sichtbar gemacht. Die gezeigten Werte ergeben sich aus der Subtrak-
tion der MFI der FMO (fluorescence minus one)-Kontrolle von der MFI der spezifisch gefarb-
ten Probe. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ Standardfehler der (a) TLR4, (b) MHC-II, (c)
FceR1 und (d) CD209 Expression. Unterschiede zwischen den Wildtyp-Gruppen sind durch
§, den C5aR1~/~-Gruppen durch #, den C5aR2/~-Gruppen durch $ sowie zwischen den
verschiedenen Stdmmen durch * gekennzeichnet; Varianzanalyse mit dem Two-way-ANOVA
und anschlieBendem Post-Test in Form der Bonferroni-Korrektur, * p < 0,05, ** p < 0,01,
ik p < 0,001.
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4.4.3 Einfluss der HDM-Exposition auf die Expression
verschiedener Reifungsmarker

Last but not least habe ich die Expression von Markern, die auf einen monozytaren
Ursprung schlieffen lassen sowie die Expression von phagozytiaren Reifungsmarkern
untersucht. Im ersten Schritt habe ich mich auf CD115 fokussiert, den Rezeptor von
CSF1, der eine wichtige Funktion in der Differenzierung und Expansion von Makropha-
gen spielt [150]. In allen Gruppen wurde CD115 auf SiglecF~CD11b~, SiglecF~CD11b™
und Siglec F* Zellen nur marginal exprimiert. In SiglecF~CD11b™~ fiihrte die HDM-
Exposition zu keiner und in SiglecF~CD11b* Makrophagen zu einer geringfiigen Hoch-
regulation. Im Gegensatz dazu wurde CD115 in SiglecFt Zellen von WT, C5aR1~/~
und C5aR2~/~ Méausen nach Allergenstimulation stark exprimiert (Abb 4.13a). Der
monozytiare Marker Ly6C war in SiglecF~CD11b™ und SiglecF~CD11b™ Zellen in al-
len Gruppen schon im steady state stark exprimiert. Die Expression veranderte sich
nach HDM-Exposition in Zellen von WT und C5aR1~/~ nicht, wohingegen sie in Zel-
len von C5aR2~/~ Tieren stark abnahm (Abb 4.13, mittlere Spalte). In SiglecF* Zellen
kam es nach minimaler Expression in Makrophagen von naiven Mausen nach HDM-
Exposition zu einer starken Zunahme (Abb 4.13, rechte Spalte). Die Expression von
CD117 zeigte ein komplexes Bild. In SiglecF~CD11b~ Makrophagen von naiven W'T
und C5aR17/~ Miusen war sie relative stark ausgepréagt, wohingegen sie in C5aR2/~
Tieren deutlich vermindert war (Abb.4.13., linke Spalte). Nach Allergenexposition ver-
anderte sie sich relativ wenig in Zellen von WT Tieren, war reduziert in Zellen von
C5aR17/~ Tieren und stark erhéht in Makropagen von C5aR2~/~ Méiusen. .Auch in
SiglecF~CD11bt Makrophagen von WT und C5aR1~/~ Tieren zeigte sich eine relativ
starke Expression schon im steady state nicht jedoch in Zellen von C5aR2/~ Tieren.
Nach HDM-Exposition nahm die Expression in WT und C5aR1~/~ Tieren ab und
verinderte sich aber nicht in C5aR2~/~ Zellen. In naiven SiglecF+ Makrophagen fand
sich in WT und C5aR1~/~ Méiusen eine eher schwache Expression. In C5aR2~/~ Tie-
ren war sie signifikant erhoht. Nach Allergenstimulation war in keine der drei Gruppen
eine CD117 Expression mehr zu beobachten (Abb. 4.13, rechte Spalte).

Die Expression von IL-33R war in SiglecF~CD11b~ im Vergleich zu den beiden ande-
ren Populationen in allen Gruppen im steady state deutlich ausgeprégter. Zusatzlich
zeigte sich ein deutlich signifikanter Unterschied der Expression bei Siglec™ Zellen der
C5aR2~/~ Tiere im Vergleich zum WT und den C5aR1~/~ Tieren. Dies zeigte sich
ebenfalls unter HDM-Einfluss. Hier zeigte insbesondere die SiglecF™ Population einen
deutlichen Anstieg der Markerexpression im WT und C5aR1~/~ Tieren im Vergleich
zum steady state. Wohingegen in der SiglecF~CD11b* der Anstieg signifikant fir die
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C5aR2~/~ Tiere ausfiel.
Die CD64 Expression war im steady state in der SiglecF-CD11b- Population bei den

C5aR2/~ Tieren signifikant erhoht. Eindriicklich war hier die Expression bei der
SiglecFT Population. Hier war im steady state ein deutliche signifikant niedrigere Ex-
pression in den C5aR17/~ Tieren zu beobachten. Interessant war auferdem eine kom-
plette Downregulation der Expression von CD64 in allen Gruppen nach HDM-Exposition,
welcher besonders ausgeprigt im WT und den C5aR2/~ Tieren ausfiel.
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Abbildung 4.13: Expression der Reifungsmarker CD115, LY6C, CD117, IL-33R
und CD64 unter Steady State Bedingungen und nach HDM Exposition. Die ver-
schiedenen Makrophagenpopulationen wurde aus der Lunge von naiven oder viermalig mit
HDM-immunisierten Wildtyp, C5aR1~/~ sowie C5aR2~/~ Tieren aufgereinigt und anschlie-
Bend mittels FACS sichtbar gemacht. Die gezeigten Werte ergeben sich aus der Subtraktion
der MFI der FMO (fluorescence minus one)-Kontrolle von der MFI der spezifisch gefirbten
Probe. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler der (a) CD115, (b) Ly6C, (c)
CD117, (d) IL-33R und (e) CD64 Expression. Unterschiede zwischen den Wildtyp-Gruppen
sind durch §, den C5aR1~/~-Gruppen durch #, den C5aR2~/~-Gruppen durch $ sowie zwi-
schen den verschiedenen Stidmmen durch * gekennzeichnet; Varianzanalyse mit dem Two-
way-ANOVA und anschliefendem Post-Test in Form der Bonferroni-Korrektur, * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4.5 Zusammenfassung der Markerexpression

Die folgenden Tabellen zeigen einen Uberblick iiber die verschiedenen Markerprofile

und dienen gleichzeitig als Bezugspunkt fiir die darauffolgende Diskussion.

Tabelle 4.2: Einfluss der HDM-Exposition auf die Expression der verschiedenen
Oberflichenmarker in SiglecF~CD11b~ Makrophagen von WT, C5aR1~/~ und
C5aR2/~ Miusen. Die Zellen wurden aus der Lunge von naiven oder 4 x mit HDM-
immunisierten Wildtyp, C5aR1~/~ sowie C5aR2~/~Tieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten
gewonnen, aufgereinigt, ausgezéhlt und anschliefend mittels FACS sichtbar gemacht. Die
gezeigten Werte ergeben sich aus der Subtraktion der MFI der FMO-Kontrolle von der MFI
der spezifisch gefarbten Probe, n = 4-10; low = AMFT 0-1000, int = AMFI 1000-6000, + =
AMFT 6000-25000, ++ = AMFT 25000-150000 und +++ = AMFT iiber 150000.

Marker | Wildtyp Wildtyp | C5aR1~/~ C5aR17/-| C5aR2/~ C5aR2 /-
naiv HDM naiv HDM naiv HDM
Extravasation
CD11b low low low low low low
Ly6G low low low low low low
CDl1l1c low low low low low low
CD18 low low low low low low
Migration
CCR2 low low low low low low
CCR4 low low low low low low
Adhaésion
CD200R low int low int low int
Cx43 low low low int low low
Antigenprasentation
TLRA4 low int low int low int
MHC-II low + low + int int
FceR1 low low low int int low
CD209 int int int int int int
Reifung
CD115 low low low low low low
Ly6C + + + + + +
CD117 int int int int low int
IL-33R + + + + + +
CD64 low low low int int low
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Tabelle 4.3: Einfluss der HDM-Exposition auf die Expression der verschiedenen
Oberflichenmarker in SiglecF~CD11b* Makrophagen von WT, C5aR1~/~ und
C5aR2/~ Miusen Die Zellen wurden aus der Lunge von naiven oder 4 x mit HDM-
immunisierten Wildtyp, C5aR 1 ~/~ sowie C5aR2~/~ Tieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten
gewonnen, aufgereinigt, ausgezdhlt und anschlieBend mittels FACS sichtbar gemacht. Die
gezeigten Werte ergeben sich aus der Subtraktion der MFI der FMO-Kontrolle von der MFI
der spezifisch gefarbten Probe, n = 4-10; low = AMFI 0-1000, int = AMFI 1000-6000, + =
AMFT 6000-25000, ++ = AMFT 25000-150000 und +++ = AMFT iiber 150000.

Marker | Wildtyp Wildtyp | C5aR17/~ C5aR17/7| C5aR2/~ C5aR2 /-
naiv HDM naiv HDM naiv HDM
Extravasation
CD11b + + + + + +
Ly6G + ++ + ++ + ++
CDl1l1c low int low int low int
CD18 int int int int int int
Migration
CCR2 low low low int low low
CCRA4 low low low int low low
Adhéision
CD200R low int low int int +
Cx43 low int low int low int
Antigenprisentation
TLRA4 low int low int int int
MHC-II + ++ + ++ + +
FceR1 low low low low low low
CD209 int int int int int +
Reifung
CD115 low low low low low low
Ly6C ++ + ++ + ++ +
CD117 int low int low low low
IL-33R int int int int int +
CDh64 low low int low low low
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Tabelle 4.4: Einfluss der HDM Exposition auf die Expression der verschiedenen
Oberflichenmarker in SiglecF™ Makrophagen von WT, C5aR1~/~ und C5aR2 /-
MaAusen Die Zellen wurden aus der Lunge von naiven oder 4 x mit HDM-immunisierten Wild-
typ, C5aR17/~ sowie C5aR2~/~ Tieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnen, aufge-
reinigt, ausgezahlt und anschliefend mittels FACS sichtbar gemacht. Die gezeigten Werte
ergeben sich aus der Subtraktion der MFI der FMO-Kontrolle von der MFI der spezifisch ge-
farbten Probe, n = 4-10; low = AMFI 0-1000, int = AMFT 1000-6000, + = AMFT 6000-25000,
++4+ = AMFT 25000-150000 und +++ = AMFIT iiber 150000.

Marker | Wildtyp Wildtyp | C5aR17/~ C5aR17/7| C5aR2/~ C5aR2 /-
naiv HDM naiv HDM naiv HDM
Extravasation
CD11b low int low + low +
Ly6G low low low low low low
CDl1l1c ++ +++ ++ +++ ++ +++
CD18 int int int int int int
Migration
CCR2 low + low + low +
CCRA4 low + low + low +
Adhéision
CD200R + + int int + +
Cx43 low + low + low +
Antigenprisentation
TLRA4 low int low int int int
MHC-II low ++ low ++ low ++
FceR1 low + low + low +
CD209 + int int int + int
Reifung
CD115 low + low + low +
Ly6C low ++ low ++ low ++
CD117 low low low low int low
IL-33R low int int int int int
CDh64 int low low low int low
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5 Diskussion

Makrophagen reprasentieren den Hauptanteil der Leukozyten in den unteren Bronchi-
alwegen [155] und spielen in der gesamten Lunge eine Rolle bei Phagozytose und In-
flammation [129,135,156,157]. Mehrfach wurden Unterschiede zwischen einzelnen Sub-
typen von Makrophagen gezeigt, die in Génze zu einer uneinheitlichen, verwirrenden
und teils widerspriichlichen Einteilung fithrten [108,109,131,133-135,137,158]. Dies ist
teils durch verschiedene Methoden in der Aufreinigung, der Einteilung oder der Vorge-
hensweise zu erklaren. Das zuvor analysierte Markerprofil, die licht- und elektronenmi-
kroskopische Morphologie und die Antigenaufnahmekapazitat fithrten in dieser Arbeit
zu einem umfassenden Analyseverfahren, welches die Moglichkeit bietet, verschiedende
Subpopulationen von Makrophagen sowohl unter naiven als auch unter allergischen Be-
dingungen fiir weitere funktionelle Analysen voneinander zu diskriminieren. Dartiber
hinaus scheinen die Rezeptoren C5aR1 und CbaR2, basierend auf den Beobachtun-
gen, dass Cha die Entstehung des allergischen Phanotyps beeinflusst [11,81,90,91] und
Einfluss auf die Funktion von Makrophagen nimmt [123, 125, 126], die Homoostase,
Markerexpression und Funktion der Makrophagen in Richtung einer milderen Entziin-

dungsreaktion zu leiten.

5.1 Durchflusszytometrisch und
elektronenmikroskopisch lassen sich die
Makrophagenpopulationen unterscheiden

Auch wenn die momentane Datenlage, wie schon erwdahnt, inkonsistent beztiglich der
Unterschiede und Gemeinsamkeiten gefundener Makrophagenpopulationen ist, scheint
fiir manche Marker Einigkeit zu herrschen. So wird fiir Alveolarmakrophagen die Ex-
pression von Markern wie SiglecF, F4/80 und CD11c beschrieben [108,131,135,137,159,
160]. Im Gegensatz dazu ist die Expression dieser Marker fiir die Interstitialmakropha-
gen anders beschrieben. Sie exprimieren zwar F4/80, weisen aber keine Expression von
SiglecF auf [135]. Beziiglich der Expression von CD11b und CD11c sind die bisherigen
Publikationen uneins. So wird die Expression von CD11b auf interstitiellen Makro-
phagen als negativ [109], intermedidr [135] oder positiv [137] beschrieben. Fir CD11c
reicht das Spektrum von negativ [135] bis hoch [109]. Desweiteren lassen sich die Marker
CD49b fiir NK-Zellen, CD19 fiir B-Zellen und CD3e fiir T-Zellen dafiir benutzen, diese

Zellen von den Makrophagen abzugrenzen, da diese sie nicht exprimieren [161-163].
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Unter Verwendung dieser Marker war die Diskriminierung der oben erwahnten Popu-
lationen moglich. Die Marker als diskriminatives Werkzeug zu benutzen hatte iiberdies
den Vorteil, dass die Zellen unabhangig von der Lokalisation im Brochoalveolarraum
oder dem Interstitium einer gewissen Population zugewiesen werden konnten. In Uber-
einstimmung mit der bestehenden Beschreibung von Alveolarmakrophagen ergab sich
das Markerprofil CD49b~CD19~CD3e~ SiglecFTF4/807CD11c*. Im Gegensatz dazu
fand sich eine Population mit einem CD49b~CD19~CD3e~ SiglecF~F4/80" Phénotyp,
welche anhand der Expression von CD11b in zwei Subpopulationen aufgeteilt werden
konnte: eine SiglecF~CD11b~ und eine SiglecF~CD11b" Population. Diese Beobach-
tung passt zur vorherrschenden Definition von interstitiellen Makrophagen und bietet
dariiber hinaus eine Erkléarung fiir die widerspriichlichen Ergebnisse tiber die Expression
von CD11b auf den, zuvor als eine Population beschriebenen, interstitiellen Makropha-
gen [109,135,137].

Zur besseren Lesbarkeit wurden die Abkiirzungen SiglecFt fiir die Alveolarmakro-
phagen und SiglecF~ CD11b~ sowie SiglecF~ CD11b™ fir die beiden Subtypen der
interstitiellen Makrophagen zur Beschreibung verwendet.

Lichtmikroskopisch sind Alveolarmakrophagen relativ fundiert und iibereinstimmend
beschrieben [164,165]. Fiir interstitielle Makrophagen liegen ebenfalls, wenn auch we-
niger, lichtmikroskopische Daten vor [166, 167]. Anzumerken ist hier, dass die Studien
allerdings nicht zwischen unterschiedlichen Subpopulationen unterscheiden. Auflerdem
sind Alveolarmakrophagen, oftmals mit Fokus auf den Inhalt der Vakuolen, auch elek-
tronenmikroskopisch beschrieben [168,169]. Hier fehlen bislang Daten zu den intersti-
tiellen Makrophagen.

Die gezeigten Ergebnisse ergénzen die bisherige Datenlage. Zunéchst unterstreichen die
lichtmikroskopischen und noch mehr die elektronenmikroskopischen Bilder die Aussa-
ge, dass es sich bei den drei gefundenen Populationen um unterschiedliche Subtypen
handelt. So bestatigt sich ebenfalls die grobe Differenzierung zwischen interstitiellen
und alveoldren Makrophagen, da diese sich insbesondere in Form, Gréfle, Oberflichen-
beschaffenheit und Kernmorphologie von den beiden anderen Subtypen unterscheiden.
Die Morphologie, besonders geprégt durch die vielen Pseudopodien, geht perfekt ein-
her mit ihrer Funktion, als antigenaufnehmende Zelle im Bronchoalveolarraum [170].
Die vielen intrazelluldren Vesikel, die zusétzlich unterschiedlichst gefiillt sind, weisen
ebenfalls auf eine hohe phagozytire Aktivitat hin.

Im Gegensatz dazu prasentieren sich die SiglecE~CD11b™ Zellen visualisiert durch
die beiden Mikroskopierverfahren vollig anders. Sie sind deutlich kleiner und glatt be-

randet; im Umkehrschluss also weniger auf die Antigenaufnahme spezialisiert. Zudem
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weist ihr Kern deutlich mehr Heterochromatin auf, das durch die Anlagerung an Hi-
stone mit einer schwécheren Genaktivitdt in Verbindung steht [171]. Interessanter-
weise nehmen die SiglecF~CD11b* Zellen eine Mittelstellung ein. So haben sie von
der Morphologie der Oberflichenstruktur starke Ahnlichkeit zu ihrer Schwesterpopu-
lation, den SiglecF~CD11b™ Zellen. Die Kernmorphologie entspricht aber eher der
der Alveolarmakrophagen. Trotz ihres geringeren Plasmaanteils finden sich einige Ve-
sikel, bzw. Vakuolen, die eine besondere Gestalt annehmen. So sind die Vesikel der
SiglecF~CD11b™ Population vergleichbar mit denen der SiglecF*, wenn auch weniger
divers und stark gefiillt. Sie sind zudem ebenso diffus verteilt, wie die der Alveolarma-
krophagen. Die Vakuolen der SiglecF~CD11b~ Zellen unterscheiden sich komplett von
den zuvor erlauterten. Ihre Polarisierung zur einen Seite entspricht eher dem Muster
von im Golgi-Apparat gebildeten sekretorischen Granula. Die Textur und Struktur ist
einheitlich, sodass davon ausgegangen werden kann, dass der Inhalt auch einheitlich ist.
Offen bleibt, mit was diese Granula gefiillt sind. Ein génzlich anderer Ansatz greifen
frithe Arbeiten von Cohn et al. auf. Sie zeigen, dass Makrophagen durch Pinozytose
Umgebungsmedium aufnehmen und je nach Konstitution und Differenzierung dieses
vakuolisieren [172,173]. AuBlerdem kann durch Liganden aus der Umgebung die Fusion
zum Lysosom oder der Abbau beeintrachtigt sein [174]. Zu vermuten ist, dass dieser
Subtyp eine eher passivere Rolle einnimmt und als Mediatorzelle fiir die Sekretion
von Zytokinen und Chemokinen dient, oder aber dem zweiten Ansatz folgend, auf-
genommenes Material nicht abbauen kann. Spekulativ bleibt ebenfalls, ob die Zellen
auseinander hervorgehen, dafiir sprache die Mittelstellung der SiglecF~CD11b* Zellen,
welche morphologische Merkmale der beiden anderen Populationen vereint. Dieses wird

spater nochmals aufgegriffen.

5.2 Asthmainduktion beeinflusst die Homoostase der
Makrophagenpopulationen

Nicht verwunderlich scheint der absolute Anstieg der Alveolarmakrophagen in der BAL.
So sind sie die spezialisierten Zellen der Antigenaufnahme [131,175] und besonders im
asthmatischen Phénotyp gefordert. Der Umfang ihrer Antigenaufnahmekapazitit wird
im Kapitel 4.5 deutlich.

CD11b*CD11c*t Alveolarmakrophagen sind dartiber hinaus an der Regulation von anti-
genspezifischen T-Zellen beteiligt [176]. Das erklart ebenfalls die vermehrte Expression
nach HDM-Stimulation.
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Der Anstieg in der absoluten Zellzahl insbesondere auch von SiglecF~CD11b* Zellen
sowohl in der Lunge als auch interessanterweise in der BAL zeigt, dass diese Popu-
lation ebenfalls verstiarkt auf das allergische Asthma Einfluss nimmt und hier eine
asthmainduzierte Regulation stattfindet. Dieses war, wenn auch mit etwas anderem
Gating, schon zuvor beschrieben worden [108]. Beschrieben wurde ebenfalls, dass eine
Hochregulation von CD11b in der asthmatischen Lunge fiir Exazerbationen der Asth-
masymptomatik sorgt und als mogliche therapeutische Interventionsmoglichkeit dienen
kann [177]. Eine Einflussnahme auf die beschriebene Subpopulation konnte also indi-
rekt zu einer verbesserten Symptomatik fithren.

Neben den beiden beschriebenen Populationen steigt HDM-induziert auch die absolute
Zellzahl der SiglecF~CD11b™ Zellen. Das beweist, dass alle Makrophagenpopulatio-
nen, sowohl hauptséchlich alveolar aber auch interstitiell, sensibel auf allergeninduzier-

te Schwankungen reagieren.

5.3 Unterschiede im erweiterten Markerprofil erlauben
eine diskriminative Funktionsbeurteilung der
Makrophagenpopulationen

Naive SiglecF~CD11b~ Zellen exprimieren Ly6C, CD117 und IL-33R, sowie im gerin-
geren Ausmafl auch TLR4 und CD209. Diese Konstellation lasst vermuten, dass sie im
geringeren Mafle zwar antigenbindende (TLR4 (s. Ubersichtsartikel [141]), CD209 [149])
und phagozytare (CD209 [149]) Eigenschaften besitzen, allerdings noch eher undiffe-
renziert sind (CD117 (s. Ubersichtsartikel [152])).

Die naiven SiglecF~CD11b" exprimieren zusétzlich zu den verwendeten Differenzie-
rungsmarkern Ly6G, Ly6C und CD117, sowie im geringeren Ausmafl auch CD200R,
TLR4, MHC-II, CD209, IL-33R und CD64. Sie vereinen somit durch Expression von
Markern, die eher undifferenzierte Zellen klassifizieren, wie CD117 (s. Ubersichtsarti-
kel [152]), und Markern, die eher auf den spezialisierten Makrophagen zu finden sind,
Eigenschaften der beiden Populationen der SiglecF~CD11b~ Zellen und der SiglecF*
Alveolarmakrophagen. Auf diese Schliisselrolle wird spéater noch einmal Bezug genom-
men. Die SiglecF™ Alveolarmakrophagen hingegen sind auch schon unter naiven Be-
dingungen hochspezialisiert und auf eine moglichen Ausseinandersetzung von Allergen
vorbereitet. So exprimieren sie den Epitheladhdsionsmarker CD200R, [135], den pha-
gozytaren Aktivierungsmarker CD209 [149] und den makrophagenspezifischen Marker
CD64 [154] und in geringerem Ausmafl auch CD1lc und CDI18 fir die extravasale
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Migration sowie den IL-33R, der mit der Reifung der Makrophagen in Verbindung ge-
bracht wird [153]. Der eher den undifferenzierten Zellen zugeschriebene Marker CD117
spielt bei den hochspezialisierten Alveolarmakrophagen im Vergleich zu den anderen
beiden Populationen nur noch eine untergeordnete Rolle.

Wie auch schon in der Morphologie vereint die SiglecF~CD11b™ Populationen auch
bei der Markerexpression im Naiven Eigenschaften und Funktionen der beiden ande-

ren Populationen.

5.4 Asthmainduktion beeinflusst die Expression der
funktionellen Marker der
Makrophagenpopulationen unterschiedlich

Ebenso wie die allergeninduzierten Schwankungen der Zellzahl unterliegen auch die
Markerexpressionen Verdnderungen, die sich anhand von zuzuordnenden Funktionen
der unterschiedlichen Marker erklaren lassen.

So zeigte sich eine vermehrte Expression von Markern, die mit Extravasation und Mi-
gration in Verbindung stehen, sowohl fir die SiglecF~CD11b™, als auch SiglecF+ Popu-
lation. Die Hochregulation von Ly6G auf der SiglecF~CD11b*™ Population spricht fir
eine vermehrte Rekrutierungsmoglichkeit unter asthmatischen Bedingungen, da dieser
Rezeptor mit den beiden Integrinrezeptoren CD11b und CD11c assoziiert wird [143].
Zwar ist dieses bisher nur fiir neutrophile Granulozyten beschrieben, doch zeigen die
gefundenen Ergebnisse starke Parallelen.

Die Hochregulation der Marker CCR2 und CCR4 unter asthmatischen Bedingungen
sind fiir diese Marker rein spezifisch fiir die SiglecFt Zellen. Thre Funktion als Rezep-
toren fiir chemotaktisch-aktive Molekiile (s. Ubersichtsartikel [141], [146]) erklart die
Hochregulation bei den Alveolarmakrophagen, die dem Gradienten folgend so zum Fo-
kus gelangen.

Auch bei anderen Funktionen, wie Adhésion und Antigenprésentation, als eine der
Hauptaufgabe der Makrophagen, zeigen sich meist ahnliche Muster, die eine vermehrte
Expression einhergehender Marker unter asthmatischen Bedingungen fiir die SiglecF*
und die SiglecF~CD11b* Population zeigen. Interessanterweise erfahrt die SiglecF~CD11b*
Population auch fiir den Rezeptor Connexin 43 eine Hochregulation. Bisher war nur
fiir Alveolarmakrophagen gezeigt worden, dass durch die Bindung iiber Connexin 43
eine Synchonisation mit dem Epithel stattfinden kann [131]. Das Vorhandensein auf

einem Subtyp von interstitiellen Makrophagen ldsst den Entschluss zu, dass diese auch
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fest iiber Connexin 43-haltige gap junctions mit dem Epithel interagieren konnen. Ob
dieses von der interstitiellen oder der alveoldren Seite aus passiert, bleibt offen.

Die anderen Marker der Antigenpréasentation reagieren alle d&hnlich: Die Expressions-
level insbesondere der SiglecF~CD11b™ und SiglecF* Population steigen unter HDM-
Einfluss, was im Falle von MHC-II zum Beispiel zu einer vermehrten Tg2-Antwort
fithren mag [178]. Die Hochregulation des hochaffinen IgE-Rezeptors FceR1 ist unter
HDM-Einfluss bisher gut fir Mastzellen und basophile Granulozyten beschrieben (s.
Ubersichtsartikel [66]). Dass insbesondere die Alveolarmakrophagen diesen Marker ex-
primieren [179] und signifikant hochregulieren, zeigt eine deutliche Mitbeteiligung der
Makrophagen am IgE-Metabolismus des allergischen Asthma.

Die asthmatisch bedingte Hochregulation der Reifungsmarker CD115, Ly6C und IL-
33R auf den Alveolarmakrophagen unterstreicht abermals die Spezialisierung dieser
Zellen. So scheint es, als wiirde dadurch die ohnehin schon starke Differenzierung unter
asthmatischen Bedingungen noch verstarkt.

Eine Sonderstellung nimmt CD209 ein. So kommt es unter Allergeninduktion zu einer
Hochregulation bei den SiglecF~CD11b™ Zellen und einer Verringerung der Expressi-
onsrate bei der SiglecF* Population. Es scheint, als wiirde die SiglecF~CD11b* Popula-
tion die Aufgabe der PAMP-Bindung und der Phagozytose [149] tibernehmen. Hier wird
abermals die enge Verstrickung insbesondere der beiden Populationen SiglecF~CD11b™
und SiglecF* deutlich.

5.5 Die unterschiedliche Antigenaufnahmekapazitat
unterstreicht die Diskriminierung der Populationen

Zur Festigung und Bestatigung der These, es handele sich bei den Makrophagen der
Lunge um drei verschiedene Populationen, lésst sich auch die Antigenaufnahme als eine
der Hauptfunktionen der Fresszellen heranziehen. Hier herrscht eine sehr kontroverse
Datenlage. So lassen sich Hinweise finden, dass es sich bei den Alveolarmakrophagen
um die Hauptfresszellen handelt [131,175]. Hussell et al. [135] hingegen zeigen, dass
sowohl Alveolarmakrophagen als auch interstitielle Makrophagen Antigene aufnehmen.
Hier wird aber im Gegensatz zur Arbeitsgruppe um Bedoret [180] beschrieben, dass
die interstitiellen Makrophagen in der Aufnahmekapazitét potenter und den Alveolar-
makrophagen iiberlegen sind. Die kontroversen und teils komplett widerspriichlichen
Ergebnisse sind sicherlich nicht zuletzt auf die verschiedenen Gatingstrategien zuriick-

zufithren. Eine Vereinheitlichung ist bis heute nicht gelungen.
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Die Ergebnisse der analysierten Antigenaufnahme der beschriebenen drei Populationen
bettet sich in den Kontext der Datenlage ein. Sie folgen dem Ansatz Bedorets [180], da
eine eindeutig hohere Aufnahmekapazitét bei den Alveolarmakrophagen zu verzeichnen
war. Allerdings unterscheidet diese Arbeit, wie bereits beschrieben, zwei verschiedene
interstitielle Makrophagenpopulationen. Diese lassen sich auch anhand der Antigen-
aufnahmekapazitit unterscheiden. So sind die ca. dreifach potenteren Fresszellen die
SiglecF~CD11b* Zellen. Eine mogliche Erklarung hierfir bietet die bereits beschriebe-
ne Markerexpression. Hier finden sich auf den SiglecF~CD11b™ Zellen deutlich hohere
Expressionslevel von Markern, die mit der Antigenaufnahme in Verbindung stehen (s.
Abb. 3.12). Verfolgt man diesen Ansatz auch fir die Alveolarmakrophagen, so findet
man unter naiven Bedingungen hier geringe Expressionslevel, die im scheinbaren Kon-
trast zur starken Antigenaufnahme stehen. Ein moéglicher Erklarungsansatz bringt die

oben beschriebene vergleichende Analyse der Expressionslevel im Asthmamodell.

5.6 Die Komplementrezeptoren C5aR2 und besonders
ChaR1 wirken antiinflammatorisch auf den
asthmatischen Phanotyp beziiglich Homoostase
und Markerexpression der
Makrophagensubpopulationen

Der Einfluss der Knock-outs auf die relativen und absoluten Zellzahlen der Populatio-
nen ist wie oben beschrieben gering. Eine signifikante Beeinflussung findet sich unter
asthmatischen Bedingungen bei der SiglecF~CD11b* Population, die am ausgepragtes-
ten fiir C5arl~/~ Zellen ist, was im Umkehrschluss fiir eine markerrepressive Funktion
der Komplementfaktoren sprache.

Mehr Verdnderungen lassen sich bei der Markerbeeinflussung finden. Aber auch hier
sind mogliche Erklarungsansatze schwierig. So wirken C5aR1 und C5aR2 bei der Re-
gulation von CCR2 und CCR4, wenn auch nur leicht, protektiv. Der CCL17-bindende
CCR4 wird als proinflammatorisch gewertet und sorgt bei Hochregulation fiir eine
vermehrte Atemwegsentziindung [181]. Dariiber hinaus sorgt die Hochregulation des
CCR2, durch die Bindung des vom Epithel gebildeten CCL2, fiir eine verstiarkte pro-
inflammatorische Migration [134]. Beide sind im Knock-out hochreguliert.

Fiir die SiglecF* zeigt sich bei CD200R, dass der C5aR1 ein erheblich fordernden Ein-
fluss auf die Expression sowohl im naiven Zustand als auch unter HDM-Einfluss hat.

Dies bedeutet, dass die Expression von CD200R eine vorherige Aktivierung des ChaR1
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benotigt. Dieses erweitert die aktuelle Datenlage, die zwar eine hohe Expression von
CD200R auf Alveolarmakrophagen und eine intermediére auf interstitiellen Makropha-
gen beschreibt, den Einfluss der Anaphylatoxine hierauf aber noch nicht beriicksichtigt
hatte [131]. Fiir CD209 zeigt sich ein dhnliches Bild fiir die SiglecF+ Population unter
naiven Bedingungen mit vermehrter Expression in den C5aR1-kompetenten Stdmmen
wie schon bei CD200R. Interessanterweise lasst sich zusatzlich ein Riickgang der Ex-
pression des Markers im Wildtyp und bei C5ar2~/~ unter allergischen Bedingungen
beobachten. Funktionell bedeutet das, dass der allergische Reiz zu einer durch Marker-
regression vermittelten verminderten Fahigkeit zur PAMP-Bindung fithrt und somit
die Fahigkeit z.B. bakterielle Muster zu erkennen unter allergischen Bedingungen ver-
mindert ist [182]. Resultierend daraus ist eine verstarkte Ty2-Antwort [182]. ChaR1-
bindende Anaphylatoxine scheinen entscheidend an der Expression von CD209 unter
physiologischen Bedingungen beteiligt zu sein.

Etwas anders verhéalt sich die Regulation des TLR4. Zwar liegt hier auch eine Hoch-
regulierung unter asthmatischen Bedingungen vor, allerdings fallt auf, dass C5aR2 fiir
die SiglecF~CD11b* und auch die SiglecF™ Population auf diese Regulation stark
repressiv einwirkt. ChaR2-Aktivierung als der bedeutende Einflussnehmer im TLR4-
Signalweg wird zunehmend diskutiert [183]. Die sehr hochregulierten Expressionsle-
vel im C5ar2 -/~ sprechen fiir die These, dass die negative Beeinflussung des TLR4-
Signalwegs hauptséchlich iiber den ChaR2 ablauft.

Zusammenfassend lasst sich fiir die Funktionsbeeinflussung der Populationen durch
ChaR-bindende Anaphylatoxine ein eher antiinflammatorischer Effekt beschreiben. Die-
ser zeigt sich in einer teils verminderten Zellzahl und teils runterregulierten Markerex-
pression der SiglecF~CD11b* und SiglecF™ Population.

Diese Beeinflussung lasst sich bei der funktionellen Analyse der Antigenaufnahme leider
nicht bestéitigen. Dieses zeigt, dass der repressive Einfluss der C5aR-bindenden Ana-
phylatoxine auf das asthmatische Geschehen nicht iiber eine vermehrte oder verander-
te Antigenaufnahme, sondern vielmehr tber die oben beschriebene Markerexpression
stattfindet.
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5.7 Lokalisation, Zytologie und Markerexpression
zeigen, dass die Entwicklung der
Makrophagenpopulationen als Kontinuum zu
verstehen ist

Uberraschenderweise lassen sich alle drei Populationen sowohl im Lungengewebe als
auch im Brochoalveolarraum, wenn auch zu unterschiedlichen Anteilen, nachweisen. In
der naiven Lunge sind die SiglecE+ Zellen die vorherrschende Population in der BAL.
In der Lunge findet sich der grofite Anteil bei den SiglecF~CD11b™ Zellen. Diese Beob-
achtung bekréftigt auch die Annahme, dass es sich bei der vorherrschenden Population
der BAL um Alveolarmakrophagen und bei denen des Lungengewebes um interstiti-
elle Makrophagen handelt. Die SiglecF~CD11b™ Zellen sind laut unserer Definition
durch das Fehlen von SiglecF ebenfalls als interstitielle Makrophagen klassifiziert wor-
den, auch wenn diese Einteilung mit anderen Publikationen kollidiert, die zum Beispiel
proklamieren, dass es unterschiedliche Alveolarmakrophagenpopulationen gibe [133].
Allerdings kommen auch Zweifel auf, ob eine strikte Trennung in Alveolar- und inters-
titielle Makrophagen aufgrund des Vorhandenseins in beiden Kompartimenten anhand
der Oberflichenmarker iiberhaupt sinnvoll erscheint, da die kontinuierliche Plastizitét
durch die statische Analyse schlecht widergespiegelt werden kann [184]. AuBlerdem wé-
re es moglich, dass durch den Préaparationsprozess Vermischungen entstehen konnten.
Durch den Scherstress bei der Bronchialspiilung kénnten interstitielle Makrophagen in
die Lavage gelangen. Andererseits konnten auch nicht alle Alveolarmakrophagen durch
die Praparation in das Medium tibergehen und somit in der Lunge verbleiben. Ob das
Kontinuum in der Populationsentwicklung oder die Methodik an sich dazu fiihren, dass
die Populationen in beiden Kompartimenten gefunden worden sind, bleibt offen.

Neuere Forschungsergebnisse konzentrieren sich vermehrt auch auf die interstitiellen
Makrophagen und ihre Subpopulationen, So wird postuliert, dass sich die interstiti-
ellen Makrophagen in drei Subpopulationen teilen lassen [138]. Eine IM1-Population
mit dem Markerprofil SiglecF~CD11b*CD11c*MHC-II"", eine IM2-Population mit
dem Markerprofil SiglecF~CD11b*CD11c**MHC-I1"9" und eine IM3-Population mit
dem Markerprofil SiglecF~CD11b"CD11c¢™MHC-I1"%" [138]. Diese Populationen wur-
den alle nur im Interstititum und Bronchialraum gefunden, nicht aber in den Alveo-
li. AuBerdem wurde nur unter naiven Bedingungen analysiert [138]. Auf dem ersten
Blick scheint es wenig Parallelen zu den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen
zu geben. Eine leichte Ubereinstimmung gibe es fiir die in dieser Arbeit beschriebe-
ne Expression von SigleckF, CD11b, CD11c und MHC-II auf SiglecF~CD11b™ Zellen
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und der IM3-Population von Gibbings et al.. Widerspriiche bestehen bei der Expres-
sion von CCR2 und der Antigenaufnahme. Es ware auch denkbar, dass der in dieser
Arbeit beschriebene Subtyp der SiglecF~CD11b" Zellen alle drei Subtypen, die von
Gibbings et al. beschrieben worden sind, widerspiegelt. Dagegen spriache, dass die in
dieser Arbeit beschriebenen SiglecF~CD11b™ Zellen gar nicht in seiner Arbeit auftau-
chen, dieser aber, wie oben gezeigt, den grofleren Teil der interstitiellen Makrophagen
ausmachen. So kénnten die unterschiedlichen Ergebnisse darauf zurtickzufiithren sein,
dass in dieser Arbeit BALB/c-Méuse und nicht wie bei Gibbings et al. BL/6-Méuse
zum Einsatz kommen. Auflerdem fehlen Daten zum asthmatischen Phénotyp. Da das
HDM-induzierte Asthma, wie oben gezeigt, einen enormen Einfluss auf die Homéostase
hat, sind Vergleiche schwierig zu ziehen.

Die Hauptfunktion der Makrophagen ist die Reinigung von eingeatmeten Pathogen
und Aeroallergenen [128,129]. Somit macht die zuvor beschriebene Akkumulation der
Alveolarmakrophagen unter asthmatischen Bedingungen durchaus Sinn. Doch wie die-
se Makrophagen rekrutiert werden und wo ihr Ursprung liegt, ist schon lange Zeit Teil
einer kontroversen Debatte [106,108,109]. Unter physiologischen Bedingungen soll die
lokale Proliferation ausreichend sein, die Alveolarmakrophagen stabil zu halten [108].
Im experimentellen Setting, wie der Depletion von Alveolarmakrophagen oder stark
inflammatorischen Bedingungen, sei dieser Umsatz sogar verstérkt [109,110,133,134].
AuBlerdem komme es zur Rekrutierung von Monozyten, welche der Entwicklung folgend
zu Makrophagen ausdifferenzieren [112]

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die Hypothese, die schon von Landsman et
al. vorgeschlagen wurde, dass die Rekrutierung auf der kontinuierlichen Differenzie-
rung aus Monozyten basiert [136]. Die Studie zeigte, dass die Alveolarmakrophagen
aus monozytaren Vorlaufern entstehen und die interstitiellen Makrophagen dabei eine
Zwischenposition im Entwicklungsprozess einnehmen. Als Ergénzung zeigen die in mei-
ner Arbeit gefundenen Ergebnisse, wie zuvor beschrieben, dass sich die interstitiellen
Makrophagen in zwei Subtypen diskriminieren lassen. Wahrend die SiglecF~CD11b~
Population einen in der Grofle stabilen Pool von Vorlduferzellen repréasentiert, scheint
die SiglecF~CD11b" Population, gemessen an Markerprofil und Plastizitat wahrend
der Asthmainduktion eine Art Ubergangspopulation zwischen den SiglecF~CD11b~
Zellen und den Alveolarmakrophagen zu spielen. Auch der alleinige Anstieg der Al-
veolarmakrophagen in der BAL im Vergleich zur stabilen Situation im Lungengewebe,
spricht fiir einen Austritt von entweder differenzierten Alveolarmakrophagen oder den
SiglecF~CD11b* Zellen in den Bronchoalveolarraum. Schon zuvor wurde beschrieben,

dass ein gewisser Anteil an interstitiellen Makrophagen auch in der BAL und somit

86



KAPITEL 5. DISKUSSION

im Brochoalveolarraum zu finden sei [180]. Andersherum wurden, wie auch in meiner
Arbeit, Alveolarmakrophagen im Interstitium gefunden [185]. Ob es sich hierbei um
im Kontinuum befindliche Alveolarmakrophagen handelt, die noch nicht in den Alveo-
larraum tibergegangen sind, oder fest an das Epithel Adhérierte [185], moglicherweise
tiber Connexin 43 [131], bleibt offen.

Die Hypothese unterstiitzend, lassen sich die Ergebnisse der Mikroskopie und insbeson-
dere der TEM hinzuziehen. Hier vereinen die SiglecF~CD11b™ Zellen Morphologien der
beiden anderen Populationen. Von der Gréfle und der Oberflachenbeschaffenheit sind
sie vergleichbar mit den SiglecF~CD11b~ Zellen. Von den diffuser liegenden Vakuolen
sind sie den Alveolarmakrophagen dhnlich. Der ebenfalls hohe Euchromatinanteil im
Knock-out lasst ganz allgemein gesehen darauf schliefen, dass eine hohe Genaktivitat
vorliegt (s. Ubersichtsartikel [186]), was auch gut zu einem Subtyp passt, welcher als
Zwischenstufe zweier unterschiedlicher Konstitutionen fungiert.

Weitere Unterstiitzung fiir diese Hypothese, findet sich in der zuvor beschriebenen Mar-
kerexpression. Die Expression von Markern, die mit Monozyten oder Stammzellen asso-
ziiert werden (Ly6C, CD117) gehen von den SiglecF~CD11b™ tiber die SiglecF~CD11b™
bis hin zu den SiglecF" stetig zuriick. Kontrar dazu zeigt der Makrophagenmarker
CD64 einen Anstieg im Expressionslevel, wie von Gautier et al. beschrieben wur-
de [137]. Weiterhin war ein Riickgang des IL-33R auf SiglecF™ zu verzeichnen. Diese
waren zuvor als IL-33R™ bezeichnet worden [187,188]. Dies kann moglicherweise da-
durch erklart werden, dass Makrophagen von OVA oder IL-33 sensibilisierten Méausen
analysiert wurden und nicht wie in dieser Arbeit von naiven Méausen. Schaut man auf
das Expressionslevel im HDM-Modell so findet sich auch hier eine Expression von IL-
33R auf Alveolarmakrophagen. Leider sind in den beiden Arbeiten keine Ergebnisse zu

interstitiellen Makrophagen gezeigt.

5.8 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass es sich bei den Makrophagen in der
Lunge um drei verschiedene Populationen handelt (vgl. Abb. 4.1 (1), (2), (3)). Eine
Population von Alveolarmakrophagen, die vorrangig im Alveolarraum vorkommt und
zwei vorrangig im Lungenparenchym vorkommende interstitielle Makrophagenpopula-
tionen, welche durch die Expression von CD11b voneinander zu diskriminieren waren.
Dass es sich um unterschiedliche Populationen handelt und nicht um eine Schnittmenge,
bewiesen die Ergebnisse der Licht- und Elektronenmikroskopie, sowie die Analyse der

Antigenaufnahme und Markerexpression. Hier wurde deutlich, dass die Alveolarmakro-
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phagen durch Ausbildung von Pseudopodien und eine starke Antigenaufnahme an die
Gegebenheiten des Bronchoalveolarraums angepasst sind. Jede der drei Populationen
wies spezielle Markerprofile auf, die sie zum einen deutlich als eigene Population diskri-
minierbar machte und zum anderen Riickschliisse auf Funktionen, wie Migration, Ad-
héasion und Antigenpréasentation zuliefl. Die Asthmainduktion und die Ausbildung des
allergischen Phanotyps fiithrte zur Reaktivitéit, besonders bei den Alveolarmakrophagen
und den SiglecF~CD11b* Zellen. Hier akkumulierten besonders die SiglecF~CD11b™
Zellen, welche sie in den Fokus der nachfolgenden Analysen riickte. Wenn man den Ein-
fluss der Anaphylatoxinrezeptoren betrachtet, so wurde deutlich, dass C5aR2 und noch
deutlicher C5aR1 zu verminderten Expressionsleveln und Akkumulationsraten fiihrte,
was zum einen fiir die eher ddmpfende Wirkung auf das inflammatorische Geschehen
der Makrophagen sprache, zum anderen aber durch die verringerte Zahl an Fresszellen
wiederum proinflammatorische Auswirkungen héatte. Klar wird durch diese Arbeit, dass
dem CbhaR1 und in geringerem Ausmafl auch dem C5aR2 modulierende Eigenschaften
auf die Rolle der Makrophagen wéahrend der Inflammation zukommen.

Morphologie, Lokalisation, Markerprofil und die abgeleiteten Funktionen fithrten in-
des zu einer abschlieBenden Hypothese. So lassen sich die Populationen als eine Art
Kontinuum sehen, welche unterschiedliche Entwicklungsstadien in der Reifung der Ma-
krophagen darstellen (vgl. Abb. 4.1 (4)). Ausgehend von den relativ undifferenzierten,
interstitiellen SiglecF~CD11b~ Zellen tiber die SiglecF~CD11b™ Zellen bis hin zu den
vermehrt intrabronchial gelegenen SiglecEF+ Zellen beweisen Marker die Reifung. Die
anderen Parameter, wie Morphologie, Antigenaufnahme und Funktion stiitzen diese
These. Diese Ergebnisse bieten Anhaltspunkte fiir weitere Analysen. So wére die Zyto-
kinanalyse ein weiteres Tool, um mehr iiber Funktion und Reifung der Makrophagen
erkennen und Interaktionen mit anderen Immunzellen, wie T-Zellen, besser verstehen
zu konnen. Auflerdem wiirde eine Microarrayanalyse von aktivierten Genen die Hypo-
these weiter bekraftigen und fundiertere Ergebnisse zu Funktionen liefern kénnen.
Die gezeigten Ergebnisse erlauben die pathophysiologischen Mechanismen des Asth-
ma bronchiale besser verstehen zu kénnen. Auch wenn sie auf einem tierexperimen-
tellen Modell beruhen, so geben sie doch Denkanstofle fiir potentielle therapeutische
Optionen. Zum einen wére eine Beeinflussung auf Ebene der Komplementrezeptoren
denkbar, die zu einer Minimierung der inflammatorischen Antwort fiihren kénnte. Dar-
iiber hinaus ist ebenso eine Beeinflussung der Reifung der Makrophagen denkbar, die
als targeted therapy frithzeitig und gezielt eine tiberschieSlende Verschiebung in eine

proinflammatorische Richtung verhindern koénnte.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Ergebnisse. (1) Die SiglecF~CD11b™
Zellen sind eine Subpopulation der interstitiellen Makrophagen. Sie sind nur schwach zur
Antigenaufnahme fdhig und auch die Asthmainduktion sowie die ATR beeinflussen sie eher
wenig. (2) Die SiglecF~CD11b™ Zellen stellen die andere interstitielle Makrophagenpopu-
lation dar. Sie vereint Eigenschaften der beiden anderen und weist eine deutlich stérkere
Beeinflussung durch die Asthmainduktion und die ATR auf. (3) Die SiglecF™ Zellen repré-
sentieren die Alveolarmakrophagen. Mit starker Antigenaufnahme und Asthmabeeinflussung
stellen sie die spezialisierteste Makrophagenpopulation dar. IThre ATR-Beeinflussung ist kom-
plex. (4) In Zusammenkunft aller Ergebnisse, ldsst sich postulieren, dass es sich bei den drei
gefunden Populationen um auseinander hervorgehende Stadien in der Makrophagenreifung
handelt.
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