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1. Zusammenfassung

Weltweit versterben jihrlich Millionen Menschen an Infektionen der tiefen Atemwege. Insbesondere
dltere Patienten erliegen an ambulant erworbenen Pneumonien, die in den meisten Fillen durch das
Bakterium Streptococcus pneumoniae hervorgerufen werden. Um den Organismus vor dem Eindringen
des Erregers hinreichend zu schiitzen, bedarf es einer differenzierten Immunantwort. Das Zytokin
Interleukin-17C (IL-17C) und sein funktioneller Rezeptor Interleukin-17 Rezeptor E (IL-17RE) sind
seit einigen Jahren Gegenstand intensivster Forschung. IL-17C wird dabei eine modulatorische Funktion
in der angeborenen, epithelialen Abwehr zugesprochen. Welche Rolle die IL-17C/IL-17RE-Achse bei
der Pneumokokken-Pneumonie spielt, ist bislang jedoch ungewiss.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der IL-17C/IL-17RE-Achse auf die akute, durch S.
pneumoniae hervorgerufene Pneumonie und die hieraus resultierende Entziindungsantwort anhand eines
Mausmodells zu untersuchen.

Es wurden IL-17RE (II-17re”)- und IL-17C (II-17¢")-defiziente sowie Wildtyp (WT)-Méuse intranasal
mit S. pneumoniae infiziert und {liber einen Zeitraum von 78 Stunden hinsichtlich des Ausmafes der
Entziindung analysiert. Die Infektion der Lunge mit S. pneumoniae fiihrte zu einer gesteigerten
pulmonalen Expression von IL-17C, IL-17RE, IL-17A und IL-17D. Es zeigte sich, dass die Defizienz
sowohl fiir IL-17RE als auch fiir IL-17C zu einem signifikant reduzierten Einstrom neutrophiler
Granulozyten in die Lunge fiihrte. Dies ging mit einer signifikant verminderten Bildung des Zytokins
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) und einer signifikant verringerten Anzahl von fumor
necrosis factor o. (TNF-a) — positiven Zellen einher. Sowohl bei WT- als auch bei /I-17¢”- und 1I-17re
“-Miusen kam es innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Infektion zu einem starken Absinken der
Anzahl an Alveolarmakrophagen. 72 h nach Infektion lag die Anzahl an Alveolarmakrophagen etwas
iiber dem Niveau uninfizierter Miuse. Die bakterielle Klarung unterschied sich nicht wesentlich
zwischen I[-17re”-, II-17¢”- und WT-Miusen. Gleiches galt fiir die Anzahl der neutrophilen
Granulozyten im Blut. Der Anteil an granulocyte-monocyte progenitors (GMPs) und mesenchymal
progenitor cells (MPCs) war bei 1I-17re”"-Miusen reduziert.

Ergidnzend dazu wurde der Einfluss von IL-17C auf murine Alveolarmakrophagen untersucht. In ex vivo
Experimenten erfolgte die Stimulation mit S. pneumoniae und IL-17C. Die Zytokinsekretion der
Alveolarmakrophagen blieb dabei unter IL-17C Ko-Stimulation unveréndert.

Um zu kléren, ob der Verlust von IL-17RE die Phagozytoseaktivitit von Alveolarmakrophagen
beeinflusst, wurden entsprechende Zellen aus WT- und //-/ 7re”"-Tieren isoliert und in vitro mit
fluoreszierenden Mikrosphéren inkubiert. In der anschliefenden durchflusszytometrischen Analyse

konnten keine Unterschiede in den Phagozytoseraten beider Gruppen gemessen werden.



Die vorliegende Arbeit zeigt auf, dass die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten wahrend der
Pneumokokken-Pneumonie von IL-17C und IL-17RE vermittelt wird, ohne dabei Einfluss auf die
Aktivitdt und Erholung der Alveolarmakrophagen zu nehmen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die
IL-17C/IL-17RE-Achse den pulmonalen Entziindungsprozess bei S. pneumoniae Infektion reguliert.
Fiir die Therapie und den Verlauf von ambulant erworbenen Pneumonien konnte dieser Zusammenhang

von Bedeutung sein.
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2. Summary

Impact of interleukin-17 receptor E and interleukin-17C on the experimental pneumococcal

pneumonia

Millions of people worldwide still die from lower respiratory tract infections every year. Particularly
elderly patients suffer from community acquired pneumonia, commonly caused by the bacterium of
Streptococcus pneumoniae. To protect the host from invading pathogens, a differentiated immune
response is needed. The cytokine of interleukin-17C (IL-17C) and its functional receptor interleukin-17
receptor E (IL-17RE) are subjects of intense research for several years. Modulatory effects on the innate
epithelial immunity are attributed to IL-17C. Nevertheless, the function of the IL-17C/IL-17RE-axis in
pneumococcal pneumonia remains unclear. The aim of this doctoral thesis was to examine the influence
of the IL-17C/IL-17RE-axis on the acute pneumonia caused by S. pneumoniae and to investigate the
resulting inflammatory response by using a murine model.

IL-17RE (Il-17re”)- and IL-17C (II-17¢™")-deficient as well as wildtype (WT) mice were intranasally
infected with S. pneumoniae and subsequently analysed over a period of 78 hours in regard to their
inflammatory scale. The infection of the lung resulted in an increased pulmonary expression of IL-17C,
IL-17RE, IL-17A and IL-17D. The deficiency of both IL-17RE and IL-17C appeared to reduce
neutrophil granulocyte influx in the lung significantly. Furthermore, the production of the cytokine
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) and number of tumor necrosis factor a (TNF-a) -
positive cells were significantly decreased in IL-17RE deficient animals. Both in WT- and //-17¢"- as
well as /I-17re”- mice alveolar macrophage count declined during the first 24 hours after infection,
recovering completely 72 hours after infection. Bacterial clearance did not differ between /I-17re” -, II-
17¢"- and WT-mice. Moreover, no differences in neutrophil blood count were detectable. The fraction
of granulocyte-monocyte progenitors (GMPs) and mesenchymal progenitor cells (MPCs) was reduced
in 7I-17re""-mice.

Complementary the effects of IL-17C on murine alveolar macrophages were studied. Ex vivo trials were
performed, stimulating cells with S. pneumoniae and IL-17C. Whereas alveolar macrophage cytokine
secretion did not change under IL-17C costimulation.

To clarify if the absence of IL-17RE has an impact on the phagoctosis activity of alveolar macrophages,
cells have been isolated from WT- and /-1 7re”"-mice. After incubation with fluorescent particles in vitro,
flowcytometric analysis has been conducted. However, no differences in phagocytosis rate between both
groups were notable.

The results of this thesis show that neutrophil granulocyte recruitment during pneumococcal pneumonia
is mediated by IL-17C and IL-17RE without affecting the activity nor recovery of alveolar macrophages.
These findings suggest that the IL-17C/IL-17RE-axis regulates the pulmonal inflammation process
within S. pneumoniae infection. This could be crucial for the therapy and progression of community

acquired pneumonia.
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3. Einleitung

3. Einleitung

3.1 Pneumonie

Akute Infektionen der Lunge fordern jahrlich 4 Millionen Tode weltweit und stellen nach wie vor eine
immense Last flir das Gesundheitssystem dar [218, 240]. Es ist davon auszugehen, dass mehr als ein
Drittel, der durch ansteckende Krankheiten verursachten Tode, auf solche Infekte der unteren Atemwege
zuriickzufithren sind [73, 163]. Pneumonien sind dabei keineswegs eine alleinige Komplikation von
immunsupprimierten Patienten, sondern reprisentieren ein ernstzunehmendes Problem der alteren und
sehr jungen Bevolkerung. Die Mehrheit aller Patienten hat ein Alter von 65 Jahren iiberschritten. Uber
90% der Pneumonie-bedingten Tode sind in dieser Altersgruppe zu finden, wéhrend sie in
Entwicklungsldndern die Haupttodesursache unter Kleinkindern darstellen [56, 70, 160, 218, 231].
Selbst in Europa zeigt sich dabei eine nicht zu unterschétzenden Mortalitét, die bei schwerem Verlauf
bis zu 48% betréagt [239].

Unter physiologischen Bedingungen ist die Lunge nahezu steril [249]. Bakterien aus der Mundhohle
und des Rachenraums erreichen jedoch iiber die eingeatmete Luft und Mikroaspirationen die Atemwege
und werden fortlaufend eliminiert. Gelingt dies nicht und es kommt zum Eindringen mikrobieller
Pathogene, entsteht innerhalb der Alveolen und deren Umgebung eine Entziindungsreaktion, die zum
Bild einer Pneumonie fiihrt. Hierbei muss zwischen drei Formen der Pneumonie unterschieden werden.
Die ambulant erworbene Pneumonie (community-acquired pneumonia, CAP), die nosokomial
erworbene Pneumonie (hospital-acquired pneumonia, HAP) sowie die Pneumonie des
immunsupprimierten Patienten [198]. Unter einer CAP versteht sich eine Infektion der Lunge mit
Zeichen eines unteren Atemwegsinfektes, die nicht mit einem kiirzlichen Krankenhaus- oder Aufenthalt
in einer Langzeitpflegeeinrichtung assoziiert ist. Fiir die Diagnosestellung ist der positive radiologische
Nachweis von neu aufgetretenem Infiltrat meist obligat. Im Gegensatz dazu ist die nosokomiale
Pneumonie durch das Auftreten von Symptomen innerhalb von mindestens 48 h nach Aufenthalt in einer
medizinischen Einrichtung definiert [6, 78] . Wird die Erkrankung durch einen Erreger des
opportunistischen Spektrums unter supprimiertem Immunsystem hervorgerufen, ist sie als Pneumonie
unter Immunsuppression zu klassifizieren [54]. In der folgenden Arbeit wird lediglich auf die CAP néher
eingegangen.

Streptococcus pneumoniae ist nicht nur in Europa, sondern weltweit der hdufigste Ausloser der CAP
des Erwachsenen. Andere, frequente Agenzien sind respiratorische Viren, Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae und Haemophilus influenzae [51, 237, 239]. Die Bedeutung dieser
Diplokokken wird auch bei der kindlichen Pneumonie deutlich, welche trotz effektiven Impfungen zu
60% bakteriell bedingt ist und 73% der Erkrankungen auf S. pneumoniae zuriickzufiihren sind [160].
Anfangs tritt der Pneumokokken-Infekt meist durch eine unspezifische Erkiltungssymptomatik zum
Vorschein. Dringt das Bakterium im weiteren Verlauf jedoch in die unteren Atemwege vor, versucht

das Immunsystem die Lunge durch diverse Verteidigungsmechanismen zu schiitzen. Gelingt es zu
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3. Einleitung

diesem Zeitpunkt nicht den Erreger aufzuhalten, kommt es meist zur Inflammation mit dem Vollbild
einer Pneumokokken-Pneumonie [231]. Typischerweise zeigt sich diese durch ein plotzlich
einsetzendes, starkes Krankheitsgefiihl, Schiittelfrost, Fieber, produktiven Husten, atemabhéngigen
Brustschmerz, Verwirrtheit und Dyspnoe [78, 231]. Bei dlteren Patienten sind diese Symptome oftmals
schwicher ausgeprégt und diirfen nicht zum Trugschluss einer geringeren Krankheitsschwere fiihren,
da sie meist durch einen weitaus komplizierteren Verlauf gekennzeichnet ist [14, 56]. Bei der durch
Pneumokokken  verursachten = Lobdrpneumonie  kdnnen  hdufig  vier  charakteristische
makropathologische Phasen beobachtet werden. In der hyperdmischen Anschoppungsphase kommt es
in den Alveolen als erstes zur Ansammlung von neutrophilen Granulozyten und proteinreichem Exsudat.
Darauf folgt die Phase der roten Hepatisation, verursacht durch massig extravaskuldre Erythrozyten,
Fibrin und vermehrt Granulozyten. Das dritte Stadium wird graue Hepatisation genannt. Hier zeigen
sich die Lappen gréulich, trocken. Das Granulozytenexsudat ist riicklaufig, wéhrend es zur
Einwanderung von Makrophagen kommt. Die letzte Phase ist die sogenannte gelbe Hepatisation. Sie
bezeichnet vornehmlich die enzymatische Auflosung des gebildeten Fibrins und damit die
Wiederherstellung der normalen Lungenfunktion. Makrophagen sind hier der dominierende Zelltypus
[75, 250]. Dabei kommt es héufig zu einer Schédigung der Blut-Luft-Schranke, welche vom
Lungenepithel und Gefédendothel gebildet wird. Dies ist nicht nur der Pathogenitit des Erregers,
sondern auch einer iiberschieBenden Inflammation zuzuschreiben, womit es zu einer kritischen Stdrung
des Gasaustausches kommen kann [93]. Diverse Virulenzfaktoren sind fiir eine derart
parenchymschéidigende Wirkung verantwortlich. Beispielsweise fiihrt das von S. pneumoniae gebildete
Pneumolysin zu einer vermehrten Kapillarpermeabilitét. Nicht selten kann hieraus ein massives
Lungenddem entstehen [245].

Die Gabe von Antibiotika stellt die kausale Therapie einer Pneumokokken-Pneumonie dar. In neuester
Zeit werden dabei immer mehr resistente Stimme registriert. Dennoch zeigt sich S. pneumoniae,
insbesondere in Deutschland, meist empfindlich gegeniiber Penicillinen [106]. Bei der Behandlung der
unkomplizierten CAP hat sich eine friihe antibiotische Therapie bestehend aus Aminopenicillinen, evtl.
in Kombination mit einem Betalaktamaseinhibitor sowie Fluorochinolonen, Makroliden oder
Cephalosporinen der 3. Generation bewéhrt [198] . Bleibt die CAP unbehandelt, kann sie jedoch zu
respiratorischem Versagen und einer Sepsis mit letalem Ende fiihren [7]. Zur Priméarprophylaxe stehen
zwel Impfstoffe gegen Pneumokokken zur Verfiigung. Der Polysaccharid-Impfstoff, welcher gegen die,
in Entwicklungslandern, 23 haufigsten Krankheit verursachenden Serotypen gerichtet ist und der 13-
valente Konjugatimpfstoff. Bei beiden Impfstoffen handelt es sich um Totimpfstoffe, welche die
Bildung von Antikapselantikdrpern induzieren. Der Konjugatimpfstoft findet dabei vornehmlich bei
Kindern unter 2 Jahren und der Polysaccharidimpfstoff bei Erwachsenen Einsatz. Die moderne
Impfstoffentwicklung zielt hingegen insbesondere auf eine Immunantwort gegen diverse

Pneumokokken-Oberflichenproteinen ab [31, 231].
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3.2 Streptococcus pneumoniae

Das Bakterium S. pneumoniae gilt als héufigster Ausldser der ambulant erworbenen Pneumonie. Unter
den infektidosen Erkrankungen zeigt diese Form der Lungenentziindung die hochste Mortalitit weltweit
[51, 231]. Allein in Deutschland werden jdhrlich etwa 150.000 ambulante Pneumonie-Fille mit S.
pneumoniae als Hauptverursacher gelistet. Bei 63.000 — 105.000 dieser Patienten kommt es zur
Hospitalisation [259]. Die Verbreitung des Erregers erfolgt hauptséchlich {iber Tropfcheninfektion und
nahen Kontakten, zum Beispiel durch gemeinsam genutzte Trinkflaschen [134]. Dabei ist die
Pathogenitét von S. pneumoniae keineswegs auf die unteren Atemwege beschrankt. Das Spektrum der
durch diesen Erreger verursachten Krankheiten ist weit und beinhaltet unter anderem Sinusitiden,
Mittelohrentziindungen, Meningitiden, Peritonitiden und Septitiden [169]. Vor allem bei Risikogruppen
wie Kleinkindern, élteren- und immunsupprimierten Menschen, oder Asplenikern kommt es hédufiger
zur Erkrankung mit schwerem Verlauf [146]. Unter dem Lichtmikroskop imponieren die fakultativ
anaeroben S. pneumoniae als lanzettférmige, grampositive und paarweise angeordnete Diplokokken.
Auf Blutagar zeigen sich schleimige, glatte, a-hdmolysierende Kolonien mit zentraler Eindellung. Im
Gegensatz zu anderen Streptokokken zeichnen sich Pneumokokken durch Gallenloslichkeit und
Optochin-Empfindlichkeit aus [75]. S. preumoniae ist von einer Zellwand umgeben, die im
Wesentlichen aus einer Teichonsdure-bindenden Peptidoglykanschicht und integrierten
Oberflachenproteinen besteht. Die Teichonséure stellt das sogenannte C-Polysaccharid dar, welches aus
der Zellwandinnen- und AuBenseite hinausragt und ein hohes antigenes Potential besitzt [10, 63, 166,
209]. An die Zellwand ist in den meisten Fillen eine Kapsel aus Polysacchariden aufgelagert. Ihr kommt
eine protektive Rolle zu. Ein weiteres in der Plasmamembran lokalisierte Antigen ist das F-Antigen.
Hierbei handelt es sich um eine Lipoteichonsdure, die einen inhibitorischen Effekt auf das von
Pneumokokken exprimierte Autolysin veriibt [42, 96, 209]. Anhand unterschiedlicher
Antigeneigenschaften der Kapsel konnten bisher tiber 90 verschiedene Serotypen identifiziert werden
[89]. Beispielsweise ist der in dieser Arbeit verwendete Stamm D39 ein virulenter Vertreter des Serotyps
2. Er wurde 1916 erstmals aus einem Patienten isoliert und stellt seither einer der meist verwendeten
Stdimme in der Erforschung von Pneumokokken verursachten Erkrankungen dar [131]. Das Bakterium
gilt als nicht obligat pathogene Kommensale des menschlichen Nasenrachenraumes. Demzufolge nimmt
ein Grofiteil der Bevdlkerung, vor allem Kinder, zeitweise einen Trégerstatus ein. Obwohl es sich
zumeist um eine asymptomatische Besiedelung der Schleimhdute handelt, gilt diese Kolonisation als
Grundvoraussetzung fiir die Krankheitsentstehung. Zur Erkrankung kommt es, wenn Pneumokokken in
den vermeintlich keimfreien Raum der unteren Atemwege eindringen und in den Blutkreislauf gelangen

(Abb. 1) [21, 55, 238].
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Abbildung 1: Pathogenese der Pneumokokken-Erkrankungen (nach [120, 238])

S. pneumoniae besiedelt die Schleimhdute der oberen Atemwege. Die Kolonisation dieser Nische ist
Grundvoraussetzung fiir die Ubertragung und invasive Erkrankungen. Die Erreger kénnen durch die Nase iiber
Sekretproduktion ausgeschieden und auf einen neuen Wirt tlibertragen werden. Durch lokale Ausbreitung und
Aspiration kann es zu Pneumonien oder Mittelohrenziindungen kommen. Der Ubertritt des Erregers in die
Blutzirkulation kann zur systemischen Infektion und auch Menigitiden fiihren.
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3.3 Virulenzfaktoren

Zur Pathogenitit eines Erregers tragen gewisse Oberflaichenmolekiile bei, die als sogenannte
Virulenzfaktoren bezeichnet werden. Diese erleichtern dem Bakterium beispielsweise das Eindringen in
den Organismus oder dienen dazu der Immunabwehr zu entkommen. S. pneumoniae besitzt eine
Vielzahl an Virulenzfaktoren, die zur Kolonisation und Krankheitsentstehung beitragen. Die wichtigsten

werden im folgenden Abschnitt aufgelistet und dargestellt (Abb. 2).

Neuraminidase

Zytoplasma

‘ . Hyaluronidase
o
. . Autolysin
Q
Q \
O °
Zellmembran - \

IgAl-Prot
Zellwand BrFEroieus

Pneumolysin

extrazellulire Toxine
Polysaccharidkapsel und Enzyme

Abbildung 2: Schematische Darstellung der wichtigsten Virulenzfaktoren von S. pneumoniae (nach [231])

Die Virulenzfaktoren Neuraminidase, Pneumococcal adherence and virulence factor A (PavA), Pneumococcal
surface protein A (PspA), Hyaluronidase und Autolysin sind in der Zellwand lokalisiert. Autolysin spaltet im
aktivierten Zustand Bestandteile der Zellwand was zur Zelllyse mit Freisetzung von Pneumolysin, anderen
Toxinen und Enzymen fiihrt. Das intrazellulir gelegene Pneumolysin kann dadurch nach extrazelluldr gelangen.
Der wohl bedeutendste Virulenzfaktor ist die Polysaccharidkapsel, welches das Bakterium umgibt.
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Kapsel

S. pneumoniae wird von einer Kapsel umhiillt, welche als bedeutendster Virulenzfaktor des Bakteriums
gilt. [238] Thre Hauptaufgabe besteht darin, das Bakterium vor Phagozytose zu schiitzen. Sie ist zum
grofiten Teil aus Polysacchariden aufgebaut, welche mit wenigen Ausnahmen, kovalent mit der
Zellwand verankert sind [11, 214]. Es hat sich gezeigt, dass die Virulenz und Fahigkeit der Kolonisation
eines Stammes vor allem von der Kapselzusammensetzung und zu einem geringeren Teil von der
Kapseldicke abhédngt. Im Tierversuch zeigten bekapselte Stimme eine weitaus niedrigere letale Dosis
50 (LD50), vermehrte Invasivitit und Kolonisation als unbekapselte Vertreter [142, 236] Dies erklart
sich durch das Verdecken der stark immunogenen Zellwand. Folglich wird die Opsonierung behindert,
indem die Komplement- und Antikérperbindung reduziert wird [1, 102, 242]. Dariiber hinaus ist die
Kapseloberflache stark geladen, was die Eliminierung durch Phagozyten zusitzlich hemmt [136]. Durch
die negativ geladenen Polysaccharide gelingt es den Bakterien auBerdem dem Schleimeinschluss und

der mukozilidren Clearance zu entkommen. Dies begiinstigt die Erregerverbreitung [238].

Pneumolysin

Einer der wichtigsten Pathogenititsfaktoren von S. pneumoniae ist Pneumolysin. Das Enzym trégt
beachtlich zur hohen Virulenz, Letalitit und Ubertragung der Pneumokokken-Infektion bei [17, 238].
Die Wirkung des Toxins ist vielseitig und beruht hauptséchlich auf seinen zytolytischen Eigenschaften.
Die Aktivierung von Pneumolysin erfolgt dabei durch membranassoziiertes Cholesterol der Zielzelle,
was zur Integration in deren Lipidmembran fiihrt. Durch die Bildung von Oligomeren entstehenden
Poren, durch die Wasser in die Zelle stromt [19]. Vor allem Erythrozyten, aber auch abwehrrelevante
polymorphkernige neutrophile Leukozyten (PMNL) und Thrombozyten sind von der Zytolyse betroffen
[18, 113]. Dariiber hinaus kommt es bei Pneumolysin-stimulierten Monozyten zur Ausschiittung von
Tumornekrosefaktor-alpha und Interleukinen [98]. Bei anderen Zellen des Immunsystems entfaltet das
Toxin hingegen eher inhibitorische Effekte. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Migration
und der oxidative Burst von PMNL durch Pneumolysin reduziert und opsonierte Pneumokokken
vermindert abgetotet werden [180]. Auch anti-lymphoproliferative Eigenschaften sowie eine
Verringerung der Lymphokin- und Immunglobulinsekretion konnen dem Enzym zugeschrieben werden
[59]. Es konnte gezeigt werden, dass allein die Applikation von rekombinanten Pneumolysin zu
schweren Lobédrpneumonien in Rattenlungen fiihrt [57]. Dies mag dadurch zu erkliren sein, dass frei
zitkulierendes Pneumolysin durch unspezifische IgG-Bindung den klassischen Komplementweg
aktiviert. Dadurch werden weniger Bakterien opsoniert, womit das Ausmal} der Entziindung und die
pulmonale Schiadigung zunehmen [181, 216]. Hinzukommen eine limitierte pulmonale Klarung durch
Hemmung der Zilienmotilitdt sowie toxische Effekte auf Pneumozyten und Kapillarendothel, die zur
erhohten Permeabilitit der Lungenbarriere beitragen. Diese Pathomechanismen erleichtern dem
Bakterium die Penetration bzw. Systeminvasion und schaffen Verstindnis fiir die Entstehung des

Vollbildes einer Pneumokokken-Pneumonie [113, 195, 196].
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IgA1-Protease

Bei der IgA-Protease handelt es sich um ein Enzym, welches humane IgA1l- und sekretorische IgA-
Antikorper zu spalten vermag. Antikorper der Klasse IgA; stellen einen wesentlichen Teil der
Schleimhautabwehr gegen S. pneumoniae dar. Die enzymatische Spaltung in Fab- und Fc-Fragmente
limitiert die Immunoglobulin vermittelte Immunantwort. Dadurch wird die Kolonisation der Nasen-

Rachen-Mukosa erheblich erleichtert [122, 143, 185, 235].

Autolysin

Autolysin ist eine N-Acetylmuramyl-L-Alanin-Amidase [95]. Ein Enzym welches durch Abspaltung
von Zellwandkomponenten fiir die Freisetzung von intrazelluldr lokalisierten Toxinen wie Pneumolysin
und Neuraminidase sowie immunogenen Wandfragmenten sorgt (Abb. 2). Dieser Mechanismus tragt
stark zur Gewebsschddigung und Inflammation bei [37, 112, 229]. Des Weiteren ist Autolysin bei der

Antibiotika-induzierten Zellwand-Lyse, wie beispielsweise durch Penicillin, von Bedeutung [224].

Neuraminidase

Neuraminidase ist ein Enzym, welches seine Wirkung auf Zelloberflichen und in Korperfliissigkeiten
entfaltet. Dort katalysiert es die Abspaltung terminaler Sialinsduren von Glykoproteinen, Glykolipiden
und Oligosacchariden. Vermutlich dient diese Reaktion der Demaskierung von Oberflédchenrezeptoren
fiir Pneumokokken-Adhésine, wobei es zur zusdtzlichen Schidigung des Wirtsorganismus kommen

kann [127, 138, 174].

Hyaluronidase

Das Enzym Hyaluronidase spaltet Hyaluronsduren der Extrazelluldrmatrix und erleichtert damit dem

Bakterium die Gewebsinvasion sowie Translokation [179].

PspA

Pneumococcal surface protein A (PspA) ist ein Oberflachenprotein, welches durch seine protektiven
Eigenschaften die Virulenz der Pneumokokken steigert und deren Klirung reduziert [26, 156]. Es
inhibiert die Aktivierung des alternativen Komplementweges indem es die Anlagerung von C3b
unterbindet [228]. AuBlerdem besitzt es die Fahigkeit Lactoferrin zu binden und schiitzt das Bakterium
vor der bakteriziden Wirkung von Apolactoferrin. Lactoferrin ist ein eisenbindendes Glykoprotein der

angeborenen Immunabwehr, welches durch Eisenrestriktion das Bakterienwachstum limitiert [83, 207].

PavA

Pneumococcal adherence and virulence factor A (PavA) zéhlt zu den Fibronektin-bindenden
Oberflachenproteinen. Es trigt wihrend der Pneumokokken-Infektion zur Virulenz bei, indem es die

Adhésion zu Epithelzellen vermittelt [94].
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3.4 Gegen Pneumokokken gerichtete angeborene Immunabwehr

Mit einer Oberfliche von bis zu 100 m? steht das Lungenepithel iiber eingeatmete Luft und
Mikroaspirationen stindig mit der Umwelt und Mikrobiota der oberen Atemwege in Kontakt [43].
Daher muss die Lunge durch diverse Mechanismen vor schddlichen Umwelteinfliissen und Infektionen
geschiitzt werden. Einer dieser Mechanismen ist die angeborene Immunabwehr. Unter ihr versteht man
das Zusammenspiel zahlreicher mechanischer, zelluldrer und humoraler Faktoren, die den Organismus
unabhingig von vorherigen Kontakten in einer schnellen Reaktion vor Pathogenen schiitzen. Dariiber
hinaus kommt dem angeborenen Immunsystem eine wichtige Funktion bei der Initiierung einer
addquaten adaptiven Immunantwort zu [150]. Pneumonien verlaufen meist rasch progredient. In der
frithen Phase der Erkrankung kann das naive, adaptive Immunsystem nicht angemessen greifen, weshalb
die angeborene Abwehr hier eine bedeutende Rolle einnimmt [177, 178, 250]. Die mukozilidre
Clearance stellt dabei die erste mechanische Barriere dar, welche Pneumokokken am Ubertreten in die
Lunge hindert. Bedeckt von einer dicken Schleimschicht, hilt das respiratorische Flimmerepithel Staub
und Erreger iiber Zilienschlag und Husten von den unteren Atemwegen fern [202]. Kommt es dennoch
zum Eindringen der Erreger in den nahezu sterilen Raum der unteren Atemwege, sind in erster Linie
Alveolarepithelzellen und Alveolarmakrophagen aber auch gewebsstindige Lymphozyten wie innate
Lymphoid cells und yd T-Zellen die Schliisselzellen der initialen Verteidigung [161, 250]. Um
eindringende Erreger als potenzielle Bedrohung zu identifizieren, miissen die Zellen der angeborenen
Immunabwehr diese als solche erkennen. Fiir diesen Prozess sind sogenannte Pattern recognition
receptors (PRRs) mafBigeblich [3]. Die fiir die Pneumokokken-Erkennung wichtigsten Rezeptoren sind
C-reaktives Protein, Toll-like - (TLR), Scavenger- und NOD-/ike-Rezeptoren. Diese Rezeptoren sind in
verschiedenen Kombinationen in so gut wie allen bekannten Zelltypen zu finden und erkennen
erregerspezifische Strukturmotive, sogenannte Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), von
Mikroorganismen und Viren. [3, 178]. Bei den PAMPs handelt es sich um vielfaltige Strukturen wie
Proteine, Lipide, Kohlenhydrate, DNS und RNS. Sie konnen sich wie Lipoteichonsdure und
Lipoproteine an der Oberfliche der Mikroorganismen befinden. PAMPs wie bakterielle RNS und DNS
konnen auch erst durch z.B. den Verdau im Endosom oder durch Autolyse freigesetzt werden [3]. Auch
korpereigene Strukturen gelten als Aktivatoren und werden Damage-associated molecular patterns
(DAMPs) genannt [35]. PRRs dienen der Einleitung von Signalkaskaden. Die Familie der Toll-like-
Rezeptoren weist klassenabhiingig verschiedene Bindungsstellen auf, was zu der jeweiligen Spezifitit
fiir die Liganden fiithrt. TLR2 erkennt hauptsidchlich Zellwandbestandteile, die bei grampositiven
Bakterien vorkommen, wie Lipoteichonséure und Lipopeptide, wihrend TLRS Flagellin und TLR4 LPS
detektieren [144, 203]. Bei der Phagozytose von Pneumokokken nehmen TLR9-, welcher vor allem
bakterielle DNS detektiert und der Scavenger A-Rezeptor MARCO, eine bedeutende Rolle ein. Beide
Rezeptoren sind vornehmlich in Alveolarmakrophagen anzutreffen [4, 9] . Dariiber hinaus dienen
zytosolisch lokalisierte PRRs der Identifikation intrazelluldrer Pathogene sowie von Faktoren, die ins

Zytosol gelangen. So ermoglicht der NOD2 Rezeptor, Erreger anhand charakteristischer
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Muramyldipeptide zu erkennen [173]. Nach Bindung von PRRs an ihre spezifischen Liganden kommt
es zur Aktivierung von Signalkaskaden, die unteranderem {iber die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie NF-«xB und IRFs (Interferon regulatory factors) sowie dem Inflammasom
die Bildung von Zytokinen, Chemokinen und antimikrobiellen Peptiden regulieren. Im Falle einer
akuten Pneumonie vermittelt das angeborene Immunsystem auf diese Weise die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten in die Lunge. Zudem wird auch héufig das Komplementsystem aktiviert. So
bindet C-reaktives Protein an die Zellwand von S. pneumoniae und dient als Aktivator des

Komplementsystems [3, 219].

3.4.1 Komplementsystem

Das aus iiber 30 Proteinen bestehende Komplementsystem stellt einer der effektivsten
Abwehrmechanismen gegen S. pneumoniae dar. Die enzymatische Signalkaskade kann iiber 3
verschiedene Wege, dem klassischen-, alternativen- und Lektin-Weg, aktiviert werden. Deren
gemeinsames Ziel ist die Abwehr von Mikroorganismen durch Opsonierung und Lyse. Erreicht wird
dies iiber die gemeinsame Endstrecke, welche die Bildung von den chemotaktischen Anaphylatoxinen
C3aund C5a, dem Opsonin C3b und einem sogenannten Membranangriffskomplex zur Folge hat [201].
Dieser Membranangriffskomplex entspricht einer in der Bakterienmembran lokalisierten Pore, welche
durch Wassereinstrom zur Lyse des Erregers fiihrt [168]. Dem klassischen Weg kommt bei der Abwehr
von Pneumokokken die groBte Bedeutung zu [27]. Jener wird durch die Bindung von natiirlichen
Antikapsel-Antikorpern oder Akute-Phase-Proteinen, wie Serumamyloid P-Komponente oder C-
reaktiven Protein an die Bakterienoberfliche initiiert [27, 164, 257]. Der etwas weniger effektive,
alternative Weg scheint durch die antikdrperunabhingige Aktivierung vor allem beim nicht-
immunisierten Wirt eine Rolle zu spielen. Er wird durch Teichonsiure in der Pneumokokken-Zellwand

in Gang gesetzt [243].

3.4.2 Alveolarmakrophagen

Die zu den professionellen Phagozyten zéhlenden Alveolarmakrophagen stammen von Monozyten ab,
die aus dem Dottersack oder der Leber stammen und bereits die embryonale Lunge besiedeln [221]. Sie
dienen als erste Instanz der Eliminierung eindringender Pathogene und Fremdpartikel [50, 232]. Thre
Bedeutung in der Verteidigung gegen bakterielle Erreger ist fundamental. Sie beschriankt sich bei
weitem nicht nur auf die Phagozytose von Erregern, sondern umspannt die Rekrutierung anderer
Immunzellen {iber Zytokine, Inflammationsinduktion, als auch Resolution der Entziindung und
Gewebshomoostase [23, 88]. Alveolarmakrophagen entfalten zudem ein antimikrobielles Potenzial

iiber die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies und Stickoxide [58]. Alveolarmakrophagen sind in der
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Lage mit dem Alveolarepithel zu kommunizieren und hieriiber die Immunantwort zu modifizieren [241].
Kommt es zur Schiadigung des Epithels durch Bakterien, werden die Makrophagen vom Epithel
losgelost und durch PAMP und DAMP Freisetzung aktiviert. In diesem aktiven Zustand sind die
Fresszellen befdhigt die Pathogene zu phagozytieren [130]. Dabei kann die Bindung bekapselter
Bakterien wie S. pneumoniae am effizientesten erfolgen, wenn eine vorherige Opsonierung durch
Komplement oder Antikdrper stattgefunden hat [77]. Phagozytierte Erreger werden darauthin durch
diverse Enzyme wie Proteasen, Lysozym oder Sauerstoffradikale abgetotet [58]. Die Makrophagen
werden hierdurch wiederum selbst zur Expression proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1p,
IL-6 und IL-8 angeregt. Diese Botenstoffe fithren unter anderem zur Rekrutierung weiterer
Entziindungszellen wie neutrophiler Granulozyten und einer Amplifizierung der Immunantwort [23].
Doch Alveolarmakrophagen nehmen nicht nur eine proinflammatorische, sondern auch eine
entzlindungsprotektive Rolle ein. Durch Phagozytose apoptotischer PMN’s beseitigen sie potenziell
gewebeschidigende Enzyme und Radikalquellen und limitieren eine iiberschieende Immunantwort der
Pneumokokken-Pneumonie [88, 124]. Bei einer S. pneumoniae Pneumonie kommt es zumindest im
Mausmodell zu einem vorilibergehenden Verlust an Alveolarmakrophagen und zur anschlieBenden
Rekrutierung von Monozyten aus dem Blutkreislauf in die Lunge [91, 154, 244]. Inwiefern
Makrophagen, welche sich aus rekrutierten Monozyten differenzieren, die urspriinglichen

Alveolarmakrophagen dauerhaft nach Gesundung ersetzen, ist Gegenstand aktueller Forschung [167].

3.4.3 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten zdhlen zu den professionellen Phagozyten [121]. Nach der Initialabwehr
durch Alveolarmakrophagen sind sie, als Haupteffektorzellen der Verteidigung, maBgeblich fiir eine
effiziente Pneumokokken-Klarung verantwortlich [74]. Nimmt die Erregerzahl in der Lunge weiterhin
zu, kommt es dementsprechend auch zur vermehrten Rekrutierung von Neutrophilen. Dabei konnte im
Mausmodell 12-16 h nach Infektion mit S. preumoniae, parallel zum beschleunigten
Bakterienwachstum, ein enormer Einstrom in die Lunge beobachtet werden [119, 121]. Mittels
chemotaktisch wirkender Zytokine wie IL-8 (KC bei der Maus) und MIP-2 sowie Pneumokokken-
Bestandteilen wie Pneumolysin, werden die Neutrophilen zur Diapedese durch das pulmonale Endothel
hindurch angeregt [47, 149, 217]. Im Alveolarraum angekommen dienen sie der Eliminierung
iiberwiegend opsonierter Pathogene durch Phagozytose, lytische Enzyme und radikalhaltige Granula.
Sie modulieren selbst die Immunantwort durch Zytokinsekretion. Jedoch kann es zu einer
iiberschiefenden Neutrophilenabwehr kommen. Diese hat Strukturdefekte und prolongierte

Entziindungen der Lunge zur Folge [30, 80].
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3.4.4 Epithel

Das respiratorische Epithel der Atemwege stellt durch Muzine, Zilienschlag und Tight Junctions nicht
nur eine passive, physikalische Barriere dar, sondern ist auch aktiv an der Immunabwehr gegen S.
pneumoniae beteiligt [202]. Uber PRRs erkennen Atemwegsepithelzellen eindringende Pathogene und
reagieren durch die Sezernierung antimikrobieller Peptide wie Lactoferrin, Defensine, Cathelizine und
Lysozym [152, 223]. Beispielsweise bindet Lactoferrin Eisen und entzieht den Bakterien dadurch einen
wichtigen Nahrstoff, wohingegen Lysozym durch Zellwandhydrolyse bakterizid wirkt [8, 40]. Eine
weiterreichende Immunmodulation wird durch die Freisetzung von Zytokinen wie IL-6, CXCLS8, GM-
CSF, G-CSF und IL-17C erreicht. Diese Botenstoffe vermitteln die Rekrutierung und Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten sowie Monozyten und stimulieren die Bildung neuer Immunzellen [177,
184].

Unter den Alveolarepithelzellen werden zwei Arten unterschieden. Der Grofiteil der
Lungenblédschenoberfliche wird von Alveolarepithelzellen vom Typ 1 ausgekleidet. Sie dienen
hauptséchlich dem Gasaustausch. Die Hauptaufgabe der Typ Il Zellen ist die Surfactant-Produktion.
AuBerdem sezernieren sie Zytokine und eine Vielzahl an antimikrobiellen Peptiden. Zu diesen zéhlen
unter anderem die Surfactant Proteine SP-A und SP-D, welche einen direkt antimikrobiellen- und
opsonierenden Effekt entfalten. Eine Eigenschaft die durch Erhoéhung der Zellpermeabilitdt und
Veranderung der Nahrstoffaufnahme erreicht wird. AuBerdem tragen sie zur Rekrutierung von

Neutrophilen und T-Zellen bei [82, 87, 116, 151].

3.5 Gegen Pneumokokken gerichtete adaptive Immunantwort

Unter der adaptiven- oder erworbenen Immunabwehr versteht man eine effektive, antigenspezifische
Verteidigung, deren Hauptakteure der lymphatischen Zelllinie angehdren. Sie bildet sich erst nach
Pathogenkontakt aus [22].

In der Kinetik der S. pneumoniae-Infektion konnen mehrere Phasen identifiziert werden. Dabei kommt
es im letzten Abschnitt zu einer Stase oder auch Abnahme des Bakterienwachstums. Auf den
anfianglichen Neutrophileneinstrom folgt dann die Akkumulation von lymphatischen T- und B-Zellen.
Dies findet hauptséchlich in den peribronchialen und perivaskuléren Entziindungsherden statt [118, 119].
T-Zellen konnen iiber Zytokine oder Antigenprisentation aktiviert werden [230]. In diesem aktivierten
Zustand sind T-Zellen weder zur Phagozytose beféhigt, noch haben sie zytotoxische Effekte. Sie konnen
diese aber sekundér durch die Freisetzung von Zytokinen einleiten. Interferon Gamma (INF-y) gehort
diesen Zytokinen an. INF-y wirkt chemotaktisch sowie aktivierend auf Makrophagen und natiirliche
Killerzellen [197]. Eine vorherige Kolonisation mit einem bestimmten Pneumokokken-Stamm kann
dabei zu einer beschleunigten Klarung durch CD4+ Th-17 Zellen fiihren. Diese auBBerordentliche Rolle
der CD4+ T-Zellen wird durch die hohe Frequenz schwerer Pneumokokken-Pneumonien bei AIDS

Patienten deutlich [225]. Dariiber hinaus kann es zu einer antigenspezifischen T-Zellantwort mit
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Immunisierung gegen den jeweiligen Bakterienstamm kommen. Gegen die Polysaccharidkapsel und
Oberflachenproteine gerichtete Schleimhaut IgA- sowie systemische IgG- und IgM-Antikdrper
schiitzen dann vor einer erneuten Kolonisation und Invasion, indem sie die Eliminierung durch
Phagozyten beschleunigen [190]. Dabei wird die B-Zell Immunglobulinproduktion durch aktivierte T-
Helfer-Zellen angeregt. Ihr T-Zellrezeptor (TCR) erkennt Pneumokokken-Fragmente, die von MHCII

exprimierende Zellen wie Makrophagen, Dendrititischen- und B-Zellen présentiert werden [22].

3.6 Myelopoese

Die Bildung und Reifung der Blutzellen wird unter dem Begriff Hdmatopoese zusammengefasst. Sie
findet im Knochenmark und lymphatischen Organen statt. Dabei kdnnen zwei aus hamatopoetischen
Stammzellen hervorgehende, Hauptzelllinien unterschieden werden: Die lymphatische- und myeloische
Zellreihe. Die Entwicklung letzterer wird als Myelopoese bezeichnet und findet lediglich im
Knochenmark statt. Aus ihr gehen Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten und Monozyten hervor.
Ausgehend von der multipotenten hidmatopoetischen Stammzelle (HSC) erfolgt die weitere
wachstumsfaktoren-abhéngige Differenzierung in die jeweiligen Progenitorzellen. Mit fortschreitender
Zellreihe nimmt auch das Differenzierungspotenzial ab [84, 162]. Betrachtet man lediglich die
granulozytéire- und monozytéire Zellreihe, geht die gemeinsame myeloische Vorlduferzelle ,,common
myeloid progenitor* (CMP), aus der HSC hervor. Die CMP kann sich weiter zur granulozytiren und
monozytiren Vorlduferzelle ,,Granulocyte-Monocyte progenitor GMP) und diese wiederum zu
Myeloblasten entwickeln, um final in Granulozyten und Monozyten zu differenzieren [108]. Bei der
Reifung neutrophiler Granulozyten konnen weitere Stadien unterschieden werden. Neutrophile
Granulozyten werden auf der Stufe des segmentkernigen Granulozyten in die periphere Blutzirkulation
entlassen. Sind vermehrt unreife Vorlduferzellen wie stabkernige Granulozyten in der Peripherie
anzutreffen, spricht man von Linksverschiebung. Diese kann reaktiv, im Rahmen einer Infektion, aber
auch pathologischen Ursprungs sein [97]. Im Zuge einer Infektion erhdht sich insbesondere der Bedarf
an Neutrophilen und Monozyten, weshalb eine gesteigerte ,,Notfall-Myelopoese™ eingeleitet wird.
Durch Aktivierung der Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark kommt es zur vermehrten
Ausreifung und Mobilisation von Zellreserven in die Zirkulation. Dies kann durch spezielle Zytokine,
sogenannte Wachstumsfaktoren bzw. liber mikrobielle Bestandteile wie PAMPs reguliert werden [162].
Dementsprechend konnen Pathogene die Sekretion einer Vielzahl proinflammatorischer Zytokine
bewirken, welche die Differenzierung der HSC in Richtung der myeloiden Zellreihe lenken und reife
Zellen freisetzen, um eine addquate Verteidigung zu gewéhrleisten. Beispiele fiir derartige Faktoren sind
der Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF), Granulozyten-Monozyten-Kolonie-

stimulierende Faktor (GM-CSF) oder Interleukin-1p (IL-1p) [39].
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3.7 Zytokine

Die Familie der Zytokine umfasst eine groBe Bandbreite an Proteinen, die der interzelluldren
Kommunikation dienen. Die Zielzellen konnen dabei in unmittelbarer Nachbarschaft, als auch in fernen
Korperpartien lokalisiert sein. Zytokine koénnen zudem autokrin wirken. Je nach Ursprung und
Hauptaufgabe erfolgt die Einteilung in Chemokine, Interleukine, Interferone, koloniestimulierende
Faktoren oder Tumornekrosefaktoren. Nahezu alle kernhaltigen Zellen sind in der Lage, im Rahmen
einer Schiadigung oder Infektion Zytokine zu sezernieren [139]. So kann eine Ausschiittung im Rahmen
der Pathogenerkennung durch PAMP induziert werden und ein weites Spektrum an
immunregulatorischen- und proliferativen Eigenschaften zeigen [177]. Beispielsweise konnen IL-1 und
TNFa proinflammatorisch wirken, indem sie die Immunantwort amplifizieren, Chemokine regulieren,
die Entziindungszellen in entsprechende Gewebe rekrutieren oder die Ausschiittung anderer Zytokine
initialisieren [49]. Im Gegensatz dazu gibt es auch antiinflammatorische Interleukine wie IL-4 und IL-

10, die einem tiberschieBenden Entziindungsprozess entgegenwirken kdnnen [172].

KC

Das Chemokin keratinocyte-derived chemokine (KC) ist das murine Homolog des humanen IL-8. Es
wird vornehmlich von Neutrophilen, Makrophagen und Epithelien exprimiert. Es wirkt stark

chemotaktisch und aktivierend auf neutrophile Granulozyten [25, 105].

MIP-2

Macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2) wird von Makrophagen, Neutrophilen und Epithel bei
Entziindungsprozessen exprimiert. Es fithrt hauptsdchlich zur chemotaktischen Rekrutierung

Neutrophiler in das betroffene Gewebe [52].

G-CSF

Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) zeigt eine breite Wirkung auf granulozytire Zellen.
Unter den vielen verschiedene Zellarten, die in der Lage sind, G-CSF zu produzieren, findet die
Expression vor allem durch Stromazellen des Knochenmarks, Makrophagen, Endothel, Fibroblasten und
Epithel als Antwort auf eine Entziindung statt [67]. Hierzu ist ein inflammatorischer Stimulus vonndten,
wobei sich IL-17A als eines der hauptverantwortlichen Mediatoren gezeigt hat [65].

G-CSF entfaltet eine proliferative Wirkung auf alle Vorlduferzellen der granulozytiren Reihe,
beschleunigt die Neutrophilen Reifung und verlingert deren Uberleben. Dadurch wird die Anzahl
zirkulierender Granulozyten erhéht. Durch seine Phagozytose fordernden sowie chemotaktischen und

aktivierenden Effekte auf Neutrophile kommt es zu einer verstirkten Eliminierung von Bakterien [193].
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TNF-a

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) gilt als wichtiger Entziindungsinitiator der Lunge. Er wird groftenteils
von Makrophagen sezerniert und fiihrt zur vermehrten Expression von Adhéisionsmolekiilen auf der
Oberflache von Endothelien sowie der Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten. Dariiber hinaus
stimuliert TNF-a die Freisetzung weiterer proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 oder IL-6, wodurch

eine Entziindungskaskade in die Wege geleitet wird [52].

3.8 IL-17 Zytokinfamilie

Die Interleukin-17 Mitglieder gelten als wichtige Mediatoren wéhrend entziindlichen Prozessen. Das
erste und gleichzeitig am besten erforschte Interleukin, welches dieser Familie zugeordnet werden
konnte, war IL-17A. Im weiteren Verlauf konnten 5 weitere Vertreter, IL-17B, -C, -D, -E und -F
identifiziert werden. Allesamt leiten durch Bindung an entsprechende IL-17 Rezeptoren (IL-17RA —IL-
17RE) Signalkaskaden in die Wege. Samtliche IL-17 Zytokine haben vier konservierte Cysteinreste am
C-Terminus gemein. Uber diese sind sie in der Lage, sich zu Homodimeren zusammen zu lagern [104,
125]. Dariiber hinaus kann IL-17A gemeinsam mit IL-17F, einen IL-17A — IL-17F-Heterodimer bilden
[137].

IL-17A

IL-17A wird vornehmlich von aktivierten T-Helferzellen 17, CD4+- und CD8+ T-Gedéachtniszellen,
innate lymphoid cells, y5 T-Zellen sowie iNKT-Zellen exprimiert [76, 85, 133, 208, 256]. Diese Zellen
setzen bei bakterieller Exposition als Antwort IL-17A frei, welches seine Wirkung an Zielzellen wie
Fibroblasten, Adipozyten, Chondrozyten, Keratinozyten, Epithel- und Endothelzellen entfaltet. Diese
werden durch IL-17A zur Expression zahlreicher Gene, unter anderem proinflammatorischer Zytokine
wie IL-6, IL-8, TNF-a oder G-CSF sowie diverser antimikrobieller Peptide stimuliert [107]. Als
funktionelle Rezeptoren dienen IL-17RA und IL-17RC [226]. IL-17A scheint zudem mit
Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis, theumatoider Arthritis oder Multipler Sklerose assoziiert zu

sein [12, 20, 32].

IL-17B

IL-17B bindet an seinen funktionellen Rezeptor IL-17RB und wird vornehmlich in Neuronen, Hoden,
Pankreas, Magen und Chondrozyten gebildet [175, 200]. Es induziert die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1p und wirkt proliferativ auf Chondrozyten [188].
Zugleich steuert es der inflammatorischen Wirkung von IL-17E entgegen und zeigt protektive Effekte
bei Asthma und Kolitiden [189].
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IL-17C

IL-17C wird hauptsédchlich in Epithelzellen der Lunge, Haut, Niere und des Kolons gebildet. In
Fibroblasten, peripheren Blutmonozyten und Alveolarmakrophagen ist es hingegen nicht zu detektieren
[186, 247]. Es wirkt iiber die Bindung an einen Rezeptorkomplex bestehend aus IL-17RA und IL-17RE,
mit hoherer Affinitdt zu letzterem [213]. Seine Freisetzung wird im Atemwegsepithel iiber Bakterien,
Viren, proinflammatorische Zytokine und TLR Agonisten induziert. Dabei wirken IL-17A und TNF-a
steigernd auf die Expression [41, 109, 184, 247]. Die Hauptaufgabe von IL-17C besteht darin, die
Rekrutierung von Entziindungszellen, insbesondere neutrophiler Granulozyten, zu vermitteln und die
Expression antimikrobieller Peptide zu regulieren. Dies geschieht, indem es chemotaktische und
proinflammatorische Zytokine induziert und TH17-Zellen zur IL-17A und IL-17F Produktion anregt
[213, 247]. Es konnte gezeigt werden, dass der IL-17C Rezeptor IL-17RE die Immunitét gegeniiber
intestinalen Pathogenen im Kolonepithel vermittelt, indem es die Freisetzung antimikrobieller Peptide
und inflammatorischer Mediatoren induziert [213]. In der Lunge fiihrt IL-17C insbesondere zur
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten. Derartige FEigenschaften wurden unteranderem bei
Pseudomonas aeruginosa Exposition beobachtet [247]. Dementsprechend resultierte auch die
intrapulmonale Installation von als IL-17C Vektoren dienenden Adenoviren, in einem pulmonalen
Neutrophilen Einstrom und einer Expression inflammatorisch wirksamer Gene [103]. In Zellkulturen
zeigte sich, dass der Knockout von IL-17C im Atemwegsepithel zur reduzierten Expression von
proinflammatorischen Zytokinen und einer geringeren neutrophilen Chemotaxis nach Erregerkontakt
filhrt [109]. Dariiber hinaus wurde eine autokrine Immunregulation bei Epithelzellen beschrieben.
Bakterienexposition fiihrt dabei zu einer wechselseitigen Stimulation benachbarter Zellen durch IL-17C.
Dies fiihrt zur Amplifizierung der entziindlichen Antwort {iber Zytokine und antimikrobieller Peptide
[186]. Es konnte zudem eine Assoziation zu diversen Erkrankungen festgestellt werden. Erhohte IL-
17C Konzentrationen wurden in psoriatisch verdnderter Haut und im Bronchialepithel bei COPD,
Mukoviszidose und Aspergillose nachgewiesen [114, 184]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in Lungentumoren, als auch das Tumorwachstum

IL-17C-abhéngig verlduft [117, 192].

IL-17D

IL-17D wird insbesondere im Gehirn, Herz, Lunge, Pankreas, Fett- und Muskelgewebe gebildet. Bei
Bindung an einen bislang unbekannten Rezeptor wirkt es im Endothel proinflammatorisch und

inhibitorisch auf die Himatopoese [215].

IL-17E (IL-25)

IL-17E wird von Alveolarmakrophagen, basophilen- und eosinophilen Granulozyten, Mast- und
Epithelzellen gebildet. Seine funktionellen Rezeptoren sind IL-17RB und IL-17RA. Es wird
insbesondere zur Abwehr von Parasiten, Viren, Pilzen und bei Protease-Allergenkontakt sezerniert.

Dabei kann eine Eosinophilie sowie Uberproduktion an TH2-Zell-spezifischen Zytokinen durch eine
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IL-17E Uberexpression erreicht werden. Dies spielt insbesondere in der Pathophysiologie von Asthma
und atopischer Dermatitis eine maligebliche Rolle. TH17-Zell werden hingegen durch IL-17E
supprimiert [71, 176].

IL-17F

IL-17F bindet an seine funktionellen Rezeptoren IL-17RA und IL-17RF. Es wird maB3geblich von
TH17-Zellen, yo T-Zellen, CD4+- und CD8+ T-Zellen, natiirlichen Killerzellen sowie neutrophilen
Granulozyten gebildet. Es trigt sowohl zur Rekrutierung neutrophiler Granulozyten als auch zur Genese

autoimmuner Erkrankungen bei [33].

3.9 IL-17 Rezeptoren

Unter den IL-17 Rezeptoren konnten die 5 Subtypen, IL-17RA-E identifiziert werden. Diese
Untereinheiten weisen allesamt den gleichen Aufbau, bestehend aus einer Transmembran-,
extrazelluldren Fibronectin-III-like- und einer im Zytoplasma lokalisierten SEFIR-Doméne (similar
expression to fibroblast growth factor genes and 1L-17R) auf [71]. Die Rezeptoreinheiten sind im Stande
sich zu Heteromultimeren zusammen zu lagern, um durch entsprechende Liganden aktiviert zu werden
(Abb. 3). Der ubiquitir exprimierte [L-17RA, ist dabei Bestandteil fast aller Rezeptorkomplexe und
dient der Erkennung von IL-17A, -C, -E, und F [71, 213, 251]. Die Detektion von IL-17C erfolgt {iber
IL-17RE und IL-17RA [213]. Der Rezeptorbestandteil IL-17RE wird auf vielen Zelltypen exprimiert
und ist vor allem in Epithelien von Haut, Kolon, Atemwegen und TH17 Zellen zu finden. Auf peripheren
Blutmonozyten und Fibroblasten wird er hingegen kaum exprimiert [129, 176, 186, 213]. Die
Aktivierung des IL-17RA-IL-17RE-Komplexes durch IL-17C leitet durch Phosphorylierung NF-xB und
MAPK (mitogen-activated protein kinase) Signalwege ein [213]. IL-17A und IL-17C scheinen zudem
iiber die Stabilisierung von mRNAs die Bildung von Proteinen zu regulieren (Abb. 3) [157].
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IL-17A 1L-17A/F IL-17F IL-17B IL-17C IL-17D IL-17E ?
IL-17RA IL-17RA
IL-17RC ? IL-17RB IL-17RA  IL-17RE ? IL-17RA  IL-17RB IL-17RD

Inflammatorische Gene
—
p—— Antibakterielle Proteine
/ _/ Th17 Zytokine

Abbildung 3: Ubersicht der IL-17 Zytokinfamilie, deren Rezeptoren und durch IL-17C induzierte
Signalwege (nach [212])

Bislang konnten die 6 IL-17 Zytokine IL-17A-F identifiziert werden. Die IL-17 Rezeptorfamilie hingegen besteht
aus den 5 bekannten Untereinheiten IL-17RA-RE, die zur Heteromultimerbildung im Stande sind. IL-17A, IL-
17A/F und IL-17F werden wahrscheinlich durch einen heterotrimeren Komplex bestehend aus zwei IL-17RA und
einem IL-17RC-Rezeptor gebunden. IL-17B wird durch IL-17RB detektiert. Welche weitere Untereinheit dabei
beteiligt ist, ist derweil unbekannt. Der Rezeptor fiir IL-17E besteht aus jeweils einer IL-17RA und IL-17RB
Untereinheit. Es ist derzeit unbekannt welcher Rezeptor IL-17D bindet. Der entsprechende Ligand von IL-17RD
blieb bislang ebenfalls unentdeckt. IL-17C wird von einem Heterodimer bestehend aus IL-17RA und IL-17RE
erkannt. Nach Aktivierung durch IL-17C werden iiber die Bindung von Actl an die intrazelluldre Doméne des
Rezeptors, NFkB- und MAPK- Signalwege eingeleitet. Diese fithren zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NF«B und API, welche die Expression inflammatorischer Gene, antibakterieller Peptide und Th17 Zytokine
induzieren. TRAF6 (TNFR-associated factor 6) ist moglicherweise auch in den IL-17C Signalkomplex involviert,
da es an der Signaltransduktion anderer IL-17 Mitglieder beteiligt ist. Inwiefern die Kinasen TAK1 (TGFp-
activated kinase 1) und MAP3K (mitogen activated protein kinase kinase kinase) beteiligt sind, ist bislang nicht
ausreichend erforscht.
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3.10 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der IL-17C/IL17-RE-Achse bei einer akuten S. pneumoniae-
Pneumonie zu untersuchen. Im Mausmodell sollte unter Einbeziehung von IL-17C- und IL-17RE-
defizienten Méusen gepriift werden, inwiefern IL-17C und IL-17RE die Rekrutierung von Leukozyten
und die Eliminierung von Bakterien vermitteln. Zudem sollte gepriift werden, inwiefern IL-17C murine

Alveolarmakrophagen und deren Phagozytoseaktivitét ex vivo reguliert.
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4. Material und Methoden

Tabelle 1: Ubersicht verwendete Geriite

Gerit / Anwendung
Brutschrank
Dispergiergerit

Durchflusszytometer

cDNA-Synthese

ELISA-Reader

ELISA-Washer

Kiihlzentrifuge

Messung RNS-Konzentration

Mikroskop
Mikroskop
Photometer
qRT-PCR

Reagenzglasschiittler

Schlittenmikrotom
Schiittelinkubator
Waage

Wasserbad

Zihlkammer

Zellbank

Zentrifuge

Zentrifuge

Zytozentrifuge

Produktname
Hera cell

ULTRATURRAX®

FACSCanto II

MyCycler
FLUOstar Omega

Nunc Immuno Wash &

Heraeus Fresco 21

Nano Drop 8000
Spectrophotometer

ICC50

BX51

Ultrospec 2100 pro
CFx96 Real-Time System

Vortex 2 Genie

SM2000R
Minitron

ABS 120-4
Inkubationsbad

Neubauer improved

Hera safe Zellbank

Heraeus Megafuge 1,0R

Labofuge 400
Cellspin II

Hersteller
Heraeus, Hanau, Deutschland

IKA, Staufen, Deutschland

BD Bioscience, Franklin Lakes,
USA

Bio-Rad, Hercules, USA

BMG Labtech, Ortenberg,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Leica, Wetzlar, Deutschland
Olympus, Shinjuku, Japan
Biochrom, Berlin, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Scientific Industries, Bohemia,
USA

Leica, Wetzlar, Deutschland
Infors HT, Bottingen Schweiz
Kern, Balingen, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland

Marienfeld Superior, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland

Tharmac, Wiesbaden,
Deutschland
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Tabelle 2: Ubersicht verwendete Software

Anwendung

Bildaufnahme
Bildverarbeitung

ELISA Datenverarbeitung

ELISA Datenanalyse

FACS Analyse

Messung RNS-Konzentration

Statistik

Tabellenkalkulation

Textverarbeitung

Programm

Cellsens Dimensions 1.5
Imagel

Omega

MARS — Data Analysis

FACSDIVA 6

NanoDrop — 8000 V2.1.0

Prism 5

Excel 2010
Word 2010

Hersteller
Olympus, Shinjuku, Japan
Wayne Rasband (NIH), USA

BMG Labtech, Ortenberg,
Deutschland

BMG Labtech, Ortenberg,
Deutschland

BD Bioscience, Franklin Lakes,
USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

GraphPad Software Inc., San
Diego, CA

Microsoft, Redmond, USA

Microsoft, Redmond, USA
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Tabelle 3: Ubersicht verwendete Losungen und Materialien

Material / Losung

Agarose
BSA
CellWASH
EDTA

FACS Buffer

Fetales Kilberserum

Fluoreszierende Latex
Mikrosphiiren

Formaldehyd, 37%
H20; RNAse-frei
H2S04
Ketaminhydrochlorid

1x RBC Lyse Buffer

NaCl — Losung 0,9%
1xPBS

Rekombinantes IL-17C

RPMI Zellkulturmedium

Schafblut Agarplatten
THB

TRIzol reagent
Tween® 20

Xylazinhydrochlorid

Hersteller / Inhalt

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
BD Bioscience, Franklin Lakes, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

1x HBSS, 0,1% BSA, 5 mM EDTA

Gibco Qualified FBS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Fluoresbrite® YG Microspheres, Calibration Grade 1.00pm,
Polyscience Inc., Warrington, USA

Zentrales Chemikalienlager, Universitéit des Saarlandes
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ursotamin, Serumwerk, Bernburg, Deutschland

10 Teile RBC Lyse Buffer in 1 Teil Aqua. dest.
Berlin-Chemie, Berlin, Deutschland

NaCl (8g/1), KCL(0,2g/1), Na2HPO4 (1,44 g/1) x 2 H20,
KH2P04(0,24 g/1), pH 7,4

Recombinant Mouse IL-17C CF, R&D, Minneapolis, USA

Gibco RPMI 1640 + GlutaMAX - I, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

TSA-II, BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Xylazin, WDT, Garbsen, Deutschland

Sonstige verwendete Materialien, Kits oder Antikorper werden im folgenden Methodenteil geschildert.
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4.1 Tiere

Bei den verwendeten Versuchstieren handelte es sich um 8 — 10 Wochen alte, weibliche Mause des
C57BL/6N Stammes. 1L-17C-defiziente CS7BL/6N (/I-17¢”") und IL-17RE-defiziente C57BL/6N (II-
17re’") Miuse wurden urspriinglich aus dem Mutant Mouse Resource and Research Center (MMRRC,
USA) bezogen. Alle Tierversuche wurden im Rahmen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt
und oblagen der Genehmigung des Landesamts fiir Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz. Die
Tiere wurden in Gruppen unter 55% (+/-10%) Luftfeuchte und 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus, 22 °C
(+/- 2 °C) in konventioneller Haltung gehalten. Fiir die Infektionsversuche wurden die Tiere zwei
Wochen im Voraus in den S2-Tierstall des Instituts fiir Mikrobiologie und Hygiene der Universitit des

Saarlandes verlegt. Der freie Zugang zu Futter und Wasser war stets gewihrleistet.

4.2 Bakterienstamm

Fiir das Pneumoniemodell wurde S. pneumoniae des Serotyp 2 Stammes D39 verwendet. Gefrorene S.
pneumoniae Glycerol-stocks der optischen Dichte bei 600 nm (ODgoo) von 0,7 wurden iiber 3 Stunden
und 30 Minuten in THB-Medium bei 37 °C ohne CO; angezogen. Die S. pneumoniae wurden bei
2000x g, 4 °C fir 10 min abzentrifugiert, mit 1xPBS gewaschen und anschliefend in 1xPBS
resuspendiert, sodass eine ODgsoo von 0,5 erreicht wurde. Fiir die in vivo- und ex vivo Versuche wurde
S. pneumoniae mit einer Ausgangskonzentration von 10-20x10’ /ml CFU (Colony forming unit)

verwendet.

4.3 Murines Pneumokokken-Pneumoniemodell

Fiir die Mausexperimente wurden insgesamt 48 WT C57BL/6N, 7 1I-17¢”" und 33 II-17re’~ Miuse
verwendet. Die Tiere wurden fiir die Infektion durch intraperitoneale Injektion von 0,175 mg
Xylazinhydrochlorid (Xylazin, WDT, Garbsen, Deutschland) und 2,625 mg Ketaminhydrochlorid
(Ursotamin, Serumwerk, Bernburg, Deutschland) leicht narkotisiert und anschlieend in {iberstreckt-
héngender Position durch intranasale Applikation von insgesamt 40 pl Bakterien-PBS-Suspension (4-
7x10° colony-forming units pro Tier) in 10 pl Schritten infiziert. Die Kontrolltiere wurden mit 40 pl
sterilem PBS scheininfiziert. 4 h, 24 h und 72 h nach bakterieller Inokulation wurden die Tiere erneut
narkotisiert. Bei ausbleibendem Zwischenzehenreflex erfolgte nach Wirkungseintritt die Blutentnahme
am erdffneten Thorax durch finale Herzpunktion mit einer 1 ml Spritze die 50 uL 0,6 M EDTA enthielt.
Zum Anfertigen eines Differentialblutbildes wurde die Gesamtleukozytenzahl durch Auftragen von
10 ul Zellsuspension in eine Zadhlkammer nach Neubauer (Neubauer improved, Marienfeld Superior,
Lauda-Ko6nigshofen, Deutschland) bestimmt. AnschlieBend wurden die Vollblutproben auf Objekttrager

ausgestrichen, fixiert und nach Standardprotokoll einer Giemsa-Féarbung unterzogen. Um den relativen
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Anteil an neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten zu bestimmen, wurden mehr als
160 Leukozyten in zufillig gewdhlten Bildausschnitten lichtmikroskopisch ausgezihlt. Das restliche
Vollblut wurde bei 10.000 x g fiir 10 min zentrifugiert und das EDTA-Plasma fiir die weitere Analytik
verwendet. Im Zuge der bronchoalveoldre Lavage (BAL) wurde die freipréiparierte Trachea inzidiert,
eine Venenverweilkaniile vorgeschoben und die Lungen dreimalig mit 1ml 1xPBS gespiilt. Die
gewonnene bronchoalveolédre-Fliissigkeit (BALF) wurde darauthin bei 300 x g und 4 °C fiir 10 min
zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde aliquotiert und fiir nachfolgende Zytokinanalysen bei -80 °C
eingefroren. Das Leukozytenpellet wurde mit 1 ml 1xPBS resuspendiert und diente im sofortigen
Anschluss der Bestimmung der Gesamtzellzahl in einer Zéhlkammer nach Neubauer (Neubauer
improved, Marienfeld Superior, Lauda-Konigshofen, Deutschland). Hierzu wurden 10 pl der
Zellsuspension auf die Zdhlkammer gegeben und 2x9 GroBquadrate ausgezéhlt. Der erhaltene Wert
wurde auf 1 ml hochgerechnet. Zur Anfertigung eines Differentialzellbildes wurden 50 ul BALF mit
150 pl 1xPBS verdiinnt und durch eine Zytozentrifuge (Cellspin II, Tharmac, Waldsolms, Deutschland)
bei 200 x g fiir 5 min auf Objekttrager transferiert und 10 Minuten bei -20 °C in Methanol fixiert. Die
Féarbung der Zellen erfolgte mit dem ,,Diff Quik Staining Set* (Medion Diagnostics, Grifelfing,
Deutschland). Durch lichtmikroskopisches Auszéhlen von mindestens 100 Zellen aus zufillig gewéhlten
Bildausschnitten konnte der relative Anteil an Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten
und eosinophilen Granulozyten bestimmt werden. Nach Durchfiihrung der BAL wurde die Lunge
entnommen, wobei der rechte Lungenfliigel zur spéteren RNS-Isolierung unmittelbar in fliissigem
Stickstoff weggefroren und der linke Lungenfliigel in 1ml 1xPBS mit einem ULTRATURRAX®
Dispergiergerat (IKA, Staufen, Deutschland) homogenisiert und bei 10.000 x g und 4 °C fiir 10 min
zentrifugiert wurde. Der Lungenhomogenisat-Uberstand diente der Bestimmung der colony-forming

units (CFU).

4.3.1 Bakterienzahl in BALF, Lungengewebe und Blut

Zur Ermittlung der Bakterienzahl in der BALF, im Lungenhomogenisat und im Blut wurde eine 10-fach
Reihenverdiinnung der Proben in PBS aufgestellt. Die Verdiinnungen wurden auf Trypticase Soy Agar
II Platten mit 5% Schafblut (TSA-II, BD Biosciences) ausplattiert und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Es folgte die Zéhlung der Kolonien und die hieraus resultierende Berechnung der colony-forming units

(CFU) pro Milliliter.

4.3.2 Lungenpriparation, Fixierung und histologische Schnitte

Um die Entziindung der Lunge histologisch zu bewerten, wurde eine pertracheale Installationsfixation
des Lungengewebes vorgenommen. In die freigelegte Trachea der euthanasierten Maus wurde eine

Venenverweilkaniile vorgeschoben, mit Bindfaden fixiert und die Lunge in foto inklusive Kaniile aus
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dem Situs entfernt. Danach wurde sie mit einem Scheidetrichter konnektiert und tliber 15 min
transtracheal unter konstantem Druck von 30 cmH>O mit PBS gepufferter 4%iger Formaldehydlosung
perfundiert. Nach erneutem Abbinden der Trachea und dem Entfernen der Kaniile folgte eine weitere
Fixierung tiber 24 h in PBS gepufferter 4%iger Formaldehydlosung. Als néchster Schritt wurde die
Trachea entfernt und die Lunge tiber Nacht in 1xPBS gewaschen. Nach einem PBS-Wechsel wurde die
Lunge auf 60 °C erwédrmt, fiir 6 h bei dieser Temperatur belassen und das 1xPBS anschlieBend
verworfen. Die Lunge wurde in 1%iger Agaroselosung (Roth, Karlsruhe, Deutschland) zu Blocken
eingebettet und mittels Gewebsschneider in der Transversalebene von apikal nach basal in 5 mm dicke
Scheiben geschnitten. Nach Uberfiihrung in Waagschalen und erneuter Uberschichtung mit 1%iger
Agaroselosung erfolgte die Paraffineinbettung durch das Institut fiir experimentelle Chirurgie der
Universitét des Saarlandes. Es wurden 2 um dicke Gewebsschnitte aus den Paraffinblocken angefertigt
und auf Objekttrager aufgezogen. Die Farbung mit Hidmaulaun (Dako, Jena, Deutschland) und Eosin

(Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurde nach Standardprotokoll durchgefiihrt.

4.3.3 Inflammatorischer Score

Um das AusmaB des entziindlichen Lungenschadens zu bewerten, wurden die Himalaun und Eosin
gefarbten Lungenschnitte freundlicher Weise vom Institut fiir Anatomie und Zellbiologie der Universitit
des Saarlandes anhand eines inflammatorischen Scores beurteilt. Die Auswertung erfolgte dabei
verblindet am Lichtmikroskop, wobei die Inflammation anhand verschiedener Kriterien eines
Punktesystems gewertet wurde. Sowohl das Vorhandensein einer Entziindung als auch deren Schwere
flieBen in die Wertung mit ein. Einzelne Kriterien, wie das Vorhandensein von Neutrophilen,
Makrophagen, Lymphozyten oder Odemen erfolgt von 0 bis maximal 4 Punkten anhand der relativen

GroBe des betroffenen Lungenanteils [187].

4.3.4 Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemische Férbung, erfolgte die Antigendemaskierung durch Entparaffinieren,
Rehydrieren und 30-miniitiges Kochen der Lungenschnitte in 1 mM EDTA-Puffer (pH = 8,0). Mit 3 %
H,0O5 (Acros Organics, Schwerte, Deutschland) wurde die Blockade endogener Peroxidasen erreicht und
die Lungenschnitte anschlieend in 2,5%iger BSA-Losung geblockt. Im néchsten Schritt wurden die
Priparate in einer Feuchtkammer iiber Nacht bei 4 °C mit dem TNF-a Antiserum (Abcam, Cambridge,
UK) inkubiert. Die TNF-o Antikérper wurden dafiir 1:100 in TBS verdiinnt. Die antigengebundenen
Primérantikorper konnten durch Hinzugabe eines Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorpers
(Nichirei Bioscience, Tokio, Japan) sowie einer AEC Substratlosung (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) dargestellt werden. Durch Gegenfarbung mit Hématoxylinlésung nach Mayer (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurde eine Farbung der Zellkerne erzielt und mit Glycergel Mounting
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Medium (Dako, Jena, Deutschland) eingedeckt.

4.3.5 Immunhistologische Bewertung der Lungeninflammation

Um die pulmonale Inflammation zu quantifizieren, wurden die immunhistologisch gefarbten
Lungenschnitte verblindet unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Es wurden von jedem Préparat mittels
Bildaufnahme-Software ,,Cellsens Dimensions 1.5 (Olympus, Shinjuku, Japan) zwischen 7 und 10
Aufnahmen angefertigt. Anschliefend erfolgte die Auswertung durch die Verarbeitungs-Software
»lmagel]“ (Wayne Rasband (NIH), USA), indem die TNF-a positiven Zellen pro Feld bestimmt und

gemittelt wurden.

4.3.6 Durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks

Nachdem die Méuse wie zuvor beschrieben euthanasiert wurden, erfolgte die Freilegung der Femora
mit anschlieBender Abtrennung am proximalen und distalen Gelenk. Anhaftende Gewebsriickstéinde
wurden manuell vom Knochen entfernt.

Nachfolgend beschriebene durchflusszytometrische Analysen wurde freundlicherweise vom Institut fiir
experimentelle und translationale Nephrologie der Universitidt des Saarlandes durchgefiihrt. Um
Knochenmarkszellen zu isolieren, wurde das Mausefemur proximal und distal auf Héhe der Metaphysen
durchtrennt und der Markraum er6ffnet. Das Femur wurde anschlieBend mit 10 ml eiskaltem 1xPBS aus
einer Spritze durchspiilt. Nach Filtrierung durch ein 70 pm Nylon Cell Strainer wurden die Zellen in
einem Tube aufgefangen und bei 300 x g und 4 °C, fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Erythrozyten wurden mit 4 ml Red Blood Cell lysis Buffer lysiert. Nach einer Inkubation iiber 5 min in
Dunkelheit auf Eis, wurden 4 ml FACS Buffer hinzugegeben und bei 300 x g fiir 5 min bei 4 °C
zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet in 5 ml FACS Bufter resuspendiert und die Zellen ausgezéhlt
um 1 x 10° Zellen in ein FACS — Tube zu transferieren. Im Anschluss an eine erneute Zentrifugation
erfolgte schrittweise die Inkubation mit Antikorpern (hinzu pipettierte Menge nach Herstellerangaben)
nach folgendem Schema:

Inkubation Linage Marker Antikorpern (BioLegend, San Diego, USA) 20 min auf Eis in Dunkelheit =
Hinzugabe 2 ml FACS Buffer und Zentrifugation > Inkubation Streptavidin FITC Antikdrper
(BioLegend, San Diego, USA) 20 min auf Eis in Dunkelheit = Hinzugabe 2 ml FACS Buffer und
Zentrifugation = Inkubation direct labeled Antikdrper (siehe Ubersichtstabelle 4) 20 min auf Eis in
Dunkelheit = Hinzugabe 2 ml FACS Buffer und Zentrifugation

Das Zellpellet wurde, nachdem der Uberstand verworfen wurde, in 200 pl Flow Cytometry Staining
Buffer aufgenommen und im sofortigen Anschluss durchflusszytometrisch mit dem ,,FACS Canto

I (BD Bioscience, Franklin Lakes, USA) analysiert.
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper

Direct labeled Antikorper Hersteller

c-Kit (CD117) APC BioLegend, San Diego, USA
Sca-1 (Ly6A/E) APC/Cy7 BioLegend, San Diego, USA
FCYR III/II PerCP/Cy5.5 BioLegend, San Diego, USA
CD34 PE/Cy7 BioLegend, San Diego, USA

4.3.8 RNS-Isolierung, cDNA-Synthese, quantitative RT-PCR

Die RNS wurde mit dem TRIzol reagent (Life Technologies, Carlsbad, USA) nach mitgeliefertem
Protokoll aus Lungengewebe isoliert und deren Menge mittels der Computersoftware ,,Nanodrop — 8000
V1.2.0¢ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) und Spektrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) quantifiziert. Die nachfolgende cDNA-Synthese wurde ebenfalls nach
mitgeliefertem Protokoll des ,,RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1622)* der Firma Thermo
Scientific durchgefiihrt. Die jeweiligen cDNA-Konzentrationen wurden anschlieBend durch
Verdiinnung mit ddH,O einander angeglichen. Bei jeder PCR-Reaktion wurden 5 pl der erhaltenen
cDNA-Verdiinnung, jeweils 0,2 pl eines forward- sowie reverse-Primers (Metabion, Martinsried,
Deutschland; sieche Tabelle), 12,5 ul SYBR-Green (SensiMixTM SYBR & Fluorescein Kit, London,
UK) und 7,1 pl ddH,O verwendet. Das PCR- Protokoll, welches durch den ,,CFx96 Real-Time
Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA) durchgefiihrt wurde, lautete: 95 °C, 10 min —> 40x (95 °C, 15 s —>
60 °C, 30 s) —> 65 °C, 31 s —> 65 °C, 5 s —> 5 °C. Bei der Negativkontrolle handelte es sich um
RNS-freies ddH,O. Aus den RT-PCR Ergebnissen wurde mittels ACt-Methode die relative Expression
errechnet [183].
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Tabelle 5: Auflistung der Gene und dazugehorigen Primersequenzen, welche mittels qRT-PCR

untersucht wurden [34, 199, 253]

Zielgen

GAPDH

IL-17C

IL-17RE

IL-17A

IL-17B

IL-17D

IL-17E

IL-17F

Forward-Primer Oligo
Sequenz

5'-ATG GTG AAG GTC GGT
GTG-3°

5'-GCT CCT CCA CAC CTG
CTAAC-3°

5'-CTG GCA GTCAAT ACG
CTIT CA-3°

5'-GCT CCA GAA GGC CCT
CAGA-3

5’-CGG TGC CTATGT TTG
GGT TGC-3°

5"-AGCTTG TCC ATG CTG
GAGTT-3’

5’-CAC ACT GCG TCA GCC
TAC AGA-3’

5’-CAA CGC TGC ATA CAA
AAATCA-3’

Reverse-Primer Oligo
Sequenz

5'-CAT TCT CGG CCT TGA
CTG-3"

5'-AGT GTCAGC TTC CAG
CACCT-3

5'-TTC TGA CTC CTG TGC
TGT GG-3°

5-AGCTTT CCC TCC GCA
TTG A-3°

5°-GGG TTG GTG GTT GGC
TCA GAA-3°

5’-CTC TAC GGG GAG GAG
GACTT-®

5’-TGT GGT AAA GTG GGA
CGGAGT T-3°

5’-TTAAGT GAG GCATTG
GGAACA-¥
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4.4 Enzyme-linked immuno assay (ELISA)

Zur Bestimmung der Konzentration an entziindungsmediatorischen Zytokinen, wurde ein enzyme-linked
immuno assay (ELISA) mit dem ,,Duo Set ELISA Development-Kits*“ (Firma R&D Systems,
Minneapolis, USA), nach mitgeliefertem Protokoll durchgefiihrt und mit dem ,,Fluostar Omega ELISA
reader (BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland) gemessen. Zur Datenverarbeitung diente die Software
»Omega Mars“ (BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland). Bei den in den Mausexperimenten
nachgewiesenen Zytokinen handelt es sich um MIP-2, KC, G-CSF, IL-17A, IL-17F und bei den
Zellversuchen um MIP2 und KC.

Tabelle 6: Verwendete ELISA Kits

Zytokin Produktname Hersteller

MIP-2 Mouse CXCL2 / MIP-2 DuoSet R&D Systems
ELISA

G-CSF Mouse G-CSF DuoSet ELISA R&D Systems

KC Mouse CXCL1 / KC DuoSet R&D Systems
ELISA

IL-17A Mouse IL-17 DuoSet ELISA R&D Systems

IL-17F Mouse IL-17F DuoSet ELISA R&D Systems
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4.5 Ex vivo Versuche
4.5.1 Gewinnung von murinen Alveolarmakrophagen

Fiir die Gewinnung von murinen Alveolarmakrophagen wurden WT C57BL/6N Méuse verwendet. Die
Tiere wurden hierzu durch intraperitoneale Injektion von je 13,1 mg Xylazinhydrochlorid (Xylazin,
WDT, Garbsen, Deutschland) und 2,625 mg Ketaminhydrochlorid (Ursotamin, Serumwerk, Bernburg,
Deutschland) sowie Exsanguination euthanasiert. Nach Eroffnung der Halsregion wurde die Trachea
freipripariert und inzidiert. Durch Vorschieben einer Venenverweilkaniille wurde die Luftrohre
kanalisiert, die Lunge mit 1 ml PBS-EDTA-Losung (50 mM EDTA) einmalig gespiilt und die
Spiilflissigkeit gesammelt. Der Vorgang wurde pro Lunge 10mal wiederholt und das BAL-Fluid aller
Tiere gleicher Gruppenzugehorigkeit gepoolt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 300 x g und 4° C fiir
10 min abzentrifugiert und in Zellkulturmedium, resuspendiert. Als Zellkulturmedium wurde
RPMI 1640 (Gibco RPMI 1640 + GlutaMAX - I, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit 10 %
FCS (Gibco Qualified FBS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Nach
lichtmikroskopischer Auszéhlung in einer Z&hlkammer nach Neubauer (Neubauer improved,
Marienfeld Superior, Lauda-Konigshofen, Deutschland) wurde die Zellsuspension mit
Zellkulturmedium verdiinnt und jeweils 1 ml der Verdiinnung auf eine 24-Well-Zellkulturplatte
(CELLSTAR, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) gegeben, wodurch eine Zellzahl von
7,5x10* Zellen pro Well erreicht wurde. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C wurden nicht-adhérente
Zellen im Uberstand entfernt und 1 ml frisches Zellkulturmedium in jedes Well gegeben. Die Platten
wurden darauthin weitere 22 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert [246-248, 258].

4.5.2 Stimulationsexperimente

Fiir das Stimulationsexperiment wurde das iiberstindige Zellkulturmedium abgesaugt und die Wells der
Zellkulturplatte mit adhirenten Makrophagen in 4 Gruppen unterteilt und mit jeweils 2 ml
gruppenspezifischem Medium befiillt. Wells der Gruppe 1 dienten als Kontrollgruppe und wurden mit
reinem Zellkulturmedium (siehe oben) und PBS befiillt. Fiir Gruppe 2 wurde das Zellkulturmedium mit
rekombinatem IL-17C (Recombinant Mouse IL-17C CF, R&D, Minneapolis, USA), in einer
Konzentration von 100 ng/ml, versetzt. Gruppe 3 enthielt lebende S. prneumoniae des Stammes D39
(CFU 2-3,5x10*/ml). Hierzu wurden die Bakterien wie zuvor beschrieben (siehe 4.2) auf eine ODgoo
von 0,5 (CFU 11-20x10" /ml) gebracht und mit Zellkulturmedium verdiinnt. Gruppe 4 beinhaltete
lebende S. pneumoniae (CFU 2-3,5x10* /ml) in Kombination mit rekombinaten IL-17C (Recombinant
Mouse IL-17C CF, R&D, Minneapolis, USA) in einer Konzentration von 100 ng/ml.
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Nachdem die Wells mit dem jeweiligen Medium befiillt waren, wurden die Platten im Brutschrank bei
37 °C inkubiert und nach 4 Stunden 1 ml Uberstand aus jedem Well abgenommen. Nach weiteren
20 Stunden im Brutschrank, wurde der restliche Uberstand abgenommen. Mittels ELISA (siche 4.4)

wurde die Zytokinkonzentration in den Uberstiinden bestimmt.

4.5.3 Bakterienzahl im Medium

Um die Anzahl der im Medium vorhandenen S. pneumoniae zu quantifizieren, wurden zu den
Zeitpunkten 0-, 4- und 24 Stunden nach Bakterieninokulation, 30 pl Uberstand aus den Wells

abgenommen und deren CFU, wie zuvor beschrieben, bestimmt (siche 4.3.1).

4.5.4 Phagozytose-Experiment

Fiir die Phagozytose-Experimente wurden insgesamt 6 WT C57BL/6N- und 5 II-17re”” -Miuse
verwendet. Um murine Alveolarmakrophagen zu gewinnen, wurden die Tiere wie zuvor beschrieben
(siche 4.5.1) euthanasiert und die freipriparierte Trachea mit einer Venenverweilkaniile kanalisiert. Die
Lungenspiilung erfolgte dreimalig mit 1ml PBS-EDTA-L6sung (50 mM EDTA). AnschlieBend wurde
die BALF bei 300 x g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert und das entstehende Zellpellet in 300 pl
Zellkulturmedium, bestehend aus RPMI 1640 (Gibco RPMI 1640 + GlutaMAX - I, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) mit 10% FCS (Gibco Qualified FBS, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), resuspendiert. Nach lichtmikroskopischer Auszéhlung in einer Zdhlkammer nach Neubauer
(Neubauer improved, Marienfeld Superior, Lauda-Konigshofen, Deutschland) wurden, durch
Verdiinnung mit Zellkulturmedium (siche oben), die verschiedenen Zellkonzentrationen einander
angeglichen. Es folgte die Hinzugabe von fluoreszierenden Latex Mikrosphéren (Fluoresbrite® YG
Microspheres, Calibration Grade 1.00 um, Polyscience, Inc., Warrington, USA) im Zell-Mikrosphiren-
Verhiltnis von 1:200 sowie reinem Zellkulturmedium (siehe oben) in der Kontrollgruppe. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C unter kontinuierlicher Agitation erfolgten zwei Zentrifugations-
und Waschschritte durch 1xPBS mit 3% BSA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) bei 4 °C. Das
Zellpellet wurde nach erneuter Zentrifugation in 400 pl CellWASH (BD Bioscience, Franklin Lakes,
USA) aufgenommen. Die Proben wurden im sofortigen Anschluss durchflusszytometrisch am
»~FACSCanto 11 (BD Bioscience, Franklin Lakes, USA) analysiert. Die Datenauswertung geschah
mittels der Software ,,FACSDIVA 6 (BD Bioscience, Franklin Lakes, USA) [254].
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4.6 Statistische Analyse

Fiir die statistische Auswertung dieser Arbeit, diente die Computersoftware Prism 5 (Graphpad Software
Inc., San Diego, CA). Gezeigte Graphen sind mit Mittelwerten und Standardabweichung (SD)
dargestellt. Bei der Analyse von zwei zu vergleichenden Gruppen wurde der zweiseitige t-Test
angewendet. Waren mehrere Gruppen zu vergleichen, wurde ein One way ANOVA mit post-hoc Tukey’s

Test durchgefiihrt. Ergebnisse mit P < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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5. Ergebnisse

5.1 Die Rolle von IL-17RE und IL-17C im murinen Pneumokokken-Pneumoniemodell

Um die Rollen von IL-17RE und IL-17C bei der Infektion der tiefen Atemwege durch S. pneumoniae
zu untersuchen, wurden WT-, /I-17re” - und II-17¢™""- Tiere intranasal mit dem Serotyp 2 Pneumokokken-
Stamm D39 oder PBS als Kontrollen infiziert. 4 h, 24 h und 72 h nach der bakteriellen Exposition
wurden die Méuse euthanasiert und hinsichtlich der bakteriellen Last und der pulmonalen Entziindung

analysiert.

5.1.1 Infektion mit S. pneumoniae fithrt zu Gewichtsverlust

Das Korpergewicht diente als Marker fiir die Infektionsschwere und des Wohlbefindens der Tiere. Es
wurde daher das Gewicht tiber den Verlauf der Infektion gemessen (Abb. 4). Die induzierte
Pneumokokken-Pneumonie filhrte sowohl bei WT- als auch bei II-17re”-Miusen iiber 72 h
gleichermalfien zu einem deutlichen Gewichtsverlust. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen WT- und /-1 7re”” - Méusen.
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Abbildung 4: Die Infektion mit S. pneumoniae fithrt zu einem Verlust an Kérpergewicht

WT- (weiB) und JI-1 7re”" - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. Das Kdrpergewicht
(in Gramm) wurde vor der Inokulation sowie 4 h, 24 h und 72 h nach der Infektion gemessen. Statistik: One way
ANOVA mit post-hoc Tukey’s Test (n > 5 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD);

Signifikanzniveau: ++p<0,01; +++p<0,001); verglichen mit dem Gewicht vor der Infektion (t=0).

43



5. Ergebnisse

5.1.2 Il-17re”-Miuse zeigen nach Pneumokokken-Exposition einen geringeren Einstrom von

Entziindungszellen in die Lunge

Um den Einfluss von IL-17RE auf das Ausmal} der pulmonalen Inflammation nach Pneumokokken-
induzierter Pneumonie zu quantifizieren, wurde die Gesamtzahl an Leukozyten in der BALF bestimmt
(Abb. 5). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und I/-17re”-Miusen
24 Stunden nach der intranasalen Gabe von PBS. Nach 4 h kam es sowohl bei WT- als auch bei /-1 7re
“*-M#usen zu einem Absinken der Gesamtzellzahl, gefolgt von einem starken Leukozyteneinstrom nach
24 h. Dieser Anstieg der Gesamtzellzahl im Alveolarraum war bei /I-1 7re”-Miusen verglichen mit WT-
Mausen signifikant vermindert. 72 h nach Bakterienapplikation war die Zellzahl beider Gruppen im
Vergleich zu den Kontrollen noch signifikant erhoht. Auch 72 Stunden nach der Infektion war die Anzahl

an Leukozyten in der BALF von /-1 7re”-M#usen verglichen mit WT-Miusen signifikant vermindert.
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Abbildung 5: Die Gesamtanzahl der Entziindungszellen in der BALF ist nach Infektion bei /-1 7re”-Miusen
vermindert

WT- (weiB) und JI-1 7re” - Tiere (grau) wurden mit S. preumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. Die Gesamtanzahl
der Leukozyten (in x 10 4 /ml) in der BAL wurde bei PBS-infizierten Kontrolltieren sowie 4 h, 24 h und 72 h nach
Infektion durch Auszéhlen in einer Zdhlkammer nach Neubauer bestimmt. Statistik: One way ANOVA mit post-
hoc Tukey’s Test (n > 5 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte = Standardabweichung (SD); Vergleich
zwischen PBS-Kontrollen und infizierten Méusen (Signifikanzniveau: +p<0,05; ++p<0,01; +++p<0,001);
Vergleich zwischen WT- und /-1 7re”-Miusen (Signifikanzniveau: *p<0,05; ***p<0,001).
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5.1.3 Il-17re”-Miuse zeigen nach Pneumokokken-Exposition eine geringere Rekrutierung

neutrophiler Granulozyten in den Alveolarraum

Das Differentialzellbild ergab, dass das Entziindungsgeschehen innerhalb der ersten 72 Stunden nach
der Infektion durch den Einstrom neutrophiler Granulozyten in die Lunge gekennzeichnet war (Abb. 6).
Wihrend nach 4 h nur wenige neutrophile Granulozyten in der BALF vorhanden waren, konnte nach
24 h eine massive Rekrutierung neutrophiler Granulozyten nachgewiesen werden (Abb. 6A). Nach 72 h
kam es wiederum zu einem Absinken, wobei noch deutlich mehr neutrophile Granulozyten als bei den
Kontroll- und 4 h — Tieren nachweisbar waren. Signifikante Unterschiede zwischen WT- und //-17re” -
Maéusen ergaben sich 24 h und 72 h nach der Infektion. Zu diesem Zeitpunkt waren signifikant weniger
neutrophile Granulozyten im Alveolarraum von /I-17re”-M#usen vorhanden. Sowohl bei WT- als auch
bei /I-17re”-Miusen war die Anzahl von Makrophagen in der BALF 4 h und 24 h, verglichen mit PBS-
infizierten Mausen signifikant vermindert (Abb. 6B). Nach 72 h stieg die Makrophagenzahl wieder an
und war bei den WT-Tieren signifikant hoher als die der PBS-infizierten Kontrollen. Bei den
Lymphozyten kam es allein nach 72 h zu einem signifikanten Anstieg in der WT-Gruppe im Vergleich
zu den PBS-infizierten Kontrollen (Abb. 6C). Sowohl bei den Makrophagen als auch bei den
Lymphozyten waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den zwei Mausstimmen festzustellen.
Bei den PBS-infizierten Kontrolltieren kam es bei keinem Zelltypus zu einem signifikanten Unterschied

zwischen WT- und /-1 7re”"-Miusen.
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Abbildung 6: IL-17RE vermittelt die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die Lunge

WT- (weil) und 1I-17re” - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. Mittels Cytospin-
Préparate wurden neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten lichtmikroskopisch differenziert. (A)
Anzahl der neutrophilen Granulozyten, (B) Makrophagen und (C) Lymphozyten in der BALF 4 h, 24 hund 72 h
nach Infektion. Statistik: One way ANOVA mit post-hoc Tukey’s Test (n > 5 pro Gruppe); Daten gezeigt als
Mittelwerte + Standardabweichung (SD); Vergleich zwischen PBS-Kontrollen und infizierten Méusen
(Signifikanzniveau: +p<0,05, ++p<0,01; +++p<0,001); Vergleich zwischen WT- und [I-17re’-Miusen
(Signifikanzniveau: *p<0,05, ***p<0,001).
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5.1.4 Die Defizienz fiir IL-17RE beeinflusst nur geringfiigig die Eliminierung von S. pneumoniae

in der Lunge

Um den Effekt von IL-17RE auf die bakterielle Kldrung zu untersuchen, wurde die Anzahl lebender
Pneumokokken aus BALF, Lungenhomogenisat und Blut 4 h, 24 h und 72 h nach der Infektion bestimmt.
Dabei beeinflusste die Defizienz fiir IL-17RE die Klérung der Bakterien nicht wesentlich. Bei beiden
Gruppen kam es in der BALF zu einem deutlichen Absinken der CFU {iber 72 h (Abb. 7A). Weder nach
4 h noch nach 24 h und 72 h kam es zu einem signifikanten Unterschied in den CFU beider Gruppen.
Es bestand lediglich die Tendenz zu einer niedrigeren CFU bei den IL-17RE defizienten Tieren nach
24 hund 72 h.

Auch die CFU's, welche aus dem Lungenhomogenisat ermittelt wurden, sanken bis 72 h ab.
Gruppenunterschiede konnten dabei zu keinem Zeitpunkt festgestellt werden (Abb. 7B). Im Blut
konnten allein nach 72 h bei 2 von 10 WT- und 4 von 8 /I-17re”-Miusen lebendige Bakterien

nachgewiesen werden (Grafik nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Die Defizienz fiir IL-17RE hat nur geringen Einfluss auf die Eliminierung von S. pneumoniae

WT- (weiB) und //-17re 7 - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. 4 h, 24 hund 72 h
nach Infektion erfolgte die Bestimmung der Pneumokokken CFU (/ml) aus BALF und Lungenhomogenisat. (A)
CFU in BALF und (B) CFU in Lungenhomogenisat. Statistik: Zweiseitiger t-Test (n > 5 pro Gruppe); Daten
gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD).
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5.1.5 Die Bildung von G-CSF ist in Lungen von II-17re”-Miusen vermindert

Es konnte gezeigt werden, dass der Entziindungszell- und Neutrophileneinstrom in den Alveolarraum
bei Pneumokokken infizierten, IL-17RE defizienten Tieren weitaus geringer ausfiel als bei den WT-
Tieren. Um die unteren Atemwege vor S. pneumoniae und anderen bakteriellen Pathogenen zu schiitzen,
ist die initiale Rekrutierung neutrophiler Granulozyten mafigeblich [46]. Diese ist insbesondere von
chemotaktisch wirkenden Zytokinen abhéngig, wobei MIP-2 und KC die grote Bedeutung zukommen
[61]. Das Zytokin G-CSF zeigt neben diesen chemotaktischen auch Apoptose verzogernde und
knochenmarksmobilisierende Effekte, was die pulmonale Neutrophilen-Akkumulation stark begiinstigt
[92, 233]. Aus diesem Grund wurden die Konzentrationen von G-CSF, KC und MIP-2 bestimmt. Um
den Einfluss anderer IL-17 Zytokine zu ermitteln, wurde zudem die Konzentration von IL-17A und IL-
17F in der BAL bestimmt.

Die Pneumokokken-Infektion fithrte im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrollen
gruppenunabhingig bereits 4 h nach der Infektion zu signifikant gesteigerten Konzentrationen von G-
CSF, KC und MIP-2 in der BALF. Auch nach 24 Stunden waren die Konzentrationen dieser Zytokine
noch signifikant erhoht, wenn auch auf einem etwas niedrigeren Niveau (Abb. 8A-C). Die
Konzentrationen von G-CSF waren in der BALF von Ii-17re”-Miusen 4h und 24 h nach Infektion
verglichen mit den jeweiligen infizierten WT-Méusen signifikant vermindert (Abb. 8A). Sowohl bei KC
als auch bei MIP-2 traten zwischen beiden Mausstdmmen keine signifikanten Unterschiede auf (Abb.
8B und C). IL-17A und IL-17F lagen hingegen beide unter dem Detektionslevel von 15 pg/ml (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 8: IL-17RE reguliert die Bildung von G-CSF

WT- (weiB) und Il-17re” - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. Die
Konzentrationen (in pg/ml) von (A) G-CSF, (B) KC und (C) MIP-2 in der BALF wurden 4 und 24 h nach der
Infektion mittels ELISA gemessen. Statistik: One way ANOVA mit post-hoc Tukey’s Test (n > 5 pro Gruppe);
Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD); Vergleich zwischen PBS-Kontrollen und infizierten
Miusen (Signifikanzniveau: +p<0,05; ++p<0,01; +++p<0,001), Vergleich zwischen WT- und //-17re’-Méausen
(Signifikanzniveau: *p<0,05).
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Zudem wurden die Konzentrationen von G-CSF 4 h nach Infektion mit S. pneumoniae im Plasma
bestimmt. Hierbei unterschieden sich die G-CSF Plasmaspiegel nicht signifikant zwischen WT- und //-
17re”-Miusen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Die Defizienz fiir IL-17RE hat keinen Einfluss auf die Konzentrationen von G-CSF im Plasma
WT- (weiB) und II-17re’" - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. 4 h nach Infektion,

erfolgte die Bestimmung der G-CSF-Konzentration (in pg/ml) im Plasma mittels ELISA. Statistik: Zweiseitiger t-
Test (n > 5 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD)
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5.1.7 Die Anzahl TNF-a positiver Zellen ist in I/-17re”-Miusen vermindert

Lungen von IL-17RE defizienten- und WT-Tieren wurden 24 h nach S. pneumoniae-Infektion en-bloc
entnommen und fixiert. In der Histologie erschien die peribronchiale Entziindung in den Préparaten aus
II-17re’”-Miusen schwicher ausgepriigt zu sein. Um diese Entziindung genauer zu quantifizieren,
wurden die HE-gefarbten Lungenschnitte anhand eines inflammatorischen Scores bewertet (Abb. 10A

und B). Hierbei ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Tiergruppen.
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Abbildung 10: Die Infektion mit S. pneumoniae fiihrt zu einem Infiltrat der Lunge

WT- und //-17re 7 - Tiere wurden mit S. pneumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. 24 h nach Infektion wurden die
Tiere euthanasiert. (A) Représentative Lungenhistologie (HE-Férbung) und (B) inflammatorischer Score. Statistik:
Zweiseitiger t-Test (n =10 und 8 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD);
Skalierungsbalken: 200 pm
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Um die Inflammation genauer zu visualisieren und quantifizieren, wurde subzellulér lokalisiertes TNF-
o, immunhistologisch sichtbar gemacht (Abb. 11A). Sowohl bei den WT- als auch /I-17re”” -Miusen
férbten sich vornehmlich peribronchial im Lungeninfiltrat gelegene Zellen positiv. Es wurden von jedem
Priparat mehrere Aufnahmen (10x-Objektiv) zufillig gewéhlter Bronchien und deren umliegendem
Parenchym erstellt, um anschlieend die Anzahl TNF-a positiver Zellen pro Sichtfeld zu ermitteln. In
IL-17RE-Knockout Méusen konnten signifikant weniger positive Zellen gezéhlt werden als in den WT-
Mausen (Abb. 11B).
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Abbildung 11: Die Defizienz fiir IL-17RE fiihrt zu einer verminderten Anzahl TNF-a positiver Zellen in der
Lunge

WT- (weiB) und JI-1 7re 7~ Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. 24 h nach Infektion
wurden die Tiere euthanasiert und die Lungen Formalin-fixiert, in Paraffin eingebettet und TNF-a
immunhistologisch angeférbt. (A) Représentative immunhistochemische Farbung von TNF-a positiven Zellen
(Skalierungsbalken: 200um). (B) Quantifizierung der TNF-a Féarbung. Statistik: Zweiseitiger t-Test (n > 5 pro
Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD); Vergleich zwischen infizierten WT- und /I-
17re’" -Méusen (Signifikanzniveau: ***p<0,001).
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5.1.8 Die Defizienz fiir IL-17RE hat keinen Einfluss auf das Differentialblutbild nach

Pneumokokken-Exposition

Um mogliche Unterschiede in der Leukozytenverteilung des peripheren Blutes ersichtlich zu machen,
wurde 24 h nach S. pneumoniae Infektion ein Differentialblutbild von /-17re " - und WT-Tieren
angefertigt (Abb. 12). Im Vergleich zu den WT-Méusen fiihrte die Absenz von IL-17RE nicht zu einer
signifikanten Verdnderung in der Anzahl der neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten
im Blut. Im Vergleich zu den Kontrollen war allein die Anzahl neutrophiler Granulozyten in //-17re” -
Mausen 24 h nach Infektion signifikant hoher. Die restlichen Zellzahlen haben sich in Bezug auf die

PBS infizierten Tiere nicht signifikant verdndert.
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Abbildung 12: Die Defizienz fiir IL-17RE hat keinen Einfluss auf die Leukozyten im Blut nach Infektion

WT- (weiB) und -1 7re” - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (4-7x10° CFU/ml) infiziert. 24 h nach Infektion
erfolgte die Anfertigung eines Differentialblutbildes durch lichtmikroskopisches Auszéhlen der jeweiligen
Leukozytensubpopulation im Blutausstrich. (A) Anzahl der neutrophilen Granulozyten, (B) Monozyten und (C)
Lymphozyten. Statistik: One way ANOVA mit post-hoc Tukey’s Test (n > 5 pro Gruppe); Daten gezeigt als
Mittelwerte + Standardabweichung (SD); Vergleich zwischen PBS-Kontrollen und infizierten Méausen
(Signifikanzniveau: +p<0,05;).
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5.1.9 Il-17¢"-Miuse zeigen nach Pneumokokken-Exposition eine geringere Anzahl

Entziindungszellen in der Lunge

Zuvor konnte gezeigt werden, dass der Verlust von IL-17RE zu einem reduzierten Einstrom neutrophiler
Granulozyten in den Alveolarraum fiihrt. Um zu iiberpriifen, ob dieser Effekt auch in Abwesenheit von
IL-17C eintritt, wurden /I-17¢""- sowie WT-Tiere mit S. pneumoniae infiziert und nach 24 h analysiert.

Wie bei IL-17RE defizienten Méusen war 24 h nach Infektion mit S. pneumoniae die Anzahl

intrapulmonaler Leukozyten in den /-17¢”-Tieren verglichen mit WT-Miusen signifikant vermindert
(Abb. 13).
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Abbildung 13: Die Gesamtanzahl der Entziindungszellen in der BALF ist nach Infektion bei Il-17¢ 7 -
Miéusen vermindert

WT- (weiB) und II-17¢ - - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (8x10° CFU/ml) infiziert. Die Gesamtanzahl
der Leukozyten (in x 10 4 /ml) in der BALF wurde 24 h nach Infektion durch Auszéhlen in einer Zédhlkammer
nach Neubauer bestimmt. Statistik: Zweiseitiger t-Test (n = 6 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte +
Standardabweichung (SD); Vergleich zwischen WT- und /I-17¢”- -Méusen (Signifikanzniveau: **p<0,01).
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5.1.10 1I-17¢"-Miuse zeigen nach Pneumokokken-Infektion eine geringere Rekrutierung

neutrophiler Granulozyten in den Alveolarraum

Auch bei der Differenzierung der Leukozyten-Subpopulationen ergab sich ein dhnliches Bild wie bei
den Versuchen mit /I-17re”"-M#usen. Die Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BALF war bei IL-
17C defizienten Tieren im Vergleich zu den WT-Tieren nach 24 h signifikant erniedrigt (Abb. 14A). Bei
der Makrophagen- und Lymphozytenzahl waren keine signifikanten Unterschiede zu registrieren (Abb.
14B und C). Es bestand jedoch die Tendenz zu weniger Makrophagen sowie Lymphozyten bei den //-

17¢”- Méusen.
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Abbildung 14: IL-17C vermittelt die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die Lunge

WT- (weiB) und /[-17¢”- - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (8x10° CFU/ml) infiziert. Mittels Cytospin-
Préparate wurden (A) neutrophile Granulozyten, (B) Makrophagen und (C) Lymphozyten 24 Stunden nach
Infektion lichtmikroskopisch differenziert. Statistik: Zweiseitiger t-Test (n = 6 pro Gruppe); Daten gezeigt als
Mittelwerte = Standardabweichung (SD); Vergleich zwischen WT- und 7/-17¢""-Miusen (Signifikanzniveau:
**p<0,01).
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5.1.11 Die Defizienz fiir IL-17C beeinflusst nur geringfiigig die Eliminierung von S. preumoniae

Hinsichtlich der CFU in der BALF und im Lungenhomogenisat unterschieden sich /I-17¢ **- und WT-
Mause 24 h nach Infektion nicht signifikant voneinander (Abb. 15). Es bestand die Tendenz zu einer

niedrigeren Anzahl noch lebender Bakterien in den //-17¢ -M#usen.
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Abbildung 15: Die Defizienz fiir IL-17C hat nur einen geringen Einfluss auf die Eliminierung von S.
Ppneumoniae

WT- (weiB) und II-17¢"- - Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (8x10° CFU/ml) infiziert. 24 Stunden nach
Infektion erfolgte die Bestimmung der Pneumokokken CFU (/ml) aus BALF (A) und Lungenhomogenisat (B).
Statistik: Zweiseitiger t-Test (n = 6 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD).

5.1.12 Nach Pneumokokken-Exposition unterscheiden sich 7I-17re”"- und WT-Miuse in der
Myelopoese geringfiigig

Zuvor konnte gezeigt werden, dass die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in den
Alveolarraum iiber die IL-17C/IL-17RE-Achse vermittelt wird. Um zu kldren, ob IL-17RE bei Infektion
mit S. pneumoniae auch die Myelopoese reguliert, wurde das Knochenmark von WT- und /I-17re” -
defizienten Tieren 24 h nach Infektion mit S. pneumoniae und PBS als Kontrolle durchflusszytometrisch
analysiert. Es wurde der Anteil von HSPC, GMP, CMP und MPC an den lineage-negativen Zellen
bestimmt (Abb. 16).

Nach Infektion sank der relative HSPC- und CMP-Anteil beider Gruppen im Vergleich zu den PBS-
infizierten Kontrollen signifikant ab (Abb. 16 A und C). Der GMP- und MPC-Anteil verringerte sich
ebenfalls signifikant in I/-17re” - Méusen, wihrend die WT-Tiere lediglich die Tendenz zu einem
erniedrigten Anteil nach Infektion zeigten (Abb. 16 B und D). Dies legt nahe, dass die Myelopoese nach
Infektion iiber die IL-17C/IL-17RE-Achse in geringen Maflen beeinflusst wurde.
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Abbildung 16: Relativer Anteil der leukozytiren Vorliuferzellen an lineage-negativen Zellen des
Knochenmarks

WT- (weiB) und II-17re”-Tiere (grau) wurden mit S. pneumoniae (4,8x10° CFU/ml) infiziert. Mittels
durchflusszytometrischer Analyse des Knochenmarks wurde der Anteil (in %) von HSPC- (A), GMP- (B), CMP-
(C) und MPC-Zellen (D) an lineage-negativen Zellen bestimmt. Statistik: One way ANOVA mit post-hoc Tukey’s
Test (n > 4 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD); Vergleich zwischen PBS-
Kontrollen und infizierten Mausen (Signifikanzniveau: +p<0,05, ++p<0,01).
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5.1.13 IL-17A, IL-17C, IL-17D und IL-17RE werden bei Pneumokokken-Pneumonie vermehrt

exprimiert

Um herauszufinden, ob die Interleukine I1L-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-17F und der
Rezeptor IL-17RE als Antwort auf die Infektion der Lunge mit S. pneumoniae vermehrt exprimiert
werden, wurde RNS aus den Lungen von infizierten und uninfizierten WT-Tieren isoliert. Die RNS
wurde in cDNA umgeschrieben und die relative mRNA-Expression von IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-
17D, IL-17E, IL-17F und IL-17RE mittels semiquantitativer RT-PCR bestimmt (Abb. 17). Der
bakterielle Stimulus fiihrte 4 h nach Infektion zu einem starken Anstieg der relativen IL-17A-, IL-17C-,
IL-17D Expression, die gegeniiber den uninfizierten Miusen signifikant gesteigert war. Ahnliches Bild
ergab sich bei der relativen Expression des Rezeptors IL-17RE, welche nach 4 h weniger stark, aber
dennoch signifikant anstieg. Folglich induziert die frithe Pneumokokken-Pneumonie sowohl die
Expression von IL-17A, IL-17C, IL-17D als auch die des funktionellen Rezeptors IL-17RE. IL-17B,
IL-17E, IL-17F wurden hingegen post infectionem nicht vermehrt exprimiert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 17: Relative Expression von IL-17A, IL-17C, IL-17D und IL-17RE

Mit S. pneumoniae (4-7x10% CFU/ml) infizierte WT- und uninfizierte Kontrolltiere wurden nach 4 h die Lungen
entnommen und die daraus isolierte Gesamt-mRNA in cDNA umgeschrieben. Mittels gqRT-PCR wurde die relative
IL-17A-, IL-17C-, IL-17D- und IL-17RE Expression in Bezug auf die GAPDH Expression ermittelt. Statistik:
Zweiseitiger t-Test (n > 5 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD); Vergleich
zwischen S. pneumoniae infizierten und PBS-behandelten WT-Méusen (Signifikanzniveau: +p<0,05; ++p<0,01;
+++p<0,001)
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5.2 Ex vivo Versuche

5.2.1 IL-17C hat keinen Einfluss auf die S. pneumoniae-induzierte Zytokinsekretion durch

murine Alveolarmakrophagen

Alveolarmakrophagen sind in vieler Hinsicht fiir die friihe unspezifische Immunabwehr gegen Bakterien
essenziell. Sie phagozytieren nicht nur eindringende Erreger, sondern modulieren die Immunantwort auf
mehreren Ebenen [66, 241]. Dariiber hinaus kommt ihnen eine bedeutende Rolle in der Aufldsung der
Entziindung zu, welche sie durch Phagozytose apoptotischer Granulozyten wahrnehmen und somit das
Lungengewebe vor erheblichen Schiden bewahren [44, 88, 124]. Die vorherigen in vivo Experimente
ergaben, dass IL-17C und sein funktioneller Rezeptor IL-17RE die inflammatorisch vermittelte
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten wéhrend der Pneumokokken-Pneumonie vermitteln. Im
Gegensatz dazu blieben die Anzahl der in der Lunge befindlichen Alveolarmakrophagen sowie deren
Erholung weitestgehend von IL-17C / IL-17RE unbeeinflusst.

Um die Funktion von IL-17C in der Immunreaktion dieses Zelltypus genauer zu untersuchen, wurden
Alveolarmakrophagen aus WT-Mausen isoliert und ex vivo iiber 24 h mit rekombinantem IL-17C,
lebendigen S. pmneumoniae und der Kombination aus beidem stimuliert. Als MalBl des
Aktivierungszustandes wurde im Anschluss die Konzentration der proinflammatorischen Zytokine MIP-
2 und KC aus dem Zelliiberstand mittels ELISA bestimmt. Es wurde ersichtlich, dass die alleinige
Stimulation mit IL-17C im Vergleich zu der PBS-exponierten Kontrolle zu keiner vermehrten
Zytokinsekretion fiihrte (Abb. 18). Sowohl die Applikation von Pneumokokken als auch die
Kombination IL-17C mit Pneumokokken induzierte eine signifikante Ausschiittung von MIP-2 und KC.
Es ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit Pneumokokken und den IL-
17C-Pneumokokken Ko-stimulierten Alveolarmakrophagen. Am Ende des Experimentes unterschied

sich die CFU der mit Bakterien stimulierten Gruppen nicht (Grafik nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Freisetzung der Zytokine MIP-2 und KC aus Alveolarmakrophagen nach Stimulation mit S.
pneumoniae und IL-17C

Alveolarmakrophagen wurden aus Méusen isoliert und in vitro mit PBS (Kontrollgruppe), reinem IL-17C in einer
Konzentration von 100 ng/ml, Pneumokokken (CFU 2-3,5x10%ml) (weiB) und IL-17C (100 ng/ml) in
Kombination mit Pneumokokken (CFU 2-3,5x10%ml) (grau) stimuliert. Nach 24 h wurde mittels ELISA die
Konzentration von (A) MIP-2 und (B) KC aus den Zelliiberstinden bestimmt. Statistik: One way ANOVA mit
post-hoc Tukey’s Test (n > 3 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD); Vergleich
zwischen PBS-stimulierten Kontrollen und S. preumoniae sowie S. pneumonie-1L-17C-Ko-stimulierten Zellen

(Signifikanzniveau: ***p<0,001).
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5.2.2 Il-17re”"- und WT-Alveolarmakrophagen phagozytieren gleich effizient

Im vorherigen Experiment konnte gezeigt werden, dass Alveolarmakrophagen durch IL-17C nicht in
ihrer Pneumokokken-induzierten Zytokinsekretion beeinflusst werden. Um die Funktion von IL-17RE
bei der Phagozytose zu untersuchen, wurden Alveolarmakrophagen aus WT- und /-1 7re”” -Miusen
isoliert und ex vivo mit fluoreszierenden Mikrosphiren inkubiert. Um Riickschliisse auf die
Phagozytoserate ziechen zu kdnnen, erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse (Abb. 19). Es wurde
der Anteil Mikrosphdren-beinhaltender Alveolarmakrophagen an den insgesamt detektierten
Alveolarmakrophagen bestimmt. Bei der Kontrolle, welche mit reinem Medium inkubiert wurde, konnte
kein Mikrosphirensignal registriert werden. WT- und /-1 7re”"-Alveolarmakrophagen unterschieden
sich dabei nicht im Anteil der Zellen, die Mikrosphiren phagozytiert hatten. Beide Gruppen
phagozytierten gleich effizient.
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Analyse der Phagozytoserate von Il-17re”- und WT-
Alveolarmakrophagen

Es wurden Alveolarmakrophagen aus WT- (weiB) und //-17re”-Midusen (grau) isoliert, in vitro mit
fluoreszierenden Mikrosphdren (Zell-Mikrosphéren-Verhéltnis von 1:200) inkubiert und anschlieBend
durchflusszytometrisch der Anteil (in %) von Makrophagen die Mikrosphdren phagozytiert hatten an allen
detektierten Makrophagen bestimmt. Die Kontrolle wurde nicht mit Mikrosphédren inkubiert. Statistik:
Zweiseitiger t-Test (n = 5 pro Gruppe); Daten gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung (SD).
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der IL-17RE/IL-17C-Achse bei einer akuten S.
pneumoniae-Pneumonie im Mausmodell analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass IL-17C und der IL-
17C-Rezeptor IL-17RE wihrend der Frithphase der Infektion vermehrt exprimiert werden. Versuche mit
IL-17C- und IL-17RE-defizienten Méusen ergaben, dass die IL-17C/IL-17RE-Achse eine pulmonale
Entziindung und die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die Lunge vermittelt. Als ein lokaler
Mediator der Neutrophilen-Rekrutierung konnte das Zytokin G-CSF identifiziert werden. Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass die Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten sowie die bakterielle
Klarung weitestgehend unabhingig von IL-17C/IL-17RE verlaufen. Die Defizienz fiir IL-17RE hatte
nur einen geringen Einfluss auf die Myelopoese im Knochenmark und das leukozytire
Differentialblutbild. In vitro Versuche zeigten, dass die Zytokinfreisetzung durch murine
Alveolarmakrophagen bei Pneumokokken-Exposition unabhéngig von IL-17C verlduft. Auch die
phagozytotische Aktivitdt von Alveolarmakrophagen blieb unbeeinflusst von IL-17RE.

6.1 Die Rolle von IL-17RE und IL-17C im murinen Pneumokokken-Pneumoniemodell

Wie zuvor erwéhnt, gehoren der IL-17-Familie 6 Mitglieder an, von denen IL-17A und IL-17F am besten
charakterisiert sind [157]. Die Rolle von IL-17C und seinem funktionellen Rezeptor IL-17RE in der
Bekédmpfung einer Pneumokokken-Pneumonie ist dagegen unbekannt. In vorangegangenen Arbeiten
wurde die Bedeutung von IL-17C bei Pneumonien des viralen- und gramnegativen Spektrums
beobachtet, wihrend seine Funktion bei der pulmonalen Abwehr gegen grampositive Erreger ungeklért
bleibt. Das in dieser Arbeit verwendete bakterielle Pneumoniemodell hat sich in der Erforschung der
Pathophysiologie der ambulant erworbenen Lungenentziindungen mehrfach bewéhrt. Dabei ist die
intranasale Infektion die meist genutzte Methode zur Beimpfung der tiefen Atemwege [48]. Sie ist durch
eine einfache, minimalinvasive und schnelle Durchfiihrbarkeit gekennzeichnet, was den natiirlichen
Infektionsweg am besten nachahmt. Im Gegensatz zu vielen anderen Gruppen wurde bei dieser Arbeit
eine mittlere Infektionsdosis gewdhlt, um ein mildes Pneumoniemodell mit relativ geringer bakterieller
Infektionslast zu erzeugen. Dies diente dazu, eine prézisere Differenzierung der Frithphase einer
Pneumokokken-Infektion zu ermdglichen, wobei es ein frithzeitiges Versterben der Tiere zu verhindern
galt [5, 16, 50, 72, 111, 191, 247]. Der verwendete S. pneumoniae Serotyp 2 Stamm, D39 hat sich als
klassischer Stamm etabliert, weshalb dessen repetitive Verwendung flir gleichbleibende
Krankheitsmerkmale sorgt und den direkten Vergleich wissenschaftlicher Arbeiten und deren Resultate
erlaubt. Er wird in zahlreichen Studien zur Erforschung der Pathogenese der Pneumokokken-
Erkrankungen genutzt [16, 72, 148]. Wihrend sich D39 im Menschen weitestgehend avirulent verhilt,
ruft er in der Maus eine schwere Krankheit hervor [38]. Es ist als nachteilig anzumerken, dass D39 nicht

zu den haufigsten CAP verursachenden Serotypen gehdrt [211]. Die klinische Relevanz der Versuche ist
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durch die reduzierte Ubertragbarkeit auf den Menschen folglich eingeschrinkt.

6.1.1 Durch S. pneumoniae herbeigefiihrter Gewichtsverlust

In den in dieser Arbeit gezeigten Versuchen fiihrte die Pneumokokken-Pneumonie innerhalb des
Beobachtungszeitraumes von 72 Stunden zu einem signifikanten Gewichtsverlust. Ein Unterschied
zwischen den WT- und IL-17RE-defizienten Tieren konnte nicht festgestellt werden. S. pneumoniae
fiihrte bei anderen Gruppen, die einen dhnlichen Versuchsaufbau nutzten, ebenfalls zu einer Reduktion
des Korpergewichts [191]. Gewichtsverluste konnen dabei als prognostischer Marker der
Infektionsschwere und Pradiktor des Outcomes genutzt werden [171, 227]. Parallel zu den hier
geschilderten Ergebnissen, zeigten sich bei IL-17A-defizienten- und WT-Tieren keine signifikanten
Gewichtsunterschiede iiber 48 Stunden [191]. Diese Resultate legen nahe, dass die gewéhlte
Infektionsdosis eine greifbare Erkrankung erzeugt. Die Krankheitsschwere wird in der Friithphase jedoch
unwesentlich durch den Verlust des Rezeptors IL-17RE beeinflusst.

6.1.2 IL-17RE und IL-17C vermitteln die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, ohne

den Makrophagen-Umsatz zu beeinflussen

In dieser Arbeit wurde nach S. pneumoniae Inokulation ein starker intraalveolédrer Leukozyteneinstrom
beobachtet, der von neutrophilen Granulozyten dominiert wurde. Die Pneumokokken-Pneumonie
zeichnet sich durch die iiberwiegende Prisenz dieser Zellen aus und wurde im Mausmodell mehrfach
reproduziert [15, 191]. Der Influx war durch die IL-17RE/IL-17C-Defizienz signifikant reduziert. Somit
gelang es erstmalig darzulegen, dass die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in der Frithphase einer
Pneumokokken-Pneumonie im Mausmodell von epithelialem IL-17C und seinem funktionellen
Rezeptor IL-17RE vermittelt wird. Dieser Zusammenhang zwischen der IL-17C/IL-17RE-Achse und
der Neutrophilen-Rekrutierung in die Lunge konnte bereits mehrfach fiir gramnegative und virale
Erreger gezeigt werden [109, 117, 192, 247]. Beispielhaft kann ein Pneumoniemodell mit dem
gramnegativen Stidbchen Pseudomonas aeruginosa, einem hiufigen Keim der nosokomialen
Lungenentziindung, angefiihrt werden. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigten
Wolf et al., dass es bei IL-17C-defizienten Tieren zu einer geringeren Anzahl von Entziindungszellen in
der BAL 24 Stunden nach der intranasalen Infektion mit P. aeruginosa kam [247]. Zudem zeigten IL-
17C-defiziente Miuse ein gesteigertes Uberleben innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Infektion
mit P. aeruginosa. Mit Hilfe von IL-17A-defizienten Mausen und Zellkulturexperimenten konnte zudem
gezeigt werden, dass bei einer P. aeruginosa Infektion IL-17A die Expression von IL-17C reguliert
[247]. Interessanterweise wird IL-17C jedoch nicht fiir die T-Zell- und IL-17A-unabhéngige
Rekrutierung von Neutrophilen und Chemokininduktion nach LPS-Installation gebraucht [252]. Weitere
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Studien miissen zeigen, inwiefern IL-17A bei einer Pneumokokken-Pneumonie die Expression von IL-
17C reguliert. Auch im metastatischen und priméren Lungenkrebsmodell konnte gezeigt werden, dass
IL-17C nach akuter und chronischer Exposition mit NTHi die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
in das Lungenparenchym vermittelt [117, 192]. Hurst et al. zeigten zudem, dass die viral-vermittelte
Uberexpression von IL-17C zu einer Rekrutierung von Neutrophilen in die Lunge fiihrt [103]. All diese
Mausstudien weisen darauf hin, dass IL-17C die Rekrutierung Neutrophiler bei Infektionen der Lunge
vermittelt. Gestiitzt werden die Mausstudien von zahlreichen Zellkulturstudien. Diese zeigen, dass
Lungenepithelzellen bei einer Infektion im Rahmen der angeborenen Immunabwehr zur Freisetzung von
IL-17C angeregt werden. Dabei reguliert IL-17C die Expression und Abgabe von neutrophilen
Chemokinen. So zeigten verschiedene in vitro Studien, dass die Infektion von Atemwegsepithelzellen
und Pneumozyten mit typischen Lungenpathogenen wie NTHi, P. aeruginosa und Rhinoviren, aber auch
mit TLR-Liganden wie polyl:C zu einer verstérkten Sekretion von IL-17C fiihrt. IL-17C reguliert dabei
autokrin die Bildung von Zytokinen und Chemokinen, welche die Rekrutierung von Neutrophilen
vermitteln [109, 110, 117, 129, 184, 247]. Dariiber hinaus ist die Chemokin-induzierende Wirkung der
IL-17C/IL-17RE-Achse nicht nur fiir das pulmonale Kompartiment, sondern auch fiir diverse andere
Gewebe beschrieben [132, 186]. Selbst fiir die PMN-Rekrutierung in arteriosklerotische Plaques und in
Tumorgewebe scheint sie mitverantwortlich zu sein [28, 117, 192].

In Konkordanz dazu konnten Studien zeigen, dass die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten bei der
Abwehr von Bakterien und Viren auch durch das verwandte IL-17A vermittelt wird [64, 155, 234]. In
der Lunge konnte dies sowohl fiir gramnegative als auch fiir grampositive Erreger gezeigt werden [36,
191]. In Analogie dazu fiihrte der Knockout von IL-17RA in einem S. preumoniae-Modell zu einer
signifikant  verringerten Neutrophilenzahl in der BAL. Spannenderweise konnte eine
Kapselabhingigkeit dargelegt werden. Bei stark-bekapselten Stdmmen aggravierte der
Neutrophileninflux die Krankheit. Im Gegensatz dazu zeigte IL-17A bei schwach-bekapselten Stimmen
eine protektive Wirkung [191]. Dies ldasst vermuten, dass die durch IL-17C hervorgerufene
Immunantwort ebenfalls vom jeweiligen Kapseltyp abhéngig ist. Deshalb wére es sinnvoll, ergéinzende
Versuche mit anderen S. pneumoniae Stimmen bzw. Kapselvarianten durchzufiihren.

Nahezu die gesamte IL-17-Familie hat diese Neutrophilen-rekrutierende Fahigkeit gemein. Sie konnten
durch Hurst et. al. bestiitigt werden. Nicht nur die Uberexpression von IL-17C, sondern auch von IL-
17A und IL-17F, fiihrten zu einer Neutrophilie und Expression inflammatorischer Gene in Mauslungen.
Lediglich die Installation von IL-17E induzierte eine Eosinophilie, die mit einer vermehrten
Mukussekretion und bronchialer Hyperreagibilitit einher ging [103].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen zusétzlich, dass die Defizienz fiir IL-17C und IL-17RE
keine Auswirkung auf die S. pneumoniae-induzierte Verminderung der Alveolarmakrophagenzahl in der
BAL innerhalb der ersten 24 Stunden hat. Gleiches gilt fiir deren Erholung nach 72 Stunden. Auch
andere Arbeitsgruppen konnten eine derartige Kinetik nach S. pneumoniae-Installation beobachten. Sie
ist am wahrscheinlichsten durch Pneumokokken bedingte Apoptose und Nekrose mit anschlieBender

Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut zu erkldren [91, 154, 244]. Da sich der Makrophagen-
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Umsatz in WT- und I/-17re”/Il-17¢”" kaum unterschied, vermag die IL-17C/IL-17RE-Achse keinen
Einfluss auf die Rekrutierung von Blutmonozyten ins pulmonale Kompartiment und deren Erholung in
der frilhen Phase der Infektion zu nehmen. Auch bei der Lymphozytenzahl kam es zu keinen
signifikanten Unterschieden. Dies stimmt mit bisherigen Studien iiberein, die keine IL-17C-
Abhingigkeit von mononukleédren Zellen bei P. aeruginosa Infektion und NTHi-Exposition aufzeigen
konnten [192, 247]. Damit wird deutlich, dass die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten sowohl
wihrend S. pneumoniae-, als auch bei gramnegativen Pneumonien von IL-17C/IL-17RE vermittelt wird,

ohne die Rekrutierung von Monozyten oder Erholung der Alveolarmakrophagen zu beeinflussen.

6.1.3 IL-17RE hat keinen Einfluss auf die Sekretion von MIP-2 und KC

Wihrend einer durch S. pneumoniae hervorgerufenen Lungenentziindung kommt es zu einer vermehrten
Induktion inflammatorischer Zytokine. Sie dienen der Pathogen-Eliminierung durch Aktivierung und
Chemotaxis von Abwehrzellen [15]. Auch in dem hier dargelegten Modell konnte eine inflammatorisch
bedingte, verstirkte Expression von MIP-2, KC und G-CSF beobachtet werden, die vergleichbar mit
anderen murinen S. pneumoniae-Modellen war [62, 123, 204].

Es ist bereits bekannt, dass neutrophilenchemotaktisch wirkende Zytokine durch IL-17C als Antwort
auf gramnegative- und virale Pathogene induziert werden. IL-17C wird dabei vom Bronchialepithel und
Pneumozyten sezerniert und wirkt auf eine autokrine Weise [103, 129, 184, 247]. CXCL1, KC und MIP-
2 sind Beispiele fiir Chemokine, die nach IL-17C-Stimulation von humanen bzw. murinen
Lungenepithelzellen exprimiert werden [109]. Diese Botenstoffe gelten als bedeutende
Neutrophilenchemotaktika der bakteriellen Pneumonie [25, 47, 69]. Jamieson et al. konnten zeigen, dass
IL-17C das Chemokin CXCL1 in humanen Atemwegsepithelzellen induziert und dass der siRNA-
vermittelte Knockdown von IL-17C die Expression von CXCL1 und neutrophile Chemotaxis nach
Infektion mit Lungenpathogenen signifikant verringert [110]. Um die beobachtete IL-17C-vermittelte
Neutrophilenrekrutierung genauer zu erforschen, wurden in der vorliegenden Arbeit Chemokin-
Konzentrationen nach Infektion in der BAL bestimmt. Wahrend IL-17RE bei den hier gezeigten
Infektionsversuchen mit S. preumoniae keinen signifikanten Einfluss auf die Sekretion von KC und
MIP-2 zu haben schien, kam es bei Versuchen mit P. aeruginosa durch Wolf et al. zu einer signifikant
verringerten KC-Konzentration in der BAL von I/-17¢”-Tieren 24 Stunden post infectionem [247].
Diese Diskrepanz konnte auf dem unterschiedlichen PRR-Aktivierungsmuster von S. prneumoniae und
P aeruginosa basieren. Hierdurch kommt womoglich eine Immunantwort mit abweichendem

Zytokinspektrum zustande [60, 158, 231].
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6.1.4 IL-17RE induziert G-CSF

Wéhrend MIP-2 und KC unbeeinflusst blieben, gelang es erstmalig zu zeigen, dass G-CSF bei
Pneumokokken-Pneumonie durch die IL-17C/IL-17RE-Achse induziert wird. G-CSF vermittelt
womdglich die Neutrophilen-Rekrutierung und Akkumulation. Das Zytokin G-CSF ist sehr vielseitig.
Es ist nicht nur im Stande die Granulopoese zu beeinflussen auch lokale Effekte auf Neutrophile sind
mehrfach beschrieben [123, 194, 222, 233]. Als G-CSF-Quelle konnten dabei Alveolarepithelzellen
dienen. Passend zu den Ergebnissen dieser Arbeit ist bekannt, dass G-CSF bei bakterieller Stimulation
von Alveolarepithelzellen Typ 2 und Alveolarmakrophagen sezerniert wird [13, 126, 222].

In den Versuchen der vorliegenden Studie kam es zu einem vermehrten Neutrophileneinstrom in die
Atemwege. Dies kann durch mehrere Eigenschaften von G-CSF erkldrt werden. Es wirkt
bekanntermalien chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten [13, 126, 222, 233]. AuBlerdem ist es nach
Sekretion durch Bronchialepithel in der Lage die Uberlebenszeit von Neutrophilen durch
Apoptoseverzogerung zu verlangern [45, 153, 233]. Die Féhigkeit von IL-17C {iber G-CSF-Expression
die Rekrutierung und Instandhaltung Neutrophiler zu regulieren, konnte in anderen Studien bereits
gezeigt werden. Dementsprechend fiihrte die IL-17C-Stimulation von humanen Keratinozyten zu einer
erhdhten G-CSF Expression mit neutrophiler Gewebsinvasion [186]. Ahnliches konnte bei dem
Schwesterinterleukin IL-17A beobachtet werden. Ye et al. kamen zum Ergebnis, dass ein G-CSF-
vermittelter Neutrophileneinstrom bei Klebsiella pneumoniae-Pneumonie durch IL-17A eingeleitet wird.
Durch den Verlust des IL-17RA Rezeptors waren sowohl die G-CSF Konzentrationen als auch der
Neutrophileninflux reduziert [255]. Eine Adenoviren-induzierte pulmonale Uberexpression von IL-17A
fiilhrte ebenfalls zu einem G-CSF und MIP-2 vermittelten PMN-Einstrom. Dieser ging mit einer
vermehrten Klarung von K. pneumoniae einher [254]. Solch ein G-CSF bedingtes verbessertes
Uberleben mit beschleunigter bakterielle Klirung ist mehrfach auch explizit fiir die Pneumokokken-
Pneumonie beschrieben [13, 68, 79, 123]. Eine derartige Wirkung wird durch die Neutrophilen-
aktivierenden, Phagozytose- und Bakterizidie-verstirkenden Eigenschaften von G-CSF intensiviert. Sie
tragen zur Eliminierung der Bakterien erheblich bei [123, 194]. In der vorliegenden Arbeit konnte
hingegen weder eine verbesserte bakterielle Klirung noch ein Uberlebensvorteil durch G-CSF bzw. IL-
17RE dargestellt werden. Interessanterweise zeigten Gregory et al., dass die Absenz von G-CSF zur
kompensatorischen Induktion anderer inflammatorischer Zytokine wie KC fiihrt. Dies konnte erkldren,
weshalb die Expression anderer Zytokine in den Versuchen vorliegender Arbeit unwesentlich verdandert
war [79]. In der Literatur sind derweil nicht nur positive Effekte von G-CSF beschrieben. Auch
nachteilige Folgen nach G-CSF-Installation sind anzufiihren. Zu diesen gehoren, beruhend auf dem
Neutrophileninflux, Lungenschéden mit reduzierter Organfunktion und Hypoxémie [92]. Basierend auf
der prolongierten Neutrophilenentziindung scheinen hohe G-CSF Spiegel in der Lunge sogar

prognostisch fiir ein schlechteres Uberleben bei ARDS-Patienten zu sein [2].
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6.1.5 Unbeeinflusste G-CSF Plasmakonzentration und Blutneutrophilenzahl

In den Versuchen dieser Arbeit blieben die G-CSF Plasmakonzentration und Blutneutrophilenzahl von
der Defizienz fiir IL-17RE unbeeinflusst. Es ist davon auszugehen, dass G-CSF lokal in der Lunge
gebildet wurde und seine wesentliche Wirkung dort entfaltet. Solch eine lokale G-CSF Sekretion wurde
auch in klinischen Studien beobachtet. Bei Pneumokokken-CAP-Patienten konnten erhohte G-CSF
Konzentrationen in der BAL nachgewiesen werden, ohne dass es zu einem signifikanten Anstieg der
Plasmakonzentration kam [123]. Im Gegensatz dazu scheint die IL-17A vermittelte G-CSF-Induktion
systemisch zu wirken. Experimente durch Smith et al. haben gezeigt, dass IL-17A die Anzahl frei
zitkulierender neutrophiler Granulozyten {iber G-CSF-Induktion beeinflusst. In IL-17RA defizienten
Neutrophilie-Mausen waren sowohl die Neutrophilen als auch die Plasma G-CSF-Konzentration
signifikant reduziert [210]. Dies ldsst vermuten, dass IL-17RA im Vergleich zu IL-17RE, stirkere
Effekte veriibt. Die Wirkung von IL-17C scheint hauptséchlich auf die Lunge beschrénkt zu sein. Dass
der IL-17RE Verlust keine systemische Relevanz zeigt, konnte dadurch erklért werden, dass IL-17RA
sowohl Rezeptor fiir IL-17A als auch fiir IL-17C ist. IL-17RE hingegen bindet lediglich letzteres [186,
226]. Dartiber hinaus wird IL-17RA ubiquitér exprimiert. Im Gegensatz dazu ist IL-17RE hauptséchlich
auf Schleimhduten von Trachea, Kolon und Lunge zu finden [184, 186]. Erginzend wurde gezeigt, dass
IL-17C, zumindest bei Infektion mit P. aeruginosa, 1L-17A-abhingig in der Lunge exprimiert wird.
Damit kann sich ein Verlust von IL-17A auf beide Systeme auswirken. Bei einer akuten S. preumoniae-
Pneumonie hingegen lésst ein IL-17C-Defizit die IL-17A Induktion moglicherweise unbeeinflusst [247].
Dementsprechend konnte in den Versuchen vorliegender Arbeit mittels RT-PCR bewiesen werden, dass
neben IL-17C- auch IL-17A-mRNA bei Pneumokokken-Pneumonie vermehrt exprimiert wird. Somit
ist es moglich, dass IL-17RE nur auf die lokale G-CSF-Produktion der Lunge Einfluss nimmt,

wohingegen IL-17A weiterhin auf die Neutrophilen und deren Zahl im Blut wirken kann.

6.1.6 IL-17RE/IL-17C hat einen geringen Einfluss auf die bakterielle Kléirung

Trotz der stark reduzierten Neutrophilenzahl in der BAL hatten IL-17C und sein Rezeptor IL-17RE nur
geringen Einfluss auf die bakterielle Klarung. Dies verdeutlicht, dass eine iiberschieBende Neutrophilen-
Antwort nicht zur Wirtsabwehr beitragen muss. Deckend hierzu war die Neutrophilenrekrutierung bei
Wolf et al. von IL-17C abhéngig, wihrend die P. aeruginosa-Klarung davon unbeeintrachtigt schien
[247]. Die Defizienz fiir IL-17C fiihrte vielmehr zu einer verminderten systemischen Konzentration von
IL-6 und zu einem verbesserten Uberleben der Miuse. Ahnliches konnte fiir IL-17RA gezeigt werden.
Dessen Abwesenheit beeinflusste die Klirung von S. preumoniae unwesentlich, obwohl die
Neutrophilen sowohl in der Lunge als auch im Blut signifikant erniedrigt waren [247].

Die in dieser Arbeit beobachteten IL-17RE-Effekte scheinen auf einem G-CSF-induzierten PMN-
Einstrom zu beruhen. Bei Knapp et al. fiihrte die Neutralisierung von G-CSF trotz reduzierter

chemotaktischer Wirkung zu einer unveriinderten bakteriellen Klirung mit besserem Uberleben [123].
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In der Frithphase der Lungenentziindung scheint der PMN-Einstrom fiir eine essenzielle Kontrolle der
bakteriellen Infektion zu sorgen. Eine prolongierte Neutrophilenakkumulation hingegen, fithrt durch
pulmonale Schiden zu einer behinderten Klirung mit reduziertem Uberleben. So konnten Studien
zeigen, dass eine Neutrophilendepletion vor Infektion mit einer vermehrten Anfilligkeit einhergeht.
Eine Depletion nach 18 Stunden verbessert dagegen das Uberleben bei gleichzeitig geringerer
Bakterienlast [24]. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich fiir nicht bakterielle Erreger. Bei Pilzinfektionen
filhrte der Verlust von IL-17C ohne Beeintrichtigung der Erreger-Eliminierung zu einem besseren
Uberleben mit geringerem renalem Schaden [99]. Erwiihnenswert ist, dass die Pneumokokken-Klirung
bei geringeren Infektionsdosen ohnehin von Alveolarmakrophagen dominiert wird [29]. Die
Akkumulation von Neutrophilen kann daher gegenteilige Effekte veriiben und trigt lediglich zur
Pathogenese bei [182]. Diese iibermiBige Neutrophilenaktivierung hat eine vermehrte
Gewebszerstorung zur Konsequenz. Idealerweise kommt es nach der Erregeraufnahme zur Apoptose
der Neutrophilen. Durch den selbst herbeigefiihrten Zelltod werden schidliche Substanzen, wie
Proteasen, Zytokine oder reaktive Sauerstoffspezies nicht unkontrolliert freigesetzt. Dieser
Mechanismus kann unter inflammatorischen Bedingungen dysreguliert sein. Wird zugleich die
Phagozytose behindert, kann es additiv zu einer Neutrophilennekrose mit Freisetzung toxischer Granula
kommen. Die Entziindungsauflosung wird durch Nachrekrutierung von Immunzellen schlussendlich
verzogert. Um diesem inflammatorischen Teufelskreis zu entkommen, bedarf es der Beseitigung
apoptotischer Neutrophiler durch Makrophagen [23]. Mausexperimente mit dem in dieser Studie
verwendeten S. pneumoniae Stamm D39 haben gezeigt, dass die Alveolarschranke durch diesen
fehlregulierten Prozess relevanten Schaden erleiden kann. Als therapeutischer Ansatz konnten dabei
PAR-1-Antagonisten identifiziert werden. Diese ddmpfen die schiadigende Wirkung Neutrophiler ab,
ohne die Pneumokokken-Abwehr einzuschrianken [115]. Auch IL-17A weist dieses lungenschiadigende
Potenzial bei Pneumonien auf. Ob es dabei zu einem protektiven oder schidigenden Effekt der IL-17A
vermittelten Neutrophilenrekrutierung kommt, ist jedoch stark von der Kapseldicke und der damit
einhergehenden Phagozytoseresistenz abhingig. Wahrend IL-17A bei invasiven Stimmen schiitzend zu
sein scheint, fithrt es zu einer erhohten Letalitdt bei vergleichsweise gering-invasiven Stimmen [191].
Die Depletion von Neutrophilen in WT-Tieren konnte fiir ein verbessertes Uberleben nach
Pneumokokken-Infektion sorgen [191]. Andererseits sind in der Literatur auch gegenteilige Effekte
beschrieben, bei denen die Depletion mit einer reduzierten Klirung und einer exazerbierten
Lungeninfektion einherging [74, 123].

Dass IL-17C durch seine proinflammatorischen Eigenschaften zur Pathogenitét diverser Erkrankungen
beitrégt, ist schon langer bekannt. In der kollageninduzierten Arthritis fithrt IL-17C iiber entziindliche
TNF-a Expression zur Exazerbation [253]. Auch in der Genese der Arteriosklerose induziert es den
Einstrom von Entziindungszellen in arterielle Plaques und fordert deren Progress [28]. Gleiches konnte
bei Bronchialkarzinomen beobachtet werden. Durch die Entziindung im Tumorgewebe kommt es zu
einer beschleunigten malignen Proliferation. IL-17C konnte sogar als negativer Prognosefaktor bei

menschlichen NSCLC identifiziert werden [117].
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6.1.7 IL-17RE hat Einfluss auf die Anzahl TNF-a-positiver Zellen in der Lunge

Die histologischen Schnitte wurden mittels eines semiquantitativen inflammatorischen Scores bewertet.
Nach Infektion mit S. pneumoniae lieen sich hiermit jedoch keine signifikanten Unterschiede in der
histologischen Lungenpathologie zwischen IL-17RE-defizienten und WT-Tieren feststellen, auch wenn
der inflammatorische Score bei IL-17RE-defizienten Tieren leicht vermindert ausfiel. Somit scheint IL-
17C/IL-17RE nach histologischer Beurteilung keinen Einfluss auf die entziindlich bedingte pulmonale
Schadigung zu nehmen. Um zu priifen, inwiefern die Defizienz von IL-17RE und IL-17C die pulmonale
Integritit beeinflusst, sind jedoch sensitivere Methoden notwendig. So kann der Ubertritt von
fluoreszenzmarkiertem Dextran oder Evans Blue in das Lungengewebe bestimmt werden. Hierfiir wird
Madusen intravends fluoreszenzmarkiertes Dextran oder Evans Blue in die Schwanzvene verabreicht,
deren Ubertritt in die Lunge nach Infektion bestimmt und ein Permeabilititsindex berechnet [145]. Wolf
et al. zeigten, dass der Gewebeschaden bei P. aeruginosa Pneumonie ebenfalls unabhingig von IL-17C
war [247]. Lediglich in einem Modell, welches die Auswirkung von IL-17A auf die P. aeruginosa-
Pneumonie untersuchte, fiihrte IL-17A zur Ausbildung eines relevanten histologischen Schadens.
Vermutlich aufgrund der zuvor erklirten, weiterreichenden- und IL-17C unabhingigen Wirkung [140,
247].

Allerdings kam es bei den Versuchen vorliegender Arbeit zu einer verringerten Anzahl TNF-a-
exprimierender Zellen in den immunhistologisch gefarbten Lungenschnitten IL-17RE-defizienter Tiere.
TNF-a zihlt zu den proinflammatorischen Zytokinen. Es kann als Entziindungsmarker eingesetzt
werden und wird bei pulmonalen Erkrankungen vermehrt exprimiert. Seine Uberexpression geht
wiederum mit inflammatorischen Lungenschéden einher [141]. Es ist bekannt, dass TNF-a auch bei
akuten Pneumokokken-Pneumonien zunehmend in der Lunge exprimiert wird [220]. Dabei zeigte sich
bereits mehrfach, dass IL-17C die Expression von TNF-a induziert [99, 135, 252, 253]. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde jedoch nicht geklart, inwiefern IL-17C die Expression von TNF-q in Zielzellen
direkt reguliert oder ob die verminderte Anzahl an TNF-a-exprimierenden Zellen aus einer verminderten
Rekrutierung und einem verminderten Uberleben von neutrophilen Granulozyten und anderen
Entziindungszellen herriihrt. Durchflusszytometrische Untersuchungen konnten dariiber Aufschluss
geben, welche Zellen TNF-a bilden, und ob es sich bei den TNF-a-exprimierenden Zellen um rekrutierte
Zellen handelt.

6.1.8 IL-17RE hat einen geringen Einfluss auf die Myelopoese und das Differentialblutbild

Da die Reifung und Freisetzung granulozytirer Zellen aus dem Knochenmark tiber G-CSF gesteuert
wird, galt es zu klaren, inwiefern IL-17RE die Differenzierung hdmatopoetischer Zellen wéhrend der
Pneumokokken-Pneumonie beeinflusst. Bisher sind die Effekte, die IL-17C und sein Rezeptor IL-17RE
auf die Myelopoese ausiiben weitestgehend unbekannt. Das der IL-17-Familie angehorige 1L-17A ist

dies hingegen besser erforscht. IL-17A scheint sich dabei direkt auf die hdmatopoetische Stammzellen
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auszuwirken, indem es die Freisetzung von G-CSF durch unterschiedliche Zellen wie Fibroblasten und
verschiedenen Lymphozyten-Populationen reguliert [65, 159]. IL-17A fiihrt somit zur einer
beschleunigten Granulopoese, Expansion und Stimulation von hé&matopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen [128, 205]. In dem Pneumoniemodell der vorliegenden Arbeit kam es bei IL-17RE-
defizienten Tieren nach Infektion lediglich zu einem reduzierten Anteil der GMP's und MPC’s in Bezug
zu den Kontrollen. Andere Zellreihen blieben im Vergleich zum Wildtyp unbeeinflusst. In
Zusammenschau mit den unverénderten Blutneutrophilen-, Monozyten- und Lymphozytenzahlen sowie
unverdnderten G-CSF Plasmaspiegeln, kann schlussfolgernd angenommen werden, dass die IL-17RE
vermittelten Effekte bei akuter S. pneumoniae-Infektion lokal in der Lunge zum Tragen kommen. Uber
die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten durch G-CSF-Induktion wirkt IL-17RE im pulmonalen

Kompartiment ohne systemische Konsequenz.

6.1.9 IL-17 Zytokinexpression

Studien haben gezeigt, dass IL-17C vom Bronchialepithel als Antwort auf gramnegative TLR-
Stimulation sezerniert wird [129, 184]. Auch in den Versuchen dieser Arbeit fiihrte die Infektion mit
grampositiven S. pneumoniae zu einer signifikant gesteigerten frithen mRNA-Expression von IL-17C
in der Lunge. AuBlerdem kam es zu einer signifikant gesteigerten Expression von IL-17A und IL-17D.
IL-17A wurde auch in anderen Studien bei P. aeruginosa Infektion vermehrt exprimiert [247]. Wie
bereits erwdhnt, vermittelt IL-17A {iiber die Induktion von Chemokinen die Rekrutierung von
Neutrophilen  [157]. IL-17D  wird bekanntermafen im  Lungengewebe  exprimiert.
Neutrophilenchemotaktische Effekte sind ebenfalls beschrieben [206, 215]. Womdglich tragen IL-17A
und IL-17D in der vorliegenden Studie zusétzlich zur Neutrophilenakkumulation bei. Wie bereits
erwéahnt, konnte dies den lediglich lokalen Einfluss von IL-17RE erkldren. Die Inokulation mit S.
pneumoniae fiihrte hingegen zu keiner gesteigerten Expression von IL-17B-, IL-17E- oder IL-17F-
mRNA. Pfeifer et al. konnten zeigen, dass humane Bronchialepithelzellen nach Bakterienkontakt nicht
zur IL-17A, IL-17B, IL-17D oder IL-17E Expression angeregt werden [184]. Auch Ramirez-Carrozzi
et al. kamen zum Ergebnis, dass allein IL-17C durch TLR-2 und -5 Stimulation von Epithelzellen
induziert wird, wihrend die anderen IL-17-Mitglieder keine Zunahme der Expression erfuhren [186]. In
vorliegender Studie kam es zu einer signifikant gesteigerten Expression von IL-17RE mRNA in der
Lunge nach Infektion. Diese Hochregulierung des Rezeptors ist wahrscheinlich auf die
proinflammatorische Zytokinausschiittung und die Rekrutierung IL-17RE-exprimierender Zellen
zuriickzufiihren. Es ist bekannt, dass sowohl IL-17RE als auch IL-17RA unter anderem durch IL-6,
TNF-a und IL-8 induziert werden [34, 100]. Allesamt Zytokine, die bei Pneumokokken-Pneumonien

eine verstirkte Freisetzung erfahren [15, 53].
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6.2 Ex vivo Versuche

6.2.1 IL-17C fiihrt bei Pneumokokken-Exposition zu keiner vermehrten Zytokinsekretion durch

murine Alveolarmakrophagen

Es ist bekannt, dass Alveolarmakrophagen eine essenzielle Rolle in der pulmonalen Abwehr gegen S.
pneumoniae einnehmen. Thre Aufgaben umspannen sowohl die Eliminierung, Rekrutierung anderer
Immunzellen als auch die Resolution der Inflammation [23, 50, 88, 119, 124]. In den vorherigen
Versuchen wurde deutlich, dass IL-17RE bzw. IL-17C die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten bei
Pneumokokken-Pneumonie vermitteln, ohne den Umsatz oder die Erholung von Alveolarmakrophagen
zu beeinflussen. Nichtsdestotrotz war nicht auszuschliefen, dass deren Funktion durch IL-17C und
seinen Rezeptor beeinflusst wird. Durch entsprechende in vitro Versuche galt es herauszufinden, ob
Alveolarmakrophagen durch IL-17C aktiviert werden. Ein Vorteil dieser Versuche lag dabei in der
angewandten Methodik zur Isolation, Kultivierung und Stimulation der Zellen. Diese wurde bereits
mehrfach erfolgreich angewandt und stellt ein zuverldssiges Verfahren zur Erforschung der Aktivierung
muriner Alveolarmakrophagen dar [246-248, 258]. BekanntermaBen fithren bakterielle Stimuli zur
klassischen Aktivierung von Makrophagen [81, 165, 170]. Diese klassische Aktivierung ist durch die
Expression proinflammatorischer Zytokine gekennzeichnet. Diesem Spektrum gehdren Chemotaktika
wie MIP-2 und KC an [90, 101, 147, 165]. In der vorliegenden Arbeit konnten Alveolarmakrophagen,
wie zu erwarten, mittels S. pneumoniae-Stimulation aktiviert werden. Dies war im Vergleich zu den
Kontrollen an der gesteigerten Freisetzung von KC und MIP-2 ersichtlich. Eine alleinige Stimulation
durch rekombinantes IL-17C induzierte keine vermehrte Zytokinausschiittung. In der Literatur sind
dhnlichen Versuche mit Bronchialepithel- und Lungentumorzellen beschrieben. Hier fiihrte ebenfalls die
alleinige Stimulation mittels IL-17C zu keiner vermehrten Zytokinexpression. Erst die Kombination mit
einem bakteriellen Ko-Stimulanz erbrachte eine gesteigerte Sekretion [117, 184]. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit gleichzeitig mit der Kombination aus IL-17C und Pneumokokken stimuliert. Die
Kombination aus Bakterien und IL-17C erzeugte keinen signifikanten Unterschied in der
Zytokinfreisetzung in Bezug auf Zellen, die alleinig S. pneumoniae exponiert wurden. Damit kann
geschlussfolgert werden, dass IL-17C keine Auswirkung auf die frithe Aktivierung von
Alveolarmakrophagen durch S. pneumoniae hat. Diese Erkenntnis wird durch Ergebnisse anderer
Studien bekriftigt. Diese konnten aufzeigen, dass der Rezeptor IL-17RE nur marginal auf der
Oberflache mononukledrer Zellen exprimiert wird [186]. Die Arbeitsgruppe von Hardison et al. konnte
dhnliche Ergebnisse fiir IL-17A vorzeigen [86]. In Zusammenschau scheinen die Ergebnisse der in vivo-
und ex vivo Versuche kongruent zu sein. Dort verlief die Sekretion von MIP-2 und KC ebenfalls IL-
17RE-unabhéngig. Alveolarmakrophagen kdnnten womdglich die Hauptquelle dieser beiden Zytokine
sein. Im Rahmen dessen miissten jedoch weitergehende Untersuchungen angeschlossen werden. Zudem
ist bekannt, dass Alveolarmakrophagen nach bakterieller Stimulation zur G-CSF Sekretion imstande
sind [222]. Daher wire es von weiterem Interesse gewesen, die Expression von G-CSF und weiterer

Zytokine durch die Alveolarmakrophagen nach Pneumokokken-Exposition zu untersuchen. Schlielich
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konnte zuvor gezeigt werden, dass die G-CSF Freisetzung in der Lunge im Rahmen einer Pneumonie
von IL-17RE abhéngig ist. In Zukunft bedarf es weiterer Experimente, die dieser Fragestellung auf den
Grund gehen. Durchflusszytometrische Untersuchungen konnten weiteren Aufschluss geben, welche

Zelltypen nach Infektion in vivo G-CSF, MIP-2 und KC bilden.

6.2.2 Il-17re”"- und WT-Alveolarmakrophagen phagozytieren gleich effizient

In den vorangegangenen in vivo Versuchen zeigte sich, dass IL-17C und IL-17RE kaum Einfluss auf die
Klarung von S. pneumoniae in der Lunge nahmen. Die Eliminierung dieses Erregers geschieht in der
Akutphase einer Pneumonie insbesondere durch Makrophagen [119]. Daher war es von Interesse zu
klaren, ob Alveolarmakrophagen IL-17RE-defizienter Tiere gleich effizient phagozytieren wie jene,
welche aus Wildtyp-Tieren isoliert wurden. Hierbei konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp- und IL-
17RE-defizienten Méusen detektiert werden. Der Rezeptorstatus scheint deren Funktion somit nicht zu
determinieren. Da in der Literatur bisher Uneinigkeit herrscht, ob Makrophagen im Stande sind, IL-17C
zu exprimieren, wire eine Beeinflussung der Phagozytose durch autokrine, IL-17C vermittelte
Mechanismen denkbar gewesen [186, 253]. Wolf et al. zeigten jedoch, dass die Stimulation von
Alveolarmakrophagen mittels Pseudomonaden keine IL-17C Expression induzierte [247]. Sowohl die
Frage nach einer IL-17C Induktion durch Pneumokokken als auch die Beeinflussbarkeit der
Phagozytose durch IL-17C miissen in zukiinftigen Versuchen geklart werden. Hierfiir wire

beispielsweise ein dhnlicher Versuchsaufbau mit Stimulation durch rekombinantes IL-17C sinnvoll.
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6.3 Schlussbemerkung

In dieser Arbeit gelang es erstmalig zu zeigen, dass die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in der
frithen Phase der S. pneumoniae-Pneumonie durch die IL-17C/IL-RE-Achse vermittelt wird. Dies
geschah ohne wesentliche Beeinflussung der Instandhaltung von Makrophagen sowie der Reifung und
Freisetzung neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
ex vivo Aktivierung von Alveolarmakrophagen unabhingig von IL-17C verlduft, und dass deren
phagozytotische Effizienz von einer IL-17RE-Defizienz nicht beeinflusst wird. Auch wenn viele Fragen
in Bezug auf die pathophysiologische Rolle von IL-17C bei der ambulant erworbenen Pneumonie
ungeklért bleiben, kann diese Arbeit als Grundlage fiir weitere Studien auf diesem Gebiet betrachtet
werden und erdftnet ein breites Spektrum an moglichen Forschungsansétzen. Diese Erkenntnisse sollten
daher durch weitere Untersuchungen belegt und erweitert werden. Es gilt unter anderem in zukiinftigen
Experimenten zu kliren, iiber welche weiteren molekularen und zelluldren Mechanismen IL-17RE zur
Wirtsabwehr gegeniiber Pneumokokken-Infektionen der tiefen Atemwege beitrdgt. Die hier
untersuchten Zytokine stellen nur ein schmales Spektrum an Mediatoren der angeborenen
Immunabwehr dar. Es wire deshalb sinnvoll, ein breiteres Feld an Botenstoffen zu erfassen. Auflerdem
sollte der Einfluss von IL-17RE auf die Th17 Differenzierung untersucht werden. Die IL-17C/IL-17RE-
Achse konnte hiertiber Einfluss auf die Ausbildung einer adéquaten, adaptiven Immunantwort bei einer
S. pneumoniae Infektion nehmen. Dariiber hinaus sollten in Langzeitexperimenten die Auswirkungen
der von IL-17C herbeigefiihrten pulmonalen Neutrophilie und deren pathogene Wirkungen auf
umliegende Strukturen erforscht werden. Bei der Bestimmung der pulmonalen Integritdt sind hier neben
histologischen Bewertungen sensitivere Methoden wie die Messung des Ubertritts von Evans Blue in
Lungenparenchym zu nutzen. Erginzend wire es von Interesse, die Wirkung von IL-17C auf
Neutrophile und deren phagozytotische Eigenschaften sowie deren Uberleben zu erforschen. Auch in
Bezug auf den verwendeten Pneumokokken-Stamm bietet es sich an, das Augenmerk auf mehrere
Kapseltypen und insbesondere humanpathogene Stdmme zu legen, da sich gezeigt hat, dass die
Immunabwehr von Stamm zu Stamm variieren kann. Ein genaueres Verstdndnis der IL-17C/IL-17RE-
Achse bei Lungeninfektionen kann die Grundlage fiir potenziell klinisch relevante
Therapiemoglichkeiten zur Behandlung der schweren ambulant erworbenen Pneumonie bilden, welche
auch heutzutage mit einer hohen Sterblichkeit einhergeht. Idealerweise wiirde hierbei die
iiberschieende Neutrophilenantwort abgeddmpft werden, ohne die Eliminierung des Pathogens zu

limitieren.
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