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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild der Sepsis

Die Sepsis ist eine systemische Antwort auf ein entziindliches Geschehen. Sie gilt als klinisch
definiert wenn mindestens zwei der folgenden vier Punkte erfiillt sind und zusétzlich eine
Bakteridimie besteht:

- Hyperthermie bzw. Hypotermie

- Tachykardie

- Tachypnoe bzw. Hypokapnie (pCO; < 32 mm Hg)

- Leukozytose, Leukozytopenie
Vom Krankheitsbild der schweren Sepsis spricht man, wenn mindestens das Versagen eines
Organs hinzukommt, tritt zusétzlich eine auf Volumengabe nicht ansprechende Hypotension
auf, handelt es sich um einen septischen Schock.
Bei allen Formen treten mehr oder minder Symptome wie disseminierte intravasale
Gerinnung (DIC), Trombozytopenie, Vasodilatation und andere metabolische Storungen auf,
letztendlich fiihrt die Krankheit hdufig iber multiples Organversagen und Schock zum Tod.
Auch heute, unter Einbezug neuster Therapieformen wie der Gabe von aktiviertem Protein C
(Drotrecogin Alpha, Xigris®) oder der EGDT (Early Goal-Directed Resuscitation Therapy)
und klassischer Methoden wie chirurgischer Focussanierung und Antibiotikagabe kann die
Mortalitdt bei der Sepsis auf Intensivstationen kaum unter 30% gesenkt werden, einige
Patientengruppen weisen jedoch weitaus hohere Sterberaten auf (Rivers, McIntyre et al.
2005).
Im Rahmen der Therapiefindung stellt sich auch heute noch die Frage nach dem
vollstdndigen Wissen um die Pathophysiologie der Sepsis. So vermutete man anfangs, es
handele sich hierbei einzig um eine massive, systemische Hyperinflammation, primér
induziert durch Erreger-assoziierte Bestandteile wie Lipopolysacchrid (LPS), Cytosin-
Phosphat-Guanin- Motive bakterieller DNA (CpG) und andere. Diese wiirden bei
Makrophagen und Dentritischen Zellen (DCs) die Ausschiittung proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-a, IL-1 oder IL-6 induzieren (Thijs and Hack 1995) (van Deventer, Buller
et al. 1990) was sich letztendlich in einer massiven, systemischen Entziindungsreaktion
wiederspiegeln wiirde. Diese massive, unkontrollierte Entziindung induziert dann
Organschédden und fiihrt letztendlich zum Tod. Die Hyperinflammation ist in der Tat ein

wichtiger Bestandteil der Sepsis. Antiinflammatorische Therapieansidtze waren jedoch bis
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heute wenig effektiv, so wird beispielsweise in einer Metaanalyse von Reinhart et al. ein
maximaler Uberlebensvorteil von 3-6% bei Gabe von antiinflammatorischen TNF-a-
Antikorpern angegeben (Reinhart and Karzai 2001). Ndhere Analysen ergaben eine weitere,
wichtige Komponente der septischen Reaktion. Als Reaktion auf die Inflammation — SIRS
(systemic inflammatory response syndrome) erfolgt eine starke Aktivierung
antiinflammatorischer, immunsupressiver Prozesse - CARS (compensatory anti-
inflammatory response syndrome). Diese bergen ebenfalls ein groles Gefahrenpotential fiir
den Sepsispatienten. Die Immunschwiche vermindert die Fahigkeit zur Erregerabwehr, kann
sich zu einer fulminanten Immunschwiche ausweiten und im spéteren Verlauf zum Tode des

Patienten wegen fehlender Wirtsabwehr fiihren.(Kox, Volk et al. 2000) (Abb. 1).

wss=®™  Frilher Tod durch
Hyperinflammation Hyperinflammation

SIRS

Uberleben
\e/Ge;ndes Immungeschehen

CARS ==~ _

~

Hypoinflammation \

[Zeit] Spater Tod durch
Hypoinflammation

Abb. 1 Pathogenese der Sepsis (Modifiziert nach Kox et al. 2000)

SIRS = systemic inflamatory response syndrome
Friihes Versterben des Patienten am septischen Schock durch hyperinflammatorisches Geschehen.

CARS = compensatory anti-inflammatory response syndrome

Spates Versterben duch Immunsuppression im Verlauf der Spepsis.
Diese Immunsupression wird unter anderem durch die Supression von Leukozyten mit
Zytokinen erreicht, als Antwort auf diesen Reiz exprimieren die Leukozyten
antiinflammatorische Zytokine wie IL-10, IL13 und TGF- (transforming groth factor beta).
Dies hat eine Hemmung der Produktion proinflammatorischer Zytokine bei Monozyten,
Makrophagen und Endothelzellen zur Folge (van der Poll 2001) was sich in einer reduzierten
Erregerabwehr des Patienten widerspiegelt.
Das im Rahmen des CARS auftretende Bild der monozytiren Dysfunktion als Ursache fiir
eine gesteigerte Mortalitiit bei der postoperativen Sepsis setzt sich auch in der Expression von
MHC (Major Histocompatibility Complex) Klasse II Molekiilen fort. Patienten mit

verminderter monzytirer MHC II Produktion und somit verminderter Antigenprisentation
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zeigten einen Trend fiir ein schlechteres Outcome in der Sepsis (Heidecke, Weighardt et al.
2000).

Beziiglich der Frage, ob man das Outcome der Sepsis-Patienten vor einer Operation
prognostizieren konnte, zeigten Studien von Weighardt et al., dass die Fihigkeit der
Monozyten septischer Patienten, IL-12, IL-10, und IL-1p zu produzieren, eine wichtige Rolle
fir deren Uberleben darstellt. So konnte fiir Patienten mit einer schon im Voraus
verminderten monozytdren Interleukinproduktion eine hohere Mortalitit durch postoperative
Sepsis als bei Patienten mit reguldrer Monozyten-Funktion registriert werden (Weighardt,
Heidecke et al. 2000).

Mann kann davon ausgehen, dass es im Verlauf der Sepsis zu einer sensiblen Verzahnung pro
und antiinflammatorischer Prozesse kommen muss, deren Ausmall und zeitliche Abfolge
mafgeblich fiir den Ausgang der Krankheit sind. Neben einer separaten Hyper- bzw.
Hypoinflammation gibt es auch das Antagonistische Reaktionssyndroms (Mixed
Antagonistic Response Syndrome = MARS), einen Zustand, in dem sich kurze pro- als auch
antiinflammatorische Phasen abwechseln (Kox, Volk et al. 2000; Muller-Werdan 2003).
Ebenfalls von groer Bedeutung ist das Gerinnungssystem, welches durch die Ausschiittung
von proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o und IL-1 iiber TF (tissue factor) aktiviert
wird (Aird 2001). Im Verlauf massiver systemischer Entziindungen werden disseminierte
intravasale Gerinnungsreaktionen (DIC — disseminated intravascular Coagulation) ausgelost
und fithren {iber den Verschluss der Gewebskapillaren zu hypoxie-bedingten
Gewebsnekrosen bis hin zu irreversiblen Organschédden (Thijs, de Boer et al. 1993).

Die Sepsis stellt also ein ,,auler Kontrolle geraten* der normalerweise vorherrschenden
Regulationskapazitit zwischen Entziindung und Entziindungshemmung (,,host defense
failure*) dar.

So wird iiber die massive Aktivierung von NF-kB (nuclear factor-kappa B) in Makrophagen
und Monozyten (Bohrer, Qiu et al. 1997) eine Reihe proinflammatorischer Mediatoren, wie
TNF-a (Beutler, Milsark et al. 1985; Echtenacher, Falk et al. 1990), IL1-B (Ohlsson, Bjork et
al. 1990), IL-6, MIF (,,macrophage migration inhibiory factor*‘) (Calandra, Echtenacher et al.
2000) und HMGB; (,,high mobility group box proteinl*) (Wang, Yang et al. 2001) sowie
eine Reihe von Adhédsionsmolekiilen und Sauerstoffradikalen produziert. Auch das
Gerinnungssystem wird iiber Wechselwirkungen mit der Entziindungskaskade angeregt. Dies
alles endet in einer iiberschieBenden Immun- und Gerinnungsaktivierung. Mit
fortschreitendem Verlauf der Sepsis versucht der Korper iiber antiinflammatorische Prozesse

gegen zu regulieren, woraus eine Immunsuppression mit unzureichender Infektabwehr,
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Gewebeschiddigung, MOF (,,multi organ failure*) und letztendlich dem Tod des Patienten
resultiert. (Hérner, Bouchon et al. 2004)

Bei etwa 60.000 Todesfillen allein durch das Krankheitsbild Sepsis in Deutschland (Marx,
Schuerholz et al. 2005), sollte die Aufkliarung der Pathophysiologie weiterhin als wichtiges

Ziel gesehen werden, um dann gezielter in das Komplexe System eingreifen zu konnen.

1.2 Tiermodelle der Sepsis

Im Rahmen pathophysiologischer Untersuchungen zum Thema Sepsis galt es, ein moglichst
aussagekriftiges Mausmodell fiir das Krankheitsbild zu finden. Sicherlich die einfachste
Moglichkeit, ein sepsisdhnliches Krankheitsbild zu erzeugen ist die intraperitoneale Injektion
von Lipopolysaccharid (LPS), Membranbestandteilen von Bakterien oder ganzen Bakterien.
Der durch LPS bzw. Bakterien ausgeloste Schock simuliert jedoch nur Teile einer
ausgepriagten Sepsis, da zum Beispiel ein andauernder septischer Focus fehlt (Bone 1991;
Beutler and Rietschel 2003). Auf dieser Basis erarbeitete Therapieprinzipien sind bei der
Ubertragung auf Patienten daher eventuell wenig effektiv (Maier, Traeger et al. 2004).

Um wirkungsvollere Therapien entwickeln zu konnen, wurden komplexere Tiermodelle zur
Simulation einer fulminanten Sepsis entwickelt. Wichtig war hier die Moglichkeit, einen
bestindigen Fokus zu erzeugen. Das Model der Cecal Ligation and Puncture (CLP) besteht
aus einer unter Andsthesie durchgefiihrten Laparotomie bei der das Zokum 15mm proximal
der Ileozokalklappe mit einem chirurgischen Faden ligiert und anschlieend mit einer Nadel
perforiert wird. Der Focus entsteht hier durch Auspressen von Darminhalt durch die
Perforation.

Besonderer Aspekt dieses Modells ist sicherlich ein Wiederverschluss des Darmdefekts durch
Aszitesbildung (Maier, Traeger et al. 2004).

Um dieses Problem zu 16sen und einen dauerhaften Focus zu erzeugen wurde das Modell der
Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP) entwickelt (Zantl, Uebe et al. 1998) Im
Unterschied zur CLP wird hier in 10mm Entfernung von der Ileozokalklappe ein diinner
Stent in die Darmwand eingebracht. Dieser sorgt fiir einen stindigen Austritt von Darminhalt
in die Bauchhohle, so wie es auch bei Patienten mit z.B. perforierten Hohlorganen zu
erwarten wiare. In einer vergleichenden Arbeit wurde gezeigt, dass das Modell der CLP eher
dem Krankheitsbild eines intraabdominellen Abszesses entspricht, hingegen die CASP der
diffusen Peritonitits tatsdchlich recht nahe kommt. (Maier, Traeger et al. 2004)
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Ein weiterer Vorteil der CASP, neben dem bestehenden septischen Focus, ist die Moglichkeit
den Stent operativ wieder entfernen zu konnen. Dies simuliert die chirurgische
Focussanierung, was auch heute noch einen wichtigen Bestandteil der Sepsistherapie
darstellt.

1.3 Die Rolle des angeborenen Immunsystems in der Sepsis

Das angeborene Immunsystem ist ein Mechanismus, der in kurzer Zeit ohne Anpassung auf
nahezu jedes Pathogen mit der Auslosung einer Immunantwort reagieren kann. Zusétzlich
gibt es auch Induktionsmoglichkeiten fiir die Aktivierung der adaptiven Immunantwort.

Im Normalfall leistet das angeborene Immunsystem einen Grossteil der korpereigenen
Abwehrarbeit gegen Pathogene unterschiedlichster Art. Phylogenetisch einfache Organismen
wie zum Beispiel Insekten besitzen nur das angeborene Immunsystem, das erworbene
Immunsystem der Wirbeltiere ist hingegen eine spitere Entwicklung der Evolution. Somit ist
es nicht verwunderlich, dass auch beim Menschen bis zu 99% der Infektionen iiber das
angeborene Immunsystem beherrscht werden konnen (Horner, Bouchon et al. 2004).
Makrophagen, Monozyten, Granulozyten und Natiirliche Killer- (NK-) Zellen stellen die
wichtigsten Zellen des angeborenen Immunsystems dar. Uber sog. ,pattern recognition
receptors® (PRRs) konnen unterschiedliche, fiir Pathogene spezifische ,,pathogen associated
molecular patterns* (PAMPs) erkannt werden.

Komponenten dieser Erkennungsmechanismen sind humorale Komponenten wie C-reaktives
Protein, Mannose-Bindungsprotein, LPS-Bindungsprotein und Komplement sowie zellulidre
Proteine wie Mannose-, Scavenger-, LPS- und Komplement-Rezeptoren. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dal Rezeptoren mit Homologie zum Drosophila Toll Protein (Toll-
like Receptors, TLR) (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1997) eine wichtige Rolle bei der
Erkennung mikrobieller Strukturen und der dadurch ausgelosten Zellaktivierung spielen. Im
Gegensatz zu den oben genannten Strukturen koénnen diese Signale weiterleiten und
komplexere Immungeschehen auslosen. Beim Menschen sind heute 11 verschiedene TLR-
Rezeptoren bekannt (Akira and Takeda 2004), die verschiedene bakterielle oder virale

Strukturkomponenten erkennen kénnen (Tab.1).
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Tab.1 Toll-Like Rezeptoren und ihre Liganden

Rezeptor
TLR1

TLR2

TLR3
TLR4

TLR5
TLR6

TLR7

TLR8

TLR9
TLR10
TLR11

Ligand

Triacyl Lipopeptide

Losliche Faktoren
Lopoproteine/Lipopeptide
Peptidoglycane
Lipoteichonsduren
Lipoarabinomannane
Phenol-l6sliches Modulin
Glycoinositolphospholipide
Glycolipide

Porine

Atypische Lipopolysaccharide
Atypische Lipopolysaccharide
Zymosan

Hitzeschockprotein 70”
Doppelstringige DNA
Lipopolysaccharide

Taxol

Fusionsproteine

.Envelope‘ Proteine
Hitzeschockprotein 60
Hitzeschockprotein 70*

Typ III repeat extra Domaine A von Fibronektin
Oligosaccharide von Hyaluronsduren
Polysaccharidfragmente von Heparinsulfat
Fibrinogen

Flagellin

Diacyl Lipopeptide
Lipoteichonsduren

Zymosan

Imidazoquinoline

Loxoribine

Bropirimine

Einzelstrang RNA
Imidazoquinole

Einzelstrang RNA

CpG DNA

Unbekannt

Unbekannt

Herkunft der Liganden
Bakterien und Mycobakterien
Neisseria meningitidis
Diverse Pathogene
Gram-positive Baktererien
Gram-positive Baktererien
Mycobakterien
Staphylokokkus epidermidis
Trypanosoma cruzi
Treponema maltophilum
Neisserien

Leptospira interrogans
Porphyromonas gingivalis
Pilze

Wirt

Viren

Gram-negative Bakterien
Pflazen

Respiratory syncytial virus
Mouse mammary-tumor virus
Chlamydia pneumoniae
Wirt

Wirt

Wirt

Wirt

Wirt

Bakterien

Mycoplasmen
Gram-positive Bakterien
Pilze

Synthetische Verbindung
Synthetische Verbindung
Synthetische Verbindung
Viren

Synthetische Verbindung
Viren

Bakterien u. Viren
Unbekannt

Uropathogene Bakterien

modifiziert nach Akira et al. 2004

Nach Bindung des spezifischen PAMP-Liganden an den TLR erfolgt mittels intrazelluldrem

Signaling die Rekrutierung von MyD88. Dies fiihrt zur Aktivierung von NF«kB iiber die

Rekrutierung von IRAK-Kinasen und TRAF6. Ein zweiter Signalweg fiihrt von der
Rekrutierung von TRIF entweder iiber TRAF6 ebenfalls zu NFkB oder iiber IRF3 zur
Bildung von IFN-B. Der MyD88 Signalweg erfolgt bei allen TLRs auBler TLR3, der TRIF-

Signalweg nur bei TLR4 und TLR3 (siehe Abb. 2).
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Abb. 2 Wesentliche Beziehungen zwischen TLRs, Adapter-Proteinen, sowie verkniipfte Kinasen und deren
Signaling Effekte (Beutler 2004).

Die durch TLRs aktivierten, proinflammatorischen sowie regulatorischen Gene kodieren fiir
zahlreiche Zytokine, Chemokine und antimikrobielle Peptide. Fiir die Aktivierung und
Reifung dendritischer Zellen sind die Rezeptoren der Toll-Like Familie ebenfalls von grof3er
Bedeutung. Die DC-Reifung #duflert sich unter anderem in der Hochregulation von
kostimulatorischer Aktivitit und MHC II Molekiilen was somit ein wichtiges Bindeglied zur
T-Zell-Aktivierung und somit dem adaptiven Immunsystem darstellt (Schnare, Barton et al.
2001).

Zusammenfassend fiihrt die Aktivierung der TLRs zu Phagozytose, Ausschiittung von
Zytokinen und antimikrobiellen Peptiden sowie zur Aktivierung des Komplement Systems
und der Gerinnungskaskade. Zudem findet iiber die Antigen priasentierenden MHC Molekiile

eine Aktivierung des erworbenen Immunsystems statt.

1.4 Die Rolle der B-Lymphozyten in der Sepsis

B- und T-Lymphozyten sind Bestandteil des adaptiven Immunsystems. Das adaptive

Immunsystem ist ein antigenspezifischer Abwehrmechanismus und vermittelt das
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immunologische Gedichtnis. Um spezifische Pathogene addquat beseitigen zu konnen,
benotigt es eine Vorlaufzeit von einigen Tagen.

B-Zellen haben ihren Ursprung im Knochenmark, fiir deren Reifung ist die Umgebung der
Stromazellen des Knochenmarks notwendig. Der Name B-Zelle leitet sich von der Bursa
fabricius ab, einem in Vogeln vorkommendem Thymus-artigen Organ der B-Zell-
Reifung(Ollila and Vihinen 2005). So entwickelt sich hier aus lymphatischen Stammzellen
erst die frithe Pro-B-Zelle, anschlieBend die spite Pro-B-Zelle, die Pri-B-Zelle und mit
zunehmender Reifung wandern die unreifen B-Zellen dann in die peripheren lymphatischen
Organe wie Milz und Lymphknoten ab. Dort entwickelten sie sich zu reifen B-Zellen.
Wiihrend dieses Reifungsprozesses kommt es zu einer Reihe wichtiger Modifikationen. Zu
nennen wire hier die Entwicklung der Antikorpervielfalt. Im Normalfall besitzt der Mensch
ein Antikorperrepertoire von bis zu 10'' unterschiedlichen Antikérpern, die von einer
gleichen Zahl reifer B-Zellen produziert werden miissen (Janeway, Travers et al. 2001).
Lange war es nicht zu erkldren, wie aus einer relativ geringen Anzahl menschlicher Gene
eine so grofle Vielfalt unterschiedlicher Antikorper kodiert werden kann. Heute kann dies
iber eine Reihe geschickter Rekombinationsprozesse erklirt werden.

Nach der Theorie der somatischen Diversifikation wird eine begrenzte Zahl vererbter
Gensequenzen, die fiir die Immunglobuline kodieren, Verdnderungen und Neuanordnungen

unterzogen.

- I So werden die fiir die variable Region (V-Region, V-

I 1 | I
Voo HER R&55 b

RAGRAGY
hinding
RAGT R

Domine) der Antikorper kodierenden Gensequenzen in

einem V(D)J-Rekombination genannten Prozess

|:|[:D| Pg-_ umgelagert und neu verkniipft. Zustdndig hierfiir ist
i l“% hauptsichlich ein Enzymkomplex, der durch die Gene
E *— RAG-1 und RAG-2 (RAG =
l&‘jmm"go{ rekombinationsaktivierende Gene) kodiert wird (Abb.
broken strands
3).
e —

W M}

Abb. 3: V(D)J-Rekombination (mod. Defekte in diesen Genen verhindert die Ausbildung reifer,

nach G. M. Cooper 2000).

Das kodierende Segment des
Immunglobulin- und T-Zell-Rezeptor .
gens (hier V und D Segment) sind von verwandte Reifung der TCRs (T-Zell Rezeptoren)
kurzen ,,Rekombinanten Signal

Sequenzen® (RSS) flankiert. Diese sind ebenfalls von RAG abhingig ist werden im Falle einer
am 5° und am 3’Ende umgekehrt

angeordnet.  Das ~ RSS  wird  von Fehlfunktion ebenfalls keine Reifen T-Zellen gebildet. Je
lymphozytenspezifischen, rekombinanten
Proteinen RAG1 und RAG2 erkannt, die
DNA an dieser Stelle zerschnitten. Die
Schnittstellen werden dann zu einem neu
arrangierten Gensegment zusamengefiigt.

Antikorper produzierender B-Zellen. Da die sehr

nach Ausprigung des Defekts kommt es zum
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Krankheitsbild des Omenn Syndrom oder zu einer fulminanten Immundefizienz — SCID
(,,severe combined immune deficiency*) (Notarangelo, Villa et al. 1999).

Insgesamt vier Mechanismen sind fiir die Entstehung der Antikorpervielfalt notig, drei davon
betreffen die B-Vorlduferzellen in den zentralen, lymphatischen Organen, der vierte findet in
Form von somatischen Hypermutationen ausschlielich in reifen B-Zellen in der Peripherie
statt. Durch Punktmutationen in den V-Dominen werden bei letzterer strukturell verdnderte
B-Zell Rezeptoren auf der dulleren Zellmembran exprimiert. In manchen Fillen fiihrt dies zu
einer Steigerung der Affinitit der B-Zell-Rezeptoren einer Zelle zum Antigen, sie wird
selektiert und reift zur antikorpersezernierenden Zelle aus. Ohne die somatische
Hypermutation wére zwar eine immens grofle Diversitidt an Antikorpern gegeben, die hohe
Affinitédt der Antikorper wird jedoch erst mit diesem Mechanismus erreicht.

Nach klassischer Ansicht wird das adaptive Immunsystem erst Tage nach dem Eindringen
eines Pathogens in den Korper aktiv. Die komplexen Anpassungs- und Aktivierungs-
Vorginge verhindern ein schnelles Eingreifen.

In den letzten Jahren hat sich jedoch gezeigt, dass die Rolle der Lymphozyten in der frithen
Phase der Sepsis durchaus nicht zu vernachléssigen ist. Arbeiten von Hotchkiss et al. zum
Apoptoseverhalten der Lymphozyten in der Sepsis brachten entscheidende Erkenntnisse.

Es konnte gezeigt werden, dass B-/ und T-Zellen wihrend der Sepsis schnell apoptotisch
werden. Bei der Induktion der Apoptose werden Caspasen (Cystein-Aspartyl-Proteasen)
aktiviert, die mittels Proteolyse wichtige Strukturproteine der Zellen abbauen und somit zu
deren Zerfall fithren. Verhindert man den programmierten Zelltod der Lymphozyten durch
Gabe von Caspaseinhibitoren (hier Caspase-3 Inhibitoren) bzw. setzt man transgene Miuse
die das antiapoptotische Proteins bcl-2 iiberexprimieren ein, zeigen die behandelten Tiere ein
signifikant besseres Uberleben in Sepsis-Experimenten als die unbehandelten Kontrollen.
Weitere Analysen zeigen vor allem eine deutliche Reduktion der Bakterienbelastung im Blut
der behandelten Miuse, einen fiir den Ausgang der Sepsis entscheidenden Parameter. Da die
Ergebnisse in der frithen Phase der Sepsis und somit vor dem Einsetzen der klassischen
Funktionen der Lymphozyten (Antikorperbildung etc.) registriert werden konnten machen die
Autoren vor allem Interaktionsmechanismen zwischen den Lymphozyten und den Zellen der
angeborenen Immunantwort verantwortlich (Hotchkiss, Chang et al. 2000).

Wie wichtig B- und T-Zellen fiir die Erregerabwehr sind, verdeutlicht auch die extreme
Infektanfilligkeit bei Patienten mit z.B. AIDS (acquired immune deficiency syndrome)
(Rosen and Narasimhan 2006), Omenn Syndrom (RAG defekt) bzw. SCID (Cristina
Sobacchi 2006).
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1.5 Vorarbeiten zu dieser Arbeit

1.5.1 Rolle der B-Zelle in der Frithphase von Entziindungsgeschehen

Ausgehend von diesen Befunden sowie unseren Vorarbeiten galt es, die neuen Aspekte zur
Roll der B- und T-Lymphozyten in der Sepsis genauer zu untersuchen.

Zur Durchfiihrung einer Reihe von Sepsis-Uberlebens-Experimenten unserer Arbeitsgruppe
mit RAG1-defizienten Miusen, wurden diese im CASP Modell untersucht.

Dabei zeigte sich eine signifikant hohere Empfindlichkeit der RAG1” Knockouts zu Tieren
aus der WT Kontrollgruppe. Wihrend in der Kontrollgruppe immerhin 60% der Miuse bis

100+
-m- RAG1-/- [n=5]
—~— WT [n=5]
'E' 75+
o
- L
g :
g 504 --:
g i'l
D 25+ '
Bececccccccccccccccna- -
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Abb. 4: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier - RAG1™ vs. WT im CASP-Modell.
Nach CASP-Operation versterben binnen 30h iber 75% der RAG1” Mause und 40% der Kontrolltiere.

zum Ende des Experiments nach 96h iiberlebten, starben alle Tiere aus der RAGI1™ Gruppe
binnen 30h (Abb.4).
Im Rahmen weiterer Analysen entschieden wir uns zu einer genaueren Betrachtung der

Immunpathologie B-Zellen in der Sepsis.

1.5.2 Ziel der Arbeit

Auch heute noch stellt das Management der Sepsis den behandelnden Arzt vor grof3e
Probleme. Selbst mit neusten Therapieansitzen konnte die Letalitdt nicht unter 30% gesenkt
werden (Rivers, McIntyre et al. 2005), so dass das Verstdndnis der Immunpathophysiologie
der Sepsis weiterhin ein wichtiges Ziel bleibt.

Die oben beschriebenen Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe dienten als Grundlage fiir das

Thema der Arbeit. So sollte die Funktion der B-Lymphozyten in der friihen Phase der
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peritonealen Sepsis am Mausmodell genauer untersucht werden. Auch die Klirung der
Funktion einzelner Subpopulationen der B-Zellen sollte in die Arbeit einflieBen.

Hierfiir sollten zunidchst die regulidren Funktionen der Milzzellen mittels FACS analysiert
werden. Die Aktivierung der Zellen sollte teils ex vivo per LPS, teils in vivo per
intraperitoneal induziertem LPS-Schock bzw. CASP-OP erfolgen.

Um auch genauere Einblicke in die Zytokinproduktion der aktivierten Zellen auf RNA
(Ribonukleinsdure) - sowie Protein-Ebene zu erhalten sollte diese mittels PCR
(Polymerasekettenreaktion) bzw. quantitativer PCR und ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ermittelt werden.

In einem zweiten Schritt sollten die durch die Arbeitsgruppe bereits aufgedeckten
Differenzen zwischen RAGI-defizienten Méusen ohne reife B-/T-Zellen und den WT-
Miusen mit gesunder Immunitit nach einer CASP-OP genauer erortert werden. Dabei
gestalteten sich die Experimente hierbei analog zu Schrittl.

In einer dritten Phase galt es die RAG1” Miuse vor CASP Uberlebensexperimenten mit
aufgereinigten B-Zellen aus WT Miusen zu rekonstituieren. Es galt zu herauszufinden, ob
die Unterschiede zwischen den RAG1” und den WT Miusen wie vermutet, hauptsichlich
durch die B-Zellen in der Frithphase der Immunantwort zu erkldren sind. Jedoch sollte nicht
allein die Auswirkung der B-Zellen auf das Uberleben der Tiere sondern auch deren
Auswirkungen auf die Zytokinproduktion in den einzelnen Organen dargestellt werden.
Hierfiir sollten erneut CASP-OPs an RAG1™" sowie WT Miusen durchgefiihrt werden. Die
ex vivo Untersuchungen sollten nach 12h erfolgen. Dieser Zeitpunkt wurde gewdhlt, da in

vorherigen Arbeiten gezeigt wurde, dass die Sepsis hier voll ausgeprigt ist.
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2. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen und Gerite
aufgefiihrt. Dazu gehoren Puffer und Stammldsungen, Zelllinien, Antikorper und Tiere.

Weiterhin werden Methoden fiir die Durchfiihrung der Experimente beschrieben.

2.1 Bezugsquellennachweis

Chemikalien, die fiir die Durchfiihrung der Experimente von Bedeutung sind, werden im

Folgenden mit der entsprechenden Bezugsquelle aufgefiihrt.

Tab. 2 Chemikalien

BSA (bovines Serumalbumin) Sigma, Taufkirchen

DHR (Dihydrorhodamin) Sigma, Taufkirchen
Diethylether Roth, Karlsruhe

EDTA Roth, Karlsruhe
L-Glutamin Seromed, Biochrom, Berlin
HBSS Sigma, Taufirchen

Heparin Sigma, Taufkirchen

LPS Serotyp 0127:B8 Sigma, Taufkirchen
Phenol, Tris-gepuffert Roth, Karlsruhe
Trypanblau Sigma, Taufirchen

Alle hier nicht aufgefiihrten Substanzen wurden von den Firmen Sigma (Taufkirchen), Roth

(Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen.

Tab. 3 Filter, Filme, Gefife, Sonstiges

Auftrennsidule MACS, LS Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladb.
Sterilfilter 70pum, 100um, Nylon Becton Dickinson, USA
(Transwell-Filtersystem Costar, Beinheim
Serologische Pipetten Sarstedt, Niimbrecht
Nahtmaterial Ethilon 4/0 u. 7/0 Ethicon, Norderstedt/Glashiitte
Zellkulturgefafle, Plastik Greiner, Solingen

Nunclon, Dinemark
Becton Dickinson, USA
TPP, Peske, Aindling-Pichl
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Tab. 4 Reagenziensammlung (,,Kits*)
Enzym-linked-Immuno-Assay (ELISA)

Quantikine Kits (mouse):

IL-10, IL-12/IL-23 p40, JE/MCP-1, KC, TNF-a
RNeasy Mini Kit
MACS Microbeads (mouse):

CDI11b ,CDI1c, CD45R/B220, CD90/Thy1.2

R&D Systems, Wiesbaden

Qiagen, Hilden
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladb.

Tab. 5 Geriite

Computer

Eukaryontische Zellkultur - Brutschrank

ELISA- “Reader”
ELISA-“Wascher”

Fluoreszenz-Zellsorter

Sony VGN-FE41S, Sony, Deutschland

Acer Travelmate 4000, Acer, USA

Apple Macintosh G4/ G5, Apple, USA

Maxtdata, Maxdata, Germany
BB6220CU/CO,,Kendro Laboratory Products GmbH,
Miinchen

Mithras LB 940, Berthold Tech., Pforzheim

SLT, Tecan SLT, Labinstruments, Crailsheim
FACSCalibur, Becton Dickinson, USA

Kiihlzentrifuge Rotana 460 R, Hettich, Tuttlingen
Beckmann J2-21, Palo Alto, U.S.A.
Biofuge 28RS, Heraeus, Hanau
Megafuge 2.0 R, Heraeus, Hanau
Mikroskop ID 03, Zeiss, Deutschland
Axiolab, Zeiss, Deutschland
pH-Meter 761 Kalimatic, Knick
Reinstwasseranlage Millipore, Eschborn
Rotationsrad Renner, Darmstadt
Schiittler Innova 4230, Refridgerated Inkubator
New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA
Spannungsquellen Power Pack P25, Biometra, Gottingen
Sterilbank, Herasafe Kendro Laboratory Products GmbH,
Miinchen
Realtime PCR 7300 Real Time PCR System Applied Biosystems
Tischzentrifuge Eppendorf 5415 R
Videophotographie Gel Doc 1.000, Bio-Rad, Miinchen
Vortexer Minishaker MSI1, IKA Works Inc., USA
Waagen Satorius, Gottingen
Wasserbader Kottermann Labor Technik
Zellhomogenisator Ultra Turrax, Janke & Kunkel
Tab. 6 Tiere

Miuse des Inzuchstames C57BL/6
RAG1" Knockout Miuse C57BL/6
MyD88” Knockout Miuse C57BL/6

Harlan-Winkelmann, GmbH, Borchen
Eigenzucht (Heike Weighardt)
Eigenzucht (Heike Weighardt)
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2.2 Medien und Puffer

Alle hier aufgefiihrten Medien und Puffer wurden mit ddH,O oder aqua dest. angesetzt und

vor Gebrauch entweder steril filtriert oder autoklaviert.

2.2.1 Stammlosungen und Puffer
TAE (10x)-Puffer: Laufpuffer fiir Agarosegele
400 mM Tris/HCL pH 8,0
10 mM EDTA
20 ul Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml in H,O) pH 8,0

beads-Puffer: Puffer fiir MACS-Zelltrennung
500 ml PBS
+ 2,5 g BSA (0,5%)
+2 mM EDTA

2.2.2 Medien und Reagenzien fiir die Zellkultur
Medium fiir Primirzellen und Suspensionszellen

500 ml RPMI

+ 5.5 ml Penicillin /Streptomycin
+ 6 ml L-Glutamin

+ 50 ml FKS

Ammoniumchloridlysepuffer (10 x Stocksolution)
89.9 g NH,CL
10 g KHCO;
370 mg tetraNatrium EDTA

in 1000 ml aqua dest.l6sen

pH 7.3 (die Gebrauchslosung wird 1:10 mit aqua dest. verdiinnt)

Medium fiir adhirente Zellen

500 ml DMEM

+5.5 ml Penicillin /Streptomycin
+ 6 ml L-Glutamin
+ 50 ml FKS
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PBS/EDTA Losung

0.2% EDTA in PBS

Einfriermedium

90% FKS
10% DMSO

Trypanblauldsung

0.2 % in PBS

2.3 Zelllinien und Antikorper

Tab. 7 Zelllinien

Zelllinie
WEHI-231

RAW 264.7

Eigenschaften
Lymphoblasten — murines B-Zell Lymphom

murine adherente Monozyten

Referenz
Immunology 1980;39:57

Cell 1978;15:261-267

Tab. 8 Antikorper

Primdrantikorper
CD3

CDllc

CDl11b

CD 16/32

CD25
CD45R/B220

CD69

CD80 (B7-1)
CD86 (B7-2)
CD205
F4/80

GR-1

Isotypkontrolle
Isotypkontrolle

Sekunddrantikorper/
Seren/Proteine
Streptavidin

Streptavidin
Goat-a rat
Schafsserum

Rattenserum

Eigenschaften
Ratte, IgG2b/k gegen murines CD3 PE-Cy5-, APC-, FITC-

markiert

Hamster, IgG1,A gegen murines CD11c (Integrin ay) APC-,
PE-markiert

Ratte, IgG2b/k gegen murines Mac-1, CR3, APC-, FITC-
markiert

Ratte, IgG2b/k gegen murine FCyIII/II-Rezeptor

Ratte, IgGy, A gegen murines CD25, PE-, FITC-markiert
Ratte, IgG2b/k gegen murines CD45R/B220 PE-, PE-Cy5-,
APC-, FITC-markiert

Hamster, IgG1,\ gegen murines CD69, FITC-, PE-markiert
Hamster, IgG2/k gegen murines CD80 FITC-markiert
Ratte, IgG2b/k gegen murines CD86 FITC-markiert

Ratte, IgG2a, gegen murines CD205 FITC-markiert

Ratte, , gegen murines F4/80, FITC-markiert

Ratte, IgG2b/k gegen murines Ly-6G und Ly-6C, APC-
markiert

Ratte IgG2a/k

Ratte IgG2b/k

Eigenschaften

FITC-konjugiert gegen Ratte
PE-konjugiert gegen Ratte
FITC-konjugiert

Referenz
BD PharMingen, USA

BD PharMingen, USA

BD PharMingen, USA

BD PharMingen, USA

BD PharMingen, USA
BD PharMingen, USA

BD PharMingen, USA
BD PharMingen, USA
BD PharMingen, USA
BMA Biomedicals, CH
Serotec, U.K.

BD PharMingen, USA

BD PharMingen, USA
BD PharMingen, USA

Referenz

Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Sigma

Sigma
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2.4 Tierexperimentelle Methoden

2.4.1 Colon Ascendens Stent Peritonitis

Um bei einer C57BL/6 Maus eine Peritonitis zu induzieren wird ein Stent von definierter
GroBe durch die Wand des Colon ascendens gestochen. Es resultiert eine direkte Verbindung
zwischen Darmlumen und Peritonealhdhle. Das CASP Modell wurde von Zantl et al. 1999
detailliert beschrieben.

Vor Operationsbeginn wird der Kunststoffteil eines 16 G Venenverweilkatheters mittels
Skalpell in etwa 3mm Entfernung von der Offnungsseite, kreisformig so eingeschnitten, dass
nur eine kleine Verbindungsstelle stehen bleibt.

Unter Narkose wird das zuvor desinfizierte Abdomen durch einen lcm langen, mittigen
Schnitt in der Linea alba er6ffnet und das Colon ascendens aus der Bauchhohle herausgelegt.
Der priparierte Katheter wird durch die antimesenterische Wand in 10mm Entfernung von
der Ileozokalklappe, in das Lumen des Colon ascendens vorgeschoben und dort mit zwei
Stichen (7/0 Ethilon), fixiert. Danach wird die Kaniile aus dem Stent entfernt und an der
priparierten Kerbe durchtrennt. Mittels vorsichtiger Kompression der angrenzenden
Darmabschnitte wird ein kleiner Stuhltropfen durch den Stent gedriickt. Dies dient der
Kontrolle der Durchlissigkeit des Stents sowie als initiale Infektdosis.

Vor dem Verschluss der Bauchdecke werden zur Rehydrierung 0,5 ml sterile, physiologische
Kochsalzlosung in die Peritonealhdle injiziert, der Verschluss erfolgt im Bereich der
Muskulatur in fortlaufender Nahttechnik, die Haut wird mit Einzelknopfnihten verschlossen

(4/0 Ehtilon).

2.4.2 Intraperitoneale Injektion Lipopolysacharide (LPS)
Um bei Miusen einen LPS-Schock auszulésen wurden 8-10 Wochen alte C57BL/6 Méiuse
mit 300pg/300ul LPS Losung in PBS) in die Bauchhohle injiziert.

2.4.3 Rekonstitution von B-Lymphozyten

Fiir die Rekonstitution von B-Lymphozyten in B-Zell-defiziente RAG1™” Miuse, werden
etwa 1-2x10" B-Lymphozyten bendtigt. Als Ausgangsmaterial dienen hier C57Bl/6 Wildtyp
Miuse wobei pro Maus mit etwa 5-6 x10° B-Zellen gerechnet werden kann. Die B-Zell-
Isolation geschieht wie unter 2.5.4 beschrieben. Um eine etwaige Beeinflussung der
gewonnenen B-Zellen durch Microbeads in vivo zu vermeiden, werden die Zellen per

negativer Selektion gewonnen.



Material und Methoden 17

Die aufgereinigten Zellen werden nun zu Alliquots von 1-2 x 10’ Zellen in je 300ul PBS
aufgenommen und mit einer 0,3ml Insulinspritze (BD Micro-Fine+Demi) i.v. in eine
Schwanzvene appliziert. Kontrolltiere erhalten 300ul PBS. Die Operation fiir CASP -
Uberlebens- bzw. 12h CASP — Experimente erfolgte in der Regel nach 72h.

2.5 Gewinnung von ex vivo Zellen/ Organentnahmen

2.5.1 Blutentnahme /Serumgewinnung
Blut wurde unter Anisthesie nach Enukleation aus den intraorbitalen Arterien mittels BD

Microtainer SST (Serum) bzw. LH (Heparinisiertes Vollblut) entnommen.

2.5.2 Gewinnung und Verarbeitung der Peritonealfliissigkeit

12h nach CASP-OP wurde die Bauchwand paramedian bis auf das Peritoneum eroffnet. Mit
einer mit 10 ml PBS gefiillten Spritze (BD, 10ml Syringe) und Kaniile (Braun, Sterican, 18G)
wurde anschlieBend die Bauchhohle lavagiert. Fiir die Bakteriologie wurden 100ul
entnommen. Der Rest wurde in einem 15ml Falcon abzentrifugiert, der Uberstand fiir die
Zytokinbestimmung bei -80°C eingefroren. Das Zell-Pellet wurde in PBS resuspendiert und

zur FACS-Analyse bzw. Bestimmung des ,,oxidativ Burst* verwendet.

2.5.3 Organperfusion

Um fiir die Zytokinbestimmung der Organe mittels ELISA moglichst geringe
Verunreinigungen der Messwerte durch Zytokine aus dem Blut zu erhalten wurden die
Organe in Situ mit PBS perfundiert. Hierfiir wurde nach eroffnetem Abdomen und Thorax
die linke Herzkammer des geopferten Tieres mit einer feinen Kaniile punktiert und rasch mit

10 ml PBS gespiilt.

2.5.4 Milzentnahme und Herstellung einer Einzelzellsuspension

Die ggf. vorbehandelten Miduse wurden teils nach Narkose (Diethylether), teils durch
zervikale Dislokation getotet.

Die Milz wurde entnommen und unter der Sterilbank mit einem Spritzenkolben (3ml Spritze)
durch ein 100um Sieb (BD) in ein 50ml Falcon Rohrchen gerieben. Dabei wurde die
Zellsuspension mit insgesamt 10ml Ammoniumchloridlysepuffer (2.2.2) aus dem Sieb in das
Rohrchen gespiilt.

Nach 5min Inkubation wurde das Rohrchen fiir Smin, bei 1500 rpm, Raumtemperatur

zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, aufgeschlagen und mit PBS resuspendiert. Die
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Zelllosung wurde nun durch ein 70um Sieb (BD) in ein neues Falkon gefiltert, um
Verunreinigungen zu entfernen. Nach dem Ermitteln der Zellzahl der Probe wurde diese zur

weiteren Bearbeitung auf Eis gestellt.

2.5.5 Lungenentnahme und Herstellung einer Einzelzellsuspension

Nach erfolgter Perfusion der Organe wie in Kapitel (2.5.3) beschrieben wurde ein Teil der
Lunge entnommen und in einer Zellkulturschale mit zwei Skalpellen zerkleinert.
Collagenase-Losung (Sigma) wurde in einer Konzentration von 4000U/ml in PBS gelost. Je
100ul Collagenaselosung wurden mit der zerkleinertern Lunge fiir 10 min bei RT inkubiert
und anschlieBend in serumfreies Zellkulturmedium (2.2.2) mit weiteren 100ul Colagenase
versetzt. Nun erfolgte eine Inkubation fiir 45 min bei 37°C im Brutschrank.

Anschlieend wurde die Suspension per Pipette in ein 15ml Falcon iiberfiihrt, heftig
geschiittelt, abzentrifugiert und mit 1 ml PBS gewaschen. Die Suspension wurde nun durch
ein 100um Sieb (BD) in ein 50ml Falcon Rohrchenfiltriert, anschlieBend mit PBS gewaschen

und noch einmal durch ein 70pum Sieb (BD) in ein neues Falkon gefiltert.

2.6 Zellbiologische Methoden

2.6.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Zelllinien wurden in Brutschrinken bei 37°C, 7% CO, und wasserdampfgesittigter
Atmosphire kultiviert. Alle Arbeiten mit den Zellen erfolgten zur Vermeidung von
Kontaminationen an Sterilbdnken. Suspensionszellen wurden je nach Wachstum 3-4-mal pro
Woche in frischem Medium verdiinnt. Adhérente Zellen wurden spitestens beim Erreichen
der Konfluenz von den Petrischalen abgelost und auf neue Verteilt. Fiir die Langzeitlagerung
wurden die Zellen abzentrifugiert, in 10% DMSO in FKS aufgenommen und in
Einfrierrohrchen fiir 24h bei -80°C eingefroren. AnschlieBend folgte die Uberfiihrung in
einen Tank mit fliissigem Stickstoff.

Zellzahlbestimmungen erfolgten per Neubauer Zahlkammer.

2.6.2 In-vitro-Stimulation von Milzzellen
Um die Reaktion separater B-/T-Zellen auf die Stimulation mit LPS, CpG, P;Cys sowie
MALP-2 beobachten und per FACS bzw. PCR oder ELISA auswerten zu kénnen wurden

diese mit folgenden Konzentrationen fiir 6h in PBS stimuliert:
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Tab.9 In-vitro Stimulation Milzzellen

Stimulus ¢ [PCR] (5x10° Zellen in 2ml PBS) ¢ [ELISA] (5x10° Zellen/ 200ul PBS)
LPS 20ul /well (50ng/ml) 2ul /well (50ng/ml)

CpG 80ul /well (1 uM) 8ul /well (1uM)

PsCys - 2ul /well (50ug/ml)

MALP-2 - 2ul /well (10ng/ml)

Parallel erfolgte immer auch eine Kontrolle ohne Stimulans. Ansitze fiir ELISAs erfolgten in
Triplikaten, die Proben wurden abzentrifugiert, die Uberstinde direkt bei -20°C eingelagert.
Proben fiir PCR wurden ebenfalls abzentrifugiert, jedoch wurden hier die Uberstinde
verworfen und die Pellets mit 350ul RLT-Puffer (Qiagen, Hilden) sowie 10ul

Mercaptoethanol (Roth) versetzt und wie unter Kapitel (2.5.1) beschrieben weiterverarbeitet.

2.6.3 Bestimmung der Bakterienzahl in der Bauchhéhle

Die Peritonealfliissigkeit wurde wie in Kapitel (2.5.2) gewonnen. Die Fliissigkeit wurde
seriell in PBS verdiinnt (1/10, 1/100, 1/1000). Zur Bestimmung gram-negativer und gram-
positiver Bakterien pro peripheres Organ wurden Nahrboden (Blutagar) verwendet. Pro
Verdiinnungsstufe wurde 10ul auf Agarplatten ausplattiert und diese bei 37°C iiber Nacht
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterienkolonien gezdhlt und die

Bakterienzahlen pro Organ ermittelt.

2.6.4 FACS - Durchflusszytometrische Analyse von Antigenen auf der Zelloberfliche
Per FACS-Analyse lassen sich Zellen anhand GroBe, Granularitit und durch Fluoreszenz
gekoppelte Antikorper auch hinsichtlich bestimmter Oberflachenstrukturen charakterisieren.
Anhand der Intensitét der Fluoreszenz kann dann auf die Anzahl der an der Zelle gebundenen
Antikorper geschlossen werden, was wiederum Auskunft iiber die Anzahl der
Oberflachenantigene gibt. Somit kann beispielsweise der Aktivierungsgrad bestimmter
Leukozytenpopulationen bestimmt werden.

Pro Firbung wurden 2x10° bis 5x> Zellen in 100ul Firbepuffer (PBS) resuspendiert und in
96-V-Mikrotiterplatten mit Antikdrpern nach Herstellerangaben fiir 25min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in PBS resuspendiert. Die
Analyse erfolgte im BD FACSCalibur.

Bei Fiarbung mit unmarkierten Primérantikdrpern erfolgte noch eine zweite Firbung mit

Fluoreszenz markierten Sekundérantikorpern.
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2.6.5 Analyse von reaktiven Sauerstoffradikalen (''oxidative Burst'')

Die Produktion von reaktiven Sauerstoff-Metaboliten ist neben der Phagozytose ein
Effektormechanismus zur Abwehr von Bakterien. Diese Produktion kann in Einzelzellen
durch die Verwendung des Farbstoffs Dihydrorhodamin 123 (DHR) mittels FACS Analyse
nachgewiesen werden. Dihydrorhodamin ist zellpermeabel und fluoresziert nach der
Oxidation durch H,O; oder O, zu Rhodamin bei 540nm. Die Peritonealfliissigkeit wurde wie
unter (2.5.2) beschrieben gewonnen. 2x10° Zellen in 200ul PBS wurden mit 1ul Grl1-APC
Antikorper fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mit HBSS (Hank's Buffered
Salt Solution) gewaschen, in 900ul HBSS resuspendiert und mit 100ul Glukose versetzt. Die
Probe wurde aufgeteilt, ein Teil diente als Ansatz fiir den spontanen oxidativen Burst, ein
weiterer Ansatz wurde mit 0,75u1 DHR versetzt. Die Stimulation erfolgte 20min bei 37°C im
Dunkeln. Hiernach wurden sowohl die Kontrolle als auch die stimulierte Probe mit 1,25ul

Natriumazid versetzt und unmittelbar im FACS (BD FACSCalibur) analysiert.

2.6.6 MACS Zellisolation per magnetischer Microbeads

Um einzelne Leukozytenpopulationen analysieren bzw. rekonstituieren zu konnen, wandten
wir das Zellisolationsverfahren MACS (Miltenyi Biotec) an.

Hierbei handelt es sich um spezifische, an sehr kleine Magnetteilchen gekoppelte Antikorper,
die sich an bestimmte Antigene, z.B Oberflichenrezeptoren der Zellen anlagern. Wird das
inkubierte Zellgemisch nun auf eine stark magnetisierte Sdule gegeben lagern sich die
magnetisch markierten Zellen in der Sédule ab, nicht magnetische Zellen hingegen flielen
durch die Siule hindurch. Die Sdule kann nun aus dem Magnetfeld entfernt so dass auch die
magnetisierten Zellen ebenfalls aus der Sdule entfernt und aufgefangen werden kénnen.
Hierfiir wurden Zellen (1x10°1x10® Zellen isg.) in 3ml Beads-Puffer (2.2.1) resuspendiert
und mit MACS-beads fiir 25min bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert (10ul beads /1x10’
Zellen).

Nach zweimaligem Waschen mit Beads-Puffer wurde das Zellgemisch in 3ml Beads-Puffer
resuspendiert und auf die sich im Magnetfeld befindende Sidule aufgetragen, alle nicht
markierten Zellen passierten ungehindert die Séule und wurden als negativ selektionierte
Zellen aufgefangen.

Die positive Selektion wurde nach zweimaligem Durchspiilen der Sédule mit je 3ml beads-
Puffer nun mit dem im Kit beiliegenden Stempel in einen Auffangbehilter entleert.

Die Reinheit der selektionierten Zellen wurde per FACS-Analyse gepriift, wobei in der Regel

Ergebnisse von 90-95% Reinheit erzielt werden konnten.
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Fiir die Isolation von B-Lymphozyten wurde eine negative Selektion mit Thy1.2, CD11c und
CD11b beschichteten Microbeads verwendet.

Die Isolation der T-Lymphozyten erfolgte in negativer Selektion per B220, CD11lc und
CD11b beschichteten Microbeads.

Um sehr saubere Trennungen fiir die RNA-Gewinnung aus B-Lymphozyten zu erhalten
wurde an die negative Selektion per Thyl.2, CD11c, CDI11b noch eine positive Selektion
nach erneuter Inkubation mit B220 Microbeads angeschlossen. Fiir andere Anwendungen ist
dieses Verfahren wegen dem bei der Isolation beobachteten groBen Zellverlust jedoch

weniger geeignet.

2.6.7 CFSE (CarboxyFluoroscein Succinimidyl Ester) Markierung

Um eine Aussage iiber die Proliferation bestimmter Zellen unter verschiedenen in-vitro bzw.
in-vivo Situationen Auskunft gewinnen zu konnen, kann man die gewiinschten Zellen mit
einem intrazellliren Fluoreszenz-Farbstoff (CFSE, Invitrogen) markieren. Bei jeder
Zellteilung wird dieser auf von der Mutter auf die beiden Tochterzellen aufgeteilt, so dass
sich die per FACS analysierbare Fluoreszenz nach jeder Generation halbiert.

Hierfiir wurden vor allem B-Lymphozyten in Zellkulturmedium aufgenommen und mit je
Iug/ml CFSE (Invitrogen) versetzt. Die Fdrbung erfolgte fiir 15 Minuten bei 37°C im
Brutschrank, im Anschluss erfolgte ein zweifaches Waschen mit Zellkulturmedium.

Die nun markierten Zellen wurden nun beispielsweise wie in Kapitel (2.6.2) beschrieben
stimuliert und anschlieBend per FACS (BD) analysiert. Jenes Anfarbeverfahren wurde auch
zur Erfolgskontrolle bei den Rekonstitutionsversuchen angewandt, um die applizierten Zellen
in den Tieren sichtbar zu machen und auch hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens

analysieren zu konnen.

2.7 Proteinanalytische Methoden

2.7.1 Organverarbeitung fiir ELISA

Die zum Zweck der ELISA-Messung entnommenen Proben (2.5.3) werden zu je 100mg
abgewogen. Hinzu kommen 100ul eines Protease-Inhibitors (Roche Diagnostics, Mannheim)
der zuvor mit je 1ml PBS je Tablette zu einer zehnfach Losung angesetzt wurde. Die
Organprobe und der Protease-Inhibitor werden nun mit 900ul PBS versetzt und fiir kurze Zeit
mit dem Organshredder (Ultrathurax) piiriert, im Anschluss zur Beseitigung des anfallenden

Schaums gevortext.
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Hiernach werden die Proben in Reaktionsgefile umgefiillt und fiir ca. 1 Minute in Bad
flissigen Stickstoffs inkubiert. Aus der Kilte werden die Reaktionsgefdle unmittelbar in
siedendem Wasser aufgetaut.

Fir 20 Minuten erfolgt nun die Zentrifugation der Proben in einer
Tischzentrifuge(Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) bei 10.000 U/min und 4°C. Die Uberstinde
wurden abgenommen und bei -80°C bis zur Messung per ELISA gelagert.

2.7.2 Gesamt-Protein-Assay

Um das in den ELISAs gemessene Ergebnis auf die gesamt Proteinmenge der Proben
beziehen zu konnen muss diese nach der Methode nach Pierce bestimmt werden. Hierzu wird
Bovines-Serum-Albumin (BSA) zu einem Standard von 10mg/ml PBS eingestellt.

Es erfolgt eine Standardverdiinnung mit PBS, der erste Standard enthélt 10mg BSA /ml PBS,
der zweite Smg BSA/ mIPBS usw. Nun werden je Sul der Standards (Standardbestimmung
doppelt), der Leerproben und der Proben in einer 96 Well Platte vorgelegt und mit 250ul der
nach Herstellerangaben angefertigten = BCA-Reagens komplettiert. Nach 1 stiindiger
Inkubationszeit bei 37°C wird die optische Dichte bei 540nm bestimmt. Ausgewertet wird
mittels Mithras (Berthold Tech, Pforzheim) bei 550nm ohne Referenz Wellenlénge.

Das Ergebnis stellt den Gesamt-Proteingehalt in mg/ml dar.

2.8.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA

Die quantitative Bestimmung spezifischer Proteine erfolgte mittels ,,Sandwich“-ELISA.
Hierfiir wird eine mit fiir das gesuchte Antigen spezifischen Antikorpern gekoppelte 96 well
Platte mit Probe belegt und inkubiert. Das gesuchte Antigen wird von den Antikdrpern
gebunden und verbleibt auch nach Waschen der Platte an den Antikérpern gebunden. Nun
erfolgt die Inkubation der Platte mit einem weiteren, Enzym-gekoppelten Antikorper, dieser
muss ebenfalls spezifisch fiir das gesuchte Antigen sein jedoch an ein anderes Epitop binden.
Nach erneutem Auswaschen und einbringen eines farblosen Substrates wird dieses mit Hilfe
der gekoppelten Enzyme zu blauer Farbe umgesetzt, anschlieBend mit Schwefelsdure
angesduert und bei 405 nm bestimmt.

Hierzu wurden ausschlieBlich ELISA Quantikine Kits (Mouse, R&D Systems) verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgte strikt nach den Herstellerangaben.

Die Messung und Auswertung erfolgte per Mithras (Berthold Tech, Pforzheim). Die
Messwerte wurden mit den Daten aus den Protein-Assays verrechnet um die gesuchte

Proteinmenge pro gesamt Proteinmenge der Probe angeben zu konnen.
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3. Ergebnisse

3.1 Einleitung

Noch immer stellt das Krankheitsbild der schweren Sepsis auch in den Industrienationen ein
erhebliches Problem hinsichtlich der Behandlung dar. Aktuelle epidemiologische Studien
zum septischen Schock auf Intensivstationen zeigen zwar einen geringen Riickgang der
Mortalitdt (Annane, Aegerter et al. 2003) wirend der letzten Jahre, jedoch ist dies nicht auf
neuartige Therapieverfahren zuriickzufiihren. Die gesamt Sepsismortalitit in Krankenhdusern
in den USA lag laut einer Kohortenstudie mit 192980 Patienten bis zum Jahre 2001 noch bei
28% (Angus, Linde-Zwirble et al. 2001). Leider ist die Immunpathologie der Sepsis noch
immer nicht vollstindig verstanden. Um Patienten ein besseres Angebot an Diagnostik und
Therapie in der Sepsis ermdglichen zu konnen, gilt es die komplexen Interaktionen des
angeborenen und des adaptiven Immunsystems genauer zu erforschen. In diesem Rahmen
zeigten Versuche mit B- und T-Zell defizienten RAG1” Miusen iiberraschend
Uberlebensdefizite in einem Modell der akuten polymikrobiellen Sepsis, colon ascendens
stent peritonitis (CASP). So wurde in CASP-Experimenten beobachtet, dass immundefiziente
RAG1” Miuse binnen 30 Stunden verstarben, Wildtyp Kontrollen hingegen iiberleben das
CASP Modell in etwa 60% der Félle (Abb. 1.5). Im Weiteren erhérteten erniedrigte IL.-12
und IL-10 Spiegel den Verdacht, dass hier das Fehlen der reifen B-/ und T-Zellen bei den
RAG1” Miusen fiir eine frithe, noch unbekannte Funktion der B-/ und oder T-Zellen in der

Sepsis spricht.

3.2 Zellaktivierung in der CASP

Um die Rolle der B-/T-Lymphozyten in der Sepsis genauer charakterisieren zu konnen wurde
das Ausmal} der Zellaktivierung der Lymphozyten ex vivo nach CASP untersucht. Fiir den
Vergleich wurden als Negativkontrolle unbehandelte Miuse, als Positivkontrolle mit LPS i.p.
gespritzte WT-Miuse (2.4.2) eingesetzt. 18 Stunden nach Induktion der Sepsis wurden die
Mause geopfert, die Milzen entnommen und daraus eine Zellsuspension hergestellt (2.5.4).
Die Zellen wurden mit Antikorpern gegen fiir Zellaktivierung typische Oberflichenantigene
inkubiert und anschlieBend im FACS gemessen (2.6.4). Mit dieser Vorgehensweise sollte
anhand der fiir die einzelnen Leukozytenpopulationen spezifischen Aktivierungsmarker fiir

T-/ und B-Zellen aber auch fiir Makrophagen und DC der Grad der Zellaktivierung analysiert
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werden. Falls moglich, sollte nun anhand der gewonnenen Erkenntnisse das Augenmerk im
Wesentlichen auf die fiir die oben beschriebene Beobachtung verantwortliche Zellpopulation
gerichtet werden. Um eventuelle Unterschiede zwischen WT und RAG1™ Miusen ermitteln
zu  konnen, wurde der  Aktivierungsgrad  verschiedenster  Zellpopulationen

duchflusszytometrisch untersucht.

3.2.1 Analyse der Aktivierungsmaker CD69 und CD25 auf CD3 positiven T-Zellen

Zur Charakterisierung von T-Zellen wurde die CD3-Expression gemessen.

Das hier bestimmte Oberflichenmolekiil CD69 wird auch als AIM (activation inducer
molecule) bezeichnet und wird unter anderem auf T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-
Zellen sowie auf basophilen und neutrophilen Granulozyten exprimiert. Es ist in frithen
Abldaufen der Lymphozyten-, Monozyten- sowie Thrombozytenaktivierung beteiligt
(Castellanos, Munoz et al. 1997).

Wie in Abb.5 zu sehen war die MFI (MFI= mittlere Fluoreszenz Intensitit) fiir das friihe
Aktivierungsantigen CD69 auf CD3 positiven T-Zellen unbehandelter Méuse gering. Auch
die einer CASP unterzogenen Miuse zeigten eine geringe CD69 Expression auf den CD3
positiven T-Zellen, was auf ein geringes Mal} der Aktivierung hinweisen konnte. Es konnte
kein signifikanter Unterschied zu der Negativkontrolle gemessen werden. LPS behandelte
Mause hingegen zeigten signifikant mehr CD69 an ihrer Zelloberfldche. Dies spiegelt die im
FACS gemessene, sechsmal stiarkere MFI, der aus den LPS behandelten Miusen gewonnenen
Zellen im Gegensatz zu den unbehandelten Kontrollen bzw. CASP Tieren wieder.

@A) CD3/CD69 (B) CD3/CD25

70 359

T [ Unbehandelt WT
601 30 B CASP/ 18h WT
504

EZALPSip./18h WT
= 404

w
= 304

25

Abb.5: FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 18h nach Peritonitisinduktion auf
CD3*-T-Zellen

A: Geringe CD69 Expression der CD3+ Zellen von naiven und septischen Mausen.

(*p<0,05 LPS WT vs. naiv WT)

B: Signifikant weniger CD25 auf CD3 Zellen septischer Mause.

(*p<0,05 CASP WT vs. naiv WT)
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Ein weiterer wichtiger Aktivierungsmarker fiir T-Zellen stellt der IL-2R (CD25) dar (Theze,
Alzari et al. 1996), der zudem auf den regulatorischen T-Zellen (Treg) ausgeprigt ist.
Ligation des IL-2R fiihrt zur antigenunabhingigen Aktivierung der T-Zellen und zur T-Zell-
Proliferation.

CD3" Zellen unbehandelter Miuse besitzen eine ausgeprigte Expression von CD25 auf ihrer
Zelloberfldche. Bei CD3" Zellen der CASP-operierten Tieren ist hingegen eine signifikante
Reduktion der gemessenen Fluoreszenz im FACS zu registrieren, das Mal} der
Zellaktivierung der CD3" Zellen septischer Tiere ist hier reduziert und oder das Vorkommen
von Treg.

Im Vergleich dazu zeigt die Behandlung von Méusen mit LPS i.p. keine signifikante
Anderung der CD25 Expression auf den CD3 Zellen.

Diese Daten zeigen, dass T-Zellen im gemessenen Zeitraum nicht mit Hochregulation von

Aktivierungparametern auf die polymikrobielle Sepsis, wohl aber auf LPS reagieren.

3.2.2 Analyse der Aktivierungsmaker CD69, CD80 und CD86 auf B220 positiven B-
Zellen

Im Weiteren wurden B-Zellen untersucht, diese lassen sich durch B220 charakterisieren
(Abb.6).

B-Zellen unbehandelter Mause besitzen nur wenig CD69 auf ihrer Oberflache. Bei septischen
Tieren ldsst sich die Zahl der CD69 Rezeptoren signifikant auf das doppelte des
Ausgangswertes steigern. Eine Stimulation mit LPS fiihrt ebenso zu einer signifikanten CD69

Erhohung, hier jedoch auf das zehnfache des Ausgangswertes.

B220/CD69

(B) B220/CD80 (€) B220/CD86

25
unbehandelt WT
I CASP / 18h WT
PALPSip./18h WT

Abb.6: FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86 18h nach Peritonitisinduktion
auf B220*-B-Zellen naiver Tiere (weiBe offene Balken), septischer Tiere (schwarze Balken), sowie LPS-
stimulierter Tiere (graue Balken). Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitiat (MFI). Die Ergebnisse
stammen aus 5 unabhangigen Experimenten. (* p<0,05 naiv WT vs. CASP WT, ** p<0,05 naiv vs. LPS)

A: CD69 Signifikante CD69 Steigerung in septischen Mausen.

B: CD80 Keine signifikante Anderung in der Sepsis.

C: CD86 Signifikante CD86 Steigerung in septischen Mausen.
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Neben dem klassischen B-Zell-Rezeptor gibt es eine Reihe kostimulatorischer Rezeptoren zu
Steuerung der Immunantwort. Hierunter fillt auch die B7 Familie, bestehend aus B7-1
(CD80) und B7-2 (CD8&6) sowie ICOS-L, PD-L1, PD-L2, B7-H3 und B7-H4 (Collins, Ling
et al. 2005), die ebenfalls Auskunft iiber den Grad der Zellaktivierung geben. Sie sorgen fiir
eine effiziente Immunantwort indem sie, zusitzlich zum B-Zell-Rezeptor, Signale vermitteln.
B220" Zellen unbehandelter Miuse zeigen eine miBig starke Fluoreszenz fiir CDS8O.
Sepsisinduktion durch CASP hat keine signifikanten Anderungen zur Folge, lediglich eine
leicht verminderte CD80 Expression ist zu verzeichnen. Auch die Zellen der LPS
behandelten Tiere weisen keine signifikante Anderung fiir B7-1 auf, zeigen aber im
Unterschied zu den CASP Miusen einen Anstieg der B7-1 Expression.

B-Zellen unbehandelter WT-Miuse besitzen nur relativ wenig CD86 an ihrer Oberfliche.
Nach CASP kann man einen signifikanten Anstieg der CD86 Antigene auf der Oberfliche
der B220+ Zellen beobachten. Die MFI steigt von 8 auf 14 an. Durch die LPS-Behandlung
erhoht sich die CD86 Expression der B-Zellen, so dass sich mit einer MFI von 20 ein, zu den

Septischen als auch zu den Kontrolltieren, signifikanter Unterschied ergibt.

3.2.3 Analyse der Aktivierungsmaker CD69, CD80 und CD86 auf CD11c positiven DC
Zusitzlich wurde die Untersuchung der Zell-Aktivierung nach CASP fiir Dentritische Zellen
(DC) und Makrophagen auch an RAG” Miusen durchgefiihrt. Aufgrund des Fehlens der B-
und T-Lymphozyten in den RAG defizienten Mausen konnte dies in den vorangegangenen
Experimenten fiir B- und T-Lymphozyten nicht durchgefiihrt werden.

Ausgehend von der relativ niedrigen Intensitiit fiir CD69 bei den CD11c¢" Dentritische Zellen
unbehandelten WT-Miusen (Abb.7) zeigt sich in der CASP eine Verdopplung der MFI, das
deutlich zeigt, dass DC wihrend Sepsis aktiviert werden. RAG” Miuse zeigen einen etwas
hoheren, jedoch recht inhomogenen Wert fiir die unbehandelten Tiere, auch hier préasentiert
sich, kein Anstieg der CD69 Fluoreszenz. Mit LPS injizierte WT-Méuse dienen hier wieder
der Positivkontrolle. Sie zeigen einen signifikanten Anstieg um das vierfache im Vergleich zu

der unbehandelten WT-Gruppe.
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CD11¢/CD69

(B) CD11c/CD80 (&) CD11c/CD86
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Abb. 7: FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86 18h nach
Peritonitisinduktion auf CD11c*-DC naiver Tiere (weisse offene Balken), septischer Tiere (schwarze Balken),
sowie LPS-stimulierter Tiere (graue Balken). Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitidt (MFI). Die
Ergebnisse stammen aus 5 unabhéngigen Experimenten. (* p<0,05 naiv WT vs CASP WT, ** p<0,05 naiv vs LPS,
§ p<0,05 naiv RAG1” vs CASP RAG1™)

A: CD69 Stirkere CD69 Expression bei septischen als bei naiven WT-Mausen. RAG1™ Tiere zeigen Andeutung zu
hoéheren CD69 Werten nach CASP. )

B: CD80 Signifikant hdhere CD80 Expression auf CD11c+ WT Zellen nach CASP. Keine signifikante CD80 Anderung
bei RAG1” Mausen in der Sepsis.

C: CD86 Trend zu gesteigerter CD86 Expression in der Sepsis bei WT und RAG Méausen, keine Signifikanz.

Naive DC exprimieren méBig viel CD80. Nach CASP zeigen sich mehr als doppelt so hohe
Werte, es ist ein signifikanter Anstieg der CD80 Expression zu verzeichnen. Die RAGI™
Tiere zeigen einen dhnlichen Trend, jedoch besitzen die Werte der unbehandelten RAG-
Gruppe eine hohere Varianz, so dass hier keine statistische Signifikanz erzielt wird.
Zwischen der Negativ- und der LPS behandelten Positivkontrolle zeigt sich ebenfalls ein

signifikanter Anstieg auf tiber das Doppelte.

Auch in DC ist das co-stimulatorische Antigen CD86 aus der B7 Familie ein Marker fiir den
Grad der Zellaktivierung. DC unbehandelter WT-Tiere zeigen in der FACS Messung MFI
Werte von 30, bei Zellen nach CASP-OP liegen die Werte hingegen bei 45, somit kann hier
von einem leichten Anstieg gesprochen werden. Naive RAG1” Tiere zeigen hohere CD86
Expressionswerte als naive WT-Tiere, nach CASP ist ein nicht signifikanter Anstieg der MFI
von 40 auf 60 festzustellen.

Im Vergleich zu Zellen naiver WT-Tiere ist bei den LPS behandelten Miusen eine

signifikante 2,3-fache CD86 Expressionsstidrke zu verzeichnen.

Somit zeigt sich, dass vor allem septische WT-Miuse einen Anstieg der Expression der
untersuchten Aktivierungsmarker aufweisen. Bei den RAGI™ Tieren kann zumindest fiir
CD86 eine Tendenz zu stirkerer Aktivierung in der Sepsis gezeigt werden. Stimuliert man
die Tiere mit LPS i.p. ldsst sich fiir alle untersuchten Aktivierungsmarker eine signifikante

Erhohung der Expressionslevel nachweisen.
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3.2.4 Analyse der Aktivierungsmaker CD69, CD80 und CD86 auf CD11b positiven
Zellen

Die Population der CD11b positiven Zellen besteht aus verschiedenen Subpopulationen, die
sich in der FACS-Analyse klar voneinander unterscheiden lassen. Mit geeigneten
Antikorpern kann man diese im FACS einzelnen Zellpopulationen zuordnen (Abb.8).
Aufgrund der Fluoreszenzintensitidt haben wir die CD11b positiven Populationen in CD11b
»low* und CD11b ,,high* benannt. Die CD11b ,low* Population setzt sich hauptséichlich aus
Natiirlichen Killerzellen (NK), DC und Marginalzonen-Makrophagen zusammen.

In der CD11b ,,high* Population finden sich F4/80 Positive Zellen der roten Pulpa der Milz,

sowie GR1+ Granulozyten.

Abb. 8 Differenzierung der CD11b"* Zell-
Subpopulationen in der Durchflusszytometrie mit
dreifach Farbungen (APC-FITC-PE)

A): CD 11b APC - DX5 FITC - CD11c PE
CD11b niedrig positive Population:

Gr1* =  Granulozyten

DX5"= NK

\ AL

DX5 FITC CD11c PE

CD11b APC

B): CD 11b APC - Gr1 FITC - F480PE

CD11b hoch positive Population:
F480" = Zellen der roten Pulpa, Milz
Marco = Makrophagen

G FITC F480 PE

Im Weiteren wurde der Aktivierungsgrad der CD11b low und der CD11b high Population
nach CASP-Induktion untersucht. Die Expression von CD69 auf CDI11b ,low* positiven
Zellen der CASP WT-Miuse ist signifikant stirker als die unbehandelte Negativkontrolle
(Abb.9-A). Auch septische RAG1”" Tiere zeigen ein analoges Bild mit signifikant hoheren
Expressionsraten fiir CD69 bei septischen, im Vergleich zu naiven Tieren. Jedoch sind die
Werte fir die RAG1” Tiere geringfiigig niedriger als fir WT-Miuse. Die LPS
Positivkontrolle zeigt einen MFI von 60, dies bedeutet, dass die Induktion von CD69 hier
statistisch hoch signifikant nachweisbar ist (p<0,0001).
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Abb.9: FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86 18h nach Peritonitisinduktion
auf CD11b* “low* Zellen naiver Tiere (weisse offene Balken), septischer Tiere (schwarze Balken), sowie LPS-
stimulierter Tiere (graue Balken). Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). Die Ergebnisse
stammen aus 5 unabhéngigen Experimenten. (* p<0,05 naiv WT vs CASP WT, ** p<0,0001 naiv vs LPS, § p<0,05
naiv RAG1” vs CASP RAG1™)

A: CD69 Signifikant hohere CD69 Expression in der Sepsis sowohl bei WT als auch bei RAG1” Mausen.

B: CD80 Signifikant hdhere CD80 Expression in der Sepsis sowohl bei WT als auch bei RAG1” Mausen

C: CD86 Signifikant hohere CD86 Expression in der Sepsis sowohl bei WT als auch bei RAG1™ Mausen. LPS i.p. fuhrt
zu keiner CD86 Aktivieruna

Die Induktionsrate von CD80 auf CD11b ,,low* Zellen dhnelt den fiir CD69 nachgewiesenen
Werten (Abb.9-B). Auch hier zeigt sich fiir septische WT-Méuse ein signifikanter Anstieg im
Vergleich zu unbehandelten Tieren. Auch in septische RAG1” Miusen konnte dies gezeigt
werden, die Expressionslevel waren ebenfalls leicht niedriger als in naiven Tiere. Die Zellen
der LPS-Positivkontrolle weisen auch hier die hochste Induktionsrate auf, der Unterschied

zur WT-Negativkontrolle ist hoch signifikant.

WT-Miuse zeigen nach CASP signifikant hohere CD86 Expression auf der Zelloberfldche im
Vergleich zu naiven WT-Tieren (Abb.9-C). Fiir unbehandelte RAG1™” Tiere ist die CD86
Expression auf CD11b ,,low* Zellen niedriger als fiir naive WT-Tiere. Die CASP operierten
RAG1” Miuse weisen jedoch nahezu dieselbe MFI wie die CASP WT-Tiere auf, so dass hier
durch Sepsisinduktion eine stirkere Aktivierungsrate nachzuweisen ist, da die Expression der
naiven RAG” DC, NK und Marginalzonen Makrophagen niedriger ist als die der WT-Zellen.
Die LPS Injektion hingegen fiihrt nicht zum Anstieg von CD86, im Vergleich zur
unbehandelten WT.

Zusammengefasst ldsst sich fiir die drei untersuchten Aktivierungsmarker sowohl in der WT-
als auch in der RAGI™ Population ein signifikanter Anstieg der Expression nach CASP
registrieren. LPS i.p. behandelte Tiere zeigen eine hochsignifikant stirkere Expression von
CD69 und CD80 als unbehandelte Tiere, fiir CD86 lédsst sich diese Beobachtung nicht

feststellen.
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Die Expression von CD69 auf CD11b ,,high* Zellen der WT-Tiere weist keinen Unterschied
zu den septischen Tieren auf (Abb.10-A). Die CD69 Expression der RAG-17" Tiere ist jedoch
etwas niedriger und wird wihrend der Sepsis leicht hoch reguliert. Nach LPS-Behandlung
wird CD69 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle stark hoch reguliert, auch hier ergibt
sich jedoch keine Signifikanz (p=0,11).

(ay  CD11bhigh/CD69 @®  CD11bhighiCDB8O @©  CD11bhigh/cD86
8 00 30 §
O3 Unbehandelt WT
6 B CASP/18h WT
20 [ Unbehandelt RAGT -/-
E a4 c T Bl CASP 18h RAGT -/-
= = = A LPSip./18h WT

wT RAG1 -/- wT wT RAG1 -/- wT

Abb.10: FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86 18h nach
Peritonitisinduktion auf CD11b* “high“ Zellen naiver Tiere (weisse offene Balken), septischer Tiere (schwarze
Balken), sowie LPS-stimulierter Tiere (graue Balken). Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). Die
Ergebnisse stammen aus 5 unabhingigen Experimenten. (* p<0,05 naiv WT vs CASP WT, ** p<0,001 naiv vs
LPS, § p<0,05 naiv RAG1™ vs. CASP RAG1™)

A: CD69 Tendenz zu hoherer CD69 Expression bei RAG1™ in der Sepsis.

B: CD80 Hahere CD80 Expression in der Sepsis sowohl bei WT als auch bei RAG1™” Miusen, nicht signifikant

C: CD86 Signifikante CD86 Aktivierung durch Sepsis bei RAG1” Miusen

Fir die CDI11b ,high* positiven, septischen Tiere konnte ein geringer Anstieg der CD80
Expression im Vergleich zu den naiven WT-Tieren nachgewiesen werden (Abb.10-B).
Unbehandelte RAG-17" Tiere zeigen auch hier eine geringere Expression von CD80 im
Vergleich zu WT-Tieren, aber auch hier ist bei CASP ein Anstieg der B7-1 Expression zu
verzeichnen. LPS Gabe fiihrt zur Stimulation von CD11b ,high* positiven Zellen, der MFI
fiir CD8O steigt auf das Doppelte an, diese Hochregulation signifikant (p=0,0302).

Auch CD86 wird wihrend der Sepsis leicht hoch reguliert (Abb.10-C). Auch hier ist der Wert
der unbehandelten RAG1”" Tiere niedriger als der unbehandelten WT-Méuse. Nach CASP
zeigen die RAGI” Miuse im Vergleich zur unbehandelten RAGI1™ Population einen
signifikanten Anstieg auf iiber das Doppelte. Somit scheinen CD11b "high" Zellen septischer
RAG1™" Miuse signifikant stiirker aktiviert zu sein als jene Zellen der septischen WT-Miuse.
Wie schon in der CD11b ,,Jow* Population zu beobachten, ldsst sich auch hier an der CD11b
,-high* Population der WT-Maus durch LPS Injektion keine CD86 Induktion nachweisen.

Die untersuchten Aktivierungsmarker auf CD11b ,high* Zellen werden bei WT-Tieren durch

die Sepsis nicht signifikant reguliert.
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Septische RAGI1™ Tiere weisen hier jedoch leicht erhdhte CD69 und CD80
Expressionsspiegel, sowie signifikant hohere CD86-Spiegel auf als naive RAG1™ Tiere.

3.3 TLR-Stimulation von B-Zellen

Unter 3.2 konnten wir zeigen, dass B-Zellen in der Frithphase der peritonealen Sepsis mit
einer Hochregulation der Aktivierungsmarker CD69 und CD86 reagieren. Um die in den
Vorversuchen gezeigten Effekte hinsichtlich der stark gestiegenen Mortalitit der RAG1™
Miuse im CASP Modell der Sepsis besser erklidren zu kdonnen, wollten wir herausfinden, ob
B-Zellen direkt auf TLR-Liganden reagieren konnen, wie es fiir Zellen der angeborenen
Immunitédt beschrieben ist. Um dies herauszufinden wurden B-Zellen ex vivo stimuliert.
Hierfiir wurden die aufgereinigten B-Zellen wie unter 2.6.2 beschrieben fiir 12h mit LPS,
Pam3Cys, CpG-ODN und MALP-2 stimuliert. Als Kontrolle diente Zellkulturmedium allein.
Um die direkte Rolle von TLR-signaling auf die Zytokinproduktion von B-Zellen beweisen
zu konnen, wurden ebenfalls B-Zellen von MyD88'/' Maiusen verwendet (Adachi, Kawai et
al. 1998). Das zentrale Adaptorprotein MyDS88 ist an der Signaltransduktion aller TLRs, bis
auf TLR3 beteiligt (Abb.1).

3.3.1 Analyse der Zytokin-/ Chemokinproduktion der B-Zellen von WT-M:iusen 12h
nach TLR-Stimulation

Die Zytokinproduktion der mit Zellkulturmedium behandelten Negativkontrollen ist fiir alle
vier gemessenen Zytokine sehr gering (Abb.11).

Nach 12h Stimulation mit LPS ex-vivo stieg die Zytokinproduktion von TNF-o auf 100 pg/ml
und fiir IL-6 auf 200 pg/ml, die Produktion von IL-12 und IFN-y zeigte jedoch keinen grof3en
Anstieg.

Die TLR-Aktivierung der B-Zellen mit CpG-ODN fiihrte zum stidrksten Anstieg der
Zytokinproduktion, TNF-a stieg auf 300 pg/ml, IL-12 auf 200 pg/ml, IL-6 auf 1300 pg/ml.
Bei Stimulation mit MALP-2 zeigte sich eine geringe Antwort, fiir TNF-a stieg der Wert auf
20 pg/ml, IL-12, IL-6 und IFN-y hingegen zeigten kaum einen Anstieg zur Negativkontrolle.
Stimuliert man die B-Zellen mit Pam3Cys zeigte sich fiir alle drei gemessenen Zytokine ein
Produktionsanstieg, die TNF-a Produktion der Zellen betrug 100 pg/ml, die IL-12 Produktion
40 pg/ml und IL-6 stieg auf 700 pg/ml.

Somit lieB sich fiir alle drei Stimulationsagenzien eine Induktion der Zytokinproduktion an

B-Zellen ex-vivo registrieren.



Ergebnisse 32
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pg/ml IL-12
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Abb.11 Spiegel der Zytokine TNF, IL-12 und IL-6 von ex-vivo WT-B-Zellen nach 12h Stimulation mit TLR-

Liganden. (* p=0,05 Medium vs. LPS, ** p=0,05 Medium vs. CpG-ODN, § p=0,05 Medium vs. MALP-2, # p=0,05
Medium vs. Pam3Cys)

A: Die TNF-a Produktion lasst sich mit den vier TLR-Liganden erhohen, der starkste Aktivator ist CpG-ODN
B: IL-12 Produktion steigt mit CpG und Pam3Cys
C: IL-6 Produktion lasst sich durch LPS, CpG und Pam3Cys erhéhen

3.3.2 Analyse der Zytokin-/ Chemokinproduktion der B-Zellen von MyDSS"' Maiusen
12h nach TLR-Stimulation

Um die in 3.3.1 gezeigten Effekte sicher der Aktivierung iiber die TLR-Kaskade zuschreiben
zu konnen haben wir zur Kontrolle ebenfalls B-Zellen von Myd88'/' Miusen mit den TLR-
Stimuli inkubiert.

Dabei zeigte sich nur bei Stimulation mit LPS ein minimaler Anstieg der TNF-a Produktion,

die anderen TLR-Liganden fiihren nicht zum zur Produktion der gemessenen Zytokine
(Abb.12).

Es konnte also gezeigt werden, dass sich B-Zellen ex-vivo durch TLR-Liganden stimulieren
lassen und darauf mit erhohter Zytokinproduktion reagieren. Der stirkste Reiz ist CpG-ODN.
B-Zellen der MyD88”" M:use hingegen lassen sich durch die hier gegeben Agenzien nicht

stimulieren mit Ausnahme von LPS, das zu einer leichten Erhohung der TNF-Produktion

fiihrte.
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Abb.12 Spiegel der Zytokine TNF, IL-12 und IL-6 und IFN-g von ex-vivo MyD88"-B-Zellen nach 12h Stimulation
mit TLR-Liganden. (* p=0,05 Medium vs. LPS, ** p=0,05 Medium vs. CpG-ODN, § p=0,05 Medium vs. MALP-2, #
p=0,05 Medium vs. Pam3Cys)

Nur durch LPS Iasst sich die TNF-Produktion der MyD88™ B-Zellen erhdhen.
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3.4 Zytokin-/Chemokinanalyse in der CASP RAG1” vs. WT

Der Akivierungsgrad einer Zelle alleine gibt sicher keine allumfassende Auskunft {iber den
Immunstatus der zu beobachtenden Maus. Die Zellen des Immunsystems wie B- und T-
Lymphozyten kommunizieren und interagieren in den einzelnen Geweben mit Hilfe der
Zytokine und Chemokine. Diese sind fiir ein weites Spektrum an Aufgaben zustindig,
beispielsweise fiir die Entwicklung und Organisation der Lymphgewebe. Aber auch wihrend
entziindlicher Vorgéinge und wihrend bakterieller Infektion wie Sepsis werden Zyto- und
Chemokine produziert um die Immunreaktion zu initiieren und aufrecht zu erhalten. Da in
den bisherigen Ergebnissen gezeigt werden konnte, dass RAG1” Tiere eine erhohte
Suszeptibilitit gegeniiber Sepsis aufweisen, sollte durch Analyse der Zytokin- und
Chemokinproduktion systemisch und in peripheren Organen nachgewiesen werden, inwiefern
das Fehlen von B- und oder T-Zellen Einfluss auf die Entziindungsreaktion wihrend Sepsis
nimmt.

Ziel des Experimentes war es, die Unterschiede der Zytokin-/ Chemokinproduktion zwischen
C57/BL6 WT und RAG1” Miusen sechs Stunden nach CAPS-OP zu analysieren.

Hierfiir wurden die Miuse einer CASP-OP unterzogen (2.4.1) und nach sechs Stunden
geopfert. Die Organe wurden nach Perfusion (2.5.3) entnommen und wie in (2.7.1)
beschrieben homogenisiert.

Die Werte wurden mittels Gesamt-Protein-Assays nach Pierce (2.7.2) normalisiert.

3.4.1 Systemische Zytokin-/ Chemokinbestimmung:

Um das Ausmal} der Entziindungsreaktion systemisch zu untersuchen wurde die Produktion
wichtiger Immunmediatoren der Sepsis untersucht. Sepsisinduktion fiihrt rasch zu einer
massiven Produktion von Zyto-und Chemokinen. 6-12h nach CASP-Induktion ist das
Vollbild der Sepsis erreicht (Feterowski, Novotny et al. 2005), so dass zu diesem Zeitpunkt
die Mediatorkonzentration im Serum bestimmt wurden (Abb.13).

Es konnte in septischen RAG-17" Tieren eine signifikant verringerte IL-10 Produktion
nachgewiesen werden (p=0,0102), auch die TNF-a sowie die IL-12 Produktion waren in den
RAGI1” Tieren im vergleich zu WT-Tieren verringert.

Die Expression des Chemokins MIP-2 wies signifikant niedrigere Werte in der RAG-Gruppe
als in der WT-Gruppe auf, MCP-1 hingegen zeigte nur eine leichte Tendenz in die gleiche

Richtung, fiir KC waren keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu finden.



Ergebnisse

34

pg/ ml

TNF-a Serum

E
21
wr RAG
MIP-2 Serum
100
8 *
6
4
2
wT i RAG

IL-10 Serum
8
6
E
= 4
g2 *
2
I
wT i RAG
MCP-1 Serum
800
600 ——
E
< 400
g2
200
wT i RAG

IL-12 Serum

-

wr -

KC Serum

m

RAG

Abb.13 Systemische Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCL1 im Serum 12h nach
Peritonitisinduktion.

(* p<0,05 WT vs RAG-1"")

Signifikant erniedrigte IL-10 u. MIP-2 Produktion in RAG1™ Mausen.

Tendenz zu erniedrigter TNF-a, IL-12 u. MCP-1 Produktion in RAG1" Mausen.

3.4.2 Zytokin-/ Chemokinbestimmung im Lebergewebe:

Die Leber stellt eines der schnell reagierenden Gewebe wihrend der Sepsis dar.

Die Analyse des Lebergewebes hinsichtlich der Zyto-/ Chemokinproduktion zeigte, dass eine
leicht erhdhte Produktion von IL-10 und IL-12 in RAG-17" Tieren im Vergleich zu WT-
Tieren zu beobachten ist (Abb.14). Die TNF-o-Produktion der RAGI1™ Tiere lag unter der

Nachweisgrenze des ELISAs. Bei den Chemokinen MIP-2, MCP-1 und KC zeigte sich

ebenfalls eine leicht erhohte Produktion im Vergleich zu WT-Tieren. Allerdings sind die

Ergebnisse statistisch nicht signifikant.
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Abb.14 Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10
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3.4.3 Zytokin-/ Chemokinbestimmung im Lungengewebe:

In der Lunge beobachtete man bei den Zytokinen TNF-o und IL-10 einen leichten Abfall der
Zytokinproduktion in der RAG-Gruppe im Vergleich zu der Gruppe der WT-Maiuse
(Abb.15). Die detektierten Mengen an IL-12 lagen an der Nachweisgrenze und |
deshalb nicht beurteilt werden. Die Produktion von MIP-2 war fiir beide Gruppen ahnlich,

dahingegen waren MCP-1 und KC in RAG-defizienten Tieren im Vergleich zu WT-Tieren
leicht erhoht.
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Abb.15 Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCL1 in der Lunge 12h nach
Peritonitisinduktion.

Niedrigere Werte in der RAG1™ Gruppe fiir TNF-0, und IL-10.
Tendenz fiir héhere Werte der RAG1”” Miuse bei MCP-1 und KC, nicht signifikant.

3.4.4 Zytokin-/ Chemokinbestimmung im Milzgewebe:

Bei der Analyse der Milz wiirde man zwischen den WT und den RAG1” Miusen
Unterschiede hinsichtlich der Zyto- und Chemokinproduktion erwarten (Abb.16). Schlie3lich
fehlen bei den RAG1”” Miusen reife B- und T-Zellen, die unter anderem fiir die Produktion
von Mediatoren verantwortlich sein konnten.

Die Analyse der TNF-Produktion in der Milz der beiden Gruppen zeigte keinen Unterschied,
zumal die Messwerte an der Nachweisgrenze liegen. Die Produktion von IL-10 hingegen war
in den RAG-17" Tieren signifikant (P=0,0113) verringert im Vergleich zu WT-Tieren. Die
Produktion von IL-12 und MIP-2 ist ebenfalls reduziert, allerdings ist der Unterschied hier
(P1.-12=0,2034) nicht signifikant. Die beiden Chemokine MCP-1 und KC waren in RAG-1-

defizienten Tieren leicht erhoht im Vergleich zu WT-Tieren.
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Abb.16 Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCL1 in der Milz 12h nach
Peritonitisinduktion.

(* p<0,05 WT vs RAG-1"")

Signifikant niedrigere IL-10 und nicht sipnifikant niedrigere IL-12 u. MIP-2 Produktion bei den RAG1™ Tieren. Tendenz zu
hoéherer Chemokinproduktion in RAG1™ Mausen fir MCP-1 und KC.

3.4.5 Zytokin-/ Chemokinbestimmung im Nierengewebe:

Die Bestimmung der Zytokine im Nierengewebe zeigte ebenfalls eine verringerte Produktion
wichtiger Sepsismediatoren in RAG-1-defizienten Tieren im Vergleich zu WT-Tieren
(Abb.17). Der Unterschied fiir IL-10 war (P=0,0051) hoch signifikant, fiir TNF-a und IL-12
hingegen war nur eine Tendenz zu beobachten. Zudem liegen die Werte der letztgenannten
Zytokine an der Nachweisgrenze, eine Beurteilung ist so schwierig durchfiihrbar.

Auch die Chemokine MIP-2 und MCP-1 sind in RAG-defizienten Tieren weniger stark

exprimiert als in WT-Tieren , die Produktion von KC hingegen ist nicht verdndert.
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Abb.17 Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCL1 in der Niere 12h nach
Peritonitisinduktion

(* p<0,05 WT vs RAG-1", ** p<0,05 WT vs RAG-1")

WT-Mause hochsignifikant gesteigerte IL-10, signifikant gesteigerte MIP-2 sowie Tendenz zu gesteigerter Produktion fir
MCP-1 u. KC im Vergleich zu RAG1"

Messwert fiir TNF-a u. IL-12 am Messminimum.
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3.4.6 Zytokin-/ Chemokinbestimmung in der Peritonealfliissigkeit:

Im Weiteren wurde die Zyto-und Chemokinproduktion in der Bauchhohle, direkt am
Entziindungsort untersucht. Sepsis fithrt zu einem Einstrom von Effektorzellen in die
Bauchhohle, die durch Sepsis induziert Zytokine und Chemokine reguliert wird (Kurihara,
Warr et al. 1997; Feterowski, Mack et al. 2004). Die Bestimmung von TNF-a in den
Peritonealfliissigkeitproben konnte keinen Unterschied zwischen den WT- und den RAG-1-
defizienten Méusen aufzeigen (Abb.18). Zwar konnte eine reduzierte Produktion von IL-10
und ein leichter Anstieg der IL-12 Produktion nachgewiesen werden, die Unterschiede waren
jedoch nicht signifikant.

Die Chemokine MIP-2, MCP-1 und KC wurden in den RAG1” Tieren etwas stiker

exprimiert als in WT-Tieren, jedoch sind die Messergebnisse statistisch nicht signifikant.
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Abb.18 Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCL1 in der Peritonealfliissigkeit 12h nach
Peritonitisinduktion

Tendenz alternierende IL-10 Produktion sowie gesteigerte IL-12, MIP-2, MCP-1 u. KC Produktion flr RAG1" Mause.
Ergebnisse nicht signifikant.

Diese Daten zeigen, dass in RAG-1" Tieren 6h nach CASP die systemische Produktion von
IL-10, IL12, TNF-a und MIP2 stark reduziert war.

Dies konnte ebenfalls in den peripheren Organen Milz und Niere gezeigt werden, im Fall der
Milz ist die Rolle der B- und T-Zellen Aufgrund der histologischen Beschaffenheit des
Organs von grofler Bedeutung.

Leber und Lunge hingegen zeigen hinsichtlich der Zytokinproduktion in der Sepsis keine
grofen Unterschiede zwischen WT und RAGI1 defizienten Miusen.

Fast durchgiingig zeigen sich Verdnderungen fiir IL-10 und IL-12, die Chemokine waren im

Gegensatz zu Zytokinen bei den RAGI1™ Tieren eher erhoht, MIP2 stellt hier eine Ausnahme

dar.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das Fehlen reifer T- und B-Zellen zu veridnderter
Mediatorproduktion wihrend Sepsis fithrt und das dies zur verstikten Suszeptibilitit

gegeniiber Sepsis beitragen kann.

3.5 Rekonstitutionsvorversuch

Bisher konnte gezeigt werden, dass B-Zellen wihrend der Sepsis aktiviert werden, ebenso
konnten wir zeigen, dass B-Zellen in vitro direkt nach TLR Stimulation mit Zytokin-
produktion reagieren. Aus diesem Grund wollten wir iiberpriifen, ob B-Zellen in vivo
wihrend Sepsis eine Rolle spielen. Um die Rolle der B-Zellen weiter zu untersuchen wollten
wir iiberpriifen, ob durch die Rekonstitution von B-Zellen aus WT-Miusen in die RAGI1™”
Tiere die in den vorangegangenen Experimenten beobachteten Defizite ausgeglichen wiirden.
Dazu wurde eine Versuchanordnung aufgestellt, in der die notwendige Menge der zu
rekonstituierenden B-Zellen sowie deren Verbleib in der Maus analysiert werden sollte.

Hierfiir wurden B-Zellen zweimal per MACS aufgereinigt (Tab. 10), um die Reinheit der B-

Zellen weiter zu verbessern, und mit dem intrazelluldren fluoreszierenden Farbstoff CFSE

markiert.
Tab. 10 B-Zell-Aufreinigung % B-Zellen
Kontrolle, unbehandelt 49,6 %
B-Zell-Isolation 83,7 %

Diese wurden dann in unterschiedlichen Konzentrationen zwischen 1x10° und 1,5)(107 B-
Zellen in die Schwanzvene von WT- und RAG-17" Miusen injiziert. Nach verschiedenen
Zeitpunkten wurden die Méuse geopfert und die Menge an CFSE markierten Zellen der
unterschiedlichen Gewebeproben wurden im FACS analysiert. (Abb.19).

Sowohl in C57/BL6 WT- Miusen als auch in RAGI” Miusen konnten wir nach Injektion
von 1,5)(107 B-Zellen drei Tage vor Organentnahme, CFSE positive Zellen in Milz,
Peritonealfliissigkeit und Blut wiederfinden. Der Anteil der Hochpositiven Zellen im FITC
Kanal betrug in der Milz der WT-Maus 4,78%, in der Milz der RAG1™” Maus 27,9% und im
Blut der RAG1” 7,5%. Unsere Ergebnisse decken sich mit den in der Literatur zum Thema
B-Zell-Rekonstitution gefundenen Angaben (Shelley, Murphy et al. 2003). Somit wurden die

folgenden Experimente mit dieser Versuchsanordung durchgefiihrt.
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Abb.19: Rekonstitutionsnachweis im  FACS:
rekonstituierte B-Zellen erscheinen im FITC-Kanal
hochpositiv, zur Differenzierung wurde mit B220
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3.6 Uberlebensexperiment B-Zell-Rekonstitution in RAG1”” Miuse

Um genau zu iiberpriifen, ob B-Zellen in vivo wihrend Sepsis eine Rolle spielen haben wir
RAGI1™” Maiuse, die keine reifen B-Zellen besitzen, mit B-Zellen nach obiger
Versuchsanordnung rekonstituiert und die so behandelten Méause hinsichtlich ihrer Mortalitéit
im CASP-Modell beurteilt.

Hierfiir wurden analog zu den Vorversuchen in 3.5 1,5)(107 WT-B-Zellen in RAG-17"
substituiert und die Méause einer CASP-OP unterzogen. RAG-17 "Maiuse, denen das identische
Volumen PBS injiziert wurden, dienten als Kontrolle. Die Versuche wurden in drei
unabhingigen Experimenten mit je drei B-Zell-rekonstituierten und drei Kontroll-Miusen

durchgefiihrt (Abb.20):
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Abb.20: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier - mit 1,5x 10" B-Zellen rekonstituierte RAG1" Mause vs. naive
Tiere.
Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede.

In den ersten 17h nach Operation waren alle Tiere am Leben, klinisch zeigte sich v.a. in der
Kontrollgruppe ein ausgeprigteres Krankheitsbild als bei der rekonstituierten Gruppe. Dieses
ist durch eine schockartige Klinik wie Schwiche, Tremor, Zyanose und belegte Augen
gekennzeichnet.

Am Ende des Versuchs zur Stunde 50 waren noch eine rekonstituierte und drei
Kontrollmiuse am Leben. Die Uberlebenskurven zeigten keinen signifikanten Unterschied,
obwohl die Klinik ein leicht verbessertes Krankheitsbild in den mit B-Zellen rekonstituierten

Tieren zeigte.

3.7 Zytokin-/ Chemokinbestimmung B-Zell-Rekonstitution in RAG1” Miusen

Im Anschluss an die Uberlebensexperimente mit den rekonstituierten Miusen war es unser
Ziel, die klinischen Beobachtungen auf Ebene der Zyto- und Chemokine zu bestétigen.
Hierfiir wurden alle Tiere 12h nach CASP geopfert und der Analyse per ELISA unterzogen
(2.7). Die Analyse der RAGI1” Tiere zeigte, dass vor allem die Zytokine IL-10, TNF-a und
IL-12 supprimiert waren. Tragen B-Zellen zur effizienten Produktion von Zytokinen wéhrend
Sepsis bei, sollten die rekonstituierten Tiere wieder dhnlich wie Wildtyptiere reagieren.
Untersucht wurden Gewebeproben aus Serum, Leber, Lunge, Milz, Niere, sowie der
Peritonealfliissigkeit, die verwendeten ELISA-Antikorper waren gegen TNF-alpha, IL-10,
IL-12, MCP-1 und KC gerichtet.
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3.7.1 Systemische Zytokinbestimmung im Serum:

Die systemische Produktion der Zytokine TNF-a (p=0,0738), IL-10 (p=0,0423) und IL-12
(p=0,04821) der rekonstituierten Méuse war gegeniiber der der Kontrollgruppe verringert.
Auch fiir MCP-1 war die Produktion bei den rekonstituierten Tieren geringer, das Ergebnis

ist nicht signifikant. Die KC-Produktion hingegen zeigte keine Unterschiede zwischen beiden
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Abb.20 Systemische Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC im Serum 12h nach

Peritonitisinduktion bei RAG1™ Mausen. Vorbehandlung 72h vor CASP mit 1,5x10” B-Zellen. Kontrollgruppe nur
CASP.

(* p<0,05 Kontrolle vs. Rekonstitution)
IL-10 und IL-12 niedrigere Konzentration bei rekonstituierten M&usen.
3.7.2 Zytokinbestimmung im Lebergewebe:
Die Produktion der Zytokine TNF-a, IL-10 und IL-12 wies zwischen den beiden Gruppen

keine signifikanten Unterschiede auf. Fiir MCP-1 und KC war allenfalls eine Tendenz hin zu

eher niedrigeren Werten in den rekonstituierten Tieren zu beobachten (Abb. 3.7.2).
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Abb.22 Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der Leber 12h nach

Peritonitisinduktion bei RAG1” Mausen. Vorbehandlung 72h vor CASP mit 1,5x10° B-Zellen. Kontrollgruppe nur
CASP.

Keine signifikanten Unterschiede.
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3.7.3 Zytokinbestimmung im Lungengewebe:

Im Lungengewebe wurde fiir die rekonstituierten Méuse im Vergleich zu den unbehandelten
Tieren eine weniger starke Zytokinproduktion fiir TNF-a, IL-10, MCP-1 und KC
nachgewiesen, die Differenz war jedoch nicht signifikant. IL-12 konnte praktisch nicht
nachgewiesen werden, die Kontrollgruppe weist keinen und die Rekonstitutionsgruppe einen

knapp an der Nachweisgrenze liegenden Wert auf.
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Abb.23 Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der Lunge 12h nach
Peritonitisinduktion bei RAG1” Mausen. Vorbehandlung 72h vor CASP mit 1,5x10° B-Zellen. Kontrollgruppe nur
CASP.

Reduzierte Zytokinproduktion der rekonstituierten Mause.
Messwert fur IL-12 unter der Nachweisgrenze.

3.7.4 Zytokinbestimmung im Milzgewebe:

Bei der Analyse der Zytokinproduktion im Milzgewebe mittels ELISA konnten wir
niedrigere TNF-a Werte bei den rekonstituierten Tieren im Vergleich zu den Unbehandelten
ermitteln, der Unterschied ist nicht signifikant. Die Zytokine IL-10 und IL-12 lagen beide an
der Nachweisgrenze und wiesen keinen Unterschied in den beiden Gruppen auf. Die MCP-1-
Produktion war in den behandelten Tiere niedriger als den unbehandelten, jedoch sind die

Unterschiede ebenfalls nicht signifikant (P=0,2808)
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Abb.24 Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der Milz 12h nach
Peritonitisinduktion bei RAG1” Mausen. Vorbehandlung 72h vor CASP mit 1,5x10” B-Zellen. Kontrollgruppe nur

CASP.
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TNF-a fir rekonstituierte Tiere erniedrigt, nicht signifikant.
IL-10 und IL-12 an der Nachweisgrenze.

3.7.5 Zytokinbestimmung im Nierengewebe:

IL-12 Milz

Kontrolle ' Rekonstitution

Auch im Nierengewebe war die TNF-a Produktion bei den rekonstituierten Midusen geringer

als bei Kontrolltieren. Die Zytokine IL-10 und IL-12 konnten wir hier nicht verldsslich

bestimmen, die Werte liegen dicht an der unteren Nachweisgrenze.

MCP-1 und KC wiesen ebenfalls leicht erniedrigte Konzentrationen in der Niere der

rekonstituierten Tiere auf, fiir KC liegt der p-Wert des T-Tests mit p=0,098 jedoch nur knapp

oberhalb der Signifikanz.
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Abb.25 Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der Niere 12h nach
Peritonitisinduktion bei RAG1” Mausen. Vorbehandlung 72h vor CASP mit 1,5x10” B-Zellen. Kontrollgruppe nur

CASP.

KC zeigt signifikant erniedrigte Konzentration bei Rekonstitution.

3.7.6 Zytokinbestimmung in der Peritonealfliissigkeit:

In der Peritonealfliissigkeit war kaum ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu

sehen. Einzig fiir die IL-10 Bestimmungen konnte man etwas niedrigere Werte fiir die

rekonstituierten Tiere nachweisen, auch hier war die Differenz jedoch nicht signifikant.
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Abb.26 Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der PL 12h nach
Peritonitisinduktion bei RAG1” Mausen. Vorbehandlung 72h vor CASP mit 1,5x10” B-Zellen. Kontrollgruppe nur
CASP.

Kein signifikanter Unterschied in den Gruppen.

3.8 Bakterienlast der Peritonealfliissigkeit 12h nach CASP

Um den Effekt der bakteriellen Abwehr direkt am Focus der Sepsis beurteilen zu kdnnen
wurden die Bauchhohle gespiilt und die erhaltene Fliissigkeit in unterschiedlichen
Konzentrationen auf Blutagarplatten ausplattiert und fiir 20h bei 37 °C inkubiert (2.6.3) um
CFU (Colony Forming Units zu bestimmen.

Hier konnten wir zeigen, dass die mit B-Zellen vorbehandelten Miuse eine geringere
bakterielle Belastung der Bauchhohle aufweisen als die unbehandelten Kontrollen (Abb.27).

Auch hier waren keine signifikanten Ergebnisse zu erzielen.
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Abb. 27 Bakterienlast der Peritoneallavage 12h nach Peritonitisinduktion bei RAG1™ Mausen 20h auf Blutagar
inkubiert. Vorbehandlung 72h vor CASP mit 1,5x10” B-Zellen. Kontrollgruppe nur CASP.
Kein signifikanter Unterschied.

Diese Daten zeigen, dass trotz der Andeutungen zu klinischer Besserung der mit B-Zellen
rekonstituierter RAG1” Miuse in der Sepsis sich fiir diese keine Uberlebensvorteile
gegeniiber den unbehandelten Kontrolltieren ergeben haben. Auch die Auswertung der
Zytokin-/Chemokinanalysen 12h nach CASP und Rekonstitution von 1,5x10" B-Zellen

zeigte, dass die in Kapitel 3.4 gezeigten Unterschiede hinsichtlich der Zytokinproduktion
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zwischen WT und RAGI-defizienten Maiusen in der Sepsis nicht aufgehoben werden
konnten.

Die Analyse der systemischen Zytokinproduktion (Abb.21) zeigte eine signifikante
Reduktion von IL-12 und IL-10 bei den rekonstituierten Mausen nach CASP, auch die
unmittelbar vom Fehlen der reifen B- und T-Zellen Betroffenen Organe Milz (Abb.24) und
Niere (Abb.25) zeigten eine Tendenz fiir eine reduzierte Zytokinproduktion nach
Rekonstitution.

Die Produktion der hier analysierten Proteine war in den restlichen Organen durch die B-
Zell-Rekonstitution nicht verédndert.

Die bakterielle Besiedlung der Bauchhohle der rekonstituierten Miuse war leicht reduziert im
Vergleich zu nicht rekonstituierten Tieren aber ebenfalls nicht signifikant niedriger als die
naive RAG1” Maus in der Sepsis.

Somit hat die alleinige Rekonstitution von aufgereinigten B-Zellen nicht zur

Wiederherstellung des Ausgangsphinotyps gefiihrt.
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4. Diskussion

Im Rahmen unserer Arbeit sind wir der Frage nach der Rolle des adaptiven Immunsystems in
der Immunpathologie der polymikrobiellen Sepsis nachgegangen.

Begonnen haben unsere Arbeiten mit dem Befund der signifikant erhohten Mortalitdt von
RAG]1-defizienten Méusen in CASP-Experimenten bereits wihrend der ersten 24h nach
Infektion. Diese Beobachtung warf die Frage nach dem Grund fiir die hohe Mortalitédt der
Tiere auf, da in RAG1-defizienten Tieren die Zellen der adaptiven Immunitét in Form reifer
B- und T-Zellen fehlen, jedoch das in der Frithphase der Sepsis entscheidende, angeborene
Immunsystem nicht beeintrichtigt sein sollte. Nach dem gingigem Konzept bendtigt das
erworbenen Immunsystem etwa 72h fiir eine addquate Immunreaktion auf eine Infektion, so
war es fur uns erstaunlich, dass sich das Fehlen der B- und T-Zellen schon binnen 24h in der

Sepsis auf das Uberleben der Tiere ausgewirkt hat.

Die iiberraschend hohe Suszeptibilitit der RAG1”" Tiere in der Sepsis lief uns auf noch
unbekannte Funktionen der B- oder T-Lymphozyten in den ersten Stunden nach einer
Infektion schlieBen. Schon die Arbeitsgruppe um Hotchkiss et al. hat im Zusammenhang mit
der Funktion von Caspase-Inhibitoren auf die wichtige Rolle der Lymphozyten wihrend der
Sepsis verwiesen und ebenfalls eine 100% Mortalitit in Sepsis Experimenten mit RAG1”
Miusen nachweisen konnen (Hotchkiss, Chang et al. 2000). Die Autoren beschreiben eine
gesteigerte Uberlebensrate bei septischen Tieren nach Gabe von Caspase-Inhibitoren, diese
Effekte konnten sie in RAG1-defizienten Miusen jedoch nicht nachweisen, somit schrieben
sie  den protektiven Effekt auf die durch Caspase-Inhibitoren gehemmten

Lymphozytenapoptose zu.

In unseren Arbeiten wollten wir die direkte, proinflammatorische Funktion der B- und T-
Lymphozyten eruieren und, wenn moglich, die fiir die frithen Abwehreffekte zustdndige

Zellpopulation identifizieren.

Um herauszufinden, welche Zellpopulationen frith nach Sepsisinduktion aktiviert werden,
malBen wir zunédchst die Expression verschiedenster Aktivierungsmarker. Dies erfolgte nach
CASP bzw. Injektion von LPS i.p. zur Positivkontrolle an ex vivo isolierten Milzzellen.

Dabei untersuchten wir die einzelnen Zellpopulationen aus septischen und Kontroll-Milzen

auf die Expression der Aktivierungsmarker CD25, CD69, CD80 und CD86 (3.2).
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Die stirkste Aktivierung der Zellen erreichten wir, wie erwartet, durch den TLR4-Stimulus
LPS, der bis auf wenige Ausnahmen zu einem signifikanten Anstieg der Aktivierungsmarker
fiihrte.

Aber auch durch den weitaus Reiz der CASP, der aufgrund seiner realistischen Simulation
des Krankheitsbilds Sepsis viel eher zur Evaluation der Rolle der Lymphozyten in der Sepsis
geeignet ist (Maier, Traeger et al. 2004), konnte uns Hinweise auf das Immungeschehen in
der Friihphase der Peritonitis liefern. So reagierten die klassischen Zellen des angeborenen
Immunsystems wie Makrophagen und dendritische Zellen (DC) mit einer signifikanten

Hochregulation der untersuchten Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86.

Emmanuilidis et al. wiesen auf die die kritische Rolle von Makrophagen am Beispiel der
Kupffer-Zellen der Leber wihrend der Sepsis hin (Emmanuilidis, Weighardt et al. 2001). Es
wurde vor allem auf die sepsisregulierende Rolle der IL-10 produzierenden Kupffer Zellen
hingewiesen. Durch i.v. Injektion von Clodronate-Liposomen, die zur Apoptose spezifischer
Makrophagenpopulationen, vor allem den Kupffer-Zellen der Leber und der
Marginalzonenmakrophagen (MZM) der Milz fiihren, ist die Uberlebensrate nach CASP von
50% auf unter 10% gesunken. Der durch das Fehlen der Kupffer-Zellen bedingte Anstieg der
Mortalitdt in der Sepsis verdeutlicht die wichtige Rolle dieser Zellpopulation fiir

generalisierte Immungeschehen.

Ebenfalls von groBer Bedeutung wéhrend der Sepsis sind dendritische Zellen (Flohe,
Agrawal et al. 2006). Es konnte gezeigt werden dass die Aktivierungsmarker CD40 und
CD86 auf DCs der Milz in den ersten 15h nach Sepsisinduktion hochreguliert werden, 36h
nach Sepsisinduktion konnte eine Hochregulation von MHC-I- und MHC-II-Molekiilen,
jedoch keine Aufregulation von CD80 gezeigt werden. Dies steht im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen. Wir konnten 12h nach CASP eine signifikante Hochregulation von CD80 auf
CDl11c" Zellen der Milz erkennen und ebenso ein Anstieg von CD69 und CD86.

Eine Hochregulation der Expression von CD80 konnte von den Autoren nur auf DCs aus den
Lymphknoten gezeigt werden.

Fir eine Erklarung der Gegensitze ldsst sich die Verwendung unterschiedlicher
Mausstimme, wie auch die unterschiedliche Art der Sepsisinduktion heranziehen. Hierzu ist
anzumerken, dass Flohe et al. das Modell der CLP (1.2), nicht aber das eher dem
Krankheitsbild einer fulminanten Sepsis entsprechenden Modell der CASP, angewandt

haben. Die CLP entspricht laut einer Studie von Maier et al.(Maier, Traeger et al. 2004) dem



Diskussion 48

Krankheitsbild eines intraabdominellen Abszesses und somit mit einem lokal begrenzten
Geschehen. Andererseits ist es nicht verwunderlich, wenn unterschiedliche Expressionslevel
von Aktivierungsantigenen in verschiedenen Organen nachzuweisen sind. Beispielsweise
finden sich in Lymphknoten und Milz unterschiedliche DC Subpopulationen, die sich unter
anderem in ihrer Fahigkeit zur T-Zell Rekrutierung unterscheiden. So konnte in Arbeiten fiir
DCs der Milz ein Fehlen der Expression, des fiir die T-Zell Rekrutierung wichtigen CCL17
(auch: thymus and activation-regulated chemokine = TARC) nachgewiesen werden
(Alferink, Lieberam et al. 2003), so dass fiir die einzelnen Gewebetypen hinsichtlich der DCs
durchaus Unterschiede im Phénotyp erwartet werden diirfen.

Weitere Arbeiten (Scumpia, McAuliffe et al. 2005) haben sich mit der funktionellen Rolle
der DCs in der Sepsis befasst. Miuse, die den humanen Diphterietoxinrezeptor unter der
Kontrolle des CDI11c¢ Promotors exprimieren (Jung, Unutmaz et al. 2002), so dass durch
Diphterietoxingabe etwa 90% aller DCs depletiert werden konnten, zeigten nach Depletion
erhohte Mortalitdt auf. AnschlieBende Rekonstitution mit murinen DCs hatte protektive
Wirkung und zeigt so deren grofen Einfluss auf die Immunabwehr in der Sepsis. In CD11c-
DTR Tieren stieg die Mortalitit in Uberlebensexperimenten von 40% auf 90%, verglichen zu
WT, an. Nach Rekonstitution von 1x10” aus Knochenmark von Miusen generierten DCs
konnte die Mortalitit wieder auf iliber 40% gesenkt werden. Auch diese Arbeit zeigt
eindrucksvoll die bedeutende Rolle der Zellen des angeborenen Immunsystems in der Sepsis
und deckt sich mit unseren Daten insofern, dass DC eine wichtige Rolle fiir die
Immunantwort wéihrend Sepsis spielen.

Des Weiteren scheint es, wie unsere Uberlebensexperimente und die Arbeiten von Hotchkiss
et al (Hotchkiss, Chang et al. 2000) vermuten lassen, dass Lymphozyten ebenfalls eine
essentielle Rolle in der Frithphase der Sepsis besitzen. Jedoch lassen unsere Daten zur
Zellaktivierung vor allem auf eine frithe Funktion der B-Lymphozyten schlielen. So zeigen
die T-Zellen keine Hochregulation der untersuchten Aktivierungsmarker in der Sepsis, B-
Zellen hingegen antworten auf den Sepsis-Reiz mit der Hochregulation von CD69 und CD86,
allerdings nicht mit einer Regulation von CDS80, im Gegensatz zu den Zellen des
angeborenen Immunsystems. Moglicherweise handelt es sich hier um zellspezifische
Unterschiede zwischen B-Zellen gegeniiber DCs und Makrophagen, die in der
unterschiedlichen Funktion der B-Zellen im Vergleich zu DCs und Makrophagen begriindet

sein konnte.
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Im Weiteren richtete sich unser Hauptaugenmerk auf die genaue Rolle der B-Zellen
hinsichtlich ihrer Funktion in der Frithphase der Sepsis.

Um der Frage nach der direkten oder indirekten Aktivierung der B-Zellen nachzugehen,
untersuchten wir deren Fihigkeit, ex vivo auf TLR-Reize mit der Produktion von Zytokinen
zu antworten. In der Literatur gibt es diverse Belege hierfiir (Bernasconi, Onai et al. 2003;
Claudia R. Ruprecht 2006) (Bekeredjian-Ding, Inamura et al. 2007). Interessant ist hier der
Unterschied zwischen murinen und humanen B-Zellen. In humanen B-Zellen wirken TLRs
als essentielle Korezeptoren fiir den B-Zell-Rezeptor (BCR) zur Aktivierung der naiven B-
Zellen, eine B-Zell-Stimulation allein durch TLRs ist demnach beim Menschen nicht moglich
(Claudia R. Ruprecht 2006). Ob die Ergebnisse dieser Arbeit in unterschiedlichen
Experimentalsystemen reproduzierbar sind wird sich zeigen, fiir murine B-Zellen scheint dies
auf jeden Fall nicht zu gelten. Diese konnen auch iiber einen singuldren TLR Reiz aktiviert
werden. In der Literatur gibt es Hinweise, dass insbesondere durch CpG-ODN vermittelte
TLRO Aktivierung zur Induktion des Transkriptionsfaktors T-bet und zur Produktion von IL-
12 fithrt (Liu, Ohnishi et al. 2003). Klinische Anwendung findet die Moglichkeit der
Aktivierung von B-Zellen durch TLR unter anderem in der Erforschung und zukiinftigen
Therapie des Systemischen Lupus Erythematosus (SLE). Hierbei konnte gezeigt werden, dass
die B-Zell-Aktivierung bei Autoimmunprozessen wie SLE durch Immunkomplexe, die TLR7
und auch TLR9 aktivieren, erfolgt. Dies zeigt Ansdtze fiir neue Therapien durch
Unterbrechung der jeweiligen TLR-Kaskaden auf (Savarese, Chae et al. 2006).

In unseren Experimenten stimulierten wir aufgereinigte B-Zellen aus naiven WT Méusen mit
LPS, Pam3Cys, CpG und MALP-2 (Uematsu and Akira 2006) und maBlen deren Produktion
von TNF-a,, IL-12, IL-6 sowie IFN-y.

Um sicherzugehen, dass etwaige gemessene Anderungen der Zytokinproktion nach
Stimulation auch wirklich auf eine Antwort des TLR- Systems zuriickzufiihren sind, wurden
die Versuche ebenfalls an Zellen aus MyD88” Miusen durchgefiihrt, die aufgrund des
Fehlens des Adapterproteins MyD88 keine vollstindige TLR- Kaskade besitzen und nicht auf
TLR- Stimuli reagieren konnen (Adachi, Kawai et al. 1998) (Kawai, Adachi et al. 1999).

Hier konnte gezeigt werden, dass B-Zellen in der Lage sind, auf MyD88-abhingige TLR-
Stimuli zu reagieren, was eine Erklirung fiir den Phiinotyp der B-Zell defizienten RAG1™
Tiere wihrend akuter Sepsis liefern konnte.

Auffillig ist die relativ schwache Reaktion der B-Zellen auf LPS, vor allem im Vergleich zu
CpG-ODN. So wird die IL-12 Produktion der B-Zellen einzig durch CpG Stimulation erhoht.

Diese Beobachtung ist fiir DCs und Makrophagen nicht nachzuweisen. Diese zeigen auch
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durch Stimulation mit TLR4 Liganden einen Anstieg der IL-12 Produktion (Heike Weighardt
2004). B-Zellen exprimieren neben TLR4 auch RP105. RP105 (CD180) gehort zur TLR-
Familie, besitzt aber keine TIR Doméne. Urspriinglich konnte seine Expression nur auf B-
Zellen nachgewiesen werden, aber auch die Expression auf Makrophagen konnte gezeigt
werden (Ogata, Su et al. 2000), RP105 kann durch LPS aktiviert werden. Kiirzlich konnte
aber gezeigt werden, dass RP105 in B-Zellen als Negativregulator von TLR4 induziertem
Signaling wirkt. (Divanovic, Trompette et al. 2005). Die geringe Reaktion der B-Zellen auf
LPS konnte also durch Negativ-Regulation durch RP105 bedingt sein.

Diese Daten, die zeigen, dass B-Zellen schon binnen 24h nach Sepsisinduktion mit
Hochregulation von Aktivierungsmarkern, sowie ex vivo auf TLR-Stimuli reagieren konnen
veranlasste uns zu der Frage, ob die Zytokinproduktion der RAG1” Miuse withrend Sepsis
im Vergleich zu septischen WT Méusen verdndert war.

Dafiir wurden jeweils die in der Sepsis akut betroffenen Organe Leber, Lunge, Milz und
Niere (Annane, Aegerter et al. 2003; Karlsson, Varpula et al. 2007) als auch
Peritoneallavagefliissigkeit, sowie Serum im ELISA auf die Produktion der sepsisrelevanten
Zytokine TNF-a, IL-12, IL-10 (Finnerty, Herndon et al. 2007), MIP-2, MCP-1 (Matsukawa,
Hogaboam et al. 1999) und KC (murines IL-8) untersucht.

Systemisch konnte eine reduzierte Produktion von IL-10, IL12, TNF-a und MIP2 bei den
RAGI-/- Tieren nachgewiesen werden. Diese in der Sepsis wichtigen Zyto- und Chemokine
konnen prinzipiell von B-Zellen produziert werden und haben zum Beispiel die Aktivierung
von Immunzellen zur Folge. Durch das Fehlen ist dies und damit die akute Erregerabwehr

eingeschrinkt.

In Lunge und Leber sind kaum Unterschiede zwischen den RAGI1-defizienten und den WT
Miusen zu beobachten. Da die Mehrheit der Immunzellen in diesen Organe Makrophagen
und DC, nicht aber Lymphozyten sind, kdnnten sich diese Ergebnisse so erklédren lassen.

In der Niere, als primires Schockorgan in der Sepsis, die schnell durch klinische Faktoren
wie Hypotension in ihrer Funktion beeintrachtigt werden kann, zeigen sich reduzierte
Zytokinmengen. Zwar ist auch die Niere eher ein Gewebe in dem sich wenige Lymphozyten
befinden, jedoch konnte gezeigt werden, dass beit WT Méusen 24h nach Gabe von LPS i.p.
zum einen ein akutes Nierenversagen aber auch ein massives, T-Zell-vermitteltes Einwandern

von neutrophilen Granulozyten stattfindet (Singbartl, Bockhorn et al. 2005). Somit konnte die
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hier reduzierte Zytokinproduktion auf ein Fehlen der von den T-Zellen iiber CD28
rekrutierten Neutrophilen zuriick zu fiihren zu sein.

Auch in der Milz konnte ein dhnlicher Riickgang der Zytokinproduktion festgestellt werden.
Hier bietet sich zur Erklirung sowohl das Fehlen der B- als auch der T-Zellen an, beide
Populationen sind in der Milz in groBer Anzahl vorhanden und fehlen in den RAG1™ Tieren.
Die Milz RAGI1-defizienter Méduse weicht sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch
stark von der Histologie der WT-Milz ab. So konnte fiir die Milzarchitektur von RAG1”
Mausen eine verdnderte Anordnung der DCs gezeigt werden (Crowley, Reilly et al. 1999).
Auch scheint es, dass die DCs derart dicht angeordnet sind, dass die normale Abgrenzung der
einzelnen Subpopulation nicht mehr moglich ist. Auch war die Anzahl der CD11c* Zellen in
der Milz auf fast 30% des WT Phinotyps reduziert. Dies konnte neben der reduzierten
Zytokinproduktion weitere, essentielle Funktionseinschrinkungen zur Folge haben.

Ein weiterer, wichtiger Unterschied zwischen den RAG-defizienten und den WT-Tieren stellt
die Marginalzone der Milz dar. Diese ist bei den RAGI1™ Tieren nicht so stark ausgepragt, so
dass hier wichtige Interaktionen fiir die Antigenprédsentation wihrend der Sepsis
moglicherweise nicht richtig funktionieren. Die Bedeutung der Marginalzone fiir die
Erregerabwehr konnte z.B. bei Arbeiten zu SIGN-R1 (specific intracellular adhesion
moleculegrabbing Nonintegrin) gezeigt werden, einem murinen Typ-C Lektin, dass auf
Makrophagen der Marginalzone stark exprimiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass SIGN-
R17 Miuse signifikant anfilliger auf Infektionen ausgeldst durch Streprococcus pneumoniae
sind und diese die Entfernung der Bakterien aus dem Kreislauf nicht bewiltigen konnen
(Lanoue, Clatworthy et al. 2004).

Ebenfalls fiir die Immunpathologie der Sepsis von groBer Bedeutung ist die Funktion der
Marginalzonen B-Zellen (MZ-B-Zellen). Diese stellen im Verbund mit weiteren
Immunzellen die erste Reihe der Abwehr von sich himatogen verbreitenden Bakterien, Viren
und Toxinen dar. Neben ihrer Fihigkeit natiirliche Antikdrper vom Typ IgM zu produzieren
besitzen sie auch die Fihigkeit, T-Zellen zu aktivieren und direkt mit Makrophagen und
dendritischen Zellen zu interagieren (Lopes-Carvalho, Foote et al. 2005).

Die in RAGI-defizienten Méusen beobachteten, starken Verdnderungen der Marginalzone
(Crowley, Reilly et al. 1999) konnten somit zum Ausbleiben der initialen Immunantwort in
der Milz beitragen und in Verbindung mit dem generellen Fehlen der B- und T-Zellen in der

Milz Grund fiir die verinderte Mediatorproduktion septischer RAG1” Maus Milzen sein.
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Die groften Unterschiede zwischen septischen WT und RAG1™ Miusen hinsichtlich der
Zytokinproduktion besteht fiir die sepsis-relevanten Zytokine I1L-12 (Moreno, Alves-Filho et
al. 2006) und IL-10. Wie oben schon erwihnt konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die
IL-10 Produktion von Makrophagen in der Sepsis fiir die Immunpathologie der Sepsis
wichtig ist. Allerdings kénnen auch B-, sowie T-Zellen prinzipiell IL-10 produzieren. Der
geringere IL-12 Spiegel in den RAG1™ Miusen sowie die damit verbundene geringere
Produktion von IFN-y konnte zu geringerer Induktion der bakterizid wirkenden
Sauerstoffradikale (oxidative burst) und der NOy produzierenden, induzierbaren NO

Synthetase (INOS) fiihren (Entleutner, Traeger et al. 2006).

Um die erhohte Suszeptibilitit der RAG1” Tiere in der Sepsis einer der fehlenden
Zellpopulationen zuordnen zu konnen, war es unser Ziel die Méduse vor CASP mit einzelnen
Zellpopulationen zu rekonstituieren. In der Literatur gab es bereits Hinweise, dass die
Rekonstitution von Splenozyten in RAG1” Miuse deren Uberleben in der Sepsis begiinstigt.
So konnten Shelly at al. im Rahmen der Forschung zur postraumatischen Sepsis nach
schweren Verbrennungen die hohe Sepsis-Suszeptibilitdit RAG1-defizienter Tiere durch die
Rekonstitution von 1x10” Milzzellen deutlich reduzieren (Shelley, Murphy et al. 2003).
Unsere Arbeit hatte bislang gezeigt, dass B-Zellen prinzipiell aktivierbar sind, so dass wir
unsere Rekonstitutionsexperimente mit aus WT-Milzen aufgereinigten B-Zellen begannen
um so in vivo Einblicke in deren Funktion in der Sepsis zu erhalten.

Im Rahmen einiger Vorversuche konnten wir zeigen, dass sich 1,5)(107 1.v. rekonstituierte B-
Zellen auch drei Tage nach Injektion in unterschiedlichen Organen wieder finden lassen. Dies
ist wichtig, da die Funktion der B-Zellen und das Zusammenspiel mit anderen Zellen des
Immunsystems von ihrer Lokalisation abhédngig sind. So wollten wir zeigen, dass die Zellen
nicht nur im Blut und in der Bauchhohle, sondern auch in der Milz wieder zu finden sind.
Diese wire fiir die Wiederherstellung des WT Phénotyps bei der Rekonstitution der RAG1-
defizienten Tiere essentiell.

Die Rekonstitution der B-Zellen in RAG1” Miusen zeigte jedoch keine signifikante
Verbesserung hinsichtlich der hohen Mortalitét, einzig in der klinischen Beurteilung der
Tiere zeigten die rekonstituierten Mause ein schwicher ausgeprigtes Krankheitsbild. Hier
muss jedoch auf die Subjektivitit dieses Ergebnisses hingewiesen werden.

Ebenso konnte nach Zytokinanalysen gezeigt werden, dass der Phéanotyp der WT Maus durch

die alleinige Rekonstitution von B-Zellen 1.v. nicht wieder hergestellt werden konnte.
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Diese Experimente werfen die Frage auf, ob eine geniigend grofle Anzahl B-Zellen 3 Tage
nach i.v. Injektion ihren Bestimmungsort gefunden, dort wie in einer WT Maus ihre Funktion
aufgenommen haben und ob die injizierte Zahl der Zellen fiir eine Verdnderung des
Immunverhaltens unserer Testtiere ausgereicht hat. Die Untersuchung von Milzen RAGI-
defizienter Mduse nach Rekonstitution von B-Zellen hat gezeigt, dass sich diese zwar in den
Milzen wieder finden lassen, die Milzarchitektur jedoch nicht wiederhergestellt wird. So
ergab sich bei histologischen Untersuchungen sieben Tage nach Rekonstitution keine dem
WT Phinotyp entsprechende Ansiedlung der DCs und Marginalzonenmakrophagen
(Crowley, Reilly et al. 1999).

Auch der Zeitpunkt der optimalen Rekonstitution bedarf weiterer Untersuchungen. In unseren
Vorversuchen erwies sich der Zeitpunkt, drei Tage vor CASP, zum Nachweis der Zellen als
giinstig, andere Arbeitsgruppen tendieren teilweise zu fritheren (Shelley, Murphy et al. 2003)
als auch spiteren Zeitpunkten (Buiting, De Rover et al. 1995) fiir autologe Zelltransfers,
wobei immer der unterschiedliche Aufbau der einzelnen Arbeiten und die Eigenschaften der
rekonstituierten Zellpopulationen im Auge behalten werden miissen.

Und auch hier kommt erneut die Frage nach der vollstindig verdnderten Milz Histologie
RAG]1-defizienter Miuse auf. Kann es sein, dass ohne den korrekten Aufbau der Milz die
Funktion der B-Zellen stark eingeschrénkt ist?

Interessanterweise zeigt die Produktion der Zytokine IL-12 und IL-10 einen weiteren Abfall
in den rekonstituierten Tiere. Dies hatte sich bereits im Vergleich der RAG1™ zu den WT
Maiusen gezeigt. Hier hatten wir das Fehlen der B-Zellen und deren Fihigkeit zur IL-12
Produktion wie bereits in Kapitel 3.3.1 beschrieben, fiir den Abfall der IL-12 Produktion
verantwortlich gemacht, nach einer Rekonstitution der B-Zellen wire also eher ein Anstieg
von IL-12 zu erwarten gewesen. Dies konnte ein weiteres Indiz fiir die Fehlfunktion der
rekonstituierten Zellen sein.

Somit ldsst sich abschlieBend erkennen, dass unsere Hypothese iiber die Rolle der B-Zellen in
der Frithphase der Sepsis nicht in der von uns vermuteten Weise zu halten ist. Zwar mag es
durchaus wichtige Funktionen fiir diese Population geben, jedoch kann die erhohte Mortalitt
der RAG1” Miuse nicht allein durch das Ersetzen der B-Zellen gesenkt werden. So bleibt die
Frage, ob moglicherweise die Rekonstitution von T-Zellen zu besseren Ergebnissen fiithren
wiirde. Fiir diese konnten wir keine Hochregulation der Aktivierungsmarker erkennen, jedoch
konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass T-Zellen in der Lage sind, das
proinflammatorische Zytokin IL-22 wihrend Sepsis zu produzieren (Weber, Schlautkotter et

al. 2007). Inhibition von IL-22 fithrt am Ort der Infektion zu einer Reduktion der
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Bakterienlast, erhoht die bakterizide Aktivitit von Leber und Niere und hat somit auch
beispielsweise einen geringeren Nierenschaden in der Sepsis zur Folge.

Zudem spielen T-Zellen nach CD28-Ligation eine Rolle bei der Nierenfunktion wéhrend
Sepsis. Diese in die Nieren rekrutierte T-Zellen haben vor allem regulatorische Aufgaben und
verhindern ein oftmals letal endendes akutes Nierenversagen in der Sepsis (Singbartl,
Bockhorn et al. 2005).

Ein weiteres Indiz fiir die Bedeutung der T-Zellen in der peritonealen Sepsis zeigen
Untersuchungen zu den ,supressor of cytokine signaling” Proteinen (SOCS), die
Zytokinausschiittung inhibieren konnen. Es konnte gezeigt werden, das SOCSS5 von T-Zellen
exprimiert wird und dort eine regulatorische und aktivierende Funktion fiir Prozesse der
angeborenen Immunitit besitzt. So zeigen Miuse mit einer Uberexpression von SOCS5 eine
reduzierte Bakterienlast und eine reduzierte Mortalitit in der Sepsis, was auf eine verstarkte
Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sowie auf
erhohten IL-12, IFN-y sowie TNF-a Spiegeln zuriickzufiihren ist (Watanabe, Kubo et al.
2006).

Es wire also durchaus interessant, analog zu unseren Arbeiten mit B-Zellen, die Rolle der T-
Zelle in der Frithphase der Sepsis intensiver zu untersuchen.

Trotzdem konnen moglicherweise die Zellen der Milz ohne die gesamte Organstruktur ihre
Funktionen nicht korrekt ausfithren. Es scheint, als ob die Gesamtheit der Milz und das
Zusammenspiel der einzelnen Zellpopulationen fiir die Bakterienerkennung essentiell sind.
Die genaue Abfolge der Bakterienerkennung in der Milz ist immer noch nicht vollstindig
verstanden und bedarf weiterer Erforschung. So konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass E.
coli 30 Minuten nach i.p. Injektion hauptsédchlich in der Marginalzone der Milz zu finden
waren und erst im Verlauf iiber die Milz streuten. (Unverdffentlicht: S. Kaiser-Moore, D.
Reim, H. Weighardt).

Dies weist auf eine mogliche Rolle der Marginalzone in der bakteriellen Abwehr auf der
Ebene der der Pathogenerkennung hin. Da diese jedoch in RAGI-defizienten und mit B-
Zellen rekonstituierten Méusen nicht dem WT Phénotyp entsprechend ausgebildet ist, konnte
dies eine weitere Erklirung fiir das Ausbleiben eines Uberlebensvorteils der rekonstituierten
Mause im Sepsismodell liefern.

Hier finden sich Ansitze fiir weitere Arbeiten. Interessant wire die genauere histologische
Untersuchung der Marginalzone, denkbar wire zum Beispiel die genauere Analyse von
Mausen, die Defekte in der Ausbildung der bekannten Marginalzonen-Marker SIGNR1 und
MARCO zeigen, da fiir diese Tiere bereits Defekte in der Erkennung von Thymus
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unabhingigen Typ 2 Antigenen (hier Hiillpolysaccharide von Streptococcus pneumoniae)
gezeigt wurden (Chen, Pikkarainen et al. 2005).

Ein weitere Ansatz wiren Histologien von mit Clodronat depletierten Milzen der RAGI1"
Mause, analog zu Arbeiten mit WT Mausen, die die Marginalzone als wichtigsten Bereich
zur Prisentation der Antigene in der Milz hervorstellen konnten (Aichele, Zinke et al. 2003).
Aichele et al. zeigten weiterhin die grundlegende Rolle der Marginalzonen Makrophagen fiir
das Uberleben bei sublethaler Injektion von Listerien, hier zeigten die mit Clondronat
depletierten Miuse grofe Nachteile im Uberleben.

Dies sollte den AnstoB fiir intensivere Arbeiten zum Thema der Funktion der Marginalzonen
Makrophagen in der Sepsis, vor allem auch bei den RAG-defizienten Tieren geben, um die
noch unvollstindige Kenntnis iiber die Funktion der Immunabwehr in der Sepsis besser
verstehen und auf dieser Basis effektivere Behandlungsmethoden fiir die Anwendung in der

Medizin entwickeln zu konnen.
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5. Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der peritonealen Sepsis bereitet postoperativ noch heute massive
Probleme in der Klinik. Da die Immunpathologie der Sepsis noch nicht vollstindig
verstanden ist, gilt es durch Erforschung der Grundlagen effektivere Therapien zu
entwickeln, und die auf Intensivstationen noch immer auszumachende Letalitit von iiber 30%

in der peritonealen Sepsis zu reduzieren.

Vorarbeiten in einem Mausmodell der septischen Peritonitis konnten iiberraschend
Uberlebensdefizite von RAG1” Maiusen, denen reife B-und T-Zellen fehlen, binnen 24h nach
Sepsisinduktion per CASP zeigen. Die friihe Immunabwehr bei akuten bakteriellen
Infektionen wird nach géngiger Lehrmeinung vom angeborenen Immunsystem bekampft, das
adaptive Immunsystem agiert erst zeitlich nachgeschaltet. Unsere Ergebnisse wiesen aber auf

eine wichtige Rolle adaptiver Immunzellen in der Frithphase der Sepsis hin.

Um zu untersuchen, welche Zellpopulationen frith wihrend Sepsis aktiviert werden, wurden
mittels Durchflusszytometrie Aktivierungsmarker auf T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen der Milz bestimmt. B-Zellen regierten mit einer Hochregulation von
CD69 und CD86 - nicht aber von CD80 nach CASP. Fiir die T-Zellen konnte jedoch keine
Regulation der Aktivierungsmarker nachgewiesen werden. Aus diesem Grund fokussierte

sich die Arbeit auf die Rolle der B-Zellen wihrend Sepsis.

Im Weiteren untersuchten wir in-vitro, ob B-Zellen direkt iiber TLR-Liganden aktiviert
werden konnen. Die Produktion von TNF-q, IL-12 und IL6 konnte durch CpG-ODN so wie
in geringerem Maf3e auch durch LPS induziert werden.

Um die Funktion der Lymphozyten nach Sepsis genauer zu analysieren, wurde 12h nach
CASP die Zytokin und Chemokinproduktion systemisch, sowie in peripheren Organen von
septischen RAG1” Miusen im Vergleich zu WT Tieren bestimmt. In RAG1” Tieren lieBen
sich reduzierte systemische Zytokinlevel fiir TNF-a, IL-10, IL-12 und MIP2 nachweisen.
Dies konnte ebenfalls in Milz und Niere jedoch kaum in Lunge und Leber beobachtet
werden. Um die Funktion von B-Zellen in vivo zu kliren wurden RAG1” Miuse mit 1,5)(107
B-Zellen i.v. rekonstituiert und im Sepsismodell analysiert. Die Uberlebensraten
rekonstituierter RAG1” Miuse zeigten keinen Unterschied zu unbehandelten Kontroll-

RAGI1™ Tieren. Jedoch konnte eine klinisch Besserung der Versuchstiere in der Sepsis sowie
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eine Tendenz fiir eine reduzierte Bakterienlast beobachtet werden. Zudem zeigte sich eine
leicht reduzierte Zytokinproduktion nach Rekonstitution und CASP vor allem in Niere und
Milz, jedoch keine Wiederherstellung des WT Phinotyps und auch kein Uberlebensvorteil

fiir rekonstituierte Méuse in der Sepsis.

Somit darf die fehlende Funktion der B-Zelle in der Frithphase der Sepsis als einzige Ursache
der Uberlebensdefizite der RAG1™ Miuse in Frage gestellt werden.

Auch wenn T-Zellen in unseren Arbeiten nicht mit Regulation von Aktivierungsmarkern auf
Entziindungsreize reagiert haben, gilt es im Weiteren, deren Rolle in der Frithphase der
peritonealen Sepsis zu ergriinden um einen kausalen Zusammenhang zwischen der frithen
Mortalitit der RAG1” Méuse in der Frithphase der Sepsis und der fehlenden adaptiven

Immunitit ausmachen zu konnen.
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8. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

8.1 Abbildungen:

1. Pathogenese der Sepsis (modifiziert nach Kox et al. 2000)

2. Wesentliche Beziehungen zwischen TLRs, Adapter-Proteinen, sowie verkniipfte
Kinasen und deren Signaling Effekte (Beutler et al. 2004)

3. V(D)J-Rekombination (modifiziert nach G. M. Cooper 2000)

4. Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier - RAG1-/- vs. WT im CASP-Modell.

5. FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 18h nach
Peritonitisinduktion auf CD3"-T-Zellen

6. FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86 18h
nach Peritonitisinduktion auf B220"-B-Zellen

7. FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86 18h
nach Peritonitisinduktion auf CD11c¢*-DC

8. Differenzierung der CD11b" Zell-Subpopulationen in der Durchflusszytometrie

9. FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86 18h
nach Peritonitisinduktion auf CD11b" “low* Zellen

10. FACS Analyse - Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD80 und CD86 18h
nach Peritonitisinduktion auf CD11b" “high* Zellen

11. Spiegel der Zytokine TNF, IL-12, IL-6 und IFN-g von ex vivo WT-B-Zellen nach 12h
Stimulation mit TLR-Liganden

12. Spiegel der Zytokine TNF, IL-12, IL-6 und IFN-g von ex vivo MyD88"-B-Zellen
nach 12h Stimulation mit TLR-Liganden

13. Systemischer Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCL1 im
Serum 12h nach Peritonitisinduktion

14. Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCL1 in der Leber
12h nach Peritonitisinduktion

15. Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCLI1 in der
Lunge 12h nach Peritonitisinduktion

16. Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCLI1 in der Milz
12h nach Peritonitisinduktion

17. Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCL1 in der Niere
12h nach Peritonitisinduktion

18. Lokale Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10 und CXCLI1 in der
Peritonealfliissigkeit 12h nach Peritonitisinduktion

19. Rekonstitutionsnachweis im FACS

20. Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier - mit 1,5x 107 B-Zellen rekonstituierte RAG1-/-
Maiuse vs. naive Tiere.

21. Systemische Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, 1L-12, IL-10, MCP-1 und KC im
Serum 12h nach Peritonitisinduktion bei RAG1”” Miusen. Vorbehandlung 72h vor
CASP mit 1,5x10" B-Zellen. Kontrollgruppe nur CASP.

22. Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der
Leber 12h nach Peritonitisinduktion bei RAG1”~ Miusen. Vorbehandlung 72h vor
CASP mit 1,5x10’ B-Zellen. Kontrollgruppe nur CASP.

23. Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der
Lunge 12h nach Peritonitisinduktion bei RAG1” Miusen. Vorbehandlung 72h vor
CASP mit 1,5x10’ B-Zellen. Kontrollgruppe nur CASP.

24. Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der

Milz 12h nach Peritonitisinduktion bei RAG1” Miusen. Vorbehandlung 72h vor
CASP mit 1,5x10" B-Zellen. Kontrollgruppe nur CASP.
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25. Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der
Niere 12h nach Peritonitisinduktion bei RAG1”” Miusen. Vorbehandlung 72h vor
CASP mit 1,5x10" B-Zellen. Kontrollgruppe nur CASP.

26. Lokaler Spiegel der Zyto-und Chemokine TNF, IL-12, IL-10, MCP-1 und KC in der
PL 12h nach Peritonitisinduktion bei RAG1”~ Mzusen. Vorbehandlung 72h vor CASP
mit 1,5x10" B-Zellen. Kontrollgruppe nur CASP.

27. Bakterienlast der Peritoneallavage 12h nach Peritonitisinduktion bei RAG1” Miusen
20h auf Blutagar inkubiert.

8.2 Tabellen:

1. Toll-Like Rezeptoren und ihre Liganden (modifiziert nach Akira et al. 2004)
2. Chemikalien

3. Filter, Filme, Gefid3e, Sonstiges

4. Reagenziensammlung (,,Kits*)

5. Gerite

6. Tiere

7. Zelllinien

8. Antikorper (primér/sekundér)

9. In-vitro Stimulation Milzzellen

10. Tab. 10 B-Zell-Aufreinigung
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