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Abkurzungen

AM: Alveolarmakrophagen

APZ: Antigenprasentierende Zelle

bp: Basenpaare

cpm: Counts per minute

FACS: Fluorescence activated cell sorter (Durchflusszytometer)

FCS: Fetal calf serum

FITC: Fluoreszenzisothiocyanat; Farbstoff mit einem Emissionsmaximum bei 530 nm
FSC: Forward scatter (Vowartsstreulicht)

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

HLA: Human leucocyte antigen oder Humanes Leukozytenantigen (auch MHC)
IFN-y: Interferon y

IL: Interleukin

IM: Pulmonale interstitielle Makrophagen

INOS: Induzierbare NO-Synthase

Lew: Lewis-Ratten

L-NMMA: NG-Methyl-L-Argininazetat

LPS: Lipopolysaccharid

MHC: Major histocompatibility complex (auch HLA)

MLR/MLC: Mixed leukocyte reaction/culture (gemischte Leukozytenkultur/-reaktion)
NO: Stickstoffmonoxid

PBS: Phosphate buffered saline

PE: Phycoerythrin; Farbstoff mit einem Emissionsmaximum bei 585 nm

PIM: Pulmonale intravaskulare Makrophagen

PM: Peritonealmakrophagen

PMA: Phorbol Myristate Acetate

SSC: Side Scatter (Seitwartsstreulicht)

TBS: Tris buffered saline

TNF-a: Tumornekrosefaktor a

WEF: Wistar-Furth-Ratten



1  Einleitung

1.1 Makrophagenpopulationen der Lunge

Die Makrophagen der Lunge stellen eine heterogene Zellpopulation dar; ihre
wesentliche Aufgabe als Teil der angeborenen Immunabwehr ist dabei die
Verhinderung von Infektionen. Alveolarmakrophagen (AM) sind eine der domi-
nierenden Populationen in der Lunge — so macht z.B. ihr Anteil in der Rattenlun-
ge ca. 60 Prozent der Gesamtpopulation aus. Alveolarmakrophagen befinden
sich im Alveolarraum im so genannten ,Surfactant®, einem Gemisch aus Phos-
pholipiden und Proteinen (Lohmann-Matthes ML et al., 1994). Die Phospholi-
pide setzten die Oberflachenspannung der Alveolen herab, um sie offen zu

halten und so die Atmung zu ermdglichen.

Nicht immer stellen Alveolarmakrophagen die Hauptpopulation in der Lunge
dar. So ist z.B. in der Schaflunge der Anteil an pulmonalen intravaskularen

Makrophagen (PIM) ca. dreimal so hoch wie der von Alveolarmakrophagen
(Lehnert BE, 1992). Pulmonale interstitielle Makrophagen  (IM) sind die zweit-
grofdte Makrophagenpopulation der Lunge; sie machen ca. 40 Prozent der Ge-
samtpopulation aus (Lehnert BE, 1992). Im Schleim der Atemwege (Trachea,
Hauptbronchus) befinden sich intraluminale Makrophagen , die im Vergleich
zu den Alveolarmakrophagen weniger phagozytisch aktiv sind (Lehnert BE,
1992). Im Atemwegsepithel finden sich Makrophagen, die den epidermalen
Langerhans-Zellen ahneln. Weiterhin gibt es Makrophagen im bronchus-
assoziierten lymphatischen Gewebe, in tracheobronchialen Lymphknoten und
in der Pleuralflissigkeit. Diese Makrophagenpopulationen sind alle an der

Immunabwehr der Lunge beteiligt.

1.2  Die Abwehrfunktion von Alveolarmakrophagen
Die Lunge steht direkt Gber den Bronchialbaum mit der Umwelt in Kontakt. Dies
ist essentiell fur die Atmung, birgt aber auch Gefahren, da Erreger und

Staubpartikel Gber die Atemluft in die Lunge gelangen kénnen. Zum Teil werden



sie Uber die mukoziliare Clearance und andere Mechanismen wieder aus der
Lunge entfernt. Sollten infektiose Agenzien und Staubpartikel aber bis in die
Alveolen vorgedrungen sein, dann sind diese Clearancemechanismen wir-
kungslos. Die an dieser Stelle befindlichen Alveolarmakrophagen kénnen aber
aufgrund ihrer Abwehr- und Reinigungsfunktion solche inhalierten Partikel pha-
gozytieren (Prokhorova S et al., 1994). Zusatzlich schitten sie proinflammatori-
sche Zytokine wie TNF-a und IL-13 aus, um Neutrophile Granulozyten zu rekru-

tieren, die sie bei der Abwehr unterstitzen (Bakker JM et al., 1998).

Alveolarmakrophagen bilden den ersten Wall zur Abwehr von Mikroorganismen
iIm Respirationstrakt und wirken dabei zytostatisch bzw. zytotoxisch (Chitko-
McKown CG et al., 1991). Ruhende Alveolarmakrophagen werden durch IFN-y
oder LPS (Abschnitt 1.4) aktiviert und &ndern dabei ihre Eigenschaften. So
schitten sie eine grol3e Anzahl verschiedener Mediatoren aus (Abb. 1.1), wo-
von viele antimikrobiell wirken wie TNF-a und Stickstoffmonoxid (NO) oder
zelltoxisch, wie verschiedene radikale Sauerstoffspezies; hierzu gehoéren
Superoxidanionen, Hydroxylionen und Wasserstoffperoxid (Sherman MP,
Lehrer RI, 1984; Nathan CF, Hibbs JB, 1991). Makrophagen nutzen diese
Substanzen aber nicht nur zur Infektabwehr, sondern auch zur Kontrolle des
Immunsystems. So hemmt NO die Proliferation aktivierter T-Lymphozyten
(Rutherford MS et al., 1993; Van der Veen RC et al., 2000). Alveolarmakro-
phagen sind zudem in der Lage, gro3e Mengen an Lysozym zur Abwehr von
Bakterien auszuschitten, und sie sezernieren zahlreiche unterschiedliche

immunsuppressive Zytokine (Gordon S, 2003).

1.3  Alveolarmakrophagen und pathologische Prozesse

Alveolarmakrophagen sind, da sie auf der Oberflache der Alveolen vorkommen
und mit der Umwelt in Kontakt kommen, zwar auf3erst effektiv in der Immun-
abwehr (s. oben), sie kbnnen aber auch an akuten und chronischen Entzln-
dungen der Lunge beteiligt sein (Ren D et al., 2006). Als Beispiel sei die chro-

nisch entzundliche Lungenfibrose genannt. Hierbei kommt es zur Vernarbung



und Versteifung der Lunge, was den Gasaustausch behindert und der Kérper
wird unzureichend mit Sauerstoff versorgt. Eine Lungenfibrose kann verschie-
dene Ursachen haben wie eine rheumatische Grunderkrankung, Inhalation von
Stauben (Kohle, Silikon u.a.) oder die Einnahme von Medikamenten (z.B.
Amiodaron oder Immunsuppressiva). Bei einigen Formen ist die Ursache bisher
noch unbekannt; sie werden zusammenfassend als idiopathische Lungenfibro-
sen bezeichnet. Ein Entziindungsreiz aktiviert Alveolarmakrophagen, die darauf
hin verschiedene zelltoxische Mediatoren ausschutten, die auch an der Infekt-
abwehr beteiligt sind (s. Abschnitt 1.2). Bei chronischen Entziindungen jedoch
schadigen diese Mediatoren die Lunge, indem sie die Lungenfibroblasten zer-
storen (Lohmann-Matthes ML et al., 1994). Dieser Zusammenhang ist experi-
mentell bestétigt: werden Lungenfibroblasten mit aktivierten Alveolarmakro-
phagen kultiviert, so verringert sich ihre Vitalitat drastisch (Morgan DL, Shines
CJ, 2004). Dass an dieser Zellzerstorung auch Stickstoffmonoxid beteiligt ist,
wurde dadurch gezeigt, dass die Zugabe des NO-Inhibitors L-NMMA Lungen-
fibroblasten in einer Kokultur mit Alveolarmakrophagen schitzte. Lungen-
fibroblasten wurden fir diese Experimente gewéhlt, da sie ebenfalls in der
Lunge vorkommen und zudem einfach zu isolieren sind. Sie sind an der Bildung
der Interzellularsubstanz beteiligt, die fir den Aufbau der extrazellularen Matrix
gebraucht wird. Alveolarmakrophagen sind ebenfalls an der Transplantatab-
stolRung beteiligt, auch wenn hier ihre Funktion noch nicht vollstéandig verstan-
den ist. Wahrend der AbstoRung von Lungentransplantaten proliferieren sie
sehr stark (Schmidt A et al., 2007).

1.4  Mechanismen der Makrophagenaktivierung

Im Jahr 1880 beschrieb Elie Metchnikoff das Prinzip der Phagozytose und
fuhrte den Begriff ,Makrophage” fur diese Fresszellen ein. Zusatzlich zu dieser
Funktion patrouillieren die Makrophagen im Kérper und ,schlagen Alarm, wenn
der Feind in der Tur steht® (Jan Klein). Aus diesem Grund reagieren
Makrophagen auf eine Vielzahl von Stimuli, die sie aktivieren; bisher sind mehr

als 50 Stimuli identifiziert. Der aktivierte Zustand unterscheidet sich dabei



deutlich vom metabolisch unauffalligen Ruhezustand einer nicht-aktivierten
Makrophage. Dies spiegelt sich auch in ihrer Funktion wider. So kodnnen
inflammatorische oder hyperaktivierte Makrophagen z.B. Tumorzellen abtdten
(Rutherford MS et al.,, 1993; Mantovani A et al.,, 2002), was nicht-aktivierte
(naive und ,primed*) Makrophagen nicht erfullen koénnen (Abb. 1.1). Die
Flexibilitdit von Makrophagen, auf zahlreiche Stimuli zu reagieren (Hasko G et
al.,, 2006), macht es zuweilen schwierig, ihre Aktivierung in vitro von

ungewollten Einflissen zu untersuchen.

Naiver oder Primed oder Inflammed oder
ruhender aktivierter hyperaktivierter
Makrophage Makrophage Makrophage
IFN-y LPS
—  —
Funktion
Phagozytose Antigenprasentation keine Proliferation
Chemotaxis verminderte Proliferation Zelltoxizitat (Tumorzellen)
Proliferation keine Zelltoxizitat
keine Zelltoxizitat
Marker
MHC Klasse II- MHC Klasse II* MHC Klasse II*
iINOS*
NO* u. reakt. Sauerstoffspezies

Abb. 1.1: Schematisierte Darstellung der Makrophage  naktivierung mit den beiden Media-
toren IFN-y und LPS. Inflammatorische (,inflammed" oder hyperaktivierte) Makrophagen sind
anhand ihrer NO-Produktion zu identifizieren. Hierzu ist es notwendig, dass sie das Enzym
iINOS exprimieren. Verdndert nach Klein J. Immunologie, VCH Verlagsgesellschaft mbH, 1991
und Hamilton TA, Adams DO. Immunol Today 1987; 8: 151-158.

Bei der klassischen Makrophagenaktivierung werden zwei Signale bendtigt
(Gordon S, 2003; Gordon S, Taylor PR, 2005). Das erste Signal ist IFN-y, das
Makrophagen aktiviert (priming), wahrend fur die vollstdndige Aktivierung das in
der aufReren Membran von gramnegativen Bakterien befindliche Lipopoly-
saccharid oder LPS das zweite Signal sein kann (Mosser DM, 2003; Hamilton
TA, Adams DO, 1987; Adams DO, Hamilton TA, 1987). Diese inflamma-



torischen bzw. hyperaktiverten Makrophagen (,killer macrophages”) stellen
Uberaus wichtige Effektorzellen der angeborenen Immunabwehr dar. Sie bilden
unter anderem verschiedene Chemokine (TNF-a, IL-12, IL-1, IL-6), aber auch
Stickstoffmonoxid und reaktive Sauerstoffspezies. Auf ihrer Oberflache
exprimieren sie MHC-Klasse-II-Molekiile und CD86, wodurch sie in der Lage
sind, auch mit anderen Zellen der Immunabwehr zu interagieren. Mit Hilfe des
Griess Reagenz ist der Nachweis von Stickstoffmonoxid und damit die Identi-
fizierung inflammatorischer Makrophagen sehr einfach moglich. Dass in
Abb. 1.1 dargestellte Schema der Makrophagenaktivierung ist in Abb. 1.2 ex-

emplarisch an der murinen Makrophagen-Zelllinie J774.2 Uberprift worden.

Priming  Triggering Combination ‘ 1 Kein Priming

2 IFN-y (0,2 pg/mL) 2h

1 2 3 4 5 6 7 8 9 3 IFN-y (0,1 ug/mL) 4h
iINOS 4 IFN-y (1ug/mL) 1h
5LPS (10 ng/mL) 1h
GAPDH
6 IFN-y (0,2 pg/mL) 2h + IFN-y (1 pg/mL) 1h
7 IFN-y (0,2 pg/mL) 2h + LPS (10 ng/mL) 1h
Naiver oder Priming | Primedoder | rrggering | Inflammed oder 8 IFN-y (0,1 ug/mL) 4h + IFN-y (1 ug/mL) 1h
ruhender , aktivierter ) hyperaktivierter 9 IFN-y (0,1 pg/mL) 4h + LPS (10 ng/mL) 1h
Makrophage Makrophage Makrophage
Abb. 1.2: Aktivierung muriner Makrophagen der Zelll inie J774.2. Gezeigt ist, dass nur die

inflammatorischen Makrophagen (,inflammed“) in der Lage sind, das Enzym iNOS zu
exprimieren. Dieses Enzym ist notwendig, um NO zu produzieren (Abb. 1.1). Um vollstandig
aktiviert zu werden, benétigen die Makrophagen ,primer“- und ,trigger“-Signale. Zu beachten ist,
dass bereits 10 ng/mL LPS (L 6529, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in der Lage ist, die Expression
von iNOS zu induzieren. Auch IFN-y (AAL08, R&D Systems, Wiesbaden) ist ein wichtiger Faktor
zur Aktivierung von Makrophagen, der von aktivierten T-Lymphozyten sezerniert wird. Dass
Makrophagen in der Regel zwei Signale zur vollstindigen Aktivierung bendtigen, ist mog-
licherweise damit zu erklaren, dass inflammatorische Makrophagen Uberaus effektive Effek-
torzellen sind, die — einmal aktiviert — hoch potente Killerzellen darstellen, die nicht mehr zu
kontrollieren sind und auch kdrpereigene Zellen zerstéren kénnen. Nicht publizierte Daten der
Arbeitsgruppe (S. Gahn).

1.5 Zielsetzung
Makrophagen sind tberaus wichtige Effektorzellen des Immunsystems, deren
Aktivierung genau zu kontrollieren ist (Matuschek A et al., 2009). Einmal akti-

viert sind sie hoch potente Killerzellen, die sich nicht mehr kontrollieren lassen
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und auch korpereigene Zellen zerstéren kdnnen. Da die Bedingungen der in
vitro Aktivierung auch vom Makrophagentyp abhangt, sollen Alveolarmakro-

phagen der Ratte hinsichtlich ihrer Aktivierung in vitro untersucht werden.

Alveolarmakrophagen spielen eine grol3e Rolle bei der Immunabwehr im Res-
pirationstrakt und lassen sich leicht durch eine bronchoalveolare Lavage iso-
lieren. Die so isolierte Population ist —im Gegensatz zu Peritonealmakropha-
gen — homogener. In der vorliegenden Arbeit wurden keine etablierten Makro-
phagenzelllinien verwendet, da bei ihnen strittig ist, inwieweit ihre Eigenschaf-
ten nach Aktivierung den Gegebenheiten in vivo entsprechen. Bei den Alveolar-
makrophagen handelt es sich um frisch isolierte Zellen, weshalb die mit ihnen
erzielten Daten auch reprasentativ sein sollten. Trotz dieser zahlreichen Vorteile
gibt es nur wenige Untersuchungen zur Aktivierung und Funktion von Alveolar-

makrophagen in vitro.

In einer vorangegangenen Inauguraldissertation aus der Gruppe wurde die
Funktion von Makrophagen nach Transplantation untersucht (Ulbrich M, 2007).
Die in der Arbeit prasentierten Daten deuten auf eine sehr eng abgestimmte
Interaktion zwischen Makrophagen und T-Lymphozyten hin. Zudem scheinen
die Makrophagen durch den operativen Eingriff in aktivierte (,primed”) Makro-
phagen Uberfihrt zu werden, die aber nicht in der Lage sind, das Transplantat
zu zerstbren (Matuschek A et al., 2009). Erst die Anwesenheit aktivierter T-
Lymphozyten fuhrt zu inflammatorischen Makrophagen; vermutlich Uber die
Ausschuittung von IFN-y durch aktivierte T-Lymphozyten. Um diese Aktivierung
in vitro Uberprifen zu koénnen, sollten Alveolarmakrophagen der Ratte
umfangreich charakterisiert werden. Hierzu wurden die Makrophagen unter
anderem auf die Anwesenheit verschiedener Oberflachenmolekile und die
Ausschittung von NO untersucht. Die Charakterisierung schlie3t auch

Untersuchungen zur Aktivierung von Makrophagen mit LPS und IFN-y ein.



2 Fragen

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von Alveolarmakrophagen der
Ratte als eine reprasentative Zellpopulation zur Untersuchung von Aktivierungs-
vorgangen, die im Rahmen der Transplantatabstol3ung beobachtet wurden

(Ulbrich M, 2007). Folgende Fragen sollten in dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Alveolarmakrophagen der Ratte wurden mit einer bronchoalveoléaren Lavage

isoliert. Wie hoch war die Ausbeute pro Lunge?

2. Welche Oberflachenmarker wurden fir die isolierten Alveolarmakrophagen

nachgewiesen?

3. Wie anderten sich die Eigenschaften isolierter Alveolarmakrophagen nach
Stimulierung mit INF-y und LPS?



3 Material und Methoden

3.1  Kulturmedien und Pufferlésungen

Kulturmedium RPMI 1640

RPMI 1640 (Dutch modified; Invitrogen GmbH, Karlsruhe) mit folgenden
Zusatzen wurde verwendet (Angaben als Endkonzentration): 10 Prozent hitze-
inaktiviertes fetales Kalberserum (FCS), 100 U/mL Penicillin G, 100 pg/mL
Streptomycin, 2 mmol/L L-Glutamin, 50 umol/L Mercaptoethanol, 1 mmol/L Na-
triumpyruvat und nicht-essentielle Aminoséuren (1 Prozent). Bis auf das FCS
(Cell Concepts GmbH, Umkirch) wurden samtliche Substanzen Uber Invitrogen

GmbH, Karlsruhe bezogen.

PBS (,Phosphate buffered saline®)

Als isotone Losung (pH 7,2) wurde PBS (Invitrogen GmbH) zur Isolierung und
zum ,Waschen“? von Zellen genutzt. Die Zusammensetzung war (Angaben als
Endkonzentration): 140 mmol/L Natriumchlorid, 2,7 mmol/L Kaliumchlorid, 7,2
mmol/L Natriumdihydrogenphosphat und 1,47 mmol/L Kaliumhydrogenphos-
phat.

Lysepuffer

Zum Lysieren von Erythrozyten wurde 10-fach konzentrierter Lysepuffer 1:10
verdinnt und die Zellen hiermit fur 2-3 Minuten inkubiert. Die
Zusammensetzung war (Angaben als Endkonzentration): 1,68 mol/L
Ammoniumchlorid (Merck, Darmstadt), 99,88 mmol/L Kaliumhydrogencarbonat
(Merck) und 12,6 mmol/L EDTA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen).

Tris HCI-Puffer
Tris-HCI-Puffer, pH 7,4, wurde in der Immunhistochemie zum ,Waschen“® der

Praparate verwendet. Der Puffer enthielt 138,6 mmol/L Natriumchlorid (Merck,

2 Der Begriff ,Waschen“ beschreibt folgende Arbeitsschritte: Auffillen der Zellsupension mit PBS, Pelletieren der Zellen

durch Zentrifugieren, Verwerfen des Uberstandes und Resuspendieren der Zellen erneut mit PBS oder anderen
Kulturmedien bzw. Pufferldsungen.

2 Der Begriff Waschen" beschreibt in der Immunhistochemie die Inkubation der Praparate in Pufferldsungen, um Reste
von Loésemittel bzw. nicht-gebundenen Antikérpern zu entfernen.
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Darmstadt, Deutschland), 3,81 mmol/L Tris-HCI (Merck) und 2 g/L bovines Se-
rumalbumin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen).

3.2  Versuchstiere
Fur die Experimente wurden 8-10 Wochen alte 200-350 g schwere ménnliche
Ratten folgender Stamme verwendet: Lewis (RT1' MHC-Haplotyp) und Wistar

Furth (RT1" MHC Hapotyp) von Harlan Winkelmann (www.harlaneurope.com).

3.3  Zellisolierungsprotokolle

3.3.1 Isolierung von Alveolarmakrophagen

Eine 14 G Kanule (Braun, Meslungen) wurde in die Trachea der freigelegten
Lungen toter Ratten eingefuhrt, mit einem 2-0-er Faden fixiert und die Alveolar-
makrophagen mit kaltem PBS unter einer Sterilwerkbank ausgespult (broncho-
alveolare Lavage). An die Kanule wurde eine 20 mL Spritze angesetzt und die
Lungen 17-20-mal mit jeweils 6 mL PBS gefillt. Zum Ablassen der Lavage
wurde die Spritze jedes Mal nach Beflllen der Lungen entfernt und die Lavage
Uber ein Zellsieb (BD Biosciences, Heidelberg) filtriert. Die Zellen wurden bei
397 g fiir sechs Minuten zentrifugiert (Sigma 4K10, Osterode), der Uberstand
abgesaugt und die Erythrozyten mit 5 mL Lysepuffer lysiert. Die Leukozyten
wurden mit PBS gewaschen und anschliel3end die Zellzahl in einer Neubauer-
Zahlkammer (Marienfeld GmbH, Lauda-Kdnigshofen) bestimmt. Hierzu wurden
die Zellen mit 0,04 Prozent (Endkonzentration) Trypanblau (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) gefarbt. Die Ausbeute betrug 3x10°+ 1x10° Zellen pro Rattenlunge
(n=29), wobei das Minimum bei 1,8x10° Zellen und das Maximum bei 6,0x10°
Zellen lag. Die Reinheit der Zellen betrug ca. 90-95 Prozent. Dieser Wert wurde
durch Vergleich der Zellmorphologie wahrend des Auszéhlens bestimmt. Dies
deckt sich mit Angaben aus der Literatur (Prokhorova S et al., 1994; Lehnert BE
et al., 1986).

3.3.2 Isolierung von Peritonealmakrophagen
Peritonealmakrophagen wurden aus dem Bauchraum einer mit Isofluran (Abbott
GmbH & CO. KG, Wiesbaden) narkotisierten Ratte isoliert (peritoneale Lavage).



Mit einer Pasteurpipette wurden ca. 20-30 mL kaltes PBS uber einen Bauch-
schnitt in die Bauchhdhle gegeben. Der Bauch wurde leicht massiert und das
PBS wieder entnommen. Kontaminierte Erythrozyten wurden lysiert. Die Aus-
beute fiir 12 Isolierungen betrug durchschnittlich 7,8x10° + 2,2x10° Zellen pro
Ratte. Das Minimum lag bei 4,8x10° Zellen und das Maximum bei 12x10°
Zellen. Die Zellpopulation war mit anderen Leukozyten verunreinigt (u.a. B- und
T-Lymphozyten) und ca. 60-70 Prozent der isolierten Zellen waren Makro-

phagen.

3.3.3 Isolierung von Lymphozyten

Lymphozyten wurden aus zervikalen Lymphknoten isoliert. Hierzu wurden diese
durch ein Sieb (,Cell Strainer®, Falcon/Invitrogen) gepresst und die Zellen
zweimal mit PBS ,gewaschen”. Das Zellpellet wurde mit 3 mL PBS aufgenom-
men und die Zellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Der Anteil der

T-Lymphozyten an den Lymphozyten betrug ca. 75 Prozent.

3.4  Immunhistochemie

In der Immunhistochemie werden Antigene auf der Zelloberflache oder im
Zellinneren mit Hilfe spezifischer Antikdrpern nachgewiesen. In dieser Arbeit
wurden in erster Linie Cytospinpraparate von Alveolar- und Peritonealmakro-

phagen untersucht; zuséatzlich einige Lungenschnitte.

Durchspulte und nicht-durchspilte Lungen wurden in Tissue Tek (Sakura,
Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und in flissigem Stickstoff schockge-
froren. Mit einem Kryostat (Leica CM 3050 S) wurden von diesen Praparaten
0,3 um dicke Gefrierschnitte hergestellt. Fir die Cytospins wurden zwischen 3-
5x10% Alveolar- bzw. Peritonealmakrophagen auf eine Flache von ca. 28 mm?
auf Objekttrager (R Langenbrinck, Teningen) zentrifugiert. Die Pré&parate
wurden Uber Nacht getrocknet, fir zehn Minuten in Aceton (J.T. Baker) fixiert
und anschlieRend zehn Minuten getrocknet. Die Praparate wurden dreimal fur
funf Minuten in Tris-HCI-Puffer gewaschen. Die Primarantikérper (Tabelle 3.1)
wurden mit Antibody Diluent (Dako, Glostrup, Danemark) 1:50 bzw. 1:100 ver-
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dunnt, auf die Praparate verteilt und in einer feuchten Kammer Gber Nacht im
Kihlschrank inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in Tris-HCI wurden die Préa-
parate am nachsten Tag mit dem Sekundarantikdrper Rabbit-anti-Mouse, konju-
giert mit Meerrettichperoxidase (DAKO), flr eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Da einige Primarantikbrper mit dem Farbstoff FITC (Fluoreszenziso-
thiocyanat) konjugiert waren, wurden sie mit einem Rabbit-anti-FITC Antikorper
nachgewiesen. Beide Antikérper wurden mit Tris-HCI-Puffer, dem 30 Prozent
Rattenserum (Endkonzentration) zugesetzt war, verdinnt. Nach einem erneu-
ten Waschschritt wurden drei Tropfen frisch angesetztes Liquid DAB (3,3 Dia-
minobenzidin, BioGenex, USA) auf die Préaparate gegeben und die Reaktion
nach 2-6 Minuten gestoppt. Nach der Kernfarbung in Mayer's Hamalaun
(Merck, Darmstadt) fuir 90 Sekunden und dem anschlieRenden ,Blauen” unter
Leitungswasser, wurden die Objekttrager in aufsteigender Alkoholreihe und an-
schlief3end in Xylol (J.T. Baker) entwassert. Abschlie3end wurden die Praparate

mit Entellan (Merck, Darmstadt) eingedeckt.

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit ve  rwendeten Primarantikorper fur die
Immunhistochemie.

Antikorper  Ziel-Molekiil Zielzellen Konjugat Lieferant

Ox-1 CD45 alle Leukozyten  FITC™ Linaris

ED-1 CD68 Makrophagen Linaris

Ox-6 MHC I/ RT1®  APZ’ Linaris

Ox-42 CD11b Makrophagen FITC Linaris

HM40-3 CD40 APZ FITC BD Biosciences
B7-1 CD80 APZ Caltag

B7-2 CD86 APZ Caltag

R73 a/B-TCR T-Lymphozyten FITC Linaris

Ox-33 CD45RA B-Lymphozyten FITC Linaris

K Antigenprasentierende Zellen; ) Fluoreszenzisothiocyanat
www.linaris.de; www.bdbiosciences.com; www.caltag.com
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Die Praparate wurden unter dem Olympus Mikroskop BH-2 ausgewertet und mit
einer Digitalkamera (Olympus C-5050) dokumentiert. Mit dem Microsoft Office
Picture Manager wurden die Bilder hinsichtlich Helligkeit und Kontrast optimiert
und komprimiert. Dartber hinaus wurden keine weiteren Veranderungen vorge-

nommen.

3.5 Hamatoxylin-Eosin-Féarbung

Zur Beurteilung des Lungengewebes und zur Darstellung frisch isolierter
Alveolar- und Peritonealmakrophagen wurde eine Hamatoxylin/Eosin (HE)-Féar-
bung durchgefuhrt. Diese umfasst zwei Farbeschritte. Mit dem Farbstoff Hama-
toxylin, der in seiner basischen Form stark farbend ist, werden alle basophilen
bzw. sauren Bestandteile der Zellen blau gefarbt (z.B. der Zellkern und hier vor
allem die DNA). Der synthetische Farbstoff Eosin farbt alle acidophilen bzw.
basischen Bestandteile rot (z.B. Proteine im Zytoplasma). Die Farbung erfolgte

wie im Abschnitt 3.4 beschrieben.

3.6  Durchflusszytometrie

Messprinzip

Die Durchflusszytometrie, eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Sus-
pension, basiert auf der Messung verschiedener optischer Signale, die ent-
stehen, wenn einzelne Zellen, die eine Messkammer passieren, von einem
Laserstrahl getroffen werden. Die Zellen verursachen dabei Streulicht und
gebundene, Farbstoff-konjugierte Antikorper Fluoreszenzlicht. Das Vorwarts-
streulicht (engl. Forward Light Scatter oder FSC) gibt Informationen zur Zell-
grofRe und das Seitwartsstreulicht (engl. Side Light Scatter, SSC) zur Granu-
laritdt der Zellen. Das Streu- und Fluoreszenzlicht wird von verschiedenen
Detektoren aufgefangen und nach Intensitat und Farbe getrennt digital gespei-
chert. So wird fir jede einzelne gemessene Zelle eine charakteristische Kombi-
nation von optischen Eigenschaften aufgezeichnet (FSC, SSC und bis zu drei

Fluoreszenzsignale).
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Probenvorbereitung

Zwischen 2-5x10° Alveolar- oder Peritonealmakrophagen wurden in 50 pL PBS
mit verschiedenen Antikdrpern (Tabelle 3.2) fir 20 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Fir die Messung am Durchflusszytometer
(FACScan™, Becton Dickinson, Heidelberg) wurden die Zellen mit 300 uL PBS
aufgenommen. Als Kontrolle diente eine Probe, die nicht mit Antikdrpern
inkubiert war (Solo-Wert). Zur Bestimmung der toten Zellen wurden die Proben
mit 5 uL 7-Aminoactinomycin D (7-AAD, BD Biosciences, Heidelberg) versetzt.
Als Isotypenkontrollen wurden FITC- oder PE-konjugierte Mausantikdrper
(IlgG1k) (beide BD Biosciences, Heidelberg) eingesetzt. Wurden unkonjugierte
Antikérper verwendet, so folgte ein zweiter Farbeschritt mit einem PE-konjugier-
ten Sekundarantikorper (Esel anti-Maus, Jackson, Grof3britannien). Am Durch-
flusszytometer wurden 10.000 Ereignisse mit dem Programm BD CellQuest™
Pro (Version 5.1.1) gemessen und gespeichert. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit dem frei erhaltlichen Programm WinMDI von Joseph Trotter in der
Version 2.8 (http://facs.scripps. Edu/ software.html).

Farben von intrazellularen Antigenen

Um auch intrazellulare Antigene, wie das fur Makrophagen spezifische Glyko-
protein CD68 in der Durchflusszytometrie nachweisen zu kénnen, wurden die
Zellen vor der Antikorperfarbung permeabilisiert (,Fix und Perm*) von Caltag
Laboratories GmbH, Hamburg. Jeweils zwischen 2-5x10° Zellen wurden hierzu
in 100 pL Losung A des ,Fix und Perm* Kits resuspendiert und fur drei Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Unter leichtem Vortexen wurden 3 mL eiskaltes
Methanol ztigig hinzugegeben und das Gemisch zehn Minuten auf Eis gestellt.
Anschlieiend wurden die Zellen zentrifugiert (300 g) und das Pellet in 3 mL
PBS resuspendiert. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt wurde das
Zellpellet in 50 pL Lésung B des ,Fix und Perm* Kits resuspendiert und 3 pL
Antikdrper zugegeben (entweder ED1 (Tab. 3.2) oder die Isotypenkontrolle (s.
oben). Die Zellen wurden fir 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur in-
kubiert. Die pelletierten Zellen wurden mit 300 uL PBS resuspendiert und im
Durchflusszytometer gemessen.
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Tab. 3.2: Ubersicht {iber die in dieser Arbeit fiir d  ie Durchflusszytometrie verwendeten
Antikorper.

Antikorper Ziel-Molekul  Zielzellen Konjugat Lieferant
Ox-1 CD45 Alle Leukozyten FITC Linaris
ED-1 CD68 Makrophagen FITC Linaris
Ox-6 MHCII APZ’ PE Linaris
Ox-18 MHCI MHC-II pos. Zellen  PE Linaris
Ox-42 CD11b Makrophagen FITC Linaris
HMA40-3 CD40 APZ FITC BD Biosciences
B7-1 CD80 APZ DAM-PE™ Caltag
B7-2 CD86 APZ DAM-PE Caltag
R73 a/B-TCR T-Lymphozyten FITC Linaris
Ox-33 CD45RA B-Lymphozyten FITC Linaris

K Antigenprésentierende Zellen; =) Da der Primarantikdrper unkonjugiert war, wurden die Zellen zuséatzlich
mit einem PE-konjugierten Sekundarantikdrper inkubiert (Esel anti-Maus)
Internet-Adressen: siehe Tab. 3.1.

3.7 NO-Assay

Mit dem Griess Reagenz (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wird NO indirekt Gber
das stabile Endprodukt NO, (Nitrit-lonen) in einer Farbreaktion gemessen.
Jede Probe wurde doppelt bzw. dreifach bestimmt. Die Messung wurde in
Flachboden-Mikroplatten mit 96 Vertiefungen (Greiner bio-one, Solingen-Wald)
durchgefihrt. In den ersten drei Reihen befand sich der Standard aus NaNO,
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in folgenden Konzentrationen: 500 pmol/L, 250
pmol/L, 125 pmol/L, 62,5 pumol/L, 31,25 pumol/L, 15,63 pumol/L, 7,81 umol/L, O
pmol/L). Das Pipettiervolumen von Standard und Probe betrug jeweils 100 pL.
Als Néachstes wurden in jede Vertiefung 100 pL Griess Reagenz gegeben, der
Ansatz fur zehn Minuten im Dunkeln inkubiert und anschlielend die Farb-
reaktion im Mikrotitterplattenlesegerat (Dynatech Laboratories, USA) bei 570
nm mit dem Programm XFLUOR4 (Version 4.51) gemessen. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm Excel 2003 der Firma Microsoft.
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3.8 Bestimmung der Teilungsfahigkeit aktivierter Ma  krophagen

Die Teilungsfahigkeit LPS-stimulierter Alveolar- und Peritonealmakrophagen
wurde untersucht. Dabei wurden nicht-stimulierte und stimulierte Zellen fir ein,
zwei oder drei Tage in Flachboden-Mikroplatten mit 96 Vertiefungen im Brut-
schrank bei 37C und 5 Prozent CO, kultiviert. Fur die letzten 18 Stunden
wurden die Zellen mit 0,5 uCi/Vertiefung [*H]-Thymidin (MP Biomedicals)
versetzt. Mit einem SzintillationsmeRgerat wurde der [*H]-Thymidin-Einbau in
der Einheit ,counts per minute” (cpm) am Institut fur Virologie und Immun-
biologie der Universitat Wirzburg bestimmt. Die Zellen wurden entweder mit
1 pg/mL LPS (L 6529, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) oder mit 1 ng/mL Interferon-
Yy (AALO8, R&D Systems, Wiesbaden) stimuliert.

3.9 Bestimmung immunaktivierender Eigenschaften akt ivierter Makro-
phagen

Nicht-stimulierte und stimulierte Alveolar- bzw. Peritonealmakrophagen (1x10*
Zellen pro Vertiefung einer Rundboden-Zellkulturplatte; das Endvolumen betrug
100 pL), isoliert aus Lewis-Ratten, wurden mit T-Lymphozyten (1x10° Zellen pro
Vertiefung), isoliert aus Wistar-Furth-Ratten, kultiviert. Als Positivkontrolle
wurden die T-Lymphozyten mit 500 pg/mL lonomycin (Calbiochem, Bad Soden)
und 10 ng/mL des Phorbolesters PMA (Sigma-Adrich, Taufkirchen) stimuliert.
Die Platten wurden bei 37C und 5 Prozent CO , fir drei Tage kultiviert und fur
die letzten sechs Stunden mit 0,5 pCi/Vertiefung [*H]-Thymidin versetzt.

3.10 Nachweis von iNOS im Immunoblot

Stimulierte und nicht-stimulierte Alveolar- und Peritonealmakrophagen wurden
auf die Anwesenheit von INOS getestet. Mit dem Enzym iNOS (induzierte NO-
Synthase) produzieren die Zellen das zelltoxische NO aus der Aminosaure L-
Arginin und Sauerstoff unter Verbrauch von NADPH. Die Zellen (0,5-3x10°)
wurden in einem Ultraschallbad zerstort und die Probe bei 5345 g und 4<C fir
funf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 7 uL Reduktionsmix ver-
mischt und hiermit die Geltaschen eines 12-prozentigen Acrylamidgels gefulit.
Als Molekularmarker wurde PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermen-
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tas) verwendet. Die Proben wurden bei 50 V fur ca. 30 Minuten im Sammelgel
konzentriert. Die Auftrennung des Proteingemisches dauerte 90 Minuten und
wurde bei 120 V durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Proteine aus dem
Acrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran mit einer Porengréf3e von 0,45
um (Schleicher & Schnell, Dassel) geblottet (350 mA fur 40 Minuten bei 4C).
Die Membran wurde mit 5 Prozent Magermilchpulver fur eine Stunde bei Raum-
temperatur inkubiert, dreimal fir zehn Minuten in TBS-Puffer ,gewaschen” und
mit dem polyklonalen anti-iNOS-Antikdrper (Stressgene) Uber Nacht bei 4C
inkubiert (Verdinnung: 1:5.000). Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal
fur zehn Minuten mit TBS gewaschen und mit dem zweiten Antikdrper (Ziege
anti-rabbit; Dako, Glostrup, Danemark) in einer Verdinnung von 1:10.000 fur
eine Stunde bei 4T im Dunkeln inkubiert. Nach erne utem Waschen mit TBS
wurde die Membran mit einem Gemisch aus 5 mL der Losung A und 5 mL der
Losung B des ECL Plus Western Blotting Detection Systems (GE Healthcare,
Munchen) fur funf Minuten inkubiert. Die Membran wurde zusammen mit einem
Film in eine Kassette gelegt und der Film fir ca. 20 Sekunden exponiert.

AnschlieRend wurde der Film entwickelt.

3.11 RNA-Extraktion und RT-PCR

Fur die RNA-Isolierung wurden zwischen 5,5x10°-10x10° Zellen eingesetzt und
mit 1 mL Trizol (Invitrogen) lysiert. Die RNA wurde mit 200 pL Chloroform
(Roth) extrahiert und der Ansatz bei 16 060 g und 4< fir 15 Minuten zentrifu-
giert. Der ChloroformUberstand wurde abgenommen und die RNA mit 500 pL
Isopropanol (Merck) bei -20C Uber Nacht geféllt. Am nachsten Tag wurde die
RNA bei 13 684 g und 4 fur zehn Minuten pelletiert und mit 1 mL 75 Prozent
Ethanol gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 345 g bei
4C fur funf Minuten) wurde das Pellet bei 37C fur zehn Minuten getrocknet, in
45 pL RNA storage solution (Ambion) resuspendiert und fir zehn Minuten bei

57T im Thermomixer (Eppendorf) bei 1 400 U/min gel dst.

Funf uL RNA wurden in einem Endvolumen von 20 pL mit dem GeneAmp RNA
PCR Kit (Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt) in cDNA umgeschrieben (An-
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gaben als Endkonzentration): 1x PCR Il Puffer (10x Stammlésung: 50 mmol/L
KCI), 5 mmol/L MgCl,, 2,5 pumol/L Oligo-dT16-Primer, 1 mmol/L dNTP-Gemisch
(Promega), 1 U/uL RNase-Inhibitor und 2,5 pumol/L MuLV Reverse Transkrip-
tase. Hieraus wurden jeweils 2 uL cDNA fir die Polymerase-Kettenreaktion
(insgesamt 35 Zyklen) entnommen. Die Endkonzentrationen der einzelnen
Komponenten waren: 1x PCR-Puffer 1I; 1,5 mmol/L MgCl,; 2 U AmpliTag DNA-
Polymerase und jeweils 0,5 pmol/L der entsprechenden Primer (Tab. 3.3).
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als Positiv-Kon-
trolle (,house-keeping“ Gen) verwendet. Die Amplifikate wurden in einem 2-
prozentigen Agarosegel (Amresco Uber MoBiTec) separiert und anschlie3end

mit dem ImageMaster UDS (Pharmacia Biotech) begutachtet und fotografiert.

Tabelle 3.3: Ubersicht tber die in dieser Arbeit ve  rwendeten Oligonukleotide (Primer).
Angegeben ist die forward (for)- und reverse (rev)-Sequenz, die Produktgréf3e in Basenpaaren
(bp) und die Annealing-Temperatur (in ). Alle Primer wurden Uber Eurofins MWG Operon
(Ebersberg) bezogen.

Grolke

Primer Sequenz (5" —»3° Temp €
GAPDH for GGT CGG TGT GAA CGG ATT TG 319 62
rev GTG AGC CCC AGC CTT CTC CAT
iINOS for GAT CAA TAA CCT GAA GCC CG 578 60

rev. GCCCTTTTT TGC TCC ATA AGG

3.12 Auswertung und Statistik
Die Versuche wurden mit dem Programm Excel 2003 der Firma Microsoft
statistisch ausgewertet. In den Diagrammen und Tabellen sind Mittelwert und

Standardabweichung angegeben.
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4  Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Alveolarmakrophagen der Ratte phano-

typisch und funktionell charakterisiert.

4.1 Isolierung von Alveolarmakrophagen
Alveolarmakrophagen kommen auf der Oberflache der Alveolen vor und lassen
sich mit einer bronchoalveolaren Lavage leicht isolieren. Im Durchschnitt

wurden 3x10° + 1x10° Zellen pro Rattenlunge isoliert (n=29 Isolierungen).

Als Kontrollzellen wurden Peritonealmakrophagen verwendet, die durch eine
peritoneale Lavage gewonnen wurden. Die durchschnittliche Zellausbeute
betrug dabei 7,8x10° + 2,2x10° Zellen pro Ratte. Die Isolierungsergebnisse sind
in Tabelle A10.1 aufgelistet.

In Abbildung 4.1 sind sowohl Lungenschnitte, als auch isolierte Alveolarmakro-
phagen gezeigt. Die nicht-gespulten Lungen (A, B) weisen im Unterschied zu
den gespilten Lungen kollabierte Alveolarraume auf (C, D). Bei den gespulten

Lungen sind die Alveolarraume deutlich erweitert.

In Abbildung 4.2 sind die immunhistochemischen Ergebnisse der Lungen-
schnitte gezeigt. Sowohl bei den nicht-gespulten Lungen (linke Seite), als auch
bei den durchgespulten Lungen (rechte Seite), wurden Alveolarmakrophagen
nachgewiesen (Pfeile).
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Abb. 4.1: Histologische Farbung (H/E) von Lungensch
makrophagen (E).

nitten (A-D) und isolierten Alveolar-

Gezeigt sind nicht-gespilte Lungen (A, B) und gespllte Lungen (C, D)
sowie frisch isolierte Alveolarmakrophagen (E). VergroRerungen: 100-fach (A, C), 200-fach (B,
D-E) plus einer digitalen Vergrof3erung um den Faktor 2 bis 2,5.
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Abb. 4.2: Immunhistochemische Farbung von nicht-ges pllten und gespulten Lungen.
Immunhistochemische Farbungen mit den Antikérpern ED1 (C, D) und Ox-42 (E, F) an nicht-
gespilten Lungen (A-E) und gespilten Lungen (B-F). Negativkontrollen: A und B.

VergréRerung: 200-fach plus einer digitalen VergroRerung um den Faktor 2 bis 2,5. Die Pfeile
markieren Alveolarmakrophagen.
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4.2  Immunhistochemische Charakterisierung
Die Expression verschiedener Oberflachenmolekile (CD68, CD11b, MHC-
Klasse-I und Klasse-II-Molekile, CD80 und CD86) wurde immunhistochemisch

Uberpraft.

Nachweis von CD68 und CD11b

Die isolierten Zellen wurden auf die Expression der beiden Makrophagenmarker
CD68 und CD11b untersucht (Abb. 4.3). Sowohl nicht-stimulierte als auch
stimulierte Alveolarmakrophagen waren positiv fir CD68 und CD11b.

Abb. 4.3: Nachweis der Expression von CD68 und CD11 b auf nicht-stimulierten und sti-
mulierten Alveolarmakrophagen.  Immunhistochemische Farbung mit den Antikérpern ED1
(A, B) und Ox42 (C, D). Gezeigt sind nicht-stimulierte Alveolarmakrophagen nach 24-stiindiger
(A) und 48-stiindiger (C) Kultur und stimulierte Alveolarmakrophagen, die fur 24 (B) bzw. 48 (D)
Stunden mit LPS (1 pg/mL) inkubiert wurden. VergrofRerung: 200-fach plus einer digitalen
VergréRerung um den Faktor 2 bis 2,5.
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Nachweis der Expression von MHC-Klasse-I- und Klass  e-lI-Molekilen

Eine MHC-Klasse-I-Expression, aber keine MHC-Klasse-II-Expression, war
sowohl auf nicht-stimulierten als auch stimulierten Alveolarmakrophagen nach-
zuweisen (Abb. 4.4).

LPS alleine kann nicht die Expression von MHC-Klasse-lI-Molekulen auf

Alveolarmakrophagen stimulieren; hierzu ist IFN-y notwendig (Abb. 1.1).

Abb. 4.4: Nachweis der Expression von MHC-Klasse-I-  und Klasse-II-Molekilen auf nicht-
stimulierten und stimulierten Alveolarmakrophagen. Immunhistochemische Farbung mit
den Antikérpern Ox-18 (A, B) und Ox-6 (C, D). Gezeigt sind nicht-stimulierte Alveolarma-
krophagen 24 Stunden in Kultur (A), direkt nach Isolierung (C) und fur 2 Tage mit 1 pg/mL LPS
stimuliert (B u. D). VergréRerung: 200-fach plus einer digitalen VergrofRerung um den Faktor 2
bis 2,5.
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Nachweis der Expression kostimulatorischer Molekiile

Aktivierte Makrophagen zeigen eine verstarkte Expression von MHC-Molekilen
und kostimulatorischen Molekilen, wie CD80 und CD86.

Fir nicht-stimulierte Alveolarmakrophagen wurde keine Expression von CD86
auf der Zelloberflache nachgewiesen (Abb. 4.5). Nach Stimulierung mit 1 pg/mL
LPS fur 24 Stunden waren ca. 80 Prozent der Zellen positiv fur CD86. Die
immunbhistologische Farbung mit CD80 zeigte ein vergleichbares Ergebnis
(nicht gezeigt).

Abb. 4.5: Nachweis der Expression von CD86 auf nich  t-stimulierten und stimulierten Al-
veolarmakrophagen. Immunhistochemische Farbung mit dem Antikérper B7-2 an nicht-
stimulierten Alveolarmakrophagen nach 24-stindiger Kultur (A) und an mit LPS (1 pg/mL)
stimulierten Alveolarmakrophagen nach 24 Stunden in Kultur (B). VergréRerung: 200-fach plus
einer digitalen VergréRerung um den Faktor 2 bis 2,5.
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4.3  Durchflusszytometrische Charakterisierung

Zusatzlich zur immunhistochemischen Charakterisierung wurden Alveolar- und
Peritonealmakrophagen auch durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 4.6 bis
4.11).

Alveolar- und Peritonealmakrophagen waren eindeutig positiv fir den Leuko-
zytenmarker CD45. Wahrend der Grof3teil der Alveolarmakrophagen zudem
positiv fir CD11b war (ca. 70 Prozent und zw. 83 und 96 Prozent), waren sie
negativ fur CD68 (s. hierzu auch den Abschnitt ,Intrazellularer Nachweis von
CD68). Die Peritonealmakrophagen waren positiv fiur CD11b (zw. 83 und 96

Prozent) und zu einem geringen Anteil (ca. 18 Prozent) positiv fur CD68.

Um die Reinheit der isolierten Makrophagen zu beurteilen, wurden auch Anti-
korper verwendet, die spezifisch fur B- (CD45RA) und T-Lymphozyten (R73)
sind. Beide Makrophagenpopulationen waren nahezu vollstandig frei von B-
und T-Lymphozyten. Eine Kontamination mit diesen Zellen lag unter 10 Pro-

zent.

Nach Stimulierung mit LPS, wurden die Alveolarmakrophagen deutlich granu-
larer; ihr ,side scatter” (SSC) wurde gro3er (Abb. 4.6 und 4.7). Im Vergleich war
bei den Peritonealmakrophagen keine offensichtliche Veranderung in den Zell-
parametern FSC und SSC festzustellen (Abb. 4.8 und 4.9).

Aktivierte Makrophagen zeigten eine deutliche Veranderung in der Expression
bestimmter Oberflachenmolekile. So stieg die Expression der kostimulato-
rischen Molekiulen CD40, CD80, CD86 an. Deutliche Verdnderungen zwischen
aktivierten und nicht-aktivierten Alveolarmakrophagen waren fir die Expression
von CD80 zu beobachten (Abb. 4.6 und 4.7). Der Anteil CD80-positiver Alveo-
larmakrophagen stieg von 54 Prozent vor Stimulierung auf 72 Prozent nach
Stimulierung an. Dabei nahm die Starke der Expression nicht zu. Bereits ein
Grof3teil (um die 80 Prozent) der isolierten Peritonealmakrophagen exprimierte
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CD80 und CD86, der sich durch die Stimulierung mit LPS nur geringfligig er-
hohte.
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Abb. 4.6: Durchflusszytometrische Charakterisierung nicht-stimulierter Alveolarmakro-

phagen. Alveolarmakrophagen sind positiv fir den Leukozytenmarker CD45 und fir den
Markophagenmarker Ox42 (CD11b). Reprasentative Darstellung von zwei unterschiedlichen
Isolierungen.
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Abb. 4.7: Durchflusszytometrische Charakterisierung stimulierter Alveolarmakrophagen.
Reprasentative Darstellung von drei unterschiedlichen Isolierungen. Die Zellen wurden fir 24
Stunden mit LPS (1 pg/mL) inkubiert.

- 26 -



CD11b-FITC

0
[7)]
(%]
Fsc —»
<
[{e)
T 17,8%
[ ———
(]
1]
&
c
(=)
©
L
® 10T 102 1% 10%
CD68-FITC
< <
[{e] [{=]
it s YW A TN
1007101 102 103 104 100
MHCII-FITC
<
[{e)
81,8%
108100102 108 10H
CD86-PE

102 103 10
CD45RA-FITC

64

64

64

92,9% 10,8%
—_—

100 100 107 105 10% 100 10T 102 16 10
CD45-FITC CD40-FITC
<
[{e]

83,1%

100 10T 102 105 10+ 109 101 102 10° 10%

R73-FITC CD80-PE

Abb. 4.8: Durchflusszytometrische Charakterisierung
phagen. Reprasentative Darstellung von zwei unterschiedlichen Isolierungen.
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Abb. 4.9: Durchflusszytometrische Charakterisierung
gen. Reprasentative Darstellung von drei unterschiedlichen Isolierungen.
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Intrazellularer Nachweis von CD68

CD68 befindet sich in erster Linie auf den Membranen von Lysosomen und
Endosomen, wahrend auf der (AuReren) Zellmembran nur geringe Mengen zu
finden sind. Bei CD68 handelt es sich somit um einen intrazellularen Marker.
Dies erfordert, dass die Zellen vor der Antikorperinkubation permeabilisiert

werden; z. B. mit ,Fix und Perm* (s. auch Abschnitt 3.6).

Abb. 4.10: Durchflusszyt o-
metrischer Nachweis von
intrazellularem CD68 in
frisch isolierten Alveolar-
makrophagen. Im Vergleich
nicht-permeabilisierte und
permeabilisierte
Makrophagen.
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Der Anteil CDG68-positiver Zellen nach Permeabilisierung nahm bei den
Alveolarmakrophagen stark zu (70,8 Prozent). Auch bei den Peritonealmakro-
phagen erhohte sich der Anteil CD68-positiver Zellen nach Permeabilisierung
deutlich (Abb. 4.11). Im Gegensatz zu den Alveolarmakrophagen war fur ca. 20
Prozent der Peritonealmakrophagen eine Expression von CD68 auf der
Zelloberflache nachweisbar, die sich durch Stimulierung mit LPS nicht erhohte
(Abb. 4.8 und 4.9).
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4.4  Untersuchungen zur antigenprasentierenden Funkt  ion von Alveolar-
makrophagen
In einer weiteren Versuchsserie wurde untersucht, ob Alveolar- und Peritoneal-

makrophagen naive T-Lymphozyten in einer ,mixed leukocyte reaction* akti-
vieren.

Bei einer ,mixed leukocyte reaction“ oder gemischten Leukozytenreaktion
werden Leukozyten zweier genetisch verschiedener Individuen kokultiviert.
Hierbei handelt es sich einerseits um antigenprasentierende Zellen und ande-
rerseits um T-Lymphozyten. Da die antigenprasentierenden Zellen ein anderes
Muster an Molekllen des Haupthistokompatibilititskomplexes aufweisen als die

T-Lymphozyten, erkennen diese sie als fremd und werden somit aktiviert.
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Die in den Abb. 4.12 und 4.13 prasentierten Daten zeigen, dass weder

Alveolar- noch Peritonealmakrophagen in der Lage waren, naive T-Lympho-

zyten zu aktivieren. Dies war unabhéngig davon, ob sie mit LPS aktiviert waren

oder nicht.

Dieses Ergebnis Uberrascht zumindest fur die Peritonealmakrophagen, da

bereits die frisch isolierten Zellen eine deutliche Expression der kostimulato-
rischen Molekile CD80 und CD86 aufwiesen (Abb. 4.8 und 4.9).
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Abb. 4.12: Alveolarmakropha -
gen aktivieren keine naiven T-
Lymphozyten in vitro . Getestet
wurden nicht-aktivierte (AM 0O)
und LPS-aktivierte (AM LPS) Al-
veolarmakrophagen. Um sicher zu
stellen, dass die Praparation die
T-Lymphozyten nicht geschadigt
hatte, wurde ihre Fahigkeit zur
Proliferation durch Inkubation mit
PMA und lonomycin (PMA/lono)
Uberpruft. Die ,Autoproliferation”
von T-Lymphozyten (TZ solo),
nicht-aktivierten und aktivierten Al-
veolarmakrophagen wurde eben-
falls tberpruft.

Abb. 4.13: Peritoneal makropha -
gen aktivieren keine naiven T-

Lymphozyten in vitro . Getestet
wurden nicht-aktivierte (PM 0O)
und LPS-aktivierte (PM LPS)
Peritonealmakrophagen. Um sich-
er zu stellen, dass die Praparation
die T-Lymphozyten nicht ge-
schéadigt hatte, wurde ihre Fahig-
keit zur  Proliferation  durch
Inkubation mit PMA und lonomy-
cin (PMA/lono) uberprift. Die
JAutoproliferation* von T-Lympho-
zyten (TZ solo), nicht-aktivierten
und aktivierten Peritonealmakro-
phagen wurde ebenfalls Uberpruft.



4.5  Auswirkungen der LPS-Aktivierung

Mit LPS stimulierte Alveolarmakrophagen bildeten Zellaggregate in der Kultur
(Abb. 4.14).

Abb. 4.14: Kultur nicht-stimulierter (A) und LPS- (1 pg/mL) stimulierter Tag 1 (B) Alveolar-
makrophagen. Zum Vergleich: Nicht-stimulierte Tag 1 (C) und stimulierte Tag 1 (D) Peritoneal-
makrophagen. Auffallig ist die Bildung von Zellklustern bei aktivierten Alveolarmakrophagen.
Diese Zellklusterbildung scheint aber nicht auf Proliferation zu beruhen wie in Abb. 4.15 gezeigt
wird (Phasenkontrastmikroskopie, Vergré3erung 200-fach).

Stimulierte Alveolar- und Peritonealmakrophagen zeigten keine Proliferation
(Abb. 4.15).

300 Abb. 4.15: Nachweis der Proliferation ak-
tivierter Alveolar- und Peritonealmakro-

= + + phagen. Alveolar- und Peritonealmakro-

200 phagen wurden fur 72 Stunden mit LPS oder

IFN-y aktiviert und 24 Stunden vor Kul-
turende radioaktiv markiertes Tritium hin-

£ 150
5

o zugegeben. Die anschlieRend gemessene
geringe Radioaktivitat deutet darauf hin,
50 dass die Zellen sich nicht oder nur sehr

gering geteilt haben. Der Grund fir die in
Gsimiet  gmLPs  ngmiieny  osimiet  momites  wgmieny | AbDD. 4.14B dargestellte Zellklusterbildung

Aveolarmakrophagen Pertonealmakiophagen liegt somit nicht in einer gesteigerten Zell-
teilung begriindet.
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4.6  Aktivierte Makrophagen sezernieren Stickstoffmo noxid

Die NO-Produktion von Alveolar- und Peritonealmakrophagen (s. hierzu Abb.

A10.5 im Anhang) wurde quantitativ mit dem Griess Reagenz bestimmt.

In den Abbildungen 4.16 und 4.17 ist die NO-Produktion stimulierter Alveolar-
makrophagen gezeigt. Hierzu wurden sie mit LPS (Abb. 4.16) oder IFN-y (Abb.
4.17) inkubiert. Die im Uberstand gemessene Konzentration an NO nahm so-
wohl bei den Alveolar-, als auch Peritonealmakrophagen mit der Zeit zu. Dies
war unabhangig davon, ob sie mit LPS oder IFN-y stimuliert wurden. Der
Vergleich der Daten zeigt zudem, dass Alveolarmakrophagen 3 bis 4-mal mehr

NO bildeten als Peritonealmakrophagen (siehe Appendix A10.4 und A10.5).
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Abb. 4.16: Nachweis der NO-Produktion LPS-aktiviert er Alveolarmakrophagen. Alveolar-
makrophagen wurden mit unterschiedlichen LPS-Konzentrationen (1 pg/mL, 250 ng/mL und
125 ng/mL) fur drei Tage stimuliert und die NO-Produktion mit dem Griess Reagenz bestimmt.
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Abb. 4.17: Nachweis der NO-Produktion IFN- y-aktivierter Alveolarmakrophagen.  Alveolar-

makrophagen wurden mit IFN-y (250 ng/mL) fur drei Tage stimuliert und die NO-Produktion mit
dem Griess Reagenz bestimmt.

Fur die Produktion von Stickstoffmonoxid aus Arginin bendétigen die Zellen das
Enzym iNOS (s. auch Abschnitt 3.11). Dies bedeutet, dass aktivierte Makro-
phagen, die NO produzieren, auch iINOS exprimieren missen. Dieser Zusam-
menhang sollte durch den Nachweis iINOS-spezifischer mMRNA und von iNOS

selbst im Immunoblot hergestellt werden.
Zum einen wurde die Transkription des iINOS-Gens in der RT-PCR nachge-

wiesen. In LPS-stimulierten Alveolarmakrophagen war iNOS mRNA (Abb. 4.18)

nachzuweisen — nicht aber in nicht-stimulierten Alveolarmakrophagen.
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Auch auf Proteinebene im Immunoblot wurde in
phagen iINOS nachgewiesen (Abb. 4.19). Bei den

Abb. 4.18: Nachweis von iNOS
MRNA in stimulierten Alveolar-
makrophagen. Alveolarmakropha-
gen wurden zwei Tage mit 1 pg/mL
LPS stimuliert und Gesamt-RNA
aus 1x10° Zellen isoliert. Nur in
aktivierten  Alveolarmakrophagen
war iNOS-spezifische mRNA in der
RT-PCR nachweisbar (B), nicht
aber in nicht-stimulierten Alveolar-
makrophagen (C). In beiden Pra-
parationen war die GAPDH-Kon-
trolle positiv (E, F). Basenpaarleiter
(A, D, G).

stimulierten Alveolarmakro-

stimulierten Alveolarmakro-

phagen (Abb. 4.19) war eine Proteinbande zwischen 95 kD und 130 kD zu

sehen; in diesem GrolRenbereich befindet sich das

Protein iINOS. Bei den nicht-

stimulierten Alveolarmakrophagen fehlte diese Bande.
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Abb. 4.19: Nachweis von iNOS
wurden bis zu 3 Millionen Zellen aufgearbeitet.

A: Standard mit markierter Bande bei 130 kD

B: nicht-stimulierte Alveolarmakrophagen

C: LPS-stimulierte Alveolarmakrophagen (1 pg/mL), Tag 2.
Im Lysat der stimulierten Alveolarmakrophagen ist zwischen
95 kD und 130 kD die iINOS-Bande zu erkennen.

im Immunoblot. Hierzu



Zusammenfassung

In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen-
gefasst. Zum Vergleich wurden Peritonealmakrophagen untersucht; der Grol3-

teil der Ergebnisse hierzu ist im Anhang zu finden.

Tab. 4.1: Vergleich von Alveolar- und Peritonealmak  rophagen.

Alveolarmakrophagen Peritonealmakrophagen
Zellausbeute pro Ratte 3,0x10°+ 1,0x10° 7,8x10°%+ 2,2x10°
Reinheit ca. 90-95 Prozent ca. 60-70 Prozent
Expression von CD68, CD11b CD68, CD11b
Makrophagenmarkern
Expre;_smn von MHC- MHCI MHCI, MHCII
Molekilen
Expression kostimulatorischer CD80/CD86 nach
Molekule Stimulierung mit LPS CD80/CD86
Aktivierung naiver T- . .
Lymphozyten Nein Nein
Zellproliferation Nein Nein
Produktion von NO Stark erhéht nach Geringfligig erhéht nach

Stimulierung mit LPS/IFN-y Stimulierung mit LPS

Nachweis von iNOS nach Stimulierung mit LPS nicht nachgewiesen

(auch nicht nach
Stimulierung mit LPS)

MHCI: MHC-Klasse-I-Molekile; MHCII: MHC-Klasse-II-Molekiile
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5 Beantwortung der Fragen

In der vorliegenden Arbeit wurden Alveolarmakrophagen der Ratte charakte-
risiert und ihre Aktivierung in vitro untersucht. Dabei sollten folgende Fragen

beantwortet werden:

1. Alveolarmakrophagen der Ratte wurden mit einer b ronchoalveolédren Lavage

isoliert. Wie hoch war die Ausbeute pro Lunge?
Im Durchschnitt wurden drei Millionen Alveolarmakrophagen pro Rattenlunge
isoliert. Aus dem Peritoneum einer Ratte wurden zwar mehr als doppelt so viele
Zellen isoliert, ihre Reinheit war aber mit 60-70 Prozent sehr viel geringer als fur

Alveolarmakrophagen mit ca. 90-95 Prozent.

2. Welche Oberflachenmarker wurden fir die isoliert  en Alveolarmakrophagen
nachgewiesen?

Fur nicht-stimulierte Alveolarmakrophagen wurde die Expression von MHC-

Klasse-I Molekilen, der beiden Makrophagenmarker CD68 und CD11b und des

kostimulatorischen Moleklls CD80 nachgewiesen. Zudem waren sie fur den

Leukozytenmarker CD45 positiv. Die mit LPS (1 pg/mL) stimulierten Alveolar-

makrophagen exprimierten zusatzlich das kostimulatorische Molekil CD86.

3. Wie anderten sich die Eigenschaften isolierter A Iveolarmakrophagen nach
Stimulierung mit INF- yund LPS?

Stimulierte Alveolarmakrophagen zeigten deutlich veranderte Eigenschaften.

So war eine Zunahme der Zellgrol3e, die Expression der kostimulatorischen Mo-

lekiile CD80 und CD86 sowie die Ausschittung NO und die Expression von

INOS zu beobachten. Eine Aktivierung naiver T-Lymphozyten war nicht nachzu-

weisen.

-37-



6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Alveolarmakrophagen der Ratte in vitro zu charakteri-
sieren. Sowohl ihr Phanotyp wurde mit immunhistologischen und durchfluss-
zytometrischen Methoden untersucht, als auch die Moglichkeit, sie mit IFN-y
und LPS vollstandig zu aktivieren (Abb. 1.1). Dies wurde mit dem Nachweis von
INOS und NO uberpruft.

6.1 Makrophagen: Zellen der ,innate immunity*

Makrophagen sind, nach der epithelialen Barriere, die erste ,Verteidigungslinie*
zur Abwehr eindringender Erreger. Diese werden entweder phagozytiert und so
unschadlich gemacht oder mit zelltoxischen Substanzen ,bombardiert”. Dies gilt
Im besonderen Male fur die in dieser Arbeit untersuchten Alveolarmakro-
phagen. Sie befinden sich in den Alveolen und stehen somit direkt mit der

Aul3enluft in Kontakt (s. hierzu auch die Einleitung).

In Abschnitt 1.4 der Einleitung wurde bereits erwahnt, dass vollstéandig aktivierte
Makrophagen in der Lage sind, auch Tumorzellen abtéten. Leider ist dies nicht
immer der Fall und so genannte tumour-associated macrophages oder TAMS
kénnen vom Tumor dermal3en beeinflusst werden, dass sie die Tumorprogres-
sion fordern statt hemmen (Balkwill F, Mantovani A, 2001; Mantovani A et al.,
2002; Murdoch C, Lewis CE, 2005). Vollstandig aktivierte Makrophagen (Abb.
1.1) schitten verschiedenste Mediatoren wie Zytokine (u.a. IL-1, IL-12, TNF),
reaktive Sauerstoffspezies oder Stickstoffmonoxid (NO) aus. NO bzw. sein sta-
biles Endprodukt NO, lassen sich dabei sehr einfach und kostenginstig im
Zellkulturtberstand nachweisen. Makrophagen, die NO ausschiitten, sind voll-
standig aktiviert (Abb. 1.1).

Stickstoffmonoxid ist ein wichtiges Molekil in der angeborenen Immunabwehr,
zum Beispiel zur Abwehr parasitischer Wirmer, die die Makrophagen nicht
phagozytieren kdnnen (Murphy K et al., 2008). Die Wirkungsweise von NO ist

unspezifisch und extrem zelltoxisch — in manchen Experimenten auch fur die
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Makrophagen selbst (MacMicking J et al., 1997). Zudem ist NO ein wichtiges
Effektormolekul bei der TransplantatabstoRung (Bingaman AW et al., 2000;
Matuschek A et al., 2009). Diese wenigen Beispiele verdeutlichen, dass die
Aktivierung von Makrophagen und damit die Produktion und Ausschittung von
Stickstoffmonoxid (NO) unter sehr kontrollierten Bedingungen ablaufen muss,
da NO unspezifisch zelltoxisch wirkt und nicht zwischen Krankheitserregern und
korpereigenen Zellen unterscheidet. Zudem unterliegen aktivierte Makrophagen

keiner Kontrolle.

Abb. 6.1: Die Ingestion inhalierter
Bakterien durch  Alveolarmakro-
phagen ist eine wichtige Eigen-
e schaft bei der Infektionsabwehr.  Ge-
zeigt ist eine Makrophage mit intra-
zellularen Staphylokokken (Pfeil).

Aus: Goldstein E, Lippert W,
Warshauer D. Pulmonary alveolar ma-
crophage. Defender against bacterial
$2 infection of the lung. J Clin Invest 1974;
S 54(3): 519-528.

6.2  Funktion der Makrophagen innerhalb des Immunsys  tems

Makrophagen spielen nicht nur bei der angeborenen Immunabwehr eine
entscheidende Rolle, sondern sind auch eine wichtige Zellpopulation bei der
erworbenen Immunabwehr. Sie kdnnen mit T-Lymphozyten interagieren. Hierzu
exprimieren Makrophagen verschiedene Molekiile auf ihrer Zelloberflache, tber
die sie mit T-Lymphozyten in Kontakt treten. In diesem Zusammenhang wurden
in dieser Arbeit die fur die Kostimulation wichtigen Oberflachenmolekiile CD80,
CD86 und CD40 immunhistologisch und durchflusszytometrisch untersucht.
CD80 und CD86 finden sich nicht nur auf aktivierten Makrophagen, sondern
auch auf anderen antigenprasentierenden Zellen wie Dendritischen Zellen und

B-Lymphozyten.
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CD80 und CD86 sind Liganden fur den Rezeptor CD28, der sich auf der
Zelloberflache naiver T-Lymphozyten befindet. Um naive T-Lymphozyten zu
aktivieren, missen sie von einer antigenprasentierenden Zelle sowohl Liganden
zur Kostimulation als auch das durch MHC-Klasse-lI-Molekiile prasentierte
Antigen erhalten (Murphy K et al., 2008). Makrophagen sind, im Gegensatz zu
aktivierten Dendritischen Zellen, nicht in der Lage naive T-Lymphozyten zu
aktivieren. Sie kdnnen nur bereits voraktivierte T-Lymphozyten (Effektor- oder
Gedachtnis-T-Lymphozyten) reaktivieren (Murphy K et al., 2008) und deren
Funktion regulieren (Bakker JM et al., 1998). Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit bestatigen diese Auffassung (Abb. 4.12).

Die fir die vorliegende Arbeit isolierten Alveolarmakrophagen waren positiv fur
die Makrophagenmarker CD68 und CD11b. Das Ergebnis der vorliegenden
Arbeit wird durch Daten von Sone et al. bestétigt. Die Autoren fanden, dass ca.
97 Prozent der Zellen einer bronchoalveolaren Lavage Alveolarmakrophagen
sind (Sone S et al., 1980).

Die mit LPS stimulierten Alveolarmakrophagen waren positiv fur CD80 und
CD86 (fur IFN-y wurde dies nicht untersucht) und negativ fir das kostimulatori-
sche Molekul CD40. Auch wurde fir sie in dieser Arbeit keine Expression von
MHC-Klasse-lI-Molekillen gefunden. Dieses Ergebnis Uberrascht, da der
klassische Weg der Makrophagenaktivierung zu einer Expression von MHC-
Klasse-II-Molekulen fuhrt (Mosser DM, 2003; Gordon S, Taylor PR, 2005). Da
LPS die Expression von MHC-Klasse-lI-Molekilen auf der Zelloberflache von
Makrophagen beeinflusst (Jephthah-Ochola J, 1988), kann zum jetzigen
Zeitpunkt Gber die Grinde fur die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse nur
spekuliert werden. Andererseits soll LPS in der Lage sein, die durch IFN-y
induzierte Expression von MHCII-Molekilen zu hemmen (Adams DO, Hamilton
TA, 1987).
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Tab. 6.1: Uberblick iiber die verschiedenen Funktionen von Mak rophagen bei der Immun-
abwehr.

Makrophagenfunktion Bedeutung fir die zellvermittelte Immunitat
Produktion von reaktiven Abt6tung von Mikroben in den Phagosomen
Sauerstoffspezies

Sekretion von Zytokinen TNF, IL-1: Ausldsen von Inflammation
(TNF, IL-1, I1L-12) (,leukocyte recruitment®)

IL-12: Induktion der Differenzierung von Thl
T-Lymphozyten, Produktion von IFN-y

Produktion von NO Hemmung der Proliferation aktivierter T-

Lymphozyten, Abwehr von Erregern
Gesteigerte Expression von MHC- Aktivierung von voraktivierten T-
Molekulen und kostimulatorischen Lymphozyten (Amplifizierung der T-Zell-
Molekulen Antwort)

6.3  Aktivierung von Makrophagen in vitro und in vivo : Die Bedeutung
von IFN-y

Aktivierte Makrophagen stellen eine der wirkungsvollsten Effektorzellen des

Immunsystems dar (Neumann RP, 2003). Wie in der Einleitung beschrieben,

werden bei der Aktivierung von Makrophagen zwei Wege unterschieden: der

klassische und der alternative Weg.

Ohne an dieser Stelle das Gesagte der Einleitung zu wiederholen, soll doch der
klassische Weg der Makrophagenaktivierung kurz in Erinnerung gerufen wer-
den. Dieser erfolgt in zwei Schritten: Auf ein priming mit IFN-y benétigen die
Makrophagen ein zweites Signal, den trigger, um vollstandig aktiviert zu werden
(Abb. 1.1 u. 1.2); dies kdnnen Mitogene wie Lipopolysaccharide, abgekirzt
LPS, sein, die an den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) binden. LPS stammt aus der
Zellwand gramnegativer Bakterien (s. hierzu die Einleitung). Auch in vivo
werden Makrophagen durch die Aufnahme von Mikroorganismen aktiviert
(Murphy K et al., 2008). So kann zum Beispiel LPS auch eingeatmet werden
und dadurch in die Lunge bzw. Alveolen gelangen, wo es an Alveolarmakro-

phagen bindet und diese vollstandig aktiviert.
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Als Quelle fur IFN-y kommen in erster Linie T-Lymphozyten mit einem Thl-
Phanotyp infrage. IFN-y ist zwar bedeutsam fur das ,priming“ als Voraus-
setzung zur vollstdndigen Aktivierung von Makrophagen (Abb. 1.1), jedoch
werden in der aktuellen Literatur widerspriuchliche Ergebnisse und Auffas-
sungen zur Bedeutung von IFN-y fur die vollstandige Aktivierung von Makro-
phagen prasentiert. Als sicheres Indiz fir die vollstandige Aktivierung von
Makrophagen wurde in dieser Arbeit die Produktion von NO gewertet
(Abb. 1.1). So zeigten Steinmduller et al., dass die intratracheale Exposition von
IFN-y zu einer deutlichen NO-Produktion von 90 bis 110 pmol/L flhrte
(Steinmuller C et al.,, 2000). Die Alveolarmakrophagen waren bei ihnen
vollstandig aktiviert. Auch Mantovani et al. beschreiben, dass Makrophagen
allein mit IFN-y vollstdndig aktiviert werden kénnen (Mantovani A et al., 2004)
und Prokhorova et al. weisen eine konzentrationsabhdngige NO-Produktion
nach.

Die allein aktivierende Eigenschaft von IFN-y wird von Mosser bezweifelt. Er
und Gordon zeigten, dass IFN-y nicht in der Lage ist, die Produktion von NO zu
induzieren (Mosser DM, 2003). Die Makrophagen bendtigen fur eine voll-
standige Aktivierung immer zwei Signale, d.h. IFN-y muss immer mit TNF oder
LPS kombiniert sein — in vitro entweder hintereinander oder kombiniert (Gordon
S, 2003; Gordon S, Taylor PR, 2005). Auch Bingaman et al. beschreiben IFN-y
als essentielles erstes Signal der klassischen Aktivierung (Bingaman AW et al.,
2000). Makrophagen, die ausschlief3lich fir 48 Stunden mit IFN-y (100 U/mL)
inkubiert wurden, produzierten nur niedrige NO-Spiegel von 10 umol/L; wurde
IFN-y (100 U/mL) mit TNF (500 U/mL) kombiniert, dann produzierten die Makro-
phagen 50 umol/L NO.

Morgan et al. beschreiben, dass auch nach alleiniger LPS-Gabe eine erhdhte
NO-Bildung durch Alveolarmakrophagen zu messen war (Morgan DL, Shines
CJ, 2004). Bakker et al. untersuchten die Wirkung von LPS auf Makrophagen
im Detail. Die Autoren uberpruften LPS-Konzentration von 0,01-100 pg/mL mit
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einer Inkubationszeit von 24 Stunden und fanden eine konzentrationsabhangige
Zunahme der NO-Produktion: ca. 70 umol/L bei 0,01 pmol/mL LPS; ca. 90
pmol/L bei 1 pmol/mL LPS und ca. 100 pumol/L bei 100 umol/mL LPS (Bakker
JM et al., 1998). Jesch et al. sowie Hirano beschreiben ebenfalls eine von der
LPS- und IFN-y-Dosis abhangige NO-Produktion nach 24 Stunden Inkubation
(Jesch NK et al., 1997; Hirano S, 1998). Prokhorova S et al. zeigten, dass LPS
(1 oder 10 ng/mL) und IFN-y (1 U/mL) die NO-Produktion synergistisch steiger-

ten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Produktion von NO nach Inkubation von
Alveolarmakrophagen mit LPS oder IFN-y untersucht. Dabei wurde eine kon-
zentrationsabhangige NO-Produktion nach Stimulation mit LPS gemessen
(Abb. 4.16). Noch starker war die NO-Produktion, wenn die Alveolarmakropha-
gen mit IFN-y (250 ng/mL) stimuliert wurden (Abb. 4.17). Hingegen war eine
Konzentration von 1 ng/mL IFN-y ohne Wirkung auf die NO-Bildung. In der
vorliegenden Arbeit spielte neben dem Faktor Konzentration auch der Faktor
Zeit eine grol3e Rolle. Die Inkubationszeiten betrugen 24, 48 und 72 Stunden,
wobei die Zunahme der NO-Produktion mit der Zeit anstieg.
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Schlussbemerkung:  Auch in dieser Arbeit wurde gezeigt, dass hohe
Konzentrationen von IFN-y (250 ng/mL) die NO-Produktion zeitabhangig
induzieren. Inwieweit Kontaminationen mit geringen Spuren an LPS fur diese
Ergebnisse verantwortlich sind, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht beurteilt
werden. Die Daten dieser Arbeit zeigen jedoch, dass das intensiv untersuchte
Phanomen der Makrophagenaktivierung im Detail immer noch nicht vollstandig

verstanden ist.

Naiver oder Primed oder Inflammed oder
ruhender aktivierter hyperaktivierter
Makrophage Makrophage Makrophage
IFN-y LPS
_} —>
Naiver oder Inflammed oder
ruhender hyperaktivierter
Makrophage Makrophage

Hohe LPS-Konzentration

v

Naiver oder Inflammed oder
ruhender hyperaktivierter
Makrophage Makrophage

Hohe IFN-y-Konzentration

Abb. 6.2: Schematisierte Darstellung der Makrophage  naktivierung. Wie bereits in der Ein-
leitung dargestellt (Abb. 1.1), werden Makrophagen lber einen zweistufigen Weg aktiviert. Der
vollstandig aktivierte (inflammatorische (,inflammed*) oder hyperaktivierte) Makrophage
sezerniert u.a. Stickstoffmonoxid (NO) (Abb. 1.1). Zusétzlich zu dieser ,klassischen* Aktivierung
von Makrophagen mit IFN-y und LPS sind, wie in dieser Arbeit gezeigt, hbhere Konzentrationen
an LPS (zwischen 125-1000 ng/mL) oder IFN-y (250 ng/mL) in der Lage, Makrophagen voll-
standig zu aktivieren.
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7 Ausblick

Makrophagen spielen eine bedeutende Rolle bei der Immunabwehr. Ein
wesentlicher Schwerpunkt dieser Arbeit waren Untersuchungen zur Aktivierung
von Alveolarmakrophagen in vitro. Hierzu wurden die Zellen mit unterschied-
lichen Konzentrationen an LPS (125, 250, 1000 ng/mL) bis zu drei Tage
stimuliert. Nachfolgend wurden die NO-Spiegel gemessen. Die anschliel3ende
Bestimmung der NO-Spiegel zeigte, dass die Starke der NO-Produktion von der
Dosis an LPS abhéangig ist. Zusatzlich wurden die Alveolarmakrophagen mit
IFN-y (250 ng/mL) aktiviert. Auch diese Makrophagen waren in der Lage, NO zu
bilden.

In weiterfUhrenden Experimenten sollten auf jedenfall die minimalen Kon-
zentrationen an LPS und IFN-y ermittelt werden, bei der noch eine NO-Produk-
tion moglich ist. Zudem sollte die in Abb. 1.1 gezeigte zweistufige Aktivierung
von Alveolarmakrophagen Uberprift werden. Moglicherweise reagieren Alveo-
larmakrophagen empfindlicher auf LPS und IFN-y als andere Makrophagen-
populationen wie Peritonealmakrophagen. Dies ware vorstellbar, da sich Alveo-
larmakrophagen im Alveolarraum der Lunge befinden, wo sie standig mit Mikro-

organismen, Staubpartikeln, Pollen u.s.w. in Kontakt kommen.

-45 -



8 Zusammenfassung

Makrophagen spielen als Zellen der angeborenen Abwehr eine wichtige Rolle
bei der Immunabwehr. Ziel dieser Arbeit war die phanotypische und funktionelle

Charakterisierung von Alveolarmakrophagen der Ratte.

Hierzu wurden die durch eine bronchoalveoldre Lavage gewonnenen
Alveolarmakrophagen immunhistologisch und durchflusszytometrisch unter-
sucht. Zusatzlich wurden sie in vitro mit LPS und IFN-y stimuliert. Die Produk-
tion von Stickstoffmonoxid wurde mit dem Griess Reagenz bestimmt und die
Expression von iNOS im Immunoblot nachgewiesen. Zudem wurde die Inter-
aktion mit naiven T-Lymphozyten untersucht. Als Vergleichszellen wurden
Peritonealmakrophagen verwendet.

Bei den aus bronchoalveolaren Lavagen gewonnenen Zellen handelte es sich
eindeutig um CD68- und CD11b-positive Alveolarmakrophagen. Vollstandig
aktivierte Alveolarmakrophagen exprimierten zum Teil andere Oberflachen-
molekile als nicht-aktivierte. So stieg nach Stimulierung der Anteil der Makro-
phagen, die die kostimulatorischen Molekille CD80 und CD86 exprimierten, auf
ca. 80 Prozent an. Ebenso bildeten sie gro3e Mengen an Stickstoffmonoxid
(380 umol/L NO nach 48 Stunden bei 1 pg/mL LPS) und exprimierten auch das
Enzym INOS. Die aktivierten Alveolarmakrophagen waren nicht in der Lage,

naive T-Lymphozyten zu aktivieren.

Die Stimulierung der Alveolarmakrophagen in vitro hat gezeigt, dass LPS und
IFN-y in den getesteten Konzentrationen in der Lage waren, Makrophagen
vollstandig zu aktivieren. Die zweistufige Aktivierung von Makrophagen durch
ein Priming mit IFN-y und eine darauf folgende vollstandige Aktivierung mit
LPS, ist bei hohen lokalen Konzentrationen auch nur mit LPS bzw. IFN-
y moglich. Dies unterstreicht die besondere Bedeutung der beiden Mediatoren

fur die Aktivierung von Makrophagen.
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10 Appendix

Tabelle A10.1: Uberblick tber die Isolierung und di e Zahl der gewonnenen Zellen
(Alveolar- und Peritonealmakrophagen) fir die jewei  lige Isolierung. MW: Mittelwert; SD:
Standardabweichung.

Alveolarmakrophagen Peritonealmakrophagen
Isolierungs-Nr.  Zellzahl pro Isolierung Isolierungs-Nr.  Zellzahl pro Isolierung
A-1 2,0x10° P-1 7,2x10°
N7 1,8x10° P-2 4,8x10°
A-3 3,4x10° P-3 9,2x10°
A-4 3,3x10° P-4 12,0x10°
A-5 3,0x10° P-5 9,8x10°
A-6 3,3x10° P-6 6,0x10°
A-7 3,4x10° P-7 9,0x10°
A-8 6,0x10° P-8 8,3x10°
A-9 4,1x10° P-9 8,4x10°
A-10 3,7x10° P-11 5,0x10°
A-11 3,7x10° P-12 5,9x10°
A-12 2,8x10° |MW 7,8x10°
A-13 5,4x10° |SD 2,2x10°
A-14 3,0x10°

A-15 3,3x10°

A-16 1,8x10°

A-17 2,4x10°

A-18 2,7x10°

A-19 3,5x10°

A-20 2,4x10°

A-21 2,8x10°

A-22 3,1x10°

A-23 1,9x10°

A-24 2,5x10°

A-25 3,1x10°

A-26 2,0x10°

A-28 2,5x10°

A-29 1,9x10°

MW 3,0x10°

SD 1,0x10°
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Abbildung A10.1 zeigt die Negativkontrollen von nicht-stimulierten (A) und mit
LPS stimulierten Alveolarmakrophagen (B) sowie von nicht-stimulierten

Peritonealmakrophagen (C).

Abb. A10.1: Immunhistochemische Far -
bung. Negativkontrollen: A: nicht-stimulierte
Alveolarmakrophagen; B: stimulierte Alveo-
larmakrophagen; C: Peritonealmakrophagen
VergréRerung: 200-fach plus einer digitalen
VergréRerung um den Faktor 2 bis 2,5.

Um die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper zu Uberprifen, wurden sie an
Lymphknotenzellen getestet (Abb. A10.2). Die Lymphknotenzellen lagen in der
Durchflusszytometrie als grof3e wenig granulare Zellen vor. Sie waren nicht
positiv fur die Makrophagenmarker CD68 und CD11b. Alle untersuchten Zellen
waren positiv fir den Leukozytenmarker CD45. Sie waren negativ fur CD40. Die
Lymphknotenzellen bestanden zu ca. 12 Prozent aus B-Lymphozyten
(CD45RA). Insgesamt waren ca. 85 Prozent der Zellen positiv fur den T-
Lymphozytenmarker R73. Sie waren nicht positiv fur die kostimulatorischen
Molekile CD80 und CD86.
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zellen.

-52-

ng frisch isolierter Lymphknoten-




Abb. A10.3: Messfertiger Ansatz  zur NO-
Bestimmung in einer Flachboden-Mikro-
platte mit 96 Vertiefungen.
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Abb. A10.4: Bestimmung der NO-Produktion aktivierte  r Alveolarmakrophagen. Alveolar-
makrophagen wurden mit LPS (1p/mL) fur drei Tage stimuliert und die NO-Produktion mit dem
Griess Reagenz bestimmt.
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Abb. A10.5: Nachweis der NO-Produktion aktivierter Peritonealmakrophagen. Peritoneal-
makrophagen wurden mit unterschiedlichen LPS-Konzentrationen (1 pg/mL, 250 ng/mL und
125 ng/mL) fir drei Tage stimuliert und die NO-Produktion mit dem Griess Reagenz bestimmt.

Abb. A10.6: Trypanblau-Farbung stimulierter (A) und nicht-stimulierter (B) Peritoneal-
makrophagen am Tag 1. Phasenkontrastmikroskopie, Vergréf3erung 200-fach.
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Ubersicht A10.1: Komponenten fiir das Acrylamidgel

Laufpuffer, pH 8,3: 3,1 g/L Tris ultrapure (AppliChem), 1 g/L SDS (Merck) und
14,4 g/L Glycin (AppliChem) in einem Liter destilliertem Wasser.

Towbin-Puffer/Blotpuffer, pH 8,3:  Tris ultrapure (25 mmol/L), Glycin (152
mmol/L) und Methanol (20 Prozent) (Sigma-Aldrich) in destilliertem Wasser

(Angaben als Endkonzentration).

TBS (,Tris buffered saline®), pH 7,6: 24,2 g/L Tris, 80 g/L NaCl und 38 mL 1

mol/L HCI in einem Liter destilliertem Wasser. Vor Verwendung 1:10 verdinnt.

Polyacrylamid-Gel 12 Prozent: Fur zwei Gele wurde ein Endvolumen von 10
mL benotigt. Dies setzte sich aus 3,3 mL destilliertem Wasser, 4 mL 30 Prozent
Acrylamid (Roth, Karlsruhe), 2,5 mL 1,5 mol/L Tris ultrapure (pH 8,8), 0,1 mL 10
Prozent SDS, 0,1 mL 10 Prozent Ammoniumpersulfat (Roth) und 4 uL TEMED

(Roth) zusammen.

Sammelgel 7,5 Prozent: Fur zwei Gele wurden ca. 4 mL bengétigt. Dies setzte
sich zusammen aus 2,12 mL destilliertem Wasser, 1 mL 30 Prozent Acrylamid,
0,75 mL 0,5 mollL Tris (pH 6,8), 40 pL 10 Prozent SDS, 40 puL
Ammoniumpersulfat und 4 uL TEMED.

Reduction Mix: 132 mmol/L Tris-HCI, pH 6,8, 4,2 Prozent SDS, 10 Prozent 3-

Mercaptoethanol, 21 Prozent Gycerol und 0,01 Prozent Bromphenolblau

(Angaben als Endkonzentration).
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