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Fir Guntram



., Besides love and sympathy, animals exhibit other qualities connected with the
social instincts which in us would be called moral. “

- Charles Darwin
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Ziel der Studie

Die Sepsis und der septische Schock stellen die weltweit hdufigste Komplikation auf
Intensivstationen dar und sind mit einer Mortalitdtsrate von bis zu 40 % und steigender Inzidenz
ein in der oOffentlichen Meinung weit unterschitztes Krankheitsbild. Nach Jahrzehnten
intensiver Forschung zur Pathogenese und exakter molekularer Grundlage der Sepsis konnte
bisher kein vielversprechender klinisch relevanter Therapieansatz, neben einer allgemeinen
Behandlung mit Fliissigkeit- und Sauerstoffsubstitution, sowie einer antibiotischen Therapie,
gefunden werden. Aktualitdt erhilt die Sepsisforschung durch die 2016 formulierte Neufassung
der Sepsisdefinition, sowie neue Empfehlungen fiir klinische Richtlinien durch eine
internationale Sepsis task force. Diese nach 2001 novellierte Charakterisierung der Sepsis zeigt
das Problem, das komplexe Syndrom fiir gezielte Forschungsansitze zu konkretisieren.
Studien, welche molekulare Mechanismen der immunologischen Dysregulation wihrend einer
Sepsis offenlegen, sind demnach in der biologisch-medizinischen Grundlagenforschung von
hohem Interesse. Hierbei wird vielfach auf murine Infektionsmodelle zuriickgegriffen, welche
im Gegensatz zu in vitro-Zellmodellen ein weitaus komplexeres, wenn auch nicht direkt in das
humane System {iiberfiihrbares Bild der immunologischen Reaktion wéhrend einer Sepsis
darstellen. Die dabei verwendeten Pathogene sind in ihrer Diversitit ein Abbild der Vielfalt
natlirlicher Sepsiserreger, wobei Endotoxinmodelle und Gram-negative Erreger in der
Forschung dominieren. Der extraintestinal pathogene Escherichia coli (E. coli) mit dem
Serotyp O18:K1:H7 stellt den Modellerreger dieser Arbeit dar. Zahlreiche Studien weisen E.
coli, neben Gram-positiven Streptococcus pneumoniae und Staphylococcus aureus als
hiufigsten Sepsiserreger aus. Um tiefere Einblicke in die Rolle immunmodulatorischer
Prozesse wihrend dieses systemischen Krankheitsbildes zu gewinnen, fokussiert sich die Studie
auf die Rolle des Immunoproteasoms (I-Proteasom) wéhrend der Gram-negativen E. coli-
Sepsis in einem Mausmodell. Das in allen eukaryotischen Zellen exprimierte Proteasom ist der
wichtigste proteolytische Enzymkomplex des nicht lysosomalen Proteinabbaus. Dieser fiir die
Erhaltung der Proteinhomdostase und somit fiir das Uberleben der Zelle essentielle Komplex
erfahrt, durch Interferon-y und Lipopolysaccharid induziert, wihrend der de novo-Synthese
eine Kompositionsidnderung durch den Einbau verstérkt proteolytisch aktiver Untereinheiten.
Dieser neue Proteasomaufbau, die Immunountereinheiten Low molecular mass protein 2
(LMP2), Multicatalytic Endopeptidase Complex-1 MECL-1 und Low Molecular Mass
protein 7 (LMP7) umfassend, wird als Immunoproteasom bezeichnet. Neben einer verbesserten
Antigenprédsentation und dem Abbau oxidierter und fehlgefalteter, sowie regulatorischer
Proteine soll diese Studie der Darstellung weiterer immunmodulatorischer Eigenschaften des
Immunoproteasoms im Verlauf der Gram-negativen Sepsis offenlegen.
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1.2 Fragestellung

In der hier zusammengefassten Studie sollen folgende Fragen adressiert werden:

1.

Sind I-Proteasom-defiziente Mause empfanglicher fiir die Entwicklung einer Sepsis aus
einer Escherichia coli induzierten Peritonitis?

Bestehen im Verlauf der Escherichia coli-Sepsis zwischen I-Proteasom-Knock-Out-
und Wildtyp-Tieren Unterschiede in der Pathologie und dem Schweregrad der
Erkrankung?

Welche immunologischen Modulationen, die Pathogenese der Sepsis mitbestimmend,
werden von dem [-Proteasom beeinflusst?

Wiére die selektive Blockade des I-Proteasoms oder einer spezifischen
Immunountereinheit ein mdgliches pharmakologisches Ziel wihrend der Behandlung
der Gram-negativen Escherichia coli-Sepsis?
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1.3 Sepsis
1.3.1 Sepsisdefinition und Epidemiologie

In einer aktuellen Verodffentlichung der Sepsis task force, bestehend aus 19 Mitgliedern
entsprechender Expertise, wurde mit Hilfe epidemiologischer und pathophysiologischer
Erkenntnisse eine neue Definition und klinische Kriterien einer Sepsis auf den Weg gebracht
(Singer et al. 2016). Eine Empfehlung dieser Ausarbeitung ist die Redundanz des Begriffes der
schweren Sepsis. Nunmehr sollte die Sepsis als lebensbedrohliche Organdysfunktion,
verursacht durch eine dysregulierte Immunantwort auf eine Infektion, definiert werden.
Weiterhin postulieren die Autoren, dass der septische Schock ein der Sepsis unterliegendes
Ereignis ist, welches besonders schweren zirkulatorischen, zelluldren und metabolischen
Abnormalititen unterliegt und eine bis zu 40%ige In-Hospital-Mortalitdt aufweist (Singer et al.
2016). Von einer klassischen Infektion wird die Sepsis durch eine ungewdhnliche oder
dysregulierte Immunantwort mit Beteiligung von Organschidigungen unterschieden. Der
klinischen Beurteilung und Graduierung der Organdysfunktion wéhrend einer Sepsis dient der
SOFA-score (SOFA = Sequential Organ Failure Assessment) (Singer et al. 2016). Je hoher der
SOFA-score, welcher ausgewihlte Parameter wie unter anderem Blutdruck,
Sauerstoffpartialdruck, Kreatinin- und Bilirubinlevel und Thrombozytenzahl eines Patienten
beschreibt, desto hoher die Wahrscheinlichkeit der Erkrankung zu erliegen (Vincent et al.
1998). Verkompliziert wird die Charakterisierung der Sepsis durch ihr mannigfaltiges
Erscheinungsbild und deren Auspriagung. Bestimmt wird dies durch Faktoren des beteiligten
Erregers und dessen Infektionsortes, Faktoren des Wirtes wie Alter und Geschlecht, aber auch
Vorerkrankungen, das Muster der Organdysfunktion und genetische Faktoren des Patienten
spielen eine Rolle (Angus & van der Poll 2013, Singer et al. 2016). Die Autoren der Sepsis
task force beschreiben die Inzidenz dieser Erkrankung zwar durch methodische Abweichungen
als unbekannte GroBe (Singer et al. 2016), doch durch eine akkuratere Diagnostik, das
steigende Alter der Patienten und einer erh6hten Komorbiditdt wird die Inzidenz der Sepsis
insgesamt als steigend betrachtet (Gaieski et al. 2013). Die Sepsis gilt weltweit als der
Hauptverursacher von Komplikationen auf Intensivstationen, welche zu erhohter Mortalitdt und
lebensbedrohlicher Erkrankung fiihren (Fleischmann et al. 2016, Vincent et al. 2014). In
Deutschland ergab die Studie von Engel ef al. eine Priavalenz von 12,4 % fiir Sepsis und 11,0
% fur die hier noch unterschiedene schwere Sepsis bei intensivstationdr-pflichtigen Patienten
(Engel et al. 2007). 2009 wurde die Sepsis an dritter Stelle der tddlich verlaufenden
Erkrankungen, neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen und malignen Neoplasien, in den
Vereinigten Staaten eingeordnet (Kochanek et al. 2011). Obgleich die einst divers publizierte
In-Hospital-Mortalitit von 25 % bis 80 % als sinkend bezeichnet werden kann (Angus & Wax
2001) und von der Sepsis task force mit 10 % angegeben wird (Singer et al. 2016), manifestiert
sich die Erkrankung auch in Sepsis-Uberlebenden als gesundheitliches Problem, da diese
zumeist mit kognitiven und funktionellen Einschrankungen leben miissen (Iwashyna et al.
2010). In einer aktuellen epidemiologischen Studie mit Werten aus sechs europdischen Landern
wurde eine iibergeordnete Mortalitdt von 29 % beschrieben, wobei vorwiegend Gram-negative
Escherichia coli (E. coli) und an zweiter Stelle der Gram-positive Staphylococcus aureus als
verursachende Erreger mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und Blutkultur detektiert
wurden (Vincent et al. 2015). Neben diesen Erregern beschreibt Opal et al. auflerdem
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Klebsiella Spezies, Pseudomonas aeroginosa und Streptococcus pneumoniae als
Hauptverursacher einer Sepsis (Opal et al. 2003). Durch eine friithe Diagnosestellung und die
Ermittlung des ursdchlichen Erregers konnen Patienten mit einer addquaten antibiotischen
Therapie und Unterstiitzung des Fliissigkeitshaushaltes zwar behandelt werden, jedoch spielen
Komorbidititen, das Muster der Organdysfunktion sowie die wirtseigene Immunreaktion eine
wichtige Rolle in der Pathogenitét und Individualitit der Sepsis (Angus & van der Poll 2013,
D. G. Remick 2007). Die genaue Klarung der Pathophysiologie der Sepsis und der ihr zugrunde
liegenden Immunantwort sind somit unerldsslich fiir die erfolgreiche und spezifische
Behandlung (Deutschman & Tracey 2014) dieser weltweit mit hoher Mortalitdt assoziierten
und im Offentlichen Bewusstsein oft unterschétzten Erkrankung (Rubulotta et al. 2009).

1.3.2 Allgemeine Pathophysiologie der Sepsis

Da sich die Sepsis aufgrund der bereits beschriebenen Vielfdltigkeit als ein sehr komplexes und
schwer zu definierendes Krankheitsbild darstellt, kann sie vielmehr als ein Syndrom betrachtet
werden (Vincent et al. 2013). Schliissel fiir eine stark ausgepréigte Pathologie, welche durch
beteiligte Organschidigungen in einem Multi-Organ-Dysfunktions-Syndrom (MODS) gipfeln
kann, ist in der Sepsis die Immunreaktion auf ein eindringendes Pathogen (Semeraro et al.
2012). Durch die himatogene Streuung des Erregers kommt es zu einer schnell fortschreitenden
generalisierten Immunantwort, welche der Grund fiir die vielféltige Beteiligung diverser
Organsysteme ist. Angus et al. stellt in einer umfangreichen Studie die statistische Verteilung
der betroffenen Organsysteme wéhrend der Sepsis dar. So sind in 45,8 % der Félle das
respiratorische und in 24,4 % das kardiovaskulire System betroffen. Bei 20,6 % der
Sepsispatienten wurde eine Beteiligung der Niere und bei 9,3 % eine Beeinflussung des
zentralnervosen Systems ermittelt. Auch der Diversitdt des Infektionsortes, wenn auch oft
unbekannt, wird in dieser Studie Beachtung geschenkt. Eine respiratorische Infektion macht in
den untersuchten Fillen 44 % aus und die abdominale Infektion ist in 8,6 % der Fille als
Sepsisausloser klassifiziert (Angus et al. 2001). Neben der Streuung des Erregers in
verschiedene Organsysteme und die dortige Immunreaktion spielt die generalisierte
Immunantwort in der Pathologie der Sepsis die grofte Rolle (Seeley et al. 2012). Eine
komplexe und noch nicht wvoll entschliisselte immunologische Dysorchestration
proinflammatorischer wie auch antiinflammatorischer Immunreaktionen ist entscheidend fiir
die Entwicklung einer Sepsis. Hierbei fiihren die Aktivierung des Komplementsystems und der
zelluldren Abwehr sowie Verdnderungen im endothelialen und vaskuldren System und eine
Koagulopathie zu Gewebsschidigungen, die durch ein Organversagen letztlich zum Tod fiihren
konnen (D. G. Remick 2007).
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1.3.3 Immunantwort in der Sepsis
1.3.3.1 Die Pathogenerkennung und Initiierung der Immunantwort

Ausloser der Immunreaktion in der Sepsis ist die Erkennung korperfremder mikrobieller
Strukturen wie LPS als Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien, bakterielles Flagellin,
Lipoteichonsdure Gram-positiver Bakterien aber auch Nukleinséduren von Viren. Weiterhin
stimulieren ,,Warnsignale® (Danger Signals), auch als Alarmine bezeichnete Verbindungen
einer Zell- oder Gewebsschddigung wie unter anderem High mobility group box I (HMGB1),
Hitzeschock-Proteine (HSPs = Heat shock proteins) und Interleukin-1a eine Immunreaktion.
Generell werden sogenannte extrazelluldre Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs =
Pathogen-associated molecular patterns) und endogene Alarmine zu Damage-associated
molecular patterns (DAMPs) zusammengefasst (Bianchi  2007). Deren Bindung an
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs = pattern  recognition  receptors) induziert
Signalkaskaden, welche letztendlich zu der Induktion einer Immunantwort auf die erkannten
DAMPs fiihrt. Klassische Folgen einer PRR-Aktivierung neben der Induktion
proinflammatorischer Signaltransduktionswege sind die Opsonisierung des Pathogens und das
Aktivieren des Komplementsystems, der Gerinnungskaskade sowie der Phagozytose
(Medzhitov 2001). Zu den bekanntesten PRRs zihlen, neben den NOD-Rezeptor dhnlichen
Proteinen (Fritz et al. 2006) und den C-Typ Lektinen (Robinson et al. 2006), die Toll-like-
Rezeptoren (TLRs), welche auf die Erkennung und Bindung exogener PAMPs spezialisiert sind
(Bianchi 2007). Durch leucinreiche = Wiederholungssequenzen (LRR) im
extrazytoplasmatischen Anteil der TLRs erhalten die unterschiedlichen TLR-Typen ihre
Rezeptorspezifitit (F. L. Rock et al. 1998). Nach Bindung des Agonisten wird iiber die
zytoplasmatisch lokalisierte TIR-Domine (Toll-Interleukin-1-Rezeptordoméne) mittels
Bindung eines Adapterproteins der Signaltransduktionsweg in der Zelle aktiviert, welcher eine
Effektorreaktion zur Folge hat (O'Neill & Bowie 2007). Diese besteht zumeist in der
Beeinflussung der Transkription und letztlich in der Ausschiittung immunmodulatorischer
Mediatoren und der Aktivierung von Zellen der angeborenen Immunantwort, wie Makrophagen
und Granulozyten, was zu einer schnellen Eradikation des Pathogens oder der Zerstorung der
infizierten Zelle fiihren soll (Kuipers et al. 2011). Fiir diese Arbeit stellt sich TLR4 als
besonders relevant dar da er, mit dem CD14-Molekiil assoziiert Lipopolysaccharid (LPS)
Gram-negativer Bakterien bindet (Haziot et al. 1996). Die Erkennung von PAMPs durch
patroullierende antigenprisentierende Zellen (APCs = Antigen presenting cells) hat eine
Aktivierung dieser sekretorisch potenten Zellen zur Folge, welche eine lokale wie auch
systemische Immunreaktion hervorrufen. Weiterhin sind APCs nach der Erkennung der
DAMPs befihigt, intrazelluldre und auch exogene Verbindungen zu Peptiden zu spalten und
diese mit Hilfe der MHC-I und —II Molekiile auf der Zelloberflache zu prédsentieren. Dieser
Vorgang verbindet die angeborene Immunantwort mit der erworbenen, adaptiven
Immunreaktion. Durch die Antigenprdsentation und die Expressionssteigerung
kostimulierender Molekiile wird iiber die Bindung an T-Zell-Rezeptoren eine lymphozytére
Immunreaktion initiiert (Gordon 2002).
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Antigenprdsentation

Kernhaltige Zellen hoherer Organismen exprimieren auf ihrer Zelloberfliche sogenannte
Hauptgewebevertraglichkeitskomplexe (MHC = major histocompatibility complex) der Klasse
I (Pamer & Cresswell 1998). Durch die MHC-I Molekiile erfolgt eine kontinuierliche
Prisentation intrazelluldrer Proteinfragmente, welche hauptsichlich aus degradierten Proteinen
und sogenannten DRiPs (defective ribosomal products) bestehen und vom Ubiquitin-
Proteasom-System prozessiert werden (Goldberg et al. 2002). Mit Hilfe der TAP-Transporter
(Abele & Tampe 2004) werden die produzierten Peptide zum Endoplasmatischen Retikulum
(ER) iiberfiihrt, dort an MHC-I-Heterodimere gebunden und an die Zelloberflache transportiert
(Pamer & Cresswell 1998). Die Prasentation intrazelluldrer Peptide ermdglicht im Folgenden
eine Erkennung abnormaler und zellfremder Peptide wie bei einer intrazelluldr infizierten Zelle
durch zytotoxische T-Lymphozyten (CD8'T-Zellen) und ermoglicht somit die selektive
Zerstorung der betroffenen Zellen (N. Zhang & Bevan 2011). Neben der Prédsentation
intrazelluldrer Peptide sind professionelle Antigen prédsentierende Zellen, allen voran
dendritische Zellen (DCs), aber auch Monozyten, aktivierte Makrophagen und B-Lymphozyten
befdhigt, exogene Antigene durch MHC-II-Molekiile auf der Zelloberfliche zu présentieren
(Kaufmann & Schaible 2005). Die Produktion dieser Antigene erfolgt iiber den endo-
/lysosomalen Abbau der von der Zelle aufgenommenen exogenen Bestandteile (Bryant &
Ploegh 2004). Die synthetisierten MHC-II-Molekiile sind im ER durch die invariante Kette fiir
die Bindung mit Peptiden des zytosolischen Proteinabbaus blockiert. Erst nach Freiwerden der
Bindungsstelle und dem Transport der MHC-II-Molekiille zu endo-/lysosomalen
Zellkompartimenten werden sie mit den entsprechenden exogenen Peptiden beladen
(Amigorena et al. 1995). Durch die Féhigkeit exogene Antigene zu présentieren wird die MHC-
II-Antigenprédsentation mit der Immunreaktion auf extrazellulire Infektionen, meist durch
Bakterien verursacht, in Verbindung gebracht. Uber eine T-Zell-Rezeptor-vermittelte Bindung
an MHC-II-Epitope sowie kostimulatorische Oberflichenmolekiile der APCs werden T-
Helferzellen (CD4+T-Zellen) aktiviert (Rudolph et al. 2006). Diese differenzieren in
unterschiedliche T-Helferzell-Unterformen, wie IFNy produzierende Thl-, IL-4- und IL-10-
sezernierende Th2-, IL-17-produzierende Th17- und regulatorische T-Zellen. Je nach T-
Helferzell-Typ stimulieren aktivierte CD4+T-Zellen dendritische Zellen und B-Zellen und
beeinflussen somit die zelluldre wie auch die humorale Immunantwort (L. Zhou et al. 2009).
Eine zusitzliche Priasentation bakterieller, exogener Bestandteile tiber den MHC-I-Weg und
dessen Aktivierung der zytotoxischen T-Zell-Antwort wird als Cross presentation bezeichnet.
Der genaue Mechanismus hinter diesem Prozess konnte indes noch nicht ausreichend gekléart
werden (Groothuis & Neefjes 2005). Neben Thesen wie dem MHC-I-Recycling (Gromme et
al. 1999) und dem Transport der Proteine von einer infizierten Zelle in eine uninfizierte liber
gap-junctions (Neijssen et al. 2005) wird angenommen, dass das ER als Quelle der
Phagosommembran dienen kann (Desjardins 2003, Gagnon et al. 2002) und somit die MHC-
I-Prozessierungs-Maschinerie in  Verbindung mit phagozytierten Partikeln bringt
(Guermonprez et al. 2003, Houde et al. 2003).
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1.3.3.2 Proinflammatorische Prozesse

Als Hauptverursacher der Pathogenitit in der Sepsis wurde tliber viele Jahre die Entwicklung
einer exzessiven proinflammatorischen Immunantwort gesehen. Heute ist jedoch bekannt, dass
ein komplexes Zusammenspiel zwischen Pro- und Antiinflammation, das aktivierte
Komplementsystem, metabolische Dysregulationen und eine Koagulopathie, inklusive
endothelialer und vaskuldrer Storungen der Pathogenese einer Sepsis zu Grunde liegen (D. G.
Remick 2007). Dennoch wird der rapiden proinflammatorischen Reaktion auf eine enorme
Menge zirkulierender DAMPs, bestehend aus Strukturen des Pathogens sowie Alarminen,
welche massiv aus einer Zellschddigung hervorgehen, eine grof3e Rolle zugeschrieben (Kuipers
et al. 2011). Neben der raschen Aktivierung der Gerinnungskaskade und des
Komplementsystems bewirkt die Bindung der DAMPs an PRRs die Aktivierung von
Signalwegen hin zu proinflammatorischen Effektorreaktionen, bei denen die Ausschiittung
proinflammatorischer Mediatoren, wie Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), Interleukin-1a und 3
(IL-1a, IL-1B) und Interleukin-6 (IL-6) im Mittelpunkt stehen (Chaudhry et al. 2013, Xiao et
al. 2015). Neben einer zytokin- und pathogenerkennung vermittelten Differenzierung und
Aktivierung der Immunzellen durch Zytokine werden diese durch ausgeschiittete Mediatoren
in hohem Maf3e an den Ort der Entziindung rekrutiert. In der Liste der chemotaktisch wirkenden
Mediatoren sind CXCL1 (GROa = Growth-regulated alpha protein; KC = Keratinocyte
chemoattractant), ein an den Interleukin-8-Rezeptor bindendes Chemokin (Jin et al. 2014),
CCL5 (RANTES = Regulated upon activation, normal T cell expressed and presumably
secreted) und das Monozyten-chemotaktische Protein (MCP-1) (Conti & DiGioacchino 2001)
sowie Interleukin-17 (IL-17), vorwiegend von Th-17-Lymphozyten produziert (Reynolds et al.
2010), neben einer Vielzahl weiterer Mediatoren hervorzuheben. Bei einer systemischen
Immunantwort auf zirkulierende DAMPs kommt es durch Zytokine und Chemokine zu einem
massiven chemotaktischen Rekrutieren von vorwiegend neutrophilen Granulozyten (Bhatia et
al.  2005). Diese fiir die Pathogeneradikation wéhrend einer addquaten Immunantwort
verantwortlichen angeborenen Immunzellen sind ebenso als Vermittler einer massiven
Gewebsdestruktion in der Sepsis bekannt (Brown et al. 2006).

NF-xB-Signalweg

Einer der wichtigsten Signalwege von der Pathogenerkennung durch TLRs bis zu der
Aktivierung eines entziindlichen proinflammatorischen Status der Zellen ist der nuclear factor-
xB-pathway (NF-xB-Signalweg) (Bianchi 2007). Nicht nur PAMPs, sondern eine Vielzahl
unterschiedlicher exogener, endogener, aber auch physikalischer und chemischer Stressoren
konnen die NF-kB-Signalkaskade aktivieren (Pahl 1999), wobei der klassische (kanonische)
Weg durch eine Vielzahl von aktivierten Rezeptoren und der alternative (nicht-kanonische)
Weg vorwiegend durch Mitglieder der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie (TNFR) in Gang
gesetzt wird (Hoffmann et al. 2006). Durch ein Set an negativen und positiven regulatorischen
Elementen beeinflusst der NF-xB-Weg nicht nur immunologische Vorgénge sondern durch das
breite Feld an Zielgenen ebenfalls die Zelldifferenzierung, Proliferation und das Uberleben der
Zelle (Hayden & Ghosh 2008). Durch Aktivieren der IkB-Kinasen (IKK) wird eine
Phosphorylierung mit anschlieBender Ubiquitinierung und Degradierung der inhibierenden
Proteine durch das UPS in Gang gesetzt. IxB-Proteine, allen voran IkBa, binden die NF-xB-
Heterodimere, zu denen die NF-xB-Mitglieder p50, p52, p65 (RelA), c-Rel und RelB gehoren,
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und halten die als Transkriptionsfaktoren aktiven NF-xB-Mitglieder im Zytoplasma (Z. Chen
etal. 1995, Gilmore 2006). Der klassische Signalweg beruht vorrangig auf einer Abspaltung
von IkBa von NF-xB (Hayden & Ghosh 2008, Scheidereit 2006), wobei im alternativen
Signalweg mehrheitlich das Prozessieren des NF-kB-Vorlduferproteins p100 zum aktiven p52
zu einer Freisetzung und Translokation der NF-kB-Heterodimere in den Nukleus fiihrt
(Senftleben et al. 2001). Im Zellkern angekommen binden NF-xB-Heterodimere an xB-Seiten
der spezifischen DNA-Sequenzen von Zielgenen und regulieren deren Transkription zusitzlich
mit aktivierenden oder repressiven Komolekiilen (Hayden & Ghosh 2008, Hoffmann et al.
2006). Die Abschaltung des proinflammatorischen Signaltransduktionsweges ist bisher noch
nicht im Detail geklért. Klar ist jedoch, dass eine gesteuerte Abschaltung des Weges vor einer
inaddquaten und iibersteuerten Immunantwort schiitzen soll. Vermutet werden Ereignisse im
Verlauf des Signalweges, welche durch externe Trigger und Molekiile, wie das A20 Protein,
den Weg drosseln (E. G. Lee et al. 2000). Eine parallel vermehrte Expression inhibierender
Molekiile wie den IkBs sorgt zusitzlich fiir ein potentes negatives feedback (Hoffmann et al.
2002). Bringt man einen verlangert aktiven NF-kB-Weg mit der Pathogenese der Sepsis in
Verbindung, ldsst sich die Ausschiittung von Mediatoren (H. Wang & Ma 2008) und ein
verlingertes Uberleben von Neutrophilen (Taneja et al. 2004) sowie das massive Rekrutieren
von gewebsschidigenden Entziindungszellen als Zeichen einer exzessiven Proinflammation,
die vormals als wichtigste immunologische Dysfunktion in der Sepsis gehandelt wurde (D. G.
Remick 2007), erkldren.

1.3.3.3 Antiinflammatorische Prozesse

Entsprechend der Tatsache, dass die Inhibition der exzessiven Proinflammation in klinischen
Studien des Menschen keine Therapieerfolge erzielte, riickte die These, dass weitreichendere
immunologische Mechanismen in der Pathogenitit der Sepsis eine Rolle spielen, in den
Vordergrund. Durch die von Freeman und Natanson publizierte Zusammenfassung wird
deutlich, dass eine Behandlung mit niedrig dosierten Glukokortikoiden wie auch Mittel gegen
Endotoxine, Inhibitoren der Nitric oxide synthase (NOS) und der Prostaglandinsynthese, sowie
Antikorper gegen TNF-a keine forderliche Wirkung im Kampf gegen die Sepsis haben (B. D.
Freeman & Natanson 2000). Der vor zwei Jahrzehnten eingefiihrte Begriff der Compensatory
Anti-Inflammatory-Response (CARS) beschreibt eine Immunmodulation parallel zu der
Proinflammation in akuten und post-akuten Phasen der Sepsis. Diese ist durch den
apoptotischen Verlust von Immunzellen, einem anti-inflammatorisch geprigten Zytokinprofil,
einer Einschrankung von Effektoreigenschaften wichtiger Inmunzellen und einer verminderten
Antigenprésentation geprigt (Bone 1996). Als Hauptmerkmal der Antiinflammation gilt bis
heute ein massiver Verlust von Immunzellen. Bisweilen stellen sich besonders T- und B-
Lymphozyten, natiirliche Killerzellen (NKs) (Hotchkiss et al. 2005) und dendritische Zellen
(DCs) anfillig fiir einen rapiden apoptotischen Zelltod im Zuge der Sepsis dar, was eine
Vielzahl von Immunfunktionen des angeborenen wie auch des adaptiven Immunsystems
negativ beeinflusst (Hotchkiss et al. 2002). Weiterhin wurden Einschrinkungen in
Effektoreigenschaften von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten detektiert, welche
sich auf die Eradikation von Pathogenen und die Produktion von reaktiven
Sauerstoffverbindungen (Kovach & Standiford 2012) sowie auf eine adiquate Migration
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auswirken (Cummings et al. 1999). Auch das sekretierte und prozessierte Mediatorenprofil
unterliegt einer Verdnderung im Zuge der CARS, wobei dies in Makrophagen hauptséchlich
auf die vielfach vermehrte Phagozytose apoptotischer Korper, welche sonst als Alarmine
zirkulieren wiirden, zurlickzufithren ist. Das Zytokinprofil wechselt in den betroffenen
Makrophagen von den proinflammatorischen Granulocyte macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF), IL-8, IL-1 und TNF-a zu Mediatoren wie Transforming growth factor-f
(TGF-B), Prostaglandin E2 und dem Platelet activating factor (PAF) (Fadok et al. 1998).
Insgesamt konnten erhdhte antiinflammtorisch aktive Zytokine wie Interleukin-10 (IL-10) und
Interleukin-1-Rezeptoragonist (IL-RA) sowie der 16sliche TNF-Rezeptor (sTNFR), neben
erhohten proinflammatorischen Zytokinen wahrend der akuten Phase in Sepsispatienten mit
einer erhohten Mortalitéit assoziiert werden (Gogos et al. 2000). Ebenso wirkt sich ein
antiinflammatorischer Status in der post-akuten Phase der Sepsis als bedrohlich aus, da
Patienten nunmehr &dullerst empfanglich fiir sekundire, meist wahrend des Klinikaufenthaltes
erworbene, nosokomiale Infektionen sind (Otto et al. 2011). Durch die Pathogenitit der
Antiinflammation in der Sepsis parallel zu einer exzessiven Proinflammation (Ward et al.
2008) wird deutlich, dass die Charakteristika des CARS in der Sepsis nicht einer gesteuerten
Kompensation auf die iiberbordende Immunreaktion auf DAMPs entsprechen, sondern
vielmehr Zeichen einer komplexen Stoérung in der Orchestration immunologischer Prozesse
sind.

1.3.3.4 Entwicklung eines Multi-Organ-Dysfunktions-Syndrom

Die Summe der immunologischen, metabolischen, vaskuldren und endothelialen Stérungen
fiihrt wihrend einer Sepsis zu einer massiven Gewebsschdadigung und macht schlielich die zu
Grunde liegende Pathogenitit einer Sepsis aus (D. G. Remick 2007). Das vielfdltige
Erscheinungsbild einer Sepsis, abhingig vom Erreger, dem Infektionsort und Vorerkrankungen
des Patienten, fiihrt zu einem differierenden Muster der beteiligten Organschddigungen (Angus
etal. 2001). Dessen ungeachtet manifestiert sich der schwere Krankheitszustand wahrend einer
Sepsis in einem Multi-Organ-Dysfunktions-Syndrom (MODS), welches massive Storungen
und Einschrinkungen in mehreren Organsystemen beschreibt. Das Schliisselereignis der
systemischen Reaktion ist wie beschrieben, die unkontrollierte iiberméfige Immunreaktion auf
ein infektioses Geschehen (Semeraro et al. 2012). Hierbei sorgen die proinflammatorischen
Proteine, welche nach der Erkennung des Pathogens ausgeschiittet werden fiir eine
Komplementaktivierung. Dieses interagiert mit den Mikroorganismen oder deren Produkten
und schiirt zusitzlich eine systemische Koagulationsreaktion (Levi et al. 2010). Eine
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation in den betroffenen Organen entsteht, wenn es zu einer
Dysregulation der Gerinnung kommt, verursacht durch einen starken Anschub der
Prokoagulation, einer Reduktion der Antikoagulation und der Suppression der Fibrinolyse. So
entwickelt sich eine dissiminierte intravasale Koagulopathie (DIC) mit Fibrinablagerungen,
welche in eine Thrombosierung der Gefdlle verursacht (Levi 2008, Semeraro et al. 2010).
Neben der mikrovaskuldren Thrombose fiihrt die Hypotension und reduzierte Verformbarkeit
der Erythrozyten zu einer mangelhaften Oxygenierung des Gewebes. Desweiteren sorgen
rekrutierte polymorphnukledre Entziindungszellen durch Ausschiittung von lytischen Enzymen
und der Produktion von reaktiven Sauerstoff- und nitrosativen Verbindungen zu direkter
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Zellschiadigung (Brown et al. 2006). Durch die Storung der Gewebsintegritit werden auflerdem
nukleare Proteine wie zum Beispiel Histone (Xu et al. 2009) oder HMGB-1 aus den
geschidigten Zellen entlassen, welche wiederum als Alarmine fungierend zu einer Steigerung
der lokalen Entziindungsreaktion (Rouhiainen et al. 2007) fiihren oder direkt toxisch auf
umgebende Zellen wirken (Cinel & Opal 2009). Eine inaddquate Nutzung von Sauerstoff durch
mitochondriale Schiden verstiarkt die Destruktion des Gewebes weiterhin (Q. Zhang et al.
2010). All diese Faktoren begiinstigen eine Schddigung von Zellen und Geweben und
schrinken somit die metabolischen, zirkulatorischen und immunologischen Funktionen der
Organsysteme ein oder fiihren gar zu einem irreparablen Gewebsschaden, der in einem
Organversagen gipfelt und den Tod des Sepsispatienten verursacht.

1.4 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Das Proteasom, ein Proteinkomplex eukaryotischer Zellen, ist fiir den nicht lysosomalen Abbau
zellulédrer Proteine verantwortlich und besitzt die proteolytische Enzymaktivitdt des Ubiquitin-
Proteasom-Systems (UPS) (K. L. Rock et al. 1994). Nicht nur oxidativ geschéddigte oder
fehlgefaltete Proteine sind das Substrat des Proteasomkomplexes (Heinemeyer et al. 1991),
auch kurzlebige regulatorische Proteine (Feikova et al. 2000, Inoue & Imamura 2008,
Palombella et al. 1994) und einige Enzyme (Gross-Mesilaty et al. 1997) werden zu Peptiden
gespalten. Die Substraterkennung erfolgt iiber die Markierung der Proteine mit Ubiquitin durch
die Aktivitit dreier Enzyme (Komander 2009). Diese induzieren eine Kettenreaktion, in der
das Ubiquitin ATP-abhingig von dem Ubiquitin-Aktivierungs-Enzym (E1) angeregt wird und
an E2, das Ubiquitin-konjugierende Enzym, transferiert wird (Markson et al. 2009), bis es
letztlich durch die substratspezifische E3-Ligase kovalent an das Zielprotein gebunden wird
(Ozkan et al. 2005). Uber eine Lysin-Bindung an Position 48 (K48-Bindung) des bereits
gebundenen Ubiquitins entsteht eine Poly-Ubiquitin-Kette, welche das Substrat fiir den Abbau
im Proteasom markiert (Chau et al. 1989). Auch die Bindung mehrerer einzelner
Ubiquitinglieder an ein Zielprotein iiber verschiedene Lysinreste kann laut Lu et al. als
Degradierungssignal dienen (Lu et al. 2015). Neben der prominenten K48-Ubiquitinierung
wurden auch Mono-Ubiquitinierungen und Bindungen an Cystein-, Threonin- und Serinresten
als Abbausignal identifiziert (Kravtsova-Ivantsiv et al. 2013). Das Ubiquitin-Proteasom-
System ist in der Zelle fiir den Erhalt der Proteinhomdostase verantwortlich und kann durch die
Spaltung regulatorischer Proteine mannigfaltige Zellprozesse beeinflussen und steuern (Ebstein
et al. 2012). Somit ist es an Prozessen wie der Zellzyklusprogression (Hershko et al. 1991),
der Genregulation (Collins & Tansey 2006, Rubin et al. 1996), Apoptose (Shirley et al. 2005),
Wachstum und der Zelldifferenzierung (Feikova et al. 2000) beteiligt. Zusitzlich werden dem
Proteasom immunmodulatorische Eigenschaften zugeschrieben, da die prozessierten Peptide
zur Antigenprasentation mittels MHC-I-Molekiilen auf der Zelloberfliche mafBgeblich die T-
Zell-Antwort beeinflussen (Niedermann et al. 1995, K. L. Rock et al. 1994).
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1.4.1 Proteasom-Subtypen
1.4.1.1 Aufbau des 20S und 26S Proteasoms

Der 20S Kern-Komplex des Proteasoms besteht aus einer zylindrischen Anordnung von vier
heptamerischen Ringen (Lowe et al. 1995). Die dulleren Ringe werden durch a-Untereinheiten
geformt (siche Abbildung 1). Wahrend der Synthese des Proteasoms fungieren sie als Gertist
und unterstlitzen zusammen mit dem Proteasome maturation protein (POMP) den
koordinierten Aufbau des Proteasomzentrums aus Pro-B-Untereinheiten (Seifert & Kruger
2008, Witt et al. 2000). Spéater bilden die a-Ringe das Tor in die katalytische Kammer und die
Bindungsstelle fiir regulatorische oder aktivierende Komplexe (M. Groll et al. 2000). Die zwei
inneren Ringe, aus [-Untereinheiten bestehend, bilden das katalytische Zentrum des
konstitutiven 20S Proteasoms (Unno et al. 2002). Die Untereinheiten 1, B2 und B5 sind fiir
die charakteristischen Haupt-Enzymaktivititen des Proteasoms verantwortlich. Hierbei handelt
es sich um Caspase-dhnliche (Post-Glutamyl-hydrolysierende Aktivitét), Trypsin-dhnliche und
Chymotrypsin-dhnliche Enzymaktivitdten (DeMartino & Slaughter 1999), welche die Spaltung
der Proteine nach sauren, basischen oder hydrophoben Aminosdureresten katalysieren
(Orlowski & Wilk 2000). Der Abbau der Proteine im konstitutiven 20S Proteasom ist gering
und wird einem passiven, ATP unabhidngigem Mechanismus zugeschrieben (Osmulski et al.
2009). Ungeachtet dessen scheint die Spezifitit des 20S Proteasoms vermeintlich in der
Degradierung von mehrheitlich oxidierten oder geschidigten Proteinen zu liegen (Pickering et
al. 2010). Der Hauptanteil zelluldrer Proteine wird jedoch von dem 26S Proteasomkomplex
Energie-abhéngig abgebaut. Hier binden an die duleren a-Ringe regulatorische 19S Komplexe,
welche aus einer Basis und einem Deckel bestehen (Gallastegui & Groll 2010), wobei die Basis
sich mit den a-Ringen verbindet und der Deckel die Poly-Ubiquitin-Proteinsubstrate erkennt
und dem katalytischen Zentrum zufiihrt (Coux et al. 1996, Ebstein et al. 2012, Navon &
Goldberg 2001). In einem 26S Proteasom konnen 19S Komplexe entweder an beiden a-Ringen
gebunden sein oder sogenannte asymmetrische 26S Proteasome bilden, welche nur einen 19S
Regulator beinhalten (Coux et al. 1996). Da die Bindung an die a-Untereinheiten gekoppelt
ist, spielt die Zusammensetzung der B-Untereinheiten keine Rolle fiir die Bildung des 26S
Proteasoms. So konnen von der Zelle eine Vielzahl unterschiedlicher 26S-Kompositionen
zusammengesetzt werden (McCarthy & Weinberg 2015).

1.4.1.2 I-Proteasom und gemischtes Proteasom

Variationen des katalytischen Zentrums des 20S Proteasoms kdnnen von den Zellen als
Antwort auf Stressoren vorgenommen werden. Wihrend der de novo Synthese dieser
Proteasome werden einzelne konstitutive [B-Untereinheiten durch Untereinheiten des
Immunoproteasoms, im Weiteren als [-Proteasom bezeichnet, ersetzt (Aki et al. 1994, Tanaka
1994). Abbildung 1 veranschaulicht den Aufbau des konstitutiven Proteasoms und des 20S
I-Proteasoms mit seinen typischen Immunountereinheiten. Das Low molecular mass protein 2
(LMP2, B1i) wird im Austausch mit B1 eingebaut, das Protein Multicatalytic endopeptidase
complex like I (MECL-1, B21) ersetzt die konstitutive f2-Untereinheit und das Low molecular
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mass protein 7 (LMP7, B51) wechselt an die Stelle von 35. Diese drei Untereinheiten, welche
vorwiegend durch IFNy induziert werden, bilden das katalytische Zentrum des klassischen 20S
I-Proteasoms, welches sich wie zuvor beschrieben ebenfalls mit dem regulatorischen 19S
Komplex verbinden kann, um proteolytisch hochaktive 26S I-Proteasome zu bilden (Groettrup
et al. 1996, Hisamatsu et al. 1996). Funktionell hat der Einbau dieser Immunountereinheiten
eine effektivere proteolytische Spaltung nach hydrophoben und basischen Aminosdureresten
zur Folge, kaum verédndert stellt sich hingegen die Spaltung nach sauren Aminoséduren dar (Aki
etal. 1994, Driscoll et al. 1993, Raule, Cerruti, & Cascio 2014). Die konzentrierte genetische
Kodierung von LMP2 und LMP7 zusammen mit den Genen der Antigen-Transporter 1 und 2
(TAP-1 und TAP-2) in der MHC-Region des murinen Chromosoms 17 (Kincaid et al. 2012)
gibt Hinweis auf die immunmodulatorische Funktion des I-Proteasoms (Cho et al. 1991).
Durch die verdnderte Komposition des katalytischen Zentrums und dessen proteolytischen
Spaltpriferenzen sind I-Proteasome befdhigt, ein modifiziertes Peptidrepertoire flir die
Antigenprasentation iiber MHC-I-Molekiile zu generieren (Gaczynska et al. 1994, Kincaid et
al. 2012, Vigneron & Van den Eynde 2012). Eine addquate Antigenpriasentation kontrolliert
die zytotoxische T-Zell-Antwort (Toes et al. 2001) und spielt vor allem in Virusinfektionen
eine maligebliche Rolle bei der Detektion und Zerstérung infizierter Zellen (Ferrington &
Gregerson 2012). Neben dem induzierbaren Austausch der konstitutiven Untereinheiten mit
Immunountereinheiten wurden vorrangig in Immunzellen und sekundédr lymphatischen
Organen eine erhohte Menge I-Proteasome bereits im unstimulierten Zustand detektiert
(Ferrington & Gregerson 2012, Frisan et al. 2000, Noda et al. 2000). In Zellen, welche
Immunountereinheiten und konstitutive Untereinheiten exprimieren, erfolgt der Einbau
einzelner I-Proteasomuntereinheiten, welcher gemischte oder intermediate Proteasome
charakterisiert, nach gewebs- bzw. zellspezifischen Préiferenzen (Hensley et al. 2010) und
konnte ohne Stimulation vermehrt in Lebergewebe, dem Diinndarm, Kolon und Niere
nachgewiesen werden (Guillaume et al. 2010). Der Einbau einzelner Immunountereinheiten
geschieht jedoch nicht willkiirlich. So wurde deutlich, dass die Inkorporation von MECL-1
abhingig von LMP2 ist (De et al. 2003, Groettrup et al. 1997). Desweiteren sorgt LMP7 fiir
die funktionelle Ausreifung von LMP2 und MECL-1, durch die Beseitigung der Propeptide,
welche die katalytische Aktivitét blockieren (Griffin et al. 1998). LMP7 kann somit als einzige
Immunountereinheit allein in gemischte Proteasome eingebaut werden (McCarthy & Weinberg
2015) und verdréngt Pro-B5 durch die erhohte Affinitdt zu POMP (Heink et al. 2005). Bedingt
durch die vielfdltige Komposition der gemischten Proteasome lassen sich auch Unterschiede in
deren proteolytischer Aktivitit finden (Dahlmann et al. 2000, Klare et al. 2007).

1.4.1.3 Proteasom-Aktivator 28 und das Hybridproteasom

Neben den induzierbaren Immunountereinheiten LMP2, MECL-1 und LMP7 folgt die
Expression des Aktivators PA28a/B (1S regulator) ebenfalls einer IFNy-Stimulation (Jiang &
Monaco 1997, Rechsteiner et al. 2000). Die konischen Komplexe des PA28-Regulators
konnen, unabhingig von ATP (C. P. Ma et al. 1992) an beide a-Ringe des konstitutiven 20S
Proteasoms oder des 20S I-Proteasoms binden (siehe Abbildung 1) und die Degradierung
kurzer Peptid-Substrate verbessern (Dubiel et al. 1992). Die Assoziation von PA28 an ein
asymmetrisches 26S Proteasom oder 26S I-Proteasom wird als Hybridproteasom bezeichnet
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(Cascio et al. 2002). Strukturell konnten drei in ihrer Primérstruktur nah verwandte
Untereinheiten des PA28-Komplexes identifiziert werden. Die a- und f-Untereinheiten lagern
sich zu einem heteroheptamerischen Komplex zusammen und sind im Zytoplasma der Zellen
zu finden (Tanahashi et al. 1997). Anders verhélt sich die strukturell dhnliche Untereinheit v,
welche sich nicht durch IFNy induzieren ldsst und homopolymerische Komplexe im
Nukleozytoplasma bildet (Wojcik et al. 1998). Proteasomkomplexen mit assoziiertem PA28y
konnten bislang keine Immunfunktionen zugesprochen werden, jedoch spielen sie eine Rolle in
der Zellproliferation und der Tumorgenese (J. He et al. 2012, L. Li et al. 2013, Murata et al.
1999). Immunologisch relevant scheinen hingegen Hybridproteasome oder 20S-PA28a/f-
Komplexe zu sein, wobei von der These einer beschleunigten und vermehrten
Peptidbereitstellung (Schwarz et al. 2000) fiir die Antigenprasentation {iber MHC-I bisweilen
abgeriickt wird. Zwar hat die Assoziation mit PA28a/p eine Beeinflussung der Synthese
einzelner bestimmter Antigene zur Folge, die generelle Antigenproduktion wird jedoch nicht
verbessert (Murata et al. 2001, Yang & Schmidt 2014). Vielmehr produzieren
Hybridproteasome anteilig vermehrte Mengen kurzer Peptide (Cascio et al. 2002), kleiner als
sechs Aminosduren (Raule, Cerruti, Benaroudj, et al. 2014), welche sich nicht fiir die MHC-I-
gekoppelte Prisentation eignen (McCarthy & Weinberg 2015). Eine mogliche
Schlussfolgerung aus dieser Fahigkeit ist die Rolle des PA28-Regulators in der Vermeidung
einer iberbordenden zytotoxischen Immunantwort auf Selbst-Antigene (McCarthy &
Weinberg 2015). AuBlerdem kann durch die Fahigkeit, vermehrt oxidativ geschddigte Proteine
zu spalten (Pickering & Davies 2012), mit einer deutlichen Aktivititssteigerung in
Kombination mit dem 20S I-Proteasom in ATP-Mangel-Situationen (Freudenburg et al. 2013),
von weiteren wichtigen Funktionen des PA28a/B-Regulators, neben der Beeinflussung der
Antigenprozessierung, ausgegangen werden, was Ansitze fiir zukiinftige Untersuchungen
bietet.
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20S |-Proteasom PA28

Abbildung 1: Konstitutives 20S Proteasom und 20S I-Proteasom mit PA28-Komplex

Dargestellt wird das zentrale 20S Proteasom mit einseitig assoziiertem PA28-Ring, welcher an die
duBeren a-Untereinheiten des 20S Kernkomplexes binden kann. Der 19S Regulator, welcher das 26S
Proteasom bildet, findet in dieser Darstellung keine Beachtung. A zeigt das konstitutive, aus
heptamerischen Ringen aufgebaute 20S Proteasom. Die P-Untereinheiten formen das katalytische
Zentrum, wohingegen die a-Untereinheiten die Tore fiir die Proteinsubstrate und Bindungsstellen fiir
Regulatoren, wie hier mit dem durch IFNy induzierbaren PA280/B-Ring, bilden. B kennzeichnet die
Komposition des I-Proteasoms, in welcher die katalytischen B-Untereinheiten des konstitutiven
Proteasoms mit proteolytisch stdrker aktiven Immunountereinheiten LMP2, MECL-1 und LMP-7
ersetzt wurden. Der Einbau der Immunountereinheiten hat eine gesteigerte Degradierung der
Proteinsubstrate und die Produktion eines modifizierten Peptidrepertoires zur Folge. Besonders die
Verbindung mit PA28a/B sorgt fiir eine verstarkte Degradierung kurzer Peptidsubstrate und der anteilig
vermehrten Synthese von Peptiden, kleiner als sechs Aminosauren.
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1.4.2 Funktionen des I-Proteasoms

Neben dem bereits beschriebenen Einfluss des I-Proteasoms auf die Modifizierung des
Peptidrepertoires (Vigneron & Van den Eynde 2012) fiir eine addquate Antigenprédsentation
durch MHC-I-Molekiile auf der Zelloberfliche obliegt dem Proteasom und somit dem
I-Proteasom in gesteigertem Maf3e die Aufgabe, die Proteinhomdostase in der Zelle zu erhalten
(Goldberg 2003, Seifert et al. 2010). Vor allem in Zellstresssituationen wie einer entziindlichen
Reaktion auf eine Infektion, charakterisiert durch stimulierende Zytokine, einer vermehrten
Transkription, aber auch Schidigungen durch oxidative und nitrosative Verbindungen, kommt
es in der Zelle zu einer Haufung fehlgefalteter und geschadigter Proteine (Berlett & Stadtman
1997, Goldberg 2003) oder gar zytotoxisch wirkender stark basischer Histone (Raule, Cerruti,
& Cascio 2014). Um ein Akkumulieren oder die direkte Wirkung dieser Verbindungen zu
vermeiden (Y. S. Chen & Qiu 2012), ist das vorwiegend unter Einfluss von IFNy, aber auch
durch LPS bei Gram-negativer bakterieller Infektion (Reis, Guan, et al. 2011) neu synthetisierte
[-Proteasom befdhigt, vermehrt geschéddigte Proteine zu degradieren und zu Peptiden
abzubauen (Pickering & Davies 2012, Raule, Cerruti, & Cascio 2014). Kann das I-Proteasom
in der Zelle nicht gebildet werden, kommt es laut Seifert ez. al. nach erschopfter
Proteinabbaukapazitit des konstitutiven Proteasoms zu einem Akkumulieren geschidigter
ribosomaler Produkte (DRiPs). Diese konnen sogenannte aggresome-like structures (ALIS)
bilden, welche letztlich zu einer Apoptose der betroffenen Zellen fiihren konnen (Seifert et al.
2010). Nicht nur durch den Abbau potenziell zellschiadigender Protein- und Peptidsubstrate
erhdlt das I-Proteasom die Vitalitdt der Zelle (Raule, Cerruti, & Cascio 2014, Seifert et al.
2010), auch durch den Abbau kurzlebiger regulatorischer Proteine kann das Proteasom und das
I-Proteasom in eine Vielzahl von Zellfunktionen eingreifen (Feikova et al. 2000, Hayashi &
Faustman 1999, Hoppe et al. 2000). Die am haufigsten diskutierte Einflussnahme auf einen
Signaltransduktionsweg, welcher in der Freisetzung eines immunologisch relevanten
Transkriptionsfaktors miindet, ist die Ubiquitinierung und Abspaltung der inhibierenden B-
Proteine, welche darauf den Nuclear factor-xB freigeben (Palombella et al. 1994). Bekannt ist
bisher, dass neben dem konstitutiven Proteasom (Palombella et al. 1994) auch das I-Proteasom
die kB-Proteine und Vorlduferproteine von NF-xB spaltet (Hayashi & Faustman 2000,
Hensley et al. 2010). Diskutiert wird jedoch, ob das I-Proteasom einen besonderen Einfluss auf
das Freisetzen von NF-kB durch die Aktivierung des alternativen oder klassischen Weges
(Maldonado et al. 2013, Opitz et al. 2011, Schmidt et al. 2010) oder gar beider
Aktivierungsvarianten hat (Jang et al. 2012). Analysen des Transkriptionsprofils untersuchter
Zellen und Gewebe, defizient fiir eine oder mehrere Immunountereinheiten, unterschieden sich
in bisherigen Studien von jenem der Wildtyptiere. Somit kann von einer ubiquitdren und
weitreichenden Beeinflussung der Transkription durch das I-Proteasom ausgegangen werden
(de Verteuil et al. 2014, Schmidt et al. 2010).
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1.4.3 Die Rolle des I-Proteasoms in Infektionen und autoimmunen Reaktionen

Medizinische Relevanz erhélt das I-Proteasom in Hinblick auf seine Rolle in der Abwehr von
intrazelluldren Infektionen. Besonders in der Erkennung und Abtdtung von virusinfizierten
Zellen durch zytotoxische T-Zellen ist die verstirkte Peptidproduktion, welche zu einer
optimierten MHC-I gekoppelten Antigenprésentation fiihrt, von mafBigeblicher Relevanz
(Ferrington & Gregerson 2012, Toes etal. 2001). Die Rolle des I-Proteasoms in intrazelluldren
Infektionen wurde in einer Vielzahl muriner Infektionsmodelle mit Tieren, welche der
genetischen Deletion einer oder mehrerer Immunountereinheiten unterlagen, untersucht.
Intrazelluldre Infektionen mit Viren (Opitz et al. 2011, Sijts et al. 2000), aber auch Toxoplasma
gondii (Tuetal. 2009) und Listeria monozytogenes (Strehl et al. 2006) wiesen eine Beteiligung
des I-Proteasoms in diesen Deletionsmodellen auf. Hierbei zeigten sich verminderte CD8 T-
Zell-Zahlen (zytotoxische T-Zellen) (Van Kaer et al. 1994, Zaiss et al. 2008), eine reduzierte
CDS8'T-Zell-Antwort auf den Erreger (Basler et al. 2006, Pang et al. 2006) und eine
Minderexpression von MHC-I-Molekiilen auf der Zelloberfliche (Fehling et al. 1994), sowie
die inaddquate Produktion und Prasentation spezieller Antigene (Kincaid et al. 2012, Sibille et
al. 1995, Sijts et al. 2000). Weiterhin konnte eine eingeschrinkte Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen wie IFNy und IL-17 (Muchamuel et al. 2009) und assoziierte
quantitativ verminderte Zellpopulationen wie Th17- und Th1-Lymphozyten detektiert werden
(Kalim et al. 2012). All diese Befunde belegen den essenziellen Einfluss des I-Proteasoms auf
eine addquate Bekdmpfung intrazelluldrer Pathogene. Neueste Publikationen beschreiben
erstmals die Rolle des I-Proteasoms in dem Krankheitsverlauf infizierter Mause mit dem Gram-
positiven Erreger Streptococcus pneumoniae (Kirschner et al. 2016) und der Hefe Candida
albicans (Mundt et al. 2016) und machen deutlich, dass auch die Abwehr extrazellulédrer
Erreger von I-Proteasomen beeinflusst wird. Ob sich diese Funktionalitit auch auf
generalisierte Infektionen mit Gram-negativen Erregern iibertragen ldsst, wurde bis zum
heutigen Zeitpunkt nicht geklart, ist jedoch zu vermuten, da bakterielles LPS laut Reis et al. ein
potenter Stimulator fiir die Expression der Immunountereinheiten darstellt (Reis, Guan, et al.
2011, Reis, Hassan, et al. 2011). Neben infektiosen Geschehen steht das I-Proteasom im Fokus
mannigfaltiger autoimmuner Reaktionen. Wie auch im Bereich neurologischer Erkrankungen
wurde mittels Deletion von Immunountereinheiten durch genetische Manipulation oder
pharmakologische Hemmung in Zell- oder Mausmodellen die Rolle des I-Proteasoms in
Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis (Muchamuel et al. 2009), systemischen Lupus
erythematosus (SLE) (Ichikawa et al. 2012), Hashimotos Thyroiditis (Nagayama et al. 2012),
Sjogren-Syndrom (Egerer et al. 2006) und ulzerativer Kolitis (Schmidt et al. 2010, Visekruna
et al. 2006) studiert. Allgemein scheint das I-Proteasom ein potenter Modulator dieser
autoimmunen Reaktionen zu sein, wurden doch in den Deletionsmodellen verminderte
Entziindungszellzahlen und proinflammatorische Zytokine sowie eine reduzierte
Gewebsdestruktion dokumentiert (Muchamuel et al. 2009, Schmidt et al. 2010). Neben dem
zur Therapie des multiplen Myeloms zugelassenen Proteasominhibitors Bortezomib (Kane et
al. 2003) und einigen, sich zumeist in der Zulassungspriifung befindlichen Epoxyketonen,
welche sich ebenfalls kritisch auf das Uberleben hoch proliferativer Tumorzellen auswirken
(Fostier et al. 2012, Potts et al. 2011, H. J. Zhou et al. 2009), zeigten Studien mit dem
selektiven LMP7-Blocker ONX 0914 einen positiven Einfluss auf die Behandlung von
autoimmunen Reaktion in murinen Modellen (Muchamuel et al. 2009, Nagayama et al. 2012).
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Das ausgesprochen vielseitige Auftreten des I-Proteasoms, in Zusammenhang mit dessen
Vorkommen bzw. Induzierbarkeit in allen eukaryotischen Zellen, macht diesen wichtigen
proteolytischen Komplex zu einer relevanten Grof3e in intrazelluldren (Beilstein et al. 2015,
Strehl et al. 2006) und extrazelluldren Infektionen (Kirschner et al. 2016), in autoimmunen
Reaktionen (Basler et al. 2014) sowie neurodegenerativen Erkrankungen (Mishto et al. 2006)
und Krebs (Cerruti et al. 2007). Die Beeinflussung des I-Proteasoms von intrazelluldren
Infektionen, besonders von Virusinfektionen, stellt sich zunehmend klarer dar (McCarthy &
Weinberg 2015). Hingegen lassen die liickenhaften Erkenntnisse des Einflusses des I-
Proteasoms auf spezifische Zellfunktionen in Bereichen wie der Proliferation, des
Zellmetabolismus und immunologischer Eigenschaften, neben der Antigenprisentation, Raum
fiir zukiinftige Studien.
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2  Material und Methoden

2.1 Material

Bei den in diesem Kapitel aufgelisteten Chemikalien handelt es sich um in Laboratorien
standardmiBig eingesetzte Substanzen. Die einzelnen Substanzen kommerziell erhéltlicher
Kits, die fiir einige Methoden verwendet wurden, sind hier nicht detailliert beschrieben. Die
experimentelle Anwendung dieser Kits erfolgte geméf den Herstellervorschriften.

2.1.1 Bakterien
2.1.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli (Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919 des Serotyps O18:H7 wurde von
der Leibniz-Institut DSMZ- Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
bezogen (DSM Nr.: 10724, weitere Nr.: A302a). Es handelt sich bei dem Stamm A247 um ein
humanes Isolat aus einem Appendizitis Patienten (Achtman et al. 1983). Dieser Serotyp, mit
der Fahigkeit eine K1-Kapsel auszuprégen, ist den extraintestinal pathogenen E. coli (Johnson
et al. 2001), genauer Sepsis assoziierten E. coli (SEPEC) zugeordnet und ist in die
Risikogruppe 2 gemil § 3 der Biostoffverordnung eingestutft.

2.1.1.2 Bakterienkultur

Tabelle 2-1: Kultur von Escherichia coli

LB- Medium* Menge Hersteller
Hefeextrakt 10,0 g Roth
Trypton 50¢g Roth
Natriumchlorid 10,0 g Roth
Aqua dest. ad 1000 ml

LB- Agar*

Hefeextrakt 10,0 g Roth
Trypton 5,0g Roth
Natriumchlorid 10,0 g Roth
Agar-Agar 150¢g Sigma
Aqua dest. ad 1000 ml

*Das LB-Medium und der Agar wurden bis zur vollstdndigen Auflésung der Inhaltsstoffe auf einer Warmeplatte
erhitzt und anschliefend im Autoklav bei 121 °C 20 Minuten sterilisiert.
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2.1.2 Zellen
2.1.2.1 Murine Peritonealmakrophagen

Die fiir die ex-vivo Experimente verwendeten murinen Makrophagen wurden aus peritonealer
Spiilfliissigkeit von nicht infizierten Méusen, wie im folgenden Kapitel 2.2.3.5 beschrieben,
gewonnen. Es handelt sich um residente, gro3e Peritonealmakrophagen (Ghosn et al. 2010),
die nach 12-24 stiindiger Kultivierung fiir weitere Untersuchungen genutzt wurden.

2.1.2.2 Zellkultur

Tabelle 2-2: Kultivierung und Stimulation peritonealer Makrophagen

Zellkulturmedien und Zuséitze Menge Hersteller
RPMI 500 ml Gibco
Fetales Kilberserum 50 ml Biochrom, Merck
Penicillin/Streptomycin 10 ml Invitrogen
Stimulanzien

Rekombinantes murines Interferony | 100 U/ml Peprotech
E. coli LPS 1 pg/ml InvivoGen
Verbrauchssubstanzen

Dulbeccos PBS 1x 500 ml Gibco
Trypan Blau 0,4 % 10 pl Invitrogen
ACK-Lysing Buffer 3ml Invitrogen

2.1.3 Tierexperimente
2.1.3.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden ausschliefSlich weibliche, 9-11 Wochen alte Mause verwendet, mit
einem Korpergewicht von 19-23 g. Diese stammen aus der eigenen SOPF-Zucht der
Serviceeinheit Kleinnager (SEK) des Forschungszentrums Beutenberg (FZB) beziehungsweise
aus dem Forschungszentrum Lobeda (FZL) in Jena. Verwendet wurden LMP7/MECL-
1/PA28ap-Knock-Out Miuse mit C75BL/6J Hintergrund, die urspriinglich von der Universitét
Utrecht (Dept. Of Infectious Diseases and Immunology, Faculty of Veterinary Medicine,
University of Utrecht) zur Verfiigung gestellt worden waren (de Graaf et al. 2011). Trotz der
Deletion von zwei I-Proteasom-Untereinheiten und dem Proteasom-Aktivator 28 zeigen die
Tiere keine Abnormalititen in Fruchtbarkeit und Wachstum oder andere phinotypische
Charakteristika. Fiir weitere Versuche wurden im FZB, Service-Einheit Kleinnager, die
Dreifach-Knock-Out-Méuse (LMP7/MECL-1/PA28af-/-) mit Hilfe eingekreuzter Wildtypen
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zu  LMP7-Knock-Out-, MECL-1-Knock-Out- und

verwendet.

2.1.3.2 Verbrauchsmaterialien in der Tierhaltung

Tabelle 2-3: Haltung der Versuchstiere

PA28af-Knock-Out-Méusen
zuriickgeziichtet. Verglichen wurden diese genetisch veridnderten Tiere jeweils mit C75BL/6J-
Wildtyp-Méusen. Insgesamt wurden 582 Tiere fiir die im Folgenden beschriebenen Versuche

Produktname* Verwendungszweck |Hersteller
Rod 16, 10 mm, autoklavierbares Futter LASvendi
Nagerfutter, sojafrei

Leitungswasser, angesduert mit HCI, | Trankwasser

pH-Wert: 2,5-3,0

Anibedding®, Espeneinstreu Einstreu AsBe-wood
Sizzlenset® Nestbaumaterial ssniff

* Alle Materialen und Fliissigkeiten werden bei 121°C 20 Minuten autoklaviert bevor sie in der Tierhaltung

verwendet werden. Einstreu und Nestbaumaterial wurde direkt im Kéfig autoklaviert.

2.1.3.3 Narkosemittel und Antikoagulantien

Tabelle 2-4: Narkose und Blutentnahme

Menge Hersteller
Finale Narkose (Ulmer Mix)
Natriumchlorid 0,9 % 9 ml Fresenius Kabi
Rompun 2 % 1 ml Bayer
Ketavet® (100 mg/ml) 2 ml Zoetis
Antikoagulantien
EDTA-Losung 25,6 mg/1 ml SERVA
Heparin 5000 1. E./10 ml Ratiopharm
Pri Priparation: Hautdesinfektion
Softasept® N Braun
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2.1.4 Histologie und Zytologie

2.1.4.1 Herstellung vom HE gefirbten Paraffinschnitten

Tabelle 2-5: Paraffinschnittherstellung und HE-Firbung

Hersteller
Fixierung
Formalin 4 % Roth
Entwasserung
Ethanol, vergillt 50 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 70 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 96 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 100 % Nordbrand
Methylbenzoat Merck
Toluol Roth
Einbettung
Paraffin (Schmelzpunkt: 56-57 °C) Thermo
Entparaffinierung
Xylol Merck
Roticlear ® Roth
Ethanol, vergillt 100 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 96 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 70 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 50 % Nordbrand
Aqua dest.
Héimatoxylin-Eosin Firbung
Héamatoxylin Merck
Eosin Merck
Aqua dest.
Ethanol, vergillt 50 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 70 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 96 % Nordbrand
Ethanol, vergillt 100 % Nordbrand
Xylol Merck
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Eindeckeln
Shandon Hypermount (E-Z Mount)

2.1.4.2 Zytologische Firbungen

Tabelle 2-6: Firbung zytologischer Priparate

Hersteller

Diff-Quik-Fiarbung
Diff-Quik I Medion Diagnostiks
Diff-Quik II Medion Diagnostiks
Diff-Quik Fix Medion Diagnostiks
Pappenheim-Firbung

Methanol Sigma
May-Griinwalds Eosin-Methylenblaulésung Merck

PBS Gibco
Giemsas Azur-Eosin-Methylenblauldsung Merck
Puffertabletten pH 6,8 (Puffer nach WEISE) Merck

Aqua dest.

2.1.5 Mikrobielle Methoden

2.1.5.1 Phagozytose und intrazellulires Abtoten von Bakterien

Tabelle 2-7: Phagozytoseassay

Phagozytose mit E. coli-Partikeln Hersteller

Escherichia coli BioParticles®
fluorescein conjugate Alexa Fluor® 488

life technologies™

Escherichia coli BioParticles®

life technologies™

Opsonizing Reagent

Waschpuffer (PBS + 2 % FCS) Gibco, Biochrom
Paraformaldehyd 4 % Roth
Dapi-Fluoromount-G Biozol

Trypan Blau 0,4 %

Invitrogen
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Phagozytose mit E. coli A247

Dulbeccos PBS 1x Gibco
Rekombinantes murines Interferon y, 100 U/ml Peprotech
Intrazellulires Abtoten von E. coli A247

Dulbeccos PBS 1x Gibco

Gentamicin 100 pg/ml

life technologies™

2.1.6 Molekularbiologische Methoden

2.1.6.1 Durchflusszytometrie

Tabelle 2-8: Verbrauchssubstanzen der FACS-Messung

FACS-Losungen und Puffer

Hersteller

Waschpuffer (1 % PBS + 2 % FCS)

Gibco, Biochrom

Propidiumiodid (50 pg/ml)

life technologies™

Fixable Viability Dye eFluor ® 780 (1:10 000) eBioscience
FC-Block (Rat Anti-Mouse CD16/CD32) (0,1 png/100 ul) eBioscience
Formalin 2 % Roth

Attune Focusing Fluid

life technologies™

FACS Clean: 12 % Natriumhypochloritlosung Roth

Tabelle 2-9: FACS-Antikorper

FACS-Antikorper Spezies |eingesetzte Hersteller
Konzentration

Anti-Human/Maus CD45R (B220) | Ratte 0,25 ng/10"6 Zellen eBioscience

PE

Anti-Maus B220 PerCp Cy5.5 Ratte 0,25 pg 1076 Zellen eBioscience

Anti-Maus CD11b FITC Ratte 0,125 ng/10™6 Zellen |eBioscience

FITC gekoppelter anti-Maus CD11b |Ratte 0,25 ng/10"6 Zellen Immuno Tools

Anti-Maus CD11b PE Ratte 0,1 ng/10%6 Zellen BD

Anti-Maus CD152 APC Ratte 0,06 nug/10"6 Zellen eBioscience

Anti-Maus CD3 PerCp Cy5.5 Ratte 0,5 ng/10%6 Zellen eBioscience

Anti-Maus CD4 APC Ratte 0,125 ng/10%6 Zellen |eBioscience

Anti-Maus CD4 FITC Ratte 0,05 ug/10"6 Zellen eBioscience
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FACS-Antikorper Spezies |eingesetzte Hersteller
Konzentration
Anti-Maus CD8a PE-Cyanine7 Ratte 0,06 ng/10"6 Zellen eBioscience
Anti-Maus CD86 PE Ratte 0,06 ug/10"6 Zellen eBioscience
Anti-Maus F4/80 eFluor 660 Ratte 0,25 ug/10"6 Zellen eBioscience
Anti-Maus F4/80 PeCy7 Ratte 0,25 ng/10"6 Zellen eBioscience
Anti-Maus Ly6C PeCy7 Ratte 0,06 ng/10"6 Zellen BD
Anti-Maus Ly6G (1A8) PE Ratte 0,06 ug/10"6 Zellen BD
Anti-Maus MHC I (2Db) APC Maus 0,25 ug/10"6 Zellen eBioscience
Anti-Maus MHC I (2Kb) PE Maus 0,12 pg/10"6 Zellen eBioscience
Anti-Maus MHC I (2Kb) PECy7 Maus 0,12 ng /10”6 Zellen |eBioscience
Anti-Maus MHC II (I-A/I-E) APC | Ratte 0,002 ng/10"6 Zellen |eBioscience
Anti-Maus MHCII PerCp Cy5.5 Ratte 0,06 ug/10"6 Zellen BD
Anti-Maus PD-1 APC Ratte 0,5 ug/1076 Zellen eBioscience
Anti-Maus PD-L1 PE Ratte 0,02 pg/10"6 Zellen eBioscience
Tabelle 2-10: FACS-Antikorper-Isotypen
Isotypen Spezies |eingesetzte Hersteller
Konzentration
IgG APC Hamster | 0,5 ng/1076 Zellen eBioscience
IgG PerCp Cy5.5 Hamster | 0,5 ng/1076 Zellen eBioscience
IgG2a, kappa APC Ratte 0,25 nug/10"6 Zellen eBioscience
IgG2a, kappa APC Maus 0,25 ng/10"6 Zellen eBioscience
IgG2a, kappa PE Ratte 0,25 pg, 0,06 pg und 0,02 | eBioscience
ug/1076 Zellen
IgG2a, kappa PE Maus 0,12 ng/10"6 Zellen eBioscience
IgG2a, kappa PeCy7 Ratte 0,06 ngund 0,25 pg/1076 | eBioscience
Zellen
IgG2a, kappa PeCy7 Maus 0,12 ng/10"6 Zellen eBioscience
IgG2a, kappa PerCp Cy5.5 Ratte 0,25 nug/1076 Zellen eBioscience
IgG2b, kappa APC Ratte 0,002 pg und 0,5 pg/1076 | eBioscience
Zellen
IgG2b, kappa FITC Ratte 0,05 pg und 0,125 |eBioscience
ng/1076 Zellen
IgG2b, kappa PE Ratte 0,2 ng/1076 Zellen BD




Material und Methoden

25

Isotypen Spezies |eingesetzte Hersteller
Konzentration

IgG2b, kappa PerCp Cy5.5 Ratte 0,06 ng/10"6 Zellen eBioscience

IgM, kappa PeCy7 Ratte 0,06 ug/10"6 Zellen BD

2.1.6.2 RNA-Extraktion

Tabelle 2-11: RNA-Extraktion aus Zelllysaten und Organhomogenaten

Menge je Probe |Hersteller
RNeasy Mini Kit Qiagen
RNase AWAY® Roth
DTT 2M Sigma
RLT Buffer 700 ul Qiagen
RPE Buffer 1 ml Qiagen
RWI1 Buffer 700 pl Qiagen
RNase free water 40 pl Qiagen
Ethanol 70 % 700 pl Nordbrand
DTT2M 40 pl Sigma
RNase-Free DNase Set (50) Qiagen
Buffer RDD 70 ul Qiagen
DNase 10ul Qiagen

Tabelle 2-12: RNA-Extraktion aus schwer aufschlieBbaren Geweben

Menge je Probe |Hersteller
RNeasy Plus Universal Kit Qiagen
QIAzol® Lysis Reagent 900 pl Qiagen
Chloroform 180 pl Roth
RPE Buffer 1 ml Qiagen
RWT Buffer 700 pl Qiagen
RNase free water 40 pl Qiagen
Ethanol 70 % 900 nl Nordbrand
gDNA Eliminator Solution 100 ul Qiagen
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Tabelle 2-13: RNA-Extraktion aus Mausvollblut
Menge je Probe |Hersteller

PAXgene Blood RNA Kit Qiagen
Additiv 100 - 1500 Qiagen
RNase free water 4 ml Thermo
BR1 Buffer 350 pl Qiagen
BR2 Buffer 300 pl Qiagen
Proteinase K 40 pl Qiagen
Ethanol 100 % 350 pl Nordbrand
BR3 Buffer 350 pl Qiagen
BR4 Buffer 500 ul Qiagen
BRS5 Elution Buffer 40 pl Qiagen
RNase-Free DNase Set (50)
Buffer RDD 70 ul Qiagen
DNase 10 pul Qiagen
GLOBINclear-Kit Invitrogen
Streptavidin Magnet Beads 30 ul Invitrogen
Streptavidin Bead Buffer 30 ul Invitrogen
RNA Binding Beads 10 pl Invitrogen
RNA Bead Buffer 4 ul Invitrogen
100 % Isopropanol 6 ul Roth

2x Hybridization Buffer 15 ul Invitrogen
Capture Oligo Mix 1 pl Invitrogen
RNA Binding Buffer 100 ul Invitrogen
RNA Wash Solution 200 pl Invitrogen
Elution Buffer 30 ul Invitrogen

2.1.6.3 DNA-Isolation

Tabelle 2-14: Gewinnung muriner DNA

Puffer Menge Hersteller
Tailpuffer, aus Stocklésungen 320 pl/Probe
Tris HCI 100 mM pH 8,5 20 ml Sigma
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Puffer Menge Hersteller

EDTA 5 mM pH 8,0 2 ml SERVA

NaCl 200 mM 8 ml Roth

SDS 0,2 % 4 ml Sigma

Sonstiges

Proteinase K (600 U/ml) 30 ul/Probe Merck

Isopropanol 300 pl/Probe Roth

Ethanol 70 % 500 pl/Probe Nordbrand

2.1.6.4 Polymerase-Kettenreaktion

Tabelle 2-15: Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

High Capacity cDNA Reverse Menge je Probe | Hersteller
Transkription Kit

Mastermix:

Nuclease freies Wasser 3,4 ul Ambion

Buffer 10x 2 ul Applied Biosystems
Random Primer 10x 2 ul Applied Biosystems
MultiScribe Reverse Transkriptase 50 1l Applied Biosystems
U/ul

dNTP-Mix 100 mM 0,8 ul Applied Biosystems
RNase Inhibitor 20 U/ul 1l Applied Biosystems
Verdiinnen der cDNA

0,5 x Tris-EDTA-Puffer 150 pl FLUKA

Tabelle 2-16: Real-Time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

RT-qPCR Mastermix Menge je Probe | Hersteller
Nuclease freies Wasser 5,2 ul Ambion
2x SensiMix™ SYBR® No-ROX Kit 10 pl Bioline
Primer vorwirts 0,4 pul Eurofins
Primer riickwirts 0,4 pul Eurofins




28

Material und Methoden

Tabelle 2-17: Murine PCR-Primer

Murine Vorwiirts Sequenz 5‘—3¢ Riickwirts Sequenz 3‘—5¢
q-PCR Primer*

Beta 1 CGGTTTTCGCCTTATGCCTT TGGCCTTGTTATTGGAATGCT
Beta 2 GCTATGGTGCCTTCCTGACT CTCCAGCCTCTCCAACACAT
Beta 5 AGCTTCGCAATAAGGAACGC TAGCCTCGATCCATAACGCC
CCL-5 CTTTGCCTACCTCTCCCTCG CGAGTGACAAACACGACTGC
HPRT TTCTTTGCTGACCTGCTGGA TATGTCCCCCGTTGACTGAT
IFN-y GAGGAACTGGCAAAAGGATGG TGGACCTGTGGGTTGTTGAC
IL1 rm ACCTGAGAAACAACCAGCTCAT AGGTCAATAGGCACCATGTCT
IL-10 TGGGTGAGAAGCTGAAGACC GCTCCACTGCCTTGCTCTTA
IL-1a CGCTTGAGTCGGCAAAGAAA GATACTGTCACCCGGCTCTC
IL-1 [_’, TGGCAGCTACCTGTGTCTTT CAGCTCATATGGGTCCGACA
IL-6 ACCACTTCACAAGTCGGAGG TCTGCAAGTGCATCATCGTT
iNOS GGTGAAGGGACTGAGCTGTT CTGAGAACAGCACAAGGGGT
KC ACCTCAAGAACATCCAGAGCTT CGACCATTCTTGAGTGTGGC
LMP2 TTCTGTGCCCTCTCAGGTTC TTCTTCACCACGTTTGCAGC
LMP7 TTCCTGAGGTCCTTTGGTGG TACAACCTGCACTCCTTGGC
MECL-1 CGGGGTTGATTTGAACGGAC GTGATGGCTTCCACCAACAG
PA28a AGGTTTCGAGCTGTGCTTTC CCCAAGCAGGTTCTCTGTCT
PA28pB CAGCACCTGATCCCCAAGAT CTGCTTCATCTCGCTCATGC
RPLI13a TACGCTGTGAAGGCATCAAC CTCGGGAGGGGTTGGTATTC
TNFo GGCCTCCCTCTCATCAGTTC TTTGCTACGACGTGGGCTAC

* alle Primer stammen von Eurofins MWG Synthesis GmbH

Tabelle 2-18: Semiquantitative-Polymerase-Kettenreaktion

Semiquantitative PCR Mastermix Menge je Probe | Hersteller
Nuclease freies Wasser 15,8 ul Ambion

dNTP Mix 10 mM 0,5 ul Jena Bioscience
Taq Polymerase 5 U/ul 0,2 ul Jena Bioscience
Taq Reaction Buffer 10x 2,5 ul Jena Bioscience
Primer vorwirts 0,5 ul Eurofins
Primer riickwirts 0,5 ul Eurofins
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TAE Puffer pH 8,0
Tris Base 4,84 g Roth
Eisessig 100 % 1,14 ml Sigma
EDTA 0,5M 2 ml Serva
Aqua dest. ad 1000 ml
Agarosegel 2 %
Agarose 7g Biozym
TAE-Puffer (1x) 350 ml
GelRed Nucleic Acid Stain 10 pl BioTium
Marker
100 bp DNA-Ladder (50 pg/ml) 10 pl NEB
6 x DNA Loading Dye 2,5 ul Thermo
Tabelle 2-19: Primer fiir die Genotypisierung
Murine Vorwirts Sequenz Riickwirts Sequenz Vorwiirts Sequenz
PCR Primer |5¢— 3¢ 3¢5 Neomycin-Kasette
PA-Neo CCGACGGCGAGGATCT |AGCGAGCACGTACTCG
CGTCGTGA GATG
PA28a CAGGCAGTGTCCTCAAT | CTCAGGCTGGTTGCACA
GGT GTA
PA28b TCAGAGATGCAGGTCTT | TCACAGAAAGCTGTGA
CAA GCGT
LMP7 GGACCAGGACTTTACTA | CTTGTACAGCAGGTCAC | CCGACGGCGAGGATCT
CGTAGATG TGACATCG CGTCGTGA
MECL-1 CAGAGAGAAACACGTG | CAGGACAGGTGTGGTT |CCGACGGCGAGGATCT
ACAGACTGG CCAGGAGC CGTCGTGA

2.1.6.5 Next-Generation-Sequencing

Tabelle 2-20: Next-Generation-Sequencing-Kits

Verwendete Kits

Hersteller

Dynabeads® mRNA DIRECT™ Micro Kit

Ambion by life technologies™

Ion Total RNA-Seq Kit v2

IonTorrent by life technologies™
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2.1.6.6 Immunblot

Tabelle 2-21: Proteinbestimmung

Proteinbestimmung Menge Hersteller
Pierce™ BCA Protein Assay Kit |(pro 96 Well Platte)

Reagent A 19,6 ml Thermo
Reagent B 0,4 ml Thermo
Albumin Standard 100 pl Thermo
Tabelle 2-22: Western Blot

Puffer und Losungen Menge Hersteller
HBSM (HEPES-buffered saline

magnesium) pH 7,2

Natriumchlorid 438¢g (=150Mm) |Roth
Magnesiumchlorid 0,51g (=5mM) Sigma
HEPES 2,38g (=20 mM) Sigma
Aqua dest. ad 500 ml

HBSM Lysepuffer

Protease inhibitor cocktail 1:200 Merck
PMSF 1 mM Sigma
TX-100 1 % Sigma
HBSM ad.

Probenpuffer 1:4 einsetzen

DTITIM 40 pl Sigma
NuPAGE® LDS Puffer (4x) 1 ml life technologies™
Verbrauchssubstanzen

Prestained Page Ruler 2ul-5ul Thermo
SuperSignal®West Pico Thermo
Chemieluminescent substrate

Luminol / Enhancer solution 350 ul Thermo
Stable peroxide solution 350 ul Thermo
Laufpuffer 10x

Tris 30,3g (=0,25M) |Roth
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Puffer und Losungen Menge Hersteller
Glycin 1441g (=192M) |SERVA
SDS 10g Sigma
Aqua dest. ad 1000 ml
Transfer Puffer 10 M pH 8,3
Glycin 1126 g (=15M) SERVA
Tris 242¢  (=0,2M) Roth
Aqua dest. ad 1000 ml
Transfer Puffer 1 M
10x Transfer Puffer 100 ml
Ethanol 96 % 100 ml Nordbrand
Aqua dest. ad 1000 ml
Ponceaufirbung
Ponceau-S 0,1 % Sigma
Essigsédure 5% Merck
Entfarbeldsung: Essigsédure 1% Merck
Eisessig 200 ml Sigma
Tris Buffered Saline (TBS) 10x
Natriumchlorid 87,7 ¢ (=1,5M) |Roth
Tris 15,8 ¢g (=0,1 M) |Roth
Aqua dest. ad 1000 ml
Waschpuffer (TBS-T) 1x
TBS 10x 100 ml
Tween20 I ml Sigma
Aqua dest. ad 1000 ml
Blockpuffer
TBS Ix 10 ml
Milchpulver lg Roth
Tabelle 2-23: Western Blot-Antikérper
Western Blot Produktgrofle | Spezies eingesetzte |Hersteller
Antikorper [kDa] Verdiinnung
Anti-Maus-PA28a 28 Kaninchen |1:1000 Cell Signaling
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Western Blot Produktgrofle | Spezies eingesetzte |Hersteller
Antikorper [kDa] Verdiinnung
Anti-Maus-PA28a 28 Kaninchen |1:100 Acris
Anti-Maus-PA28f3 28 Kaninchen |1:500 Cell Signaling
Anti-Maus-PSMB10 29 Kaninchen |1:500 Proteintech
Anti-Maus-LMP2 22 Kaninchen |1:500 Abcam
Anti-Maus-LMP7 20-22 Kaninchen |1:5000 Labor:

Prof. U. Seifert
Anti-Maus-MECL-1 20 Kaninchen |1:5000 Labor:

Prof. U. Seifert
Anti-14-3-3 28-30 Maus 1:2000 Santa Cruz
Anti-GAPDH 36 Maus 1:500 Santa Cruz
Anti-B-actin 45 Kaninchen |1:1000 Cell Signaling
Anti-Vinculin 124 Kaninchen |1:1000 Cell Signaling
Anti-IkBa 37 Kaninchen |1:1000 Cell Signaling
Anti-IxBa 37 Kaninchen |1:500 Santa Cruz
Anti-cleaved Caspase 1 |20 Ziege 1:500 Santa Cruz
Anti-Caspase 1 42 Ratte 1:1000 ebioscience
Anti-Caspase 3 (pro-und |30, 19, 17 Kaninchen |1:1000 Cell Signaling
cleaved- Form)

2.1.6.7 Multiplex-Immunoassay

Tabelle 2-24: Multiplex-Immunoassay — 14-Plex Kit
14-Plex Kit - Komponenten Analyt Analyt
ProcartaPlex® (eBioscience) Gro-alpha/KC MCP-1
Standard Mix A IFN-gamma MIP-1beta
Standard Mix B TNF-alpha RANTES
14-plex Beads IL-10 G-CSF
14-plex Detection Antibody IL-12p70
Streptavidin-PE IL-17A
Universal Assay Buffer IL-1beta
10x Wash Buffer IL-6
Reading Buffer IP-10
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2.1.6.8 Nitratbestimmung

Tabelle 2-25: Griess Reaktion

Griess Reaktion Menge Hersteller
Losung A

N-(1-naphtyl)ethylenendiamin 300 mg Sigma
Aqua dest. ad 300 ml

Losung B

Sulfanilamid 3g Sigma
Phosphorséure 85 % 18 ml Roth
Aqua dest. ad 300 ml

Standard 1M (10 mM einsetzen)

Nitrit 6,9¢g Sigma
Aqua dest. ad 100 ml
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2.1.7 Verbrauchsmaterialien
Gingig verwendete Verbrauchsmaterialen werden in dieser Ubersicht nicht aufgefiihrt. Sie

entsprechen den allgemein verwendeten Standards. Zu ihnen gehoren Pipettenspitzen,
Einmalpipetten, Rohrchen, Schraubbecher sowie Reaktionsgefille.

Tabelle 2-26: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller

96well Platten, V-féormiger Boden FACS-Messungen VWR

Corbett qPCR-tubes (0,1 ml) Real-Time-qPCR Qiagen

Costar® 12well, 6well-Platten Zellkultur Makrophagen Corning

DNALoBind Tubes 1,5 ml RNA-Extraktion Eppendorf

Einbettkasetten Gewebe in Paraffin einbetten | KABE

Labortechnik

Einmalimpf6sen Néahrmedium mit Bakterien |VWR
animpfen

Filterkarten, Shandon Praparation von Thermo Fisher
Cytozentrifugaten

Filterpapier, Whatman Western Blot VWR

Flachboden-Platte, schwarz, 96well Multiplex-ELISA eBioscience

Free Style Lite Teststreifen Blutglukosemessung Abbott

Fuji Slides: Albumin (Alb-PIII) Blutchemie SCIL

Fuji Slides: Cre-PIII Blutchemie SCIL

Fuji Slides: GOT/AST-PII Blutchemie SCIL

Fuji Slides: Harnstoff (Bun-PIII) Blutchemie SCIL

Fuji Slides: LDH-PIII Blutchemie SCIL

Kammerobjekttriager (4 und 8 Kammern) Phagozytose Assay VWR

Kiivetten, Kunststoff Messung optische Dichte Sarstedt

Li-Heparin Monovette 1,2 ml Blutentnahme Sarstedt

Lysing Matrix Tube 2 ml Gewebe homogenisieren MP

Biomedicals

Mikro-Hadmatokrit-Kapillaren, heparinisiert |Retrobulbédre Blutentnahme |Brand

Mikrotom Klingen MX35 ULTRA Schneiden der Thermo
Paraffinblocke Scientific

Mini-Protean TGX Gels 4-15 %, 15; 10well | Western Blot BioRad
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Bezeichnung

Verwendungszweck

Hersteller

Objekttrager Superfrost Ultra Plus

Mikroskopieren von Zellen
und histologischen Schnitten

Thermo Fisher

PCR-Reaktionsgefdlle mit Deckel, 0,2 ml, |PCR, c-DNA-Synthese life

in 8x-Streifen-Format technologies™
Petrischalen Agarherstellung VWR
Pipettenspitzen fiir FDC 35001 Blutchemie SCIL
ProteinLoBind Tubes 1,5 ml Western Blot Eppendorf
Rohrchen 15 ml, 50 ml Priparation von Milzzellen |Falcon

Safe Lock Tubes 0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml Reaktionsgefille Eppendorf
Spritzen 1 ml; 5 ml Blutentnahme Braun
Spritzen 10 ml Gewinnung Makrophagen BD

Sterican® Kaniilen G20, G21, G25, G27 Blutentnahme, i.p.-Injektion |Braun

Transfermembran Nitrozellulose

Western Blot

Thermo Fisher

Zellschaber 25 cm

Ablosen von Zellen

VWR

Zellsieb 40 um

Préparation von Milzzellen

Corning
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2.1.8 Gerite

Tabelle 2-27: Gerate

Bezeichnung Hersteller
Absauggerit Vacusave Integra
Agilent 2200 TapeStation System (G2964AA) Agilent Technologies

Attune Acoustic Focusing Cytometer

life technologies™

Auto Hematology Analyzer BC-5300 Vet mindray
Biophotometer 6132 plus Eppendorf
BioPlex 200 System, powered by Luminex xMAP |Bio-Rad
Technology

COz-Inkubator Galaxy 170S Eppendorf

CO;,-Inkubator HERA cell 150

Thermo Fisher

Corbett Rotor-Gene Qiagen
Elektrophoresekammer MiniPROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad

Free Style Freedom Lite Blutglukosemessgerét Abbott

Fuji DRI-CHEM 35001 Fujifilm Europe
Fusion Fx7 PeQlab
Gelhalterungssystem Sub-Cell® GT BioRad
Gewebehomogenisator FastPrep-24 MP Biomedicals

Haereus Multifuge X3R

Thermo Fisher

Infinite® M200

Tecan Group

Inkubationsschiittler 126

New Brunswick- Eppendorf

Ion Proton™ System for Next-Generation Sequencing

life technologies™

Labormikroskop Leica
Magnetriihrer VS-C7 und VMS-C7 VWR
Mikroskop Axio Vert. Al Zeiss

MiniVent mit Trachealkaniile

Hugo Sachs Elektronik

Multipette (100 ul, 300 ul)

Eppendorf

Multistepper

Eppendorf

NanoDrop D-1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher
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Ohaus Waage CS 200 Ohaus
Paraffineinbettstation Leica EG1150H Leica

pH-Meter SevenCompact™ S$220 Mettler Toledo
Pipetten (10 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 ul) Eppendorf
Polymax 2040 Heidolf Instruments
Powerpac™ HC Power Supply Bio-Rad
Prizisionswaage EWB 620-2M Sartorius

Roboter CAS-1200 Qiagen
Rotationsmikrotom HM 3558 Thermo Fisher
S1000TM Thermal Cycler BioRad

Shandon Citadel 1000

Thermo Fisher

Shandon Cytospin 4

Thermo Fisher

Sicherheitswerkbank HERA safe

Thermo Fisher

Sicherheitswerkbank Maxisafe 2020

Thermo Fisher

SpeedVac Concentrator SPD1010

Thermo Scientific

Stereomikroskop primovert Zeiss
Thermal Cycler MJ Mini Bio-Rad
Thermometer mit Rektalsonde fiir Mause BAT-12 physitemp
Thermomixer COMPACT 5350 Eppendorf
Thermomixer MTP Eppendorf

VortexGenie 2

Scientific Industries

Wasserbad TW20 Julabo

Zentrifuge 5418 R Eppendorf
Zentrifuge 5804 R Eppendorf
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
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2.2  Methoden
2.2.1 Mikrobiologische Methoden

Die im Folgenden beschriebenen bakteriologischen Arbeiten fanden an einem Arbeitsplatz der
Schutzstufe 2 nach § 3 Biostoffverordnung statt. Die Durchfiihrung erfolgte unter sterilen
Bedingungen in einer Reinraumwerkbank. Die Werkbank wie auch alle weiteren Materialien
und Gefdle wurden vor Beginn und nach Beendigung der Arbeiten mit 70 % Ethanol
desinfiziert. Die Oberflichen wurden zusdtzlich mit 1%igem Kohrsolin behandelt.
Bakterienhaltige oder eventuell kontaminierte Fliissigkeiten wurden vor der Entsorgung
autoklaviert. Die Kultivierung der Bakterien auf Agar-Platten erfolgte in einem CO»-
Begasungsbrutschrank bei 37 °C und 5 % COs,. Fiir die Kultivierung in fliissigem Medium
wurde das Medium unter gleichen Kulturbedingungen in einem Inkubationsschiittler bei 200
U/min geschwenkt.

2.2.1.1 Anlegen eines E. coli A247-Glyzerolstocks

Der E. coli A247 wurde nach den Angaben der DSMZ get6ftnet und in fliissiges LB-Medium
tiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Keimsuspension auf LB-Agar-Platten ausgestrichen und
unter oben aufgeflihrten Kulturbedingungen etwa 16 h inkubiert. Die gewachsenen
Bakterienkolonien wurden nun mit einer Impfose in 5 ml LB-Medium mit 25 % Glycerol
tiberfiihrt und gut gemischt. Diese Suspension wurde in Kryoréhrchen zu 1 ml aufgeteilt und
als Gebrauchsstocks bei -80 °C gelagert.

2.2.1.2 Anzucht von E. coli A247

Fiir die Anzucht von E. coli A247 wurde mit einer ImpfOse eine geringe Menge der
kryokonservierten Bakteriensuspension in 20 ml LB-Medium {berfiihrt. In einem
Schiittelinkubator wurden die Bakterien bei 37 °C und 5 % CO- unter bestindigem Schwenken
von 200 U/min mindestens 12 h inkubiert. Aus dieser dichten Bakteriensuspension wurde eine
entsprechende Menge in 15 ml steriles LB-Medium tiberfiihrt, um die optische Dichte bei 600
nm von 0,03 zu erzielen. Nach 90 min erneuter Schiittelinkubation erreichen die Bakterien ihre
logarithmische Wachstumsphase, in der sie die optimalen Infektionseigenschaften besitzen.
Eine mit dem Spektralphotometer gemessene ODgoonm von 0,33 entspricht etwa 1,37x10"
KBE/ml. Aus der Bakteriensuspension wurde nun das Volumen mit der gewiinschten
Keimmenge entnommen und bei Raumtemperatur mit 4500 U/min 7 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und das Bakterienpellet mit 0,9%iger
Natriumchloridlésung auf die gewlinschte Konzentration eingestellt. Die finale
Bakterienkonzentration wurde mittels Ausplattieren in der entsprechenden Verdiinnung auf
LB-Agar-Platten iiberpriift.
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2.2.2 Ex-vivo Experimente
2.2.2.1 Kultivierung muriner Peritonealmakrophagen

Mittels peritonealer Lavage, wie unter 2.2.3.5 beschrieben, wurden aus nicht infizierten Mausen
Zellen gewonnen. Die Lavagefliissigkeit wird bei 4 °C mit 300 g 10 min lang zentrifugiert. Bei
makroskopisch sichtbaren Blutbeimengungen wurde nach Absaugen des Uberstandes dem
Zellpellet 3 ml ACK-Lyse Puffer (Invitrogen) beigefligt. Das vorsichtige Mischen und 5
miniitige Inkubieren bei Raumtemperatur bewirkte die Lyse der Erythrozyten. Die Reaktion
wurde mit 10 ml eiskaltem PBS abgestoppt und die Suspension erneut bei 4 °C und 300 g 10
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet mit etwa 5 ml
kaltem PBS zweimal gewaschen (Zentrifugation wie zuvor beschrieben). Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 2 ml 4 °C kaltem RPMI-Medium mit 10 % FCS und
1 % Penicillin-Streptomycin aufgenommen. Um die Zellzahl unter Ausschluss toter Zellen zu
ermitteln, wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl 0,4%igem Trypan-Blau (Invitrogen) gemischt
und in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden die
lebenden Zellen in 4 Grof3quadraten mikroskopisch ausgezéhlt. Die Anzahl der Zellen in einem
GroBquadrat wurde gemittelt und der Wert mit der Kammerkonstanten (10"*) und dem
Verdiinnungsfaktor (2) multipliziert. Die Anzahl der Zellen pro ml wurde mit folgender Formel
errechnet:

Zellzahl (Z ellzahl aus 4 Grofdquadraten

2 )x 20000

ml

Fir optimale Kulturbedingungen wurden die Zellen in einer Konzentration von
1x10"® Zellen/ml in die fiir den jeweiligen Verwendungszweck benétigten ZellkulturgefiBe
ausgesit. Nach dreistiindiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO: in einem Begasungs-
Brutschrank unterscheiden sich die Makrophagen durch ihre Adhdrenz auf der
KulturgefédBoberfliche von anderen Zellen. Durch das Absaugen des Zellkulturmediums
wurden die nicht adhirenten Zellen entfernt. Frisches, zuvor in einem Wasserbad auf 37 °C
erwiarmtes RPMI-Medium mit 10 % FCS und 1 % Penicillin-Streptomycin wurde nun auf die
adhérenten Zellen gegeben. Die Makrophagen konnten so 12-20 h im Brutschrank bei 37 °C
und 5 % COz fiir weitere Untersuchungen in Kultur gehalten werden.

2.2.2.2 Phagozytose-Assay mit E. coli-Partikeln

Einsden der Zellen:

Die Phagozytoseaktivitdt der murinen Peritonealmakrophagen wurde mittels der Aufnahme
nicht infektidser floureszenzgekoppelter E. coli-Partikel (Escherichia coli BioParticles®
fluorescein conjugate Alexa Fluor® 488, Life Technologies) gemessen. 1x10® aus peritonealer
Lavage gewonnene Zellen wurden mit 0,5 ml Zellkulturmedium (RPMI-Medium mit 10 %
FCS) pro Kammer in 4-Kammer-Objekttrager (VWR) eingesét und bei 37 °C und 5 % CO» in

einem Brutschrank iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurde mittels Neubauer-
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Zahlkammer und Trypan-Blau-Farbung die genaue Anzahl lebender Makrophagen in einer
dafiir bestimmten zusitzlichen Kammer bestimmt.

Vorbereitung der E. coli-Partikel:
Die Anzahl der E. coli-Partikel in der Stammsuspension wurde ebenfalls mit der Neubauer-

Zahlkammer per Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Um eine optimale Auswertung der
Phagozytose zu erreichen, sollten die Zellen mit der 20fachen Menge (MOI = 20) E. coli-
Partikeln stimuliert werden. Nach Entnahme des Volumens mit der gewiinschten Partikelmenge
aus der Stammsuspension, wurde ein gleiches Volumen der Opsonisierungslosung (Escherichia
coli BioParticles® Opsonizing Reagent, Life Technologies) zu den Partikeln gegeben. Fiir die
Opsonisierung der Partikel wurden diese nun 1 h bei 37 °C, vor Licht geschiitzt, in einem
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde die Opsonisierungslosung durch dreimaliges
Waschen mit kaltem PBS aus der Partikelsuspension entfernt (Zentrifugation: 1250 x g, 15 min
bei 4 °C). Um die Zellen mit der richtigen Partikelmenge zu stimulieren, wurden diese
nochmals ausgezéhlt bevor aus der konzentrierten Suspension ein Stimulationsmedium
hergestellt wurde. Dabei wurde die Partikelmenge (MOI= 20) in 0,5 ml 37 °C warmen
Zellkulturmedium (RPMI-Medium mit 10 % FCS) aufgenommen.

60-miniitige Zellstimulation:
Nach Absaugen des urspriinglichen Mediums aus den Kammern wurde das

Stimulationsmedium zu den nun adhdrenten Makrophagen gegeben. Nach 60-miniitiger
Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurde das Stimulationsmedium abgesaugt und die
Reaktion mittel Zugabe von eiskaltem Waschpuffer (PBS mit 2 % FCS) gestoppt. Zu den 500 pl
PBS wurden 30 pl 0,4 % Trypan-Blau hinzugegeben. Diese Trypan-Blau-Losung mit einer
Konzentration von etwa 0,25 mg/ml loscht das Fluoreszenzsignal von Partikeln, die sich
aufBBerhalb der Zellen befinden, sodass nur komplett phagozytierte Partikel im FITC-Kanal ein
Signal abgeben konnen. Nach kurzem Schwenken der Kammerobjekttrager wurde die Trypan-
Blau-Losung abgesaugt und die Zellen nochmals mit kaltem Waschpuffer gespiilt.

Fixieren und Fdrben der Zellen:
Nach dem Entfernen der Waschldsung und der aufgeklebten Kammern wurden die Objekttrager

getrocknet und die Zellen 20 min mit 100 pl 4 % Formalin je Kammer fixiert. Dies geschah vor
Licht geschiitzt in einem fiir die Immunhistochemie geeigneten Férbekasten (Roth) fiir
Objekttrager. Nach der Fixierung der Zellen wurden die Objekttrager nochmals mit PBS gespiilt
und nach der vollstindigen Trocknung mit einem DAPI-fluoreszierenden Medium (Dapi-
Fluoromount-G, Biozol) und Deckgldschen eingedeckelt. Nach mehrstiindiger Aushértung des
Eindeckmediums konnten die fluoreszierenden Alexa Fluor® 488 gekoppelten Partikel pro
Zelle mittels eines Fluoreszenzmikroskops Axio Vert. Al (Zeiss) ausgezihlt werden. Fiir die
Bestimmung der aufgenommenen Partikelmenge pro Zelle wurden in jeder Probe 200 Zellen
ausgewertet.
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2.2.2.3 Phagozytose und intrazellulires Abtoten von E. coli A247

Phagozytose-Assay
Die Phagozytoseaktivitidt der murinen Peritonealmakrophagen wurde mittels der Reduktion

lebender E. coli wihrend einer 30 miniitigen Koinkubation von INF y vorstimulierten Zellen
und Bakterien bestimmt. 1,5x10"® aus peritonealer Lavage gewonnene Zellen wurden mit
1,5 ml Zellkulturmedium (RPMI-Medium mit 10 % FCS) und 100 U/ml murinem INFy
(Peprotech) pro Kammer in 12-Kammer-Platten eingesit. Diese wurden bei 37 °Cund 5 % CO»
in einem Brutschrank {iber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurde nach einem
Mediumwechsel mittels Neubauer-Zdhlkammer und Trypan-Blau-Férbung die genaue Anzahl
lebender Makrophagen in einer dafiir bestimmten zusétzlichen Kammer ausgezihlt. Die Zellen
wurden nun mit der doppelten Menge (MOI = 2) vitaler E. coli infiziert. Die Anzucht von E.
coli A247 und Herstellung der Infektionslosung erfolgte wie in 2.2.1.2 beschrieben. Eine
zusitzliche Kammer welche nur Zellkulturmedium enthielt, wurde ebenfalls mit der
entsprechenden Menge E. coli versetzt und fungiert nach der Phagozytosereaktion als
Kontrolle, iiber die tatsdchliche Anzahl lebender E. coli. Nach 30 miniitiger Koinkubation der
Makrophagen mit den Bakterien in einem Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; wurden die
adhirenten Zellen mittels steriler Zellschaber von der Oberflache der Kulturplatten gelost. Die
Bakterien-Zell-Suspension wurde gleichmdfig vermischt und nach entsprechender
Verdiinnung in kaltem PBS unverziiglich auf LB-Agar-Platten {ibertragen, welche am
folgenden Tag nach Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, ausgewertet werden konnten. Auch die
Bakteriensuspension ohne Zellen wurde in Verdiinnungsstufen auf LB-Agar plattiert und zeigte
am ndchsten Tag die tatsdchliche E. coli-Menge im Medium an. Durch Bilden der Differenz
dieser Bakterienmenge und der E. coli-Menge aus der Makrophagen-Ko-Inkubation konnte die
Menge phagozytierter Bakterien bestimmt werden.

Intrazelluldres Abtoten
Das intrazelluldare Abtoten wurde mittels Anzahl der in der Zelle tiberlebender E. coli nach der

Phagozytosereaktion bestimmt. Die Koinkubation von INF y vorstimulierten Zellen und
Bakterien erfolgte wie im vorigen Absatz beschrieben. Nach der 30-miniitigen Inkubation
wurden die Zellen mit sterilen Zellschabern von der Kulturplatte geldst. Das bakterien- und
zellhaltige Medium wurde anschlieend in 2 ml Reaktionsgefa3e {iberfithrt und mit 700 x g
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Pellet in 1 ml kaltem PBS
gewaschen. Die Zellen wurden ein weiteres Mal zentrifugiert, der Uberstand entfernt und nun
in PBS mit 100 ng/ml Gentamicin aufgenommen. Unter bestindigem Schwenken von 150
U/min wurden die Zellen in einem Inkubationsschiittler bei 37 °C und 5 % CO: 2 h inkubiert.
Da Gentamicin nicht in die Zellen eindringt, bewirkt die bakterizide Wirkung nur das Abtdten
extrazelluldrer Bakterien. Eine Probe mit Bakterien versetztem PBS, welche unter gleichen
Bedingungen 2 h mit Genatmicin inkubiert wurde und nach unverdiinntem Auftragen auf LB-
Agar-Platten kein Bakterienwachstum zeigte, bestétigt die Wirkung des Gentamicins. Nach der
Gentamicinbehandlung wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen (Zentrifugation: 700 x g,
5 min) und in sterile Lyserohrchen (Lysing Matrix Tube 2 ml, MP Biomedicals) iiberfiihrt. In
einem Gewebehomogenisator FastPrep-24 (MP Biomedicals) wurden die Zellen nun
mechanisch zerkleinert, so dass liberlebende intrazelluldare Bakterien frei werden konnten. 100
ul dieser Suspension wurden nun unverdiinnt und 1:10 verdiinnt auf LB-Agar plattiert und tiber
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Nacht inkubiert. Am folgenden Tag konnten die Bakterienkolonien ausgezdhlt werden und
somit die Anzahl intrazelluldr iiberlebender E. coli bestimmt werden.

2.2.3 Tierexperimentelle Untersuchungen

Alle tierexperimentellen Vorhaben erfolgten geméll den Auflagen des Thiiringer Landesamtes
fiir Verbraucherschutz. Sie erhielten im Rahmen des Tierversuchsantrages 02-049/12 mit dem
Kurztitel: ,,Das Ubiquitin-Proteasom-System in der Peritonitis und Pneumonie‘ am 08.03.2013
mit dem Aktenzeichen 22-2684-04-02-049/12 ihre Durchfiihrungsgenehmigung. Somit
unterliegen alle im Zuge dieses Antrags erfolgten Versuche den Vorgaben des
Tierschutzgesetzes. Die Experimente erfolgten in speziell fiir die Tierversuche geeigneten
Infektionseinheiten der Schutzstufe 2 im Gebiude der Serviceeinheit Kleinnager des FZB. Alle
Malnahmen an den SOPF-Tieren wurden unter einer Reinraumwerkbank durchgefiihrt. Nur
sterile Gegenstinde und Verbrauchsmaterialien wurden im Zuge der Tierversuche in der
Infektionseinheit verwendet. Die Infektionseinheit wurde nach der Passage von Schleusen nur
mit addquater, den Reinraumbedingungen angepasster Arbeitskleidung betreten. Diese
erforderlichen MafBlnahmen erhéhten den Schutz der SOPF Tiere und deren Umgebung vor
Kontaminationen und sorgten fiir die Gewinnung hochwertigen Probenmaterials im Zuge der
Tierversuche. Die durchgefiihrten Versuche entsprechen einem offenen Studiendesign. Da die
Versuchsplanung und das Einsetzen der unterschiedlichen Tiere in die Schutzstufe 2
Infektionseinheit allein der Doktorandin als versuchsdurchfiihrende Person oblag, konnten die
Versuchsgruppen nicht geblindet werden.

2.2.3.1 Versuchstiere

Wie unter 2.1.3.1 dargelegt, stammen die LMP7/MECL-1/PA280f3-Knock-Out-Méiuse, die fiir
die im Folgenden beschriebenen Versuche genutzt wurden, aus der eigenen Zucht am FZB.
Auch die aus ihnen zuriickgekreuzten Einzel-Knock-Out-Méuse (LMP7-K.O., MECL-1-K.O.,
PA28af-K.O.) wurden im FZB geziichtet.

2.2.3.2 Haltung

Die Unterbringung der Mause wahrend der Zucht, der Haltung und der tierexperimentellen
Untersuchungen erfolgte in der Tierhaltung der Serviceeinheit Kleinnager des FZB unter
fachgerechter Aufsicht von Tierpflegern. Die Haltung der Tiere entspricht einer SOPF-
Tierhaltung. Das Gebéude ist in eine Infektionsseite flir die Durchfiihrung der Versuche und
eine Seite fiir die SOPF-Haltung und Zucht untergliedert. Die strikte Trennung dieser Bereiche
minimierte die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination der Tierhaltung mit unerwiinschten
Keimen. Die Miuse wurden in Kleingruppen mit nicht mehr als fiinf Tieren in Typ-2L Kéfigen
mit einer Bodenfliche von 530 cm? gehalten. Die Kéfige waren mit Einstreu und Enrichment
ausgestattet, welches ein Hohlenbau der Tiere zulie. Es erfolgte eine ad libitum Fiitterung von
autoklaviertem Pelletfutter und Triankwasser. Die Haltung unterlag einem 12-stiindigen
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Hell/Dunkel-Rhythmus und erfolgte unter gleichbleibenden Temperaturen von 22+2 °C und
einer relativen Luftfeuchte von 55 % + 10 %.

2.2.3.3 Zucht

Die Zucht der 3-fach-Knock-Out-Miause (LMP7/MECL-1/PA28ap -/-) beschriankte sich auf
eine Erhaltungszucht, deren Umfang an den Bedarf weiblicher 9-11 Wochen alter Tiere fiir die
geplanten Versuche orientiert war. Alle fiir die Experimente ausgewéhlten Tiere und Elterntiere
fiir die Zucht wurden hinsichtlich des Knock-Outs der vier Gene (LMP7, MECL-1, PA28aq,
PA28p) durch Genotypisierung iiberpriift. Hierbei wurde aus Schwanzbiopsien DNA isoliert,
in der durch Primer fiir die Knock-Out-Gene mittels PCR die Abwesenheit der Ziel-Sequenzen
bestdtigt wurde. Das genaue Vorgehen wird in Kapitel 2.2.3.12 und 2.2.3.13 detailliert
beschrieben. Um die Einzel-Knock-Out-Méuse aus den 3-fach-Knock-Out-Tieren heraus zu
ziichten, wurden die LMP7/MECL-1/PA28a -/- mit C75BL/6J Wildtypen neu verpaart. Auch
hier wurde eine umfangreiche Genotypisierung durchgefiihrt, um den genetischen Hintergrund
jedes der Nachkommen aus dieser Zucht zu untersuchen. Nach intensiver Riickkreuzung
konnten letztendlich heterozygote Einfach-Knock-Out-Méuse verpaart werden, um eine stabile
homozygote Zucht fiir die drei Mauslinien (LMP7-K.O., MECL-1-K.O., PA28aB-K.O.)
aufzubauen.

2.2.3.4 Mausmodell der E. coli-induzierten Peritonitis

Die Zielsetzung dieses Projekts war den Effekt des I-Proteasomes wihrend der Gram-negativen
E. coli-Sepsis zu untersuchen. Aus diesem Grund wurde bei den Tieren per intraperitonealer
Injektion mit extraintestinal pathogenen E. coli A247 des Serotyps O18:H7 eine Peritonitis
induziert. Vorversuche mit verschiedenen Bakterienkonzentrationen ergaben eine optimale
Infektionsdosis von 8x10"> KBE. Hierbei erkrankten die Tiere innerhalb weniger Stunden. Da
dieses Modell einen duBerst schweren, perakuten Krankheitsverlauf abbildet und die Tiere
zumeist schon nach 12 h die tierschutzrelevanten Endpunkte erreichten, war die Uberwachung
der Tiere in sehr kurzen Abstinden und ein genaues, an das Modell angepasstes Monitoring
unerlédsslich. Wihrend der Experimente wurden Knock-Out-Miuse mit Wildtyp-Miusen
verglichen und diese jeweils zu ihren gesunden Kontrollen. Die gesunden Kontrollen sind je
nach Versuchsaufbau uninfizierte oder scheininfizierte Tiere. Uninfizierte Méause bilden den
Zustand vor der Infektion ab, was bei der Untersuchung des Krankheitsverlaufes unerlésslich
war. Mit 0,9%iger steriler Natriumchloridlosung scheininfizierte (sham-Kontrollen) Tiere
wurden verwendet, um einen eventuellen Effekt der Tragersubstanz wéhrend der E. coli-
Infektion auszuschlieBen. Diese zuletzt genannten Scheininfektionen wurden jedoch auf ein
minimales Mall reduziert, da eine intraperitoneale Verabreichung von isotoner
Natriumchloridlésung keinen erkennbaren Nebeneffekt hervorrief. Aus diesem Grund wurde
auf diese zusitzliche Injektion und das damit verbundene Handling der Versuchstiere
verzichtet.
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Intraperitoneale Infektion mit E. coli A247
Die Anzucht der Bakterien erfolgte wie in 2.2.1.2 beschrieben. Abhéngig von der Anzahl zu

infizierender Mause wurde die Menge der einzusetzenden Bakterien errechnet. Die finale
Infektionsldsung wurde mit 0,9%iger Natriumchloridldsung auf eine Konzentration von 8x10"
KBE/200 pl eingestellt. Vor der Infektion wurde ein Teil der Losung verdiinnt und auf LB-
Agar plattiert und inkubiert, um am folgenden Tag Aufschluss iiber die genaue Keimmenge zu
geben. Prd infectionem wurde jedes Tier einer dufleren Untersuchung unterzogen, gewogen und
die Rektaltemperatur gemessen. Wenn noch nicht in der Tierhaltung geschehen, wurden die
Tiere individuell mittels Ohrstanze markiert. Die bei Raumtemperatur aufbewahrte isotone
Infektionslosung wurde vor jeder Infektion gut gemischt, um die gleichméBige Verteilung der
Bakterien zu gewéhrleisten. 200 ul der Infektionslosung wurden mit einer 27 G Kaniile in den
kaudalen rechten Quadranten des Peritoneums der Mause injiziert. Die Tiere wurden nach der
Injektion fiir 2-5 min in kleinen Boxen separiert und vor dem Transfer in den Kéfig nochmals
einer dulleren Untersuchung unterzogen. Werte und Befunde der Untersuchungen sowie die
genaue Infektionszeit wurden dokumentiert. Im Anschluss wurde die verbliebene
Infektionslosung, in entsprechender Verdiinnung, auf LB-Agar plattiert und am néachsten Tag
zur Uberpriifung der Keimmenge ausgewertet.

Endpunkte
Als einheitliche Analysezeitpunkte wahrend der tierexperimentellen Untersuchungen wurden

die Zeiten 2 h, 6 h, 12 h und 52 h nach der Infektion (p. i. = post infectionem) gewéhlt.
AuBlerdem wurden uninfizierte Kontrolltiere analysiert (0 h). Unabhidngig von den fiir das
Modell spezifisch ausgewéhlten Endpunkten, die fiir die meisten Versuche relevant waren,
ergeben sich hinsichtlich des Krankheitsverlaufes tierschutzrelevante Endpunkte. Diese wurden
erreicht, wenn das Leiden des Tieres ein ethisch vertretbares Mal tiberschritt. Wahrend léngerer
Versuche (liber 12 h), wie in den Letalititsversuchen, mussten Tiere vor dem avisierten Ende
des Versuches aus Griinden der Leidensbegrenzung tierschutzgerecht getdtet werden. Durch
ein engmaschiges Monitoring und ein auf das Modell angepasstes Benoten (Scoring) des
Allgemeinzustandes der Tiere konnten diese tierschutzrelevanten Endpunkte zweifelsfrei
erkannt und dokumentiert werden. Wenn ein Tier einen Endpunkt erreicht hatte, wurde es
tierschutzgerecht getotet. In den meisten Fillen wurde dem Tier eine hohe Dosis Narkotikum
.p. injiziert (Ulmer Mix: 150 mg/kg KGW Ketamin und 15 mg/kg KGW Xylazin in einer
Mischspritze, verdiinnt mit 0,9%iger Natriumchloridlosung) und es anschlieBend durch
Blutentzug getdtet. Eine weitere Methode der tierschutzgerechten Totung stellte die zervikale
Dislokation dar. Diese wurde wegen einer erschwerten Gewinnung von Probenmaterial jedoch
nur in bestimmten Fillen angewandt.

Klinischer Zustand und Allgemeinbefinden der Tiere
Mit Hilfe eines Bewertungssystems war es moglich die allgemeine Untersuchung der Tiere im

Verlauf der Erkrankung zu standardisieren und zu dokumentieren. Hierbei handelt es sich um
ein modifiziertes Benotungssystem nach ,Empfehlungen des Arbeitskreises Berliner
Tierschutzbeauftragter fiir die vorzeitige Totung erheblich leidender Versuchstiere. Aus dieser
Benotungssmethode  ergaben  sich, bei  spezifisch  erreichten = Punktzahlen,
Handlungsanweisungen fiir den Untersucher. So zum Beispiel auch die Information wann ein
Tier aus Griinden der Leidensbegrenzung aus dem Versuch genommen werden muss. In dem
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Monitoringprotokoll (Tabelle 2-27) wurden die zu beurteilenden Parameter iibersichtlich
dargestellt. In jeder der sechs Kategorien konnte eine Punktzahl 0 bis 3 vergeben werden. Die
Addition dieser Punkte reflektierte den Allgemeinzustand des Tieres. Ab der Punktzahl 10 war
ein tierschutzrelevanter Endpunkt erreicht und das Tier musste unverziiglich getotet werden,
um ihm weitere Leiden zu ersparen. Wenn ein Tier die Punktzahl 10 nicht erreichte, in einer
der Kategorien jedoch mit einer 3 benotet wurde, musste es ebenfalls aus tierschutzrechtlichen
Griinden aus dem Versuch ausgeschlossen und euthanasiert werden. Die Abstinde des
Monitorings gestalteten sich in diesem Modell variabel und wurden an den Versuchsvorhaben
orientiert. Bei Versuchen, deren einziges Ziel die Erfassung des Krankheitsverlaufes iiber 52 h
war, wurden die Tiere alle 4 h benotet. Fiir alle weiteren Versuche war der 12 h Zeitpunkt der
wichtigste Monitoring-Punkt, da einige Tiere, vor allem die Knock-Out-Miuse, den
tierschutzrelevanten Endpunkt nach 12 h erreicht hatten. Ab 12 h mussten kiirze
Monitoringintervalle von nicht mehr als 4 h eingehalten werden.

Untersuchung des Krankheitsverlaufes
Um den Krankheitsverlauf dieses Modells ausreichend zu charakterisieren, wurden zu Beginn

der Untersuchungen sogenannte Letalitdtsversuche vorgenommen. Hierbei wurden die Tiere
wie beschrieben infiziert und anschlieBend alle 4 h nach dem oben angefiihrten Protokoll
(Tabelle 2-28) benotet. Relevant war die genaue Dokumentation der Symptome im
Krankheitsverlauf, einschlieBlich des Zeitpunktes an denen die Miuse den tierschutzrelevanten
Endpunkt erreicht hatten und aus dem weiteren Versuchsablauf ausgeschlossen wurden. Tiere
die nicht erkrankten und somit iiberlebten, wurden zum Ende des Versuches (52 h) euthanasiert.
Das Uberleben der Tiere wurde anschlieBend mit einer Kaplan-Meier-Kurve grafisch
dargestellt und mittel Log-rank-Test statistisch ausgewertet.
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Tabelle 2-28: Monitoringprotokoll

Tiernummer:
Versuchsbeginn:
Ausgangsgewicht:
Ausgangstemperatur:

Monitoring-Zeitpunkt:
Datum
Zeit post infectionem

Symptome

Punkte

Keine Symptome

Provozierte Reaktion

Fluchtverhalten beim Offnen des Kifigs

Flucht erst bei sich ndhernder Hand

Flucht erst beim Anfassen

Keinerlei Fluchtreaktion

W [ — O

AuBere Erscheinung

Normales, glattes Fell

Struppiges Fell

Nasses Fell

Blédsse (Augen, Ohren), bleibende Hautfalten, Leib hart
oder gespannt

NN |— O

Schleimige Augen, Leib hart und aufgetrieben

(98]

Atmung

Normal

Schnell

Langsam

Atemnot (schwerfillig, unregelmiBig, stark pumpend)

W [—= O

Verhalten

Normal agil, neugierig

Langsam, vorwiegend sitzende Position, Tier isoliert sich

Matt, gekriimmt (Schmerzen), Gang schwankend

Seitenlage

WIN = O

Gewicht

5%

-10 %, ungewohnliche Zunahme

-15%

-20 %

WIN =[O

Rektaltemperatur

-1,0°C

-1,5-2,5°C

-2,5-4°C

_>4°C

WIN|—= O

Korpermasse / - Rektaltemperatur-Bestimmung

[g]/[°C]

Unterschrift

2.2.3.5 Priparation und Probenentnahme

Die Préparation und Probengewinnung wurde im Zuge der fiir die einzelnen tierexperimentellen
Untersuchungen festgelegten Endpunkte durchgefiihrt. Wie in 2.2.3.4 beschrieben, wurden die
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Tiere mit einer tiefen Ketamin/Xylazin-Narkose betdubt und anschlieBend durch Blutentzug
getotet. Alle Prédparationen fanden in einer Reinraumwerkbank in der Schutzstufe 2-
Infektionseinheit der Serviceeinheit Kleinnager statt.

Prdiparation der Versuchstiere
Wurde ein Endpunkt wihrend eines Versuchs erreicht, wurde das Tier einer allgemeinen

klinischen Untersuchung unterzogen. Die Befunde, wie auch das Korpergewicht und die
Rektaltemperatur, wurden dokumentiert und das Tier mit Hilfe der Scoresheets (Tabelle 2-28)
final benotet. Nun erfolgte die i. p. Injektion der Ketamin/Xylazin-Narkose und die darauf
folgende Narkosetiberwachung. Erst nach Erreichen einer adéquaten Narkosetiefe, tiberpriift
mittels Zwischenzehenreflex, wurde das Operationsfeld desinfiziert (Sofiasept®N, Braun). Die
Maus wurde dazu in Riickenlage auf einer sterilen Styroporunterlage fixiert. Durch einen
medianen Hautschnitt wurde nun groBziigig die Haut samt Fell entfernt. Dies geschah vor
Offnung des Peritoneums, um Kontaminationen der sterilen Bauchhohle zu vermeiden. Nach
Eroffnung des Peritoneums wurde das Darmkonvolut nach rechts verlagert, um die Vena cava
caudales freizulegen. Die zur Blutentnahme verwendete 27 G Kaniile und 1 ml Spritze wurde
zuvor mit Antikoagulantien gespiilt (2500 I.E./ml Heparin oder 25,6 mg/ml EDTA, steril
filtriert), um die Blutgerinnung zu verhindern. Mit der 90° gebogenen 27 G Kaniile wurde nun
Blut aus der Vena cava caudalis entnommen. Durch den massiven Blutverlust erliegt das Tier
sofort einem Herz- und Kreislauf-Stillstand. Im Anschluss wurde das Diaphragma inzidiert und
von der Thoraxwand geldst. Mit einem Léngsschnitt wurde der Thorax erdéffnet und liber den
linken Ventrikel des Herzens mit 4 °C kaltem, sterilem PBS der groBe Kreislauf gespiilt. Uber
den rechten Ventrikel erfolgte die Spiilung der Lunge. Die Organe wurden nun entsprechend
ihrer weiteren Bestimmung entnommen und gelagert. Bei der Entnahme der Nieren wurde vor
deren Lagerung die Nierenkapsel entfernt. Fiir Analysen der Leber wurden jeweils
Gewebestlicke der Lobi lateralis sinister und medialis dexter entnommen. Um den Herzmuskel
in weiteren Untersuchungen zu analysieren, wurde die Apex cordis entnommen. Die Lunge
wurde in ihren zwei Hélften separiert entnommen, frei von mediastinalen Lymphknoten und
Thymusgewebe. Auch bei der Gewinnung der Milz wurde auf die Entfernung von umliegendem
Viszeralfett geachtet. Einzig die Entnahme der Organe fiir die histologische Aufarbeitung
erfolgte nach einem anderen Protokoll (siehe 2.2.3.5 Organentnahme fiir die histologische
Untersuchung).

Peritoneale Lavage und Zellquantifizierung
Nach Erreichen der adidquaten Narkosetiefe und Desinfektion des Operationsbereiches wurde

die Haut und Muskulatur caudal des Processus Xyphoideus inzidiert. Durch das intakte
Peritoneum wurde mit einer 25 G Kaniile 3 ml kaltes, steriles PBS injiziert. Nach 20 Sekunden
leichter Massage des Abdomens wurde die Abdominalwand mit einer Pinzette angehoben und
mit einer 25 G Kaniile die Fliissigkeit abgesaugt. Verbliebene Fliissigkeit wurde nach der
medianen Erdffnung des Peritoneums mit einer sterilen Transferpipette entnommen. Nach der
Lavage wurde die Maus durch finalen Blutentzug aus der Vena cava caudalis getotet. Die
Lavagefliissigkeit wurde auf Eis gelagert und die gesamte Anzahl der Zellen mittels Neubauer-
Zihlkammer und Trypan-Blau-Fiarbung bestimmt. Die Gesamtzahl der Leukozyten in der
Peritonealfliissigkeit (PF) wurde zusétzlich mit dem Auto Hematology Analyzer BC-5300 Vet
(mindray) wéhrend der Blutanalyse verifiziert. Fiir die mikroskopische Quantifizierung der
Zellpopulationen wurden nun Zytozentrifugate hergestellt. Um die Zellen per
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Zytozentrifugation auf Objekttriger zu pressen, wurde auf dem Objekttriger eine Filterkarte
mit einer runden Aussparung befestigt, iber der ein Trichter eingespannt wurde. Der Filter
wurde anschlieend mit 100 pl PBS {iber den Trichter angefeuchtet. Nach kurzer Einwirkzeit
wurden nun 100 pl, der auf 1x10"® Zellen/ml konzentrierten Lavagefliissigkeit, in den Trichter
gegeben. Die Objekttrager mit den festgespannten Filtern und Trichtern, wurden anschlieBend
bei Raumtemperatur 5 min und bei 1300 U/min mit der Shandon Cytospin 4 (Thermo Fisher)
zentrifugiert. Nach Trocknung der Objekttrager von mindestens 20 min wurden die Zellen mit
dem Diff-Quick-Fdrbekit (Medion Diagnostiks) (5 sec in Fixierlosung, 5 sec in Farbelosung I,
5 sec in Farbelosung II, Spiilen unter Leitungswasser) angefdrbt. Nachdem die Objekttrager
getrocknet waren, konnten die Zellen mikroskopisch analysiert werden.

Organentnahme fiir die histologische Untersuchung
Abweichend von dem in 2.2.3.5 Prdparation der Versuchstiere beschriebenen Protokoll wurde

bei der Entnahme der Organe fiir die Histologie bei den Tieren eine Tracheotomie durchgefiihrt.
In die Inzision der Trachea, caudal des Larynx, wurde eine Trachealkaniile eingefiihrt und mit
einer Ligatur um die Trachea fixiert. Das Tier wurde nun mit einem Beatmungsgerit fiir
Kleinnager MiniVent (Hugo Sachs Elektronik) beatmet (Atemzugvolumen: 200 pl,
Atemfrequenz 150 Atemziige/min). Nach medianer Laparotomie wurden durch das
Diaphragma 50 pl Heparin (2500 LE./ml) in die rechte Herzkammer injiziert. Anschlieend
wurde das Tier durch Blutentzug iiber die Vena cava caudalis getdtet. Nach medianer
Thorakotomie wurden die Milz, Nieren und die Leber tiber die linke Herzkammer mit PBS
gespiilt und anschlieBend entnommen. Die Organe wurden in verschlossenen Einbettkassetten
in 4%igem Formalin bei 4 °C lichtgeschiitzt, mindestens 24 h fixiert. Die Lunge wurde ohne
Spiilung inklusive des Thymusgewebes, den mediastinalen Lymphknoten und der Trachea
vorsichtig aus dem Thorax prépariert. Mit Hilfe der Trachealkaniile konnte die Lunge nun 20
min mit 4%igem Formalin gefiillt werden. Die Aufhdngung der Lunge erfolgte unter einer 20
ml Flissigkeitssdule. AnschlieBend wurde auch die Lunge in einer Einbettkassette bei 4 °C
lichtgeschiitzt in 4%igem Formalin fixiert.

2.2.3.6 Histologie

Entwdssern und Einbetten
Die in beschrifteten Einbettkassetten gelagerten Organe wurden 2 h unter laufendem

Leitungswasser gespiilt. Anschlieend durchliefen die Proben, in einen Korb gestapelt, in dem
Shandon Citadel 1000 (Thermo Fisher) die aufsteigende Alkoholreihe. Dazu wurden die
Proben automatisch in einen Behélter mit 50%igem Ethanol, dann in 70%igem Ethanol, 2 x in
96%igem Ethanol und 2 x in 100%igem Ethanol getaucht. AnschlieBend wurden sie 2 X in
Methylbenzoat und 2 x in Toluol getaucht, um final in einen Behélter mit fliissigem Paraffin
bis zur Einbettung zu verweilen. Dieses automatisierte Verfahren bendtigte insgesamt 17,5 h
und fand unter einem Chemikalienabzug statt. Nach der Entwésserung der Proben wurden diese
mit der Paraffineinbettstation Leica EG1150H eingebettet. Hierbei wurden die Organe in mit
fliissigem Paraffin (Schmelzpunkt 56 °C) gefiillten Formen in die richtige Position gebracht
und in den beschrifteten Einbettkassetten fixiert. Das fliissige Wachs in den Formen wurde auf
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einer Kiihlplatte zum Aushédrten gebracht. AnschlieBend konnten die Formen entfernt werden
und die Paraffinblockchen mit den Organen bei Raumtemperatur gelagert werden.

Anfertigen von Paraffinschnitten
Mit dem Rotationsmikrotom HM 355S (Thermo Fisher) wurden 3 pm diinne Paraffinschnitte

gefertigt. Die Paraffinblockchen wurden zuvor auf Eis gelagert, um das Schneiden zu
erleichtern. Die Schnitte wurden anschlieBend aus dem warmen Streckbad auf beschriftete
Objekttrager (Superfrost Ultra Plus, Thermo Fisher) iiberfiihrt und konnten nach der
Trocknung in Objekttrigerkdsten bei Raumtemperatur gelagert werden. Mit Ausnahme der
Lungenproben wurden die histologischen Proben der Leber, Milz und Nieren von der
Doktorandin angefertigt.

Hdamatoxylin-Eosin-Fdarbung

Die HE-Férbung einiger Proben wurde nach dem beigefiigten (Tabelle 2-29) Farbeprotokoll
durchgefiihrt. Dazu wurde ein Tréagereinsatz mit den Objekttragern bestiickt und in die mit
Chemikalien gefiillten Féarbekiivetten getaucht. Alle Arbeiten wurden unter einem
Chemikalienabzug vorgenommen. Die histologische Auswertung dieser gefarbten Schnitte
erfolgte mit dem Mikroskop Axio Vert. Al (Zeiss). Weitere Paraffinschnitte und HE-Féarbungen
sowie die histologisch-pathologische Befundung von Niere-, Leber- und Milz-Proben wurden
von PD Dr. med. Nicolas Schroder am [nstitut fiir Pathologie der Ernst-Moritz-Arndt-
Universitdt Greifswald vorgenommen. Die Paraffinschnitte und HE-Farbungen, sowie Giemsa-
und Ladewig-Farbungen und die histologisch-pathologische Auswertung der Lungenproben,
des Thymus und mediastinaler Lymphknoten wurden im [Institut fiir Tierpathologie an der
Freien Universitdt Berlin von der Veterindrmedizinerin Kristina Dietert, PhD durchgefiihrt.

Beurteilung der histologischen Befunde
Die Gesamtbetrachtung der histologischen Befunde der Lunge, des Thymus und der

mediastinalen Lymphknoten fiir die verschiedenen Tiergruppen wurde im [Institut fiir
Tierpathologie an der Freien Universitdt Berlin von der Veterindrmedizinerin Kristina Dietert,
PhD vorgenommen. Nach Betrachtung aller Einzelproben wurden die Befunde als minimal,
geringgradig, mittelgradig und hochgradig eingestuft (Gradierung 1-4). Dabei wurde der
Zustand der Pneumonie mit diesen vier Abstufungen gesondert betrachtet. Besonderes
Augenmerk bekam hier die Verteilung, der Schweregrad sowie Purulenz und Nekrosen der
Pneumonie. Weiterhin wurde der Grad der bakteriellen Besiedlung des Thymus, der
Schweregrad von Thymitis und Lymphknotennekrosen sowie eine Benotung der Menge an
GefaBthromben vorgenommen. Die unabhéngige Beurteilung der Niere, Leber und Milz wurde
vom Humanpathologen PD Dr. med. Nicolas Schroder am [Institut fiir Pathologie der Ernst-
Moritz-Arndt-Universitdit Greifswald vorgenommen. Ohne exakte Graduierung wurde hier eine
abschlielende Gesamtbeurteilung der Organe von verschiedenen Mausgruppen vorgenommen,
welche eine klare Schlussfolgerung liber den Schweregrad der Erkrankung in den einzelnen
Organen der Tiergruppen zuldsst. Fiir die Beurteilung der Leber wurden Befunde wie
zentrolobulére entziindliche Foki, septische Herde, Parenchymnekrosen und Mikrothromben
bewertet. Der Schweregrad der pathologischen Befunde der Milz wurde iiber das Auffinden
von Mikrothromben in Milzsinusoiden und entziindlichen Foki im Parenchym gestellt. Die
Niere wurde auf tubuldre Nekrosen, septische Streuherde und Zirkulationsstorungen hin
untersucht und beurteilt.
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Tabelle 1-29: HE-Fiirbeprotokoll

Chemikalien Dauer
Xylol 5 min
Xylol 5 min

100 % Ethanol 3 min

100 % Ethanol 3 min

96 % Ethanol 3 min

70 % Ethanol 3 min

70 % Ethanol 3 min

50 % Ethanol 3 min
Aqua dest. 3 min
Aqua dest. 3 min
Hamalaun 20 min
Leitungswasser 2 min spiilen
Leitungswasser 7 min
Eosin 1,30 min
Aqua dest. schwenken
50 % Ethanol schwenken
70 % Ethanol schwenken
96 % Ethanol schwenken
100 % Ethanol 3 min
Xylol 3 min
Xylol 3 min
Xylol Ohne Zeitangabe
Shandon  Hypermount (E-Z | eindeckeln
Mount)

2.2.3.7 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, der nach dem Histologieprotokoll (2.2.3.5)
entnommenen Organe wurde von der Arbeitsgruppe von PD Dr. Annette Moter vorgenommen
(Chariteé-Universitdtsmedizin Berlin, Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene, Biofilmzentrum
des Deutschen Herzzentrums). Das Prinzip der Methode ist die Koppelung von spezifischen
Sonden an rRNA der Mikroorganismen in den Gewebeschnitten. Die Sonden wurden mit einem
Fluorophor verbunden und koénnen so mit einem Epifluoreszenzmikroskop mit Bandpass-
Filtersdtzen detektiert werden (Moter et al. 1998). Die Fixierung der Proben erfolgte in einem
formaldehydhaltigen Puffer. AnschlieBend wurden die Organe in Technovit 8100 (Heraeus
Kulzer), einem Kunstharz, nach dem Protokoll des Herstellers eingebettet. Mit einem
Rotationsmikrotom wurden nun 2 pm diinne Schnitte hergestellt und auf Objekttrager
verbracht. Wihrend der anschlieBenden Hybridisierung wurde die formamidhaltige (40 %)
Hybridisierungslosung, welche auch die Sonden und den Fluoreszenzfarbstoff DAPI enthilt,
auf die Schnitte gegeben und 2 h inkubiert. In Tabelle 2-30 sind die verwendeten Sonden und
Fluorophore aufgelistet. Sobald die Proben getrocknet sind, werden sie mit Vectashield®
Eindeckmedium (Biozol) eingedeckelt. Als separate Positivkontrolle diente ein Objekttrager
mit Ethanol fixierten E. coli, welche ebenfalls hybridisert wurden. Die interne Negativkontrolle
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jeder Probe wurde tiber die Verwendung der NON338-Sonde generiert. Diese gibt ein rotes
Signal (Cy5), wenn eine unspezifische Bindung an degradierte Nukleinsduren oder anderes
organisches Material vorliegt. Somit konnten falsch-positive Signale ausgeschlossen werden.
Die Bindung von Cy3 (oranges Signal) an E. coli wurde iiber die EUB338-Sonde hergestellt.
Hierbei handelt es sich um eine panbakterielle Sonde, welche an die 16S rRNA der meisten
Eubakterien bindet. Zur Orientierung im Gewebe wurden die Schnitte mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI angefarbt, welcher an die DNA der Bakterien und Zellen bindet und
ein blaues Signal generiert. Fiir die Auswertung der Proben wurde ein
Epifluoreszenzmikroskop Axioplan 2 (Zeiss) mit der Ausstattung einer Digitalkamera
AxioCamMRm (Zeiss) und Bandpassfiltern (AHF Analysentechnik AG Tiibingen) verwendet.
Die Proben wurden in den Kanilen FITC, DAPI, Cy5, Cy3 mit 100-facher und 1000-facher
VergroBerung bewertet und aufgenommen, um sie zu einem Gesamtbild zusammenzufiigen.
Mit Hilfe dieser Bilder konnte keine Quantifizierung der E. coli in den Geweben vorgenommen,
jedoch die Lage der Bakterien in den Organen bestimmt werden.

Tabelle 2-30: FISH-Sonden

Sonde / Fluorophor Funktion

EUB338-Sonde / Cy3 (orange) Panbakterielle Sonde, erkennt fast alle Eubakterien
(Amann et al. 1990)

NON338-Sonde / Cy5 (rot) Antisense-Sequenz  zu  EUB338,  erkennt
unspezifische Sondenbindung (Wallner et al.
1993)

Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (blau) Interkaliert in DNA-Helix der Bakterien und
Zellkerne

2.2.3.8 Bestimmung der bakteriellen Last

Bakterienlast in Blut und peritonealer Lavagefliissigkeit
6 h und 12 h nach der E. coli-Infektion wurde an den Méusen, wie in 2.2.3.5 beschrieben, eine

peritoneale Spiilung mit 5 ml sterilem PBS durchgefiihrt. Die Lavagefliissigkeit wurde in
entsprechenden, von der Infektionszeit und dem Krankheitsgrad abhéngigen
Verdiinnungsstufen auf LB-Agar plattiert und inkubiert. Am Folgetag wurde die Menge der
KBE pro ml Lavagfliissigkeit unter Beriicksichtigung der Verdiinnungsstufen und der
eingesetzten Probemenge errechnet. Nach der Peritonealspiilung wurde die Maus durch finalen
Blutentzug mit einer heparinisierten Kaniile getotet. Wie die Peritonealfliissigkeit wurde auch
das Vollblut in Verdiinnungsstufen ausplattiert, inkubiert und am folgenden Tag ausgewertet.
Letztendlich wurde auch hier die Menge der KBE in 1 ml Blut bestimmt.

Bakterienlast in den Organen
Nach der peritonealen Spililung und dem Blutentzug wurden aus den Versuchstieren Milz,

Niere, Leber, Herz und Lunge in toto entnommen. Alle Organe wurden vor der Entnahme mit
sterilem PBS gespiilt, um Riickstdnde von Blut, welches eine hohe Bakterienlast aufwies, zu
entfernen. Alle Organe wurden duB3erlich in steriler, kalter PBS-Losung gewaschen, um auch
von aullen anhaftendes Blut zu entfernen. Anschlieend wurden die Organe in, mit 1ml PBS
gefiillte Lysing-Matrix-Rohrchen iiberfiihrt. Die Leber und Milz wurden wegen ihrer hohen
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Bakterienlast exakt geteilt und nur zur Hilfte in die Lysing-Matrix-Réhrchen gegeben, mit
denen sie in einem Gewebehomogenisator lysiert wurden. AnschlieBend wurden
Verdiinnungsstufen dieser Homogenate auf LB-Agar plattiert und inkubiert. Die Menge der
KBE wurde am Folgetag bestimmt und unter Beriicksichtigung der eingesetzten Probenmenge
und Verdiinnungsstufe auf das gesamte Organ hochgerechnet.

2.2.3.9 Blutanalyse

Leukozytendifferenzierung und Quantifizierung im peripheren Blut
Fiir die Bestimmung der Menge verschiedener Leukozytenpopulationen im peripheren Blut

wurde bei den narkotisierten Méusen mit einer heparinisierten Mikro-Hadmatokrit-Kapillare
retrobulbar 50 pl Vollblut gewonnen, welches mit dem Auto Hematology Analyzer BC-5300
Vet, mindray (zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Ilse Jacobsen, Mikrobielle Immunologie,
Hans-Knoll-Institut, Jena) untersucht und die Blutzellpopulationen quantifiziert wurden. Von
jeder Blutprobe wurde ein zusitzlicher Blutausstrich angefertigt, um die Ergebnisse des
Hematology Analyzers zu verifizieren. Die luftgetrockneten Ausstriche wurden nach
Pappenheim (Tabelle 2-6) gefarbt. Dafiir wurden die Schnitte 10 min mit Methanol fixiert,
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit May-Griinwald-Féarbelosung 7 min geférbt.
Nachdem die erste Farbelosung einige Sekunden abtropfte, wurden die Ausstriche 20 min mit
Giemsa-Farbelosung gefiarbt. SchlieBlich wurden die Objekttrager kurz in der Pufferlésung
gewaschen und anschlieBend 2 x 4 min in Pufferlosung getaucht. Die Ausstriche konnten nun
mikroskopisch (Axio Vert. Al, Zeiss) ausgewertet werden, wobei 200 Zellen pro Probe
ausgezdhlt und den Populationen zugeordnet wurden. Die Férbung nach Pappenheim
ermoglichte ein Differenzieren der Zellen, durch die Férbung basophiler, eosinophiler und
neutrophiler Strukturen.

Blutchemische Analyse
Es wurden folgende Parameter untersucht: Laktatdehydrogenase (LDH), Glutamat-Oxalacetat-

Transaminase (GOT oder auch AST), Albumin, Harnstoff (BUN=blood urea nitrogen) und
Kreatinin (Krea). Wie in 2.2.3.5 beschrieben, wurde das Blut aus der Vena cava caudalis
gewonnen. Fiir eine optimale Analyse des Plasmas wurde das Blut mit 1,2 ml Lithium-Heparin-
Monovetten (Sarstedt) und einer 27 G Kaniile entnommen. Nun wurde das Vollblut bei 1000 x
g 10 min zentrifugiert, um anschlieBend das Plasma zu separieren. Bis zur endgiiltigen Messung
wurde das Plasma bei —80 °C gelagert. Mit dem Fuji DRI-CHEM 3500i, Fujifilm Europe (zur
Verfligung gestellt von PD Dr. R. Claus, Experimentelle Andsthesie, Universitdtsklinikum
Jena) wurden die Parameter mittels Trockenchemie analysiert. Die Blutglukoselevel wurden
direkt wihrend der Préparation der Tiere mit einem Tropfen Vollblut auf einem Free Style Lite
Teststreifen (Abbott) mittels zugehorigem Free Style Lite Glukosemessgeréte (Abbott) in mg/dl
bestimmt. Da es sich um ein humanes Monitoring-Testsystem mit geringer Sensitivitdt handelt,
konnten die Ergebnisse nur als Anhaltspunkt dienen.
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2.2.3.10 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Alle durchflusszytometrischen Untersuchungen (FACS-Analysen) wurden an dem Attune
acoustic  focusing  cytometer  (Life  technologies)  durchgefiihrt. Samtliche
Antikorperverdiinnungen und Waschschritte wurden mit gekiihltem FACS-Puffer (PBS mit
2 % FCS) vorgenommen. Fiir die Farbung einer Probe mit bis zu sechs Antikdrpern sind
Einzelfarbungen dieser Antikdrper mit den gleichen Zellen unerldsslich. Sie dienen der
Kompensation, falls sich verschiedene Fluorophore in der Wellenlinge des von ihnen
emittierten Signals iiberlagern. Die Versuchsplanung welche Fluorophore kompensiert werden
miissen, erfolgte mit dem BD Fluorescence Spectrum Viewer, A Multicolor Tool. Das
gemessene Signal jedes verwendeten Antikdrpers wurde auf seine Isotyp-Kontrolle berechnet,
um unspezifische Reaktionen des Antikorpers auszuschlieBen. Die Datenanalyse der
generierten .fcs-Dokumente erfolgte mit der FlowJo Software (TreeStar Inc.).

Analyse aus peritonealer Fliissigkeit isolierter Leukozyten
Wie unter 2.2.3.5 dargestellt wurde aus scheininfizierten und infizierten Mausen nach 12 h

Peritonealfliissigkeit gewonnen. Fiir die Kultivierung der Peritonealmakrophagen bereits
beschrieben (2.2.2.1), wurden nun mit ACK-Lyse-Puffer die Erythrozyten lysiert und
anschlieend alle Ilebenden Zellen pro Probe ausgezéhlt. Die Férbungen fiir die
Durchflusszytometrie wurden in 96-Kammer-Spitzbodenplatten vorgenommen. In jedes Well
wurden 250 000 Zellen in 250 pl FACS-Puffer (PBS mit 2 % FCS) eingesdt. Nun wurden die
Zellen mit dem Fixable Viability Dye eFluor® 780 (eBioscience), 1:10 000 eingesetzt, gefarbt.
Dieser Farbstoff wurde nach 15 miniitiger Inkubation auf Eis und unter Lichtschutz durch die
5 miniitige Zentrifugation der Platte bei 4 °C und 250 x g entfernt. Dazu wurde der Uberstand
nach der Zentrifugation abgeschlagen und die Zellen in frischem FACS-Puffer aufgenommen.
Nach erneuter Zentrifugation und Entfernung des Puffers wurden 100 pl PFA (2%ig) fiir eine
30 miniitige Fixierung zu den Zellen gegeben. Das PFA wurde anschlieBend von den Zellen
gewaschen, welche nun mit 50 pul Fe-Block, eBioscience (Rat Anti-Mouse CD16/CD32) in der
Konzentration 0,1 pg/100 pl behandelt wurden. Nach 5-10 miniitiger Vorinkubation mit Fc-
Block wurden die Fluoreszenz-gekoppelten Antikorper (sieche Tabelle 2-9) in der
entsprechenden Verdiinnung zu den Zellen gegeben, welche 30 min auf Eis inkubierten. Der
Antikdrper Mastermix wurde durch anschlieendes Waschen von den Zellen entfernt, welche
final in 200 ul FACS-Puffer aufgenommen wurden.

Analyse aus der Milz isolierter Lymphozyten
Wiéhrend des Probenzuges wurde den Versuchstieren die Milz entnommen, gewogen und exakt

geteilt. Eine Hélfte wurde fiir die Lymphozytengewinnung genutzt. Daflir wurde die Milz in
einem Zellsieb (40 pm) auf einem 50 ml-Réhrchen mit dem Stempel einer 10 ml Spritze
zerkleinert. Mit kaltem FACS-Puffer wurden die vereinzelten Zellen durch das Sieb in das 50
ml-Roéhrchen gespiilt. AnschlieBend wurden die R6hrchen zentrifugiert (200 x g 5 min bei 4
°C), der Uberstand abgesaugt und eine zweimalige ACK-Erythrozyten-Lyse durchgefiihrt (5
ml ACK-Lyse Puffer, 5 min, mit 20 ml kaltem PBS Reaktion abstoppen). Nun wurde die Anzahl
lebender Zellen in jeder Probe bestimmt und 250 000 Zellen in 250 ul FACS-Puffer, je Kammer
einer 96-Kammer-Spitzbodenplatte eingesit. AnschlieBend folgte nun die Fixierung und
Féarbung der Zellen.
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2.2.3.11 RNA-Extraktion

Alle Reaktionsgefdlle, die fiir die Extraktion von mRNA oder deren Lagerung genutzt wurden,
sind RNase-frei (Eppendorf). Auch die verwendeten Pipettenspitzen und steriles Wasser fiir
Verdiinnungen, gelten als frei von RNasen. Vor Beginn der Extraktion und der Arbeit mit RNA
wurde der Arbeitsplatz griindlich mit RNase AWAY® (Roth) gereinigt.

mRNA-Extraktion aus Leber, Milz, Niere und Lunge
Die mRNA aus Leber, Milz, Niere und Lunge wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen)

extrahiert. Dies erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die bei —80 °C stabil gelagerten
Gewebe wurden in entsprechender Menge (halbe Niere, halbe Lunge, halbe Milz; 0,05 g
Lebergewebe) in 700 pul RLT-Buffer (Qiagen) und 2 M DTT homogenisiert
(Gewebehomogenisator). Nach 30 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das
Organhomogenat aus den RNase-freien Lysing-Matrix-R6hrchen in 1,5 ml Reaktionsgefaie
gegeben und bei hochster Umdrehung 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
neue Reaktionsgefdle iiberfiihrt. Dieser Schritt stellte sicher, dass sich in dem gewonnen
Uberstand keine groBeren Gewebestiicke befanden, die das spitere Filtrieren der Losung
behindern konnten. Das Organhomogenat wurde anschlieBend mit 1 Volumen Ethanol (70 %)
griindlich gemischt. Die Vernetztung der RNA mit dem Ethanol garantiert die Bindung dieser
an die Filter der RNeasy Mini Spin Columns (Qiagen), in welche das Probengemisch iiberfiihrt
wurde. Nach der Zentrifugation des Alkohol-Proben-Gemisches befand sich die RNA auf dem
Filter der Spin Columns und der zu verwerfende Durchfluss unterhalb des Filters. Die RNA
wurde nun mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) aufgereinigt und mittels DNase-Verdau
von genomischer DNA befreit (RNase-Free DNase Set, Qiagen). Letztendlich wurde die RNA
mit 40 pul Wasser durch Zentrifugation aus den Filtern eluiert und in einem neuen
Reaktionsgefdl aufgefangen. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80° gelagert.

mRNA-Extraktion aus Herzmuskel
Da es sich bei Herzmuskelgewebe um ein schwer aufschlieBbares Gewebe handelt, wurde die

mRNA in diesem Fall mit einem spezifischen Kit extrahiert und aufgereinigt (RNeasy Plus
Universal Kit, Qiagen). Die Lysing-Matrix-Rohrchen wurden hier mit 900 pl QIAzol® Lysis
Reagent (Qiagen) befiillt und die Herzspitzen darin homogenisiert. Nach dem Uberfiihren des
Homogenats in neue Reaktionsgefifle wurde nach genauen Angaben des zu dem Kit gehorigen
Protokolls die Aufreinigung der RNA und Elimination der genomischen DNA vorgenommen.

mRNA-Extaktion aus Mausblut

Bei der Extraktion der RNA aus Vollblut ist in erster Linie die Stabilisierung und
Erythrozytenlyse des gewonnenen Blutes zu beachten. Dies erfolgte durch die Blutentnahme
mit Additiv (Pax Gene, Qiagen), einem Stablilisierungs- und Lysepuffer, der im Verhéltnis 4:1
dem gewonnenen Blut beigemischt wurde. Das so stabilisierte Blut konnte iiber einen Zeitraum
von mehreren Wochen bei -80 °C gelagert werden. Vor der Weiterbearbeitung des gefrorenen
Blutes taute es 2-3 h bei Raumtemperatur auf. Anschlieend wurde das Blut 10 min bei 4000 x
g in einer Zentrifuge mit Ausschwenkrotor zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Pellet mit 4 ml Wasser gelost. Nun wurden fiir alle weiteren Aufreinigungsschritte die
Instruktionen des PAXgene Blood RNA Kit-Protocols (Qiagen) befolgt. Die Elimination der
genomischen DNA erfolgte auch hier, wie in 2.2.3.11 bereits erwihnt, mit dem RNase-Free
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DNase Set (Qiagen). Nach Gewinnung der RNA wurde diese mit dem GLOBINclear-Kit
(Invitrogen) weiter aufgereinigt und das Globin, welches etwa die Hélfte der Probe darstellte,
entfernt. Die Globinaufreinigung wurde ebenfalls nach den Vorgaben des Herstellers
durchgefiihrt. Bei der Gewinnung von im Mittel 500 pl Vollblut aus den Méusen konnte nach
allen Aufreinigungsschritten eine Menge von 2 — 10 pg reine RNA gewonnen werden.

Bestimmung der mRNA-Konzentration
Letztendlich wurden alle RNA-Proben mit dem NanoDrop D-1000 Spectrophotometer

(Thermo Fisher) auf ihre Reinheit und Konzentration gepriift. Nach der Bestimmung des
Leerwertes im Gerdt mit dem entsprechenden Eluenten der Proben, wurde mittels
spektrophotometrischer Analyse von 1,5 pul Probe die Reinheit und die Konzentration der
gemessenen Probe angegeben. Das Gerdt misst fiir die Reinheitsbestimmung von
Nukleinsduren die Probenabsorbanz bei 230 nm, 260 nm (Nukleinsduren) und 280 nm. Das
Verhiltnis von 260/280 nm sollte zwischen 1,8 und 2 liegen. Wurde ein niedrigerer Wert
gemessen liegt eine Verunreinigung mit Proteinen, Phenolen oder anderen, nah bei 280 nm
absorbierenden Stoffen vor. Das Verhiltnis von 260/230 nm sollte auch bestenfalls zwischen
1,8 und 2,2 liegen. Ist der Wert niedriger befinden sich mit aufgereinigte Kontaminanten in der
Probe. Die Konzentration wurde iiber die Probenabsorbanz bei 260 nm berechnet und in ng/ul
angegeben.

2.2.3.12 DNA-Isolation

Fiir die Genotypisierung der Mause wurde genomische DNA aus Schwanzbiopsien isoliert. Der
Verdau der Biopsie wurde in 1,5 ml ReaktionsgefaBen mit 320 pl Tail-Puffer und 30 pl
ProteinaseK (Merck) angesetzt. Die Proben wurden zur Inkubation 2 bis maximal 4 h auf einem
57 °C warmen Heizblock mit 600 rpm geschiittelt. Nach anschlieBender Zentrifugation der
Proben (hdchste Umdrehung, 10 min bei Raumtemperatur) wurde der Uberstand und 300 pl
Isopropanol in neue Reaktionsgefile gegeben. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 500 pl 70 % Ethanol aufgenommen. Durch eine weitere
Zentrifugation und das Verwerfen des Uberstandes blieb nun ein Pellet im Reaktionsgefif
zurlick. Das Pellet wurde nach erfolgter Trocknung in 100 pl Tris-HCI-Puffer (10 mM) geldst
und fiir 30 min bis maximal 3 h auf dem Heizblock (54 °C) mit 600 U/min geschiittelt. Die
isolierte gDNA wurde bei -20°C gelagert.
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2.2.3.13 Polymerase-Kettenreaktion

Reverse Transkriptase Reaktion
Um mittels quantitativer PCR die Genexpression in den gewonnenen Proben zu ermitteln,

wurde die, wie in 2.2.3.11 beschrieben, extrahierte RNA in cDNA umgeschrieben. Dieses
Vorgehen erfolgte mit dem High Capacity ¢cDNA Reverse Transkription Kit (Applied
Biosystems®) und wurde nach Herstellerangabe durchgefiihrt. Wihrend der Reaktion wandelt
eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase (reverse Transkriptase), mittels RNA-Polymerase-
Aktivitdit die RNA in einen RNA-DNA-Hybridstrang, von dem durch die zusétzliche
Exoribonuklease-Aktivitit der Polymerase, der RNA-Anteil abgebaut wurde. Durch die DNA-
Polymerase-Aktivitdt des Enzyms wurde aus dem verbliebenen DNA-Einzelstrang ein DNA-
Doppelstrang synthetisiert. Fiir die cDNA-Synthese wurden 1,5 pg RNA/19,8 ul DNase-freies
Wasser in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefiallen (life technologies) eingesetzt. Fiir die Reaktion
wurden 10,2 pl des Mastermixes (sieche Tabelle 2-15) hinzugegeben. Das totale Volumen, der
fiir die Reaktion eingesetzten Mischung, betrug letztendlich 30 ul. Als Negativkontrolle (RT-
negativ-Probe) wurde die Reaktion mit 10,2 ul DNase-freiem Wasser, anstatt des Mastermixes,
durchgefiihrt. Dies gab in der PCR Aufschluss iiber eine eventuelle Kontamination der Proben
mit genomischer DNA. Die eigentliche cDNA-Synthese lief nun in einem Thermal Cycler MJ
Mini (Bio-Rad) bei folgendem Programm ab: 10 min bei 25 °C: Primerhybridisierung, 120 min
bei 37 °C: Transkriptasereaktion und 5 sec bei 85 °C: Hitzeinaktivierung des Enzyms,
unbestimmte Zeit bei 4°C: Abkiihlung. Das cDNA-Produkt wurde mit 0,5 x Tris-EDTA-Puffer
auf ein totales Volumen von 180 ul gebracht und bei -20 °C gelagert.

quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)
Die quantitative Real-Time PCR, welche der Erfassung relativer Genexpression der zu

untersuchenden Gene diente, wurde mit der Corbett Rotor Gene 6000 (Qiagen) durchgefiihrt.
Hierbei wurde jede Probe als Duplikat mit einem totalen Reaktionsvolumen von 20 pul
gemessen. Die zu messende Probe setzte sich aus 4 pl cDNA und 16 pl Mastermix (sieche
Tabelle 2-16) zusammen. Bestandteil des Mastermixes ist das jeweilige Primerpaar, des zu
analysierenden Genes und das SensiMix™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline). Der SensiMix™
beinhaltet alle weiteren fiir die Reaktion essentiellen Bestandteile, wie unter anderem den
SYBR® Green I Farbstoff und dNTPs. Das Pipettieren des Mastermixes und der zu
analysierenden Probenmischungen in Corbett gPCR-tubes (Qiagen) wurde mit einem Roboter
CAS-1200 (Qiagen) durchgefiihrt. Dieses Verfahren zeichnete sich durch ein sehr hohes Maf3
an Reproduzierbarkeit und Genauigkeit aus. Zusitzlich wurde die Messung der Proben durch
das rotierende, zentrifugierende Verfahren der Corbett Rotor Gene 6000 prézisiert. Ein RT-
qPCR Lauf begann mit der Aktivierung der DNA-Polymerase bei 95 °C fiir 15 sec.
AnschlieBend folgten 40 Zyklen mit der Denaturierung bei 95 °C fiir 15 Sekunden, dem Primer-
Annealing bei 60 °C fiir 20 Sekunden und der Elongation bei 72 °C fiir 20 Sekunden. Fiir die
Zuverldssigkeit der Analysenresultate war es unumgénglich die Primerspezifitit durch
Beurteilung der Schmelzkurvenanalyse und Verifikation der ProduktgroBe durch eine
Gelelektrophorese zu bestétigen. Auch die Ermittlung der PCR- Effizienz (E) (Pfaffl 2001) mit
dem verwendeten Primerpaar sowie die Kontrolle auf eventuell vorhandene Primer-Dimer
wiéhrend der Reaktion (Kubista et al. 2006) sind nétig, um die Ergebnisse auszuwerten.
Rohdaten fiir die spétere Auswertung der Reaktion stellen die Ct-Werte (cycle threshold-Werte)
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dar. Dieser Wert beschreibt den Zyklus in dem die Fluoreszenz des interkalierenden Farbstoffes
SYBR® Green I erstmals signifikant oberhalb des Hintergrundlevels bestimmbar war und wurde
in der exponentiellen Phase der Reaktion gemessen. Mit Hilfe der Rotor Gene 6000 Software
(Qiagen) wurden die Ct-Werte gegen die Fluoreszenz in einem Diagramm ausgegeben. Die
relative Quantifizierung (R) des Zielgenes wurde iiber folgende nach Pfaffl 2001 modifizierte
Formel errechnet:

(E target)ACT target (uninfiziert—infiziert)

R

(E ref)ACT ref (uninfiziert—infiziert)

Der ACT-Wert stellt hier die Differenz der Ct-Werte von uninfizierter Kontrollprobe und der
infizierten Probe dar. Mittels geometrischem Mittel zweier Referenzgene (Housekeeping
genes) wurden diese Werte normalisiert, um interne PCR-Variationen zwischen verschiedenen
Laufen auszuschlieBen. Bei den Referenzgenen (mHPRT, mRPL13a) handelt es sich um
ubiquitir synthetisierte und konstant exprimierte Gene. Die Ct-Werte der Referenzgene der
uninfizierten Kontrolle und der infizierten Probe durften nicht voneinander abweichen. Auch
die PCR-Effizienz des Zielgenes (target gene) und der Referenzgene sollten gleich sein. Wenn
sich auBerdem eine Effizienz von 2 (100 % PCR-Effizienz = Verdopplung der Amplikons pro
Zyklus), wie bei den hier verwendeten Primern ergibt, l4sst sich die Gleichung zu der Formel
der AACT-Methode einkiirzen (Pfaffl 2001):

R = 2—(ACT infiziert— ACT uninfiziert)

Die errechneten Werte wurden anschlieBend zur Basis 2 logarithmiert und mit der GraphPad
Prism 5.0- Software statistisch ausgewertet.

semiquantitative PCR — Genotypisierung
Mit dieser PCR-Methode wurde die Prisenz von Zielgenen durch nachfolgende Agarose-

Gelelektrophorese ermittelt. Eine priazise Quantifizierung der Genexpression ist mit dieser
Methode jedoch nicht mdglich und wurde deshalb mittels qRT-PCR vorgenommen. Mittel der
Wahl war diese Methode bei der Genotypisierung der Versuchstiere. Bei den, in diesem Projekt
verwendeten Knock-Out-Miusen wurde mit der semiquantitativen PCR die Absenz der
Zielgene tiberpriift. Nach der Gewinnung der gDNA aus Mausschwanzbiopsien wie in 2.2.3.12
beschrieben, wurden 5 pl der DNA zu 20 pl Mastermix (siehe Tabelle 2-18) in PCR-
ReaktionsgefdBe (0,2 ml) pipettiert. Die Polymerase-Kettenreaktion lief dann in einem
S1000TM Thermal Cycler (Biorad) mit in Tabelle 2-31 aufgefiihrten Programmen ab. Fiir die
Genotypisierung war zu beachten, dass mittels anschlieBender Gelelektrophorese nicht nur die
Zielgene, sondern auch die sogenannte Neomycin-Kassette dargestellt werden konnte. Bei der
Neomycin-Kassette handelt es sich um einen DNA-Vektor, der in die Zielsequenz des Knock-
out-Genes eingebaut wurde und somit das Gen unterbricht. AuBBerdem kénnen wéhrend der
Synthese von Knock-out-Zellen die fiir die Mutation positiven Zellen mittels
Antibiotikaresistenz fiir Neomycin von Wildtyp-Zellen unterschieden werden. Wenn nach
erfolgreicher PCR der gDNA mehrere Genprodukte amplifiziert wurden (Neo-Kassette und
Zielgen), handelte es sich um eine heterozygote Maus. Hierbei trdgt ein Chromosom die
Mutation und das andere nicht. Ein homozygotes Knock-Out liegt vor, wenn nur die Neomycin-
Kassette amplifiziert werden konnte und ein Wildtyp, wenn nur das Zielgen dargestellt wurde.
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Um die Neo-Kassette und das Zielgen in einer Reaktion zu amplifizieren, befanden sich in den
Proben fiir MECL-1 und LMP?7 drei Primer (sieche Tabelle 2-19) wihrend die PA-Neo-Kassette
in einer separierten Reaktion amplifiziert wurde.

Tabelle 2-31: PCR-Programme der Genotypisierung

Gen Aktivierung 35 Zyklen: Finale
Taq- Elongation
Polymerase
Denaturierung Primer- Elongation
hybridisierung
LMP7 96°C 3 min 95°C 30 sec 58°C 30 sec 72°C 45sec | 72°C 10
min
MECLI1 96°C 3 min 95°C 30 sec 65°C 30 sec 72°C 35sec | 72°C 10
min
PA28a 96°C 3 min 95°C 30 sec 63°C 30 sec 72°C 20sec | 72°C 10
min
PA28b 96°C 3 min 95°C 30 sec 63°C 30 sec 72°C 35sec | 72°C 10
min
PA-Neo 96°C 3 min 95°C 30 sec 63°C 30 sec 72°C 50sec | 72°C 10
min

Um die Produkte der PCR zu visualisieren und zu iiberpriifen, wurde eine 2%ige
Agarosegelmatrix vorbereitet. Dieses Gel enthielt den Farbstoff GelRed Nucleic Acid Stain
(BioTium), welches das stark interkalierende Ethidiumbromid ersetzt und die PCR-Produkte
unter UV-Licht sichtbar macht. Das in TAE-Puffer gelagerte Gel wurde anschlieBend mit 15 pl
der amplifizierten Probe beladen. Zuvor wurde die Probe mit 2,5 ul DNA Loading Dye
(Thermo) angefarbt, um das Beladen zu vereinfachen. Eine GrofBenreferenz /00bp DNA-
Ladder (NEB) wurde ebenfalls in eine der Geltaschen gegeben. Das Anlegen einer Spannung
von 120 V liel die negativ geladenen Oligonukleotide der PCR-Produkte die Gelmatrix
durchlaufen. Durch den Molekularsiebeffekt wurden die PCR-Produkte hinsichtlich ihrer
GrofBe aufgetrennt und mittels Referenz identifiziert.

2.2.3.14 Next-Generation-Sequencing

Anfertigung der cDNA-Bibliotheken und Sequenzierung
Mittels RNA-Seq wurde die Sequenzierung von Lebergewebe vorgenommen. Die

Probengewinnung und RNA-Extraktion wurde wie in 2.2.3.11 beschrieben durchgefiihrt. Die
nachfolgende Qualitdtskontrolle der RNA erfolgte mit dem Agilent 2200 TapeStation System
(Agilent Technologies). Aus der gewonnenen RNA wurde nun mit Hilfe des Dynabeads®
mRNA DIRECT™ Micro Kit (Ambion by Life Technologies™) die mRNA isoliert. Dies
erfolgte tliber die spezifische Bindung der mRNA an magnetische Beads und wurde nach den
Herstellervorschriften durchgefiihrt. Die weiteren Schritte der mRNA-Fragmentierung mittels
RNase-Verdau und die Aufreinigung der mRNA-Fragmente erfolgten mit dem Jon Total RNA-
Seq Kit v2 (Ion Torrent by Life Technologies™). Der RNase-Verdau wurde erneut mit dem
Agilent 2200 TapeStation System liberplift, bevor in weiteren Schritten nach Angaben des /on
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Total RNA-Seq Kits v2 die mRNA-Fragmente hybridisiert und ligiert wurden. Nun fand die
Reverse-Transkriptase-Reaktion, in der die mRNA in ¢cDNA umgeschrieben wurde, statt.
Mittels Magnetic Bead Cleanup Modules, des oben erwdhnten Kits, wurde die cDNA
aufgereinigt. AnschlieBend wurde die cDNA amplifiziert, nochmals gereinigt und sogenannte
libraries erstellt. Libraries sind die entstandenen Sammlungen gleich langer DNA-Fragmente
mit bekannten Adaptersequenzen. Die Markierung der einzelnen Proben mit sogenannten
Barcodes ermdglichte ein Multiplexing mehrerer Proben auf einem Sequenzier-Chip. Vor dem
Sequenzieren wurden die /ibraries auf ihre Fragmentgro3e und Konzentration mit dem Agilent
2200 TapeStation System untersucht. Die Sequenzierung erfolgte mit der lonTorrent-Proton-
Sequenziertechnologie (Ion Proton™ System, Life Technologies™). Hierbei wurden die
Sequenzier-Chips, auf denen sich die an beads gebundenen cDNA-Fragmente befanden, mit
jeweils einem Nukleotid geflutet. Die Bindung des Nukleotids an seine Base verursachte die
Freisetzung eines Wasserstoff-Ions, welches in dem spezifischen Well eine pH-Wert-Anderung
hervorrief. Letztendlich wurden diese chemischen Signale in elektronische umgewandelt und
die Daten des sequenzierten cDNA-Fragments (nachfolgend Reads genannt) konnten in fastg-
Dateien gespeichert werden. Bei den untersuchten Leberproben (n = 3) wurden insgesamt drei
Sequenzierldufe mit jeweils einem Replikat pro Probe durchgefiihrt.

Datenanalyse
Zu Beginn der Datenanalyse wurden die fastg-Dateien einer Qualititskontrolle mittels fastqc

(Version 0.11.1) unterzogen. Als Ergebnis dieser Kontrolle konnten noch vorhandene
Sequenzieradapter und Read-Regionen, deren Qualitdt schlechter als phred-Score 20 waren,
erkannt und mittels cutadapt (Version 1.2.1) getrimmt werden. Somit konnte die Analyse mit
getrimmten Reads, angeglichen auf eine Grof3e von maximal 250 Basen, fortgesetzt werden.
Alle Reads kleiner als 30 Basen wurden von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Die
getrimmten Reads einer jeden Probe wurden nun auf das Mausgenom mm10, mit Hilfe des
TMAP Aligners (Version 2.9.2) mit den default-Einstellungen und der Option “no pairing of
reads” gemappt [PMID:xy *]. Mit den nun entstandenen bham-Dateien konnte die Gesamtanzahl
aller Reads pro Gen und pro Probe ermittelt werden. Dazu wurde featureCounts (mit Exons
auf “feature level”) verwendet, welches zum subread-1.4.5-Paket gehort (Liao et al. 2014). Fiir
die bendtigten Geninformationen wurde die mml0-gtf-Datei Mus musculus. GRCm38.79.gtf
(heruntergeladen von ensembl.org am 21. Mai 2015) und als Annotationsdatei verwendet (Zhao
& Zhang 2015). Die Gesamtzahl der Reads pro Gen jeder Probe wurde nun in R (Version 3.2.2)
eingelesen. Um differenziell exprimierte Gene zwischen den untersuchten Gruppen ausfindig
zu machen, wurde das Bioconductor-Paket DESeq2 (DESeq2 Release 1.10.1 (Love etal. 2014),
Bioconductor Version 3.2 (Anders et al. 2013)) zur Analyse genutzt. Hierbei wurden folgende
Parameter gesetzt: contrast-Option sowie cooksCutoff-filtering = FALSE, independent-filtering
=TRUE und eine p-Wert Grenze bei 0,05. Anschliefend wurden die differenziell exprimierten
Gene ausgewdhlt, deren log2FoldChange groBer als 1 bzw. kleiner als -1 waren. Die Gene von
Interesse wurden mit Hilfe von Gene Ontology (GO)-Kategorien annotiert. Beziiglich der GO-
Kategorien wurde BiomaRt (Version 2.26.1) appliziert. Den folgenden GO-Kategorien konnten
die meisten der differenziell exprimierten Gene zugeordnet werden: immune system process
(GO:0002376), innate immune response (GO:0045087), inflammatory response
(GO:0006954), cell death (GO:0008219), cell proliferation (GO:0008283), apoptotic process
(GO:0006915), cell adhesion (GO:0007155), angiogenesis (GO:0001525) und metabolic
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process (GO:0008152). Um einen noch tieferen Einblick in die Daten zu bekommen, wurde in
R das Paket pathview (Version 1.10.1) genutzt, welches die Gene, die wiahrend der Infektion
differentiell transkribiert wurden, in ausgewéhlten Kegg-Kategorien anzeigte. Hierbei waren
vor allem die Kegg-Kategorien NF-kappa B signaling pathway, cell adhesion molecules
(CAMs) und PI3K-Akt signaling pathway von Interesse.

2.2.3.15 Immunblot

Proteinextraktion
Fiir die Western Blot-Analysen wurden Organhomogenate der Versuchstiere untersucht. Nach

Entnahme der Organe wurde eine Gewebemenge, wie in Tabelle 2-32 dargestellt, abgewogen
und fiir die weitere Aufarbeitung genutzt. Die Probe wurde in Lysing-Matrix-Rohrchen mit 1 ml
HBSM-Lysepuffer, wie in 2.1.6.4.2 aufgefiihrt, homogenisiert und mindestens 1 h bei 4 °C
gelagert. AnschlieBend wurde das Gewebehomogenat in 1,5 ml ProteinLoBind Tubes
(Eppendorf) tiberfiihrt und bei Hochstgeschwindigkeit und 4 °C 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiBe gegeben und nochmals zentrifugiert, um
sicherzustellen, dass sich kein Zelldebris in der Probe befindet. Der nun gewonnene Uberstand
wurde in mehrere ProteinLoBind Tubes aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2-32: Probemengen der Organhomogenate

Organ: Leber Lunge Milz Niere Herz
Menge: 0,025 g 0,06 g 0,03 ¢ 0,06 g 0,05 ¢
BCA-Test:

Die Proteinbestimmung wurde mittels Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo) durchgefiihrt.
Das Prinzip des BCA-Tests basiert auf der Biuret-Reaktion wéhrend der das Protein in
alkalischem Milieu mit Cu**-Ionen einen Komplex bildet. Durch die Reduktion der Cu**-Ionen
zu Cu'-Ionen und deren Bildung eines violetten Farbkomplexes durch die Zugabe von
Bicinchoninsiure (BCA) kann die Proteinmenge mittels Extinktionsmessung bestimmt werden.
Die Proben wurden in eine 96-Kammer-Platte in 3 Verdiinnungsstufen aufgetragen und gegen
einen BSA-Standard gemessen. Sie wurden als Triplikate aufgetragen, da es bei der
Bestimmung der Proteinkonzentration aus Gewebelysaten oft zu Artefakten wahrend der
Messung kommen kann. Das Vorgehen und die Auswertung der Proben in Bezug auf eine
Standardkurve erfolgte nach den Herstellerangaben. Die Extinktion (OD) der Proben wurde mit
dem Photometer Infinite® M200 (Tecan group) gemessen.

Probenaufarbeitung:
Die Proben wurden aufgetaut und wihrend des Verfahrens auf Eis gelagert. Da die

Proteinkonzentrationen nun bekannt waren, wurden die zu vergleichenden Proben mittels
HBSM-Puffer auf die gleiche Konzentration (je nach Gewebe 80-100 pg/ 50 ul) gebracht. Die
Proben wurden mit einem Mix aus 1 M DTT und NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) (Life
technologies) (1:4 eingesetzt) gemischt und bei 95 °C, 10 min aufgekocht. Hierbei denaturierten
die Proteine und es bildeten sich negativ-geladene SDS-Protein-Komplexe mit vergleichbaren
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hydrodynamischen Eigenschaften. Somit unterschieden sich die Proteine nur in ihrer GréBe und
konnten mittels SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennt werden.

SDS-Gel-Elektrophorese:
Bei der SDS-Gel-Elektrophorese werden die negativ-geladenen Protein-Komplexe hinsichtlich

ihrer Grof3e aufgetrennt, wahrend sie im elektrischen Feld der Polyacrylamidmatrix zum positiv
geladenen Pol laufen. Die zuvor aufgearbeiteten Proben wurden in Gradientengele, Mini-
Protean TGX Gels 4-15% (Bio-Rad) gegeben. Die 10-Kammer-Gele wurden mit 20-50 pl
Probenvolumen pro Tasche und die 15-Kammer-Gele mit 15 pl Probe je Tasche gefiillt. In eine
separate Tasche wurden 5 pl oder 2 pl bei den 15-Kammer-Gelen Prestained Page Ruler
(Thermo) als GroBenreferenz aufgetragen. Die Gele wurden vor dem Befiillen mit den Proben,
aufrecht in mit Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer MiniPROTEAN® Tetra Cell (Bio-
Rad) platziert. Um den Lauf zu Starten wurde das Elektrophoresebad an eine Stromquelle,
Powerpac™ HC Power Supply (Bio-Rad) mit 160 V angeschlossen. Nach etwa 30 min war der
Lauf beendet und das Gel konnte aus seiner Schalung genommen werden und in Transferpuffer
iiberfiihrt werden.

Blotten:
Als Blotten wird der Vorgang bezeichnet bei dem die Proteine des zuvor durchlaufenen Gels

elektrophoretisch auf eine Membran {ibertragen werden. Hierbei wurde eine Transfermembran
aus Nitrozellulose (Thermo) verwendet, auf der die Proteine durch hydrophobe
Wechselwirkungen gebunden wurden. Das Gel und die Membran wurden von je zwei
Whatman-Filtern (VWR) und einem Schwamm, unter Vermeidung von Luftblasen,
umschlossen und in einer Kassette in den Blottank eingespannt. Der Transferpuffer wurde in
den Blottank gefiillt und aktiviert durch den Anteil an 96%igem Ethanol die
Proteinbindungsstellen der Nitrozellulosemembran. Der Blottank wurde nun fiir 90-120 min an
die Stromquelle mit einer Stromstédrke von 0,28 A angeschlossen. Wahrend des Blottens wird
die gesamte Apparatur in ein Eisbad platziert, um ein Uberhitzen zu vermeiden.

Ponceau-Rot-Féirbung:
Zusitzlich zu der Farbung der Proteine auf der Membran fixiert die Ponceau-Farbung durch die

enthaltene Trichloressigsdure (TCA) die Proteine. Die Fiarbung ist auBerdem reversibel und
vertrigt sich mit spiteren Immunférbungen einzelner Proteine. Das 30-sekiindige Schwenken
der geblotteten Membran in der fertigen TCA-haltigen Ponceau-Ldsung farbte die Proteine an.
Durch das Waschen mit Entfirbelosung oder TBS konnte die Farbung wieder aufgehoben
werden. Letzte Farberlickstdnde wurden wéhrend des nun folgenden Blockierens abgewaschen.

Immunfdrbung:
Nachdem die Proteinbindungsstellen iiber mindestens 2 h mit 10 % Milchpulver in 1 % TBS-T

abgesittigt wurden, konnte der erste Antikorper, der spezifisch gegen das zu analysierende
Zielantigen gerichtet ist, hinzugegeben werden. Alle verwendeten Antikorper und deren
eingesetzten Verdiinnungen konnen in Tabelle 2-23 nachgelesen werden. Die erste
Antikorperfarbung wurde 2 h bei Raumtemperatur oder bei 4 °C {iiber Nacht unter
fortlaufendem Schwenken inkubiert. Dieser Antikorper wurde durch fiinfmaliges Waschen der
Membran mit TBS-T entfernt und durch einen zweiten Antikorper, verdiinnt in TBS-T ersetzt.
Dieser ist gegen den Erstantikdrper gerichtet und mit einer Peroxidase markiert. Dieser
Antikorper inkubierte 1 h bei Raumtemperatur und wurde durch dreimaliges Waschen mit TBS-
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T und anschlieBendem griindlichen Spiilen mit TBS entfernt. Auf die Membran wurde nun die
Chemilumineszenzlosung SuperSignal®West Pico Chemieluminescent substrate (Thermo)
gegeben. Die Peroxidase des zweiten Antikorpers oxidierte das in dem Substrat enthaltene
Luminol. Die dadurch entstandene Chemilumineszens wurde von dem Fusion Fx7 (PeQlab)
gemessen und als Bild widergegeben. Nach griindlichem Waschen der Membran konnte diese
nun ein weiteres Mal einer Immunfarbung unterzogen werden. Bei dieser zweiten Farbung war
der Erstantikorper gegen ein Protein gerichtet, welches als Referenz dient, da es ubiquitir und
gleichbleibend in jeder Probe exprimiert wurde. Dieses Referenzprotein dient als Kontrolle der
gleichméafBigen Beladung des Gels. Dies ist unerldsslich, wenn die Banden unterschiedlicher
Proben quantitativ verglichen werden sollen.

2.2.3.16 Multiplex-ELISA

Der 14-Plex-ELISA wurde mit dem ProcartaPlex™ Immunoassay Kit (eBioscience)
durchgefiihrt. Die beinhalteten Chemikalien, Antikdrper und magnetischen Kiigelchen (Beads),
sowie die zu untersuchenden Analyten sind in Tabelle 2-24 aufgelistet. Das Ziel dieses ELISAs
ist es, mehrere Zielproteine in einer Probe zu quantifizieren. Dabei wurden in eine schwarze
96-Kammer-Flachboden-Platte (eBioscience) Magnetic Capture Beads gegeben und
anschlieBend Antibody Magnetic Beads, welche spezifisch fiir jeden Analyten sind hinzugefligt.
Nun wurde 50 ul Probenvolumen dazu gegeben und die Mischung iiber Nacht bei 4 °C auf
einem Thermomixer MTP (Eppendorf) inkubiert. Bei Raumtemperatur wurde nun der
biotinylierte Detection Antibody Mix hinzugegeben. Die so entstandenen Antikorper-Antigen-
Antikorper-Komplexe wurden mit Streptavidin-PE markiert. Das Streptavidin bindet an den
biotinylierten Detection Antibody und verstiarkt das Signal, wogegen PE das gebundene
Fluorophor darstellt. Mit dem BioPlex 200™ System, powered by Luminex xMAP Technology
(Bio-Rad) wurde die Platte ausgelesen. Hier wurden die Beads aufgezogen und mit zwei Lasern
analysiert. Ein Laser bestimmt den Zielanalyt der Beads, wogegen der andere das Ausmal des
Fluoreszenzsignals ermittelt und somit die Menge des Zielproteins bestimmt. Die exakte
Quantifizierung erfolgte mittels integrierter Software. Hier wurden die Rohdaten auf eine
Standardkurve des mitgefiihrten Standards bezogen, um die Konzentration der einzelnen
Zielproteine in der Probe zu bestimmen. Mit diesem Verfahren wurden Zytokine und
Chemokine in der Peritonealfliissigkeit und dem Plasma bestimmt. Da die Peritonealfliissigkeit
wihrend ihrer Gewinnung mit 3 ml PBS schon verdiinnt worden war, wurde die Spiilfliissigkeit
fiir den Multiplex-ELISA unverdiinnt eingesetzt. Fiir die Analyse der Blutzytokine wurde
heparinisiertes Plasma verwendet, da dieses reproduzierbarere Ergebnisse versprach, als die
Analyse von Serum (Rosenberg-Hasson et al. 2014). Da hier von einer hoheren Konzentration
der Zielproteine auszugehen war, wurden 25 ul der Proben vor der Analyse mit 25 pl des
Universal Assay Buffers 1:2 verdiinnt. Alle Proben, wie auch der Standard wurden als Duplikate
aufgetragen. Die exakte Durchfiihrung des Verfahrens richtete sich strikt nach dem Protokoll
des ProcartaPlex™ Immunoassay Kits.
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2.2.3.17 Nitritbestimmung

Der Zweck der Nitritbestimmung ist der indirekte Nachweis von Stickstoffmonoxid (NO) durch
den Umsatz der Griess-Reagenz (Sulfanilsdure/N-(1-naphtyl)ethylendiamin) und dem in der
Probe enthaltenem Nitrit zu einem Diazofarbstoff. Nitrit entsteht durch die spontane Oxidation
von Stickstoffmonoxid unter physiologischen Bedingungen und ist somit ein Marker fiir die
Produktion von NO in den Zellen. In eine 96-Kammer-Flachbodenplatte wurden 50 pl der
Nitritlosung in absteigender Konzentration (160 uM — 0,16 uM) pipettiert. Aus den
Mittelwerten der aufgetragenen Duplikate wurde fiir die spétere Auswertung die Standardkurve
generiert. Den Null-Wert der Kurve markiert die Extinktion des Probenhintergrundes, welcher
ebenfalls von den gemessenen Proben abzuziehen war. Um die Eigenabsorption der Proben zu
ermitteln, wurden zwei Kammern mit je 50 pl PBS gefiillt, da steriles PBS fiir das Gewinnen
der Proben genutzt worden war. Die Proben (hier peritoneale Spiilfliissigkeit) wurden ebenfalls
als Duplikate mit einem Volumen von 50 pl auf die Platte gebracht. Hinzugegeben wurden nun
50 ul der Arbeitslosung, welche sich 1:1 aus Losung A und Losung B, wie in Tabelle 2-25
angegeben, zusammensetzte. Nach Zugabe der Arbeitslosung kam es sofort zu einem
Farbumschlag, so dass die photometrische Auswertung der Proben bei 450 nm, mit dem
Infinite® M200 (Tecan Group) nach wenigen Minuten stattfinden konnte.

2.2.3.18 Statistik

Fiir die statistische Auswertung der gezeigten Versuche wurde die Grafik- und Statistik-
Software Prism 5.0 von Graph Pad® genutzt. Fiir die Auswertung der meisten Versuche wurde
der Mann-Whitney U-Test, ein ungepaarter, parameterfreier zweiseitiger Test verwendet. Eine
Ausnahme bildet die statistische Analyse der relativen RNA-Expression und der Zytokin-Level,
welche mit einer Two-Way-ANOVA berechnet wurde. Die Auswertung der Kaplan-Meier-
Kurven, die das Uberleben der Tiere darstellen, erfolgte mittels Log-rank-Test. Die erreichten
Signifikanzlevel wurden mit Sternchen dargestellt. Als signifikant gilt die Auswertung, wenn
die berechnete Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % lag (p-Wert < 0,05). Folgende
Signifikanzlevel wurden angegeben: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001;
n.s. = nicht signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation der I-Proteasom-Untereinheiten wiihrend der E. coli-Infektion
3.1.1 Expressionsanstieg der Inmunountereinheiten und PA28p durch E. coli

Um die Relevanz des I-Proteasoms in der E. coli-induzierten Sepsis zu ermitteln, wurde die
Expression der I-Proteasom-Untereinheiten LMP7 und MECL-1 sowie die o- und [-
Untereinheiten des Proteasomaktivators 28 auf transkriptioneller Ebene und Proteinebene
analysiert. Die Expression wurde in Leber, Milz, Lunge, Niere und Herz von Wildtyp-Mé&usen
nach erfolgreicher E. coli-Infektion bestimmt. Abbildung 2 veranschaulicht stellvertretend fiir
weitere untersuchte Organe die Ergebnisse der Leberanalyse. Die Untersuchung der mRNA
zeigt einen signifikanten Anstieg der Expression in Bezug auf LMP7, MECL-1 und PA28p3
wiéhrend der Infektion. Analysen der Proteinmengen verifizieren diese Ergebnisse. Eine
Ausnahme bildet die PA28-Untereinheit o, welche keine Anderung in der Expression zeigte.
PA28a liegt in unstimulierten Zellen schon hoch exprimiert vor, im Gegensatz zu PA28p,
welches im Zuge der Infektion hoch reguliert wird. Zusétzlich zeigt Abbildung 2 die
Abwesenheit der Proteine LMP7, MECL-1, PA28 o und B in den untersuchten I-Proteasom-
Knock-Out-Tieren.
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Abbildung 2: Regulation von LMP7, MECL-1, PA28a und PA28f in der Leber

Die mittels qRT-PCR gemessenen relativen mRNA Level von (A) PA28a, (B) PA28p, (C) LMP7 und
(D) MECL-1 wurden in Leberhomogenaten von Wildtyp-Mé&usen 2 h, 6 h und 12 h nach der Infektion
bestimmt. Dargestellt wird die relative Genexpression, normalisiert zu den uninfizierten Kontrollen.
Abgebildet werden die Mittelwerte + SEM aus drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.
(* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) Die vergleichende Darstellung der Proteine (E) PA28a (28
kDa), (F) PA28p (27 kDa), (G) LMP7 (22 kDa) und (H) MECL-1 (20 kDa) erfolgte mittels Western
Blot. Es wurden Leberhomogenate uninfizierter Wildtypen mit 12 h infizierten Wildtyp-Mausen
verglichen. Zusitzlich wird die Abwesenheit der Zielproteine in der Leber von 12 Stunden infizierten
LMP7/MECL-1/PA280B-Knock-Out-Miusen dargestellt. Als Beladungskontrolle wurde das Protein
14-3-3 (30 kDa), B-Actin (45 kDa) oder Vinculin (124 kDa) genutzt. Zu den entsprechenden Zeitpunkten
wurden ausschlieBlich Tiere mit einem dhnlichen Schweregrad der Erkrankung verglichen.
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3.1.2 LMP2 wird exprimiert, aber nicht in das gemischte Proteasom eingebaut

Es folgte eine weiterfiihrende Charakterisierung der LMP7/MECL-1/PA28af-Knock-Out-
Maiuse mit dem Ausschluss einer I-Proteasomfunktionalitit durch die verbliebene I-Proteasom-
Untereinheit LMP2. Wie einleitend erklart, konnen einzelne I-Proteasom-Untereinheiten
zusammen mit Untereinheiten konstitutiver Proteasome eingebaut werden und gemischte
Proteasome, beziehungsweise sogenannte intermediate proteasoms bilden (Dahlmann 2016).
In Abbildung 3 wird stellvertretend in Leber- und Lungengewebe gezeigt, dass eine Expression
von LMP2 in den Knock-Out-Tieren stattfand. Auf RNA-Ebene wird zusétzlich deutlich, dass
es zu einer scheinbar erhohten, kompensatorischen Expression von LMP2 in Knock-Out-
Maiusen kam (Abbildung 3 A und C). Die abgebildeten Western Blot-Analysen der jeweiligen
Gewebe stellen jedoch eine verminderte Proteinexpression in den Knock-Out-Tieren dar
(Abbildung 3 B und D). Dieser Effekt resultiert vermutlich aus der Unfihigkeit der Zellen,
LMP2 in gemischte Proteasome einzubauen. Somit wurde LMP2 in den Knock-Out-Zellen
zwar transkribiert und auch synthetisiert, dann anscheinend aber wieder degradiert, da das
Protein keine Funktion erfiillen konnte.
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Abbildung 3: Regulation von LMP2 in Leber und Lunge

Die mittels qRT-PCR gemessenen relativen mRNA Level von (A) LMP2 in der Leber und (C) LMP2
in der Lunge wurden in Gewebehomogenaten von 2 h, 6 h und 12 h infizierten Méusen bestimmt.
Dargestellt wird die relative Expression, normalisiert zu den uninfizierten Kontrollen. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurden ausschlieBlich Tiere mit einem &hnlichen Schweregrad der
Erkrankung verglichen. Abgebildet werden die Mittelwerte + SEM aus drei unabhéngig voneinander
durchgefiihrten Versuchen. (* p < 0,05; *** p < 0,001). Mittels Western Blot wurde LMP2 (22 kDa)
(B) in der Leber und (D) in der Lunge auf Proteinebene dargestellt. Verglichen werden je zwei 12 h
infizierte Wildtypen und LMP7/MECL1/PA28ap-Knock-Out-Mause mit ihren uninfizierten
Kontrollen. Als Beladungskontrolle wurde 14-3-3 (29 kDa) genutzt. Dargestellt werden reprasentative
Blots aus der Analyse von flinf Individuen pro Gruppe.
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3.1.3 Ein kompensatorischer Expressionsanstieg der konstitutiven B-Untereinheiten
findet nicht statt

Durch den Verlust der Fahigkeit das I-Proteasom zu bilden, wird hier der Vermutung einer
erhohten Synthese des konstitutiven Proteasomes in LMP7/MECL-1/PA28af-Knock-Out-
Maiusen nachgegangen. Mittels qRT-PCR konnte dargestellt werden, dass die relative
Expression der konstitutiven -Untereinheiten in den Knock-Out-Mausen nicht erhdht ist. Es
kommt somit nicht zu einer kompensatorischen Proteasombildung um den Verlust des
[-Proteasoms auszugleichen. Diese Ergebnisse werden hier flir Leber- und Milzgewebe
dargestellt (Abbildung 4) und repréisentieren die Aussagen, welche ebenfalls fiir die Niere, das
Herz und die Lunge getroffen werden konnten.
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Abbildung 4: Regulation des konstitutiven Proteasoms in Knock-Out-Méusen

Die mittels QRT-PCR gemessenen relativen mRNA Level von (A) B1, B2 und B5 in der Leber und (B)
B1, B2 und B5 in der Milz wurden in Gewebehomogenaten von 2 h, 6 h und 12 h infizierten
LMP7/MECL1/PA28aB-Knock-Out-Méusen bestimmt. Dargestellt wird die relative Expression,
normalisiert zu den uninfizierten Kontrollen. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden ausschlieflich
Tiere mit einem dhnlichen Schweregrad der Erkrankung verglichen. Abgebildet werden die Mittelwerte
+ SEM aus drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

3.2 Symptomatik und Letalitit wihrend der E. coli-Sepsis in I-Proteasom-Knock-Out-
Miusen

3.2.1 Verstirkte Letalitiat und verschirfter Krankheitsverlauf in Knock-Out-Miusen

Nach der Ermittlung der optimalen Keimmenge von 8x10"> KBE/Maus wurde das Uberleben
der Tiere und der Krankheitsverlauf {iber 52 h analysiert. Alle Tiere, bei denen nach 52 h die
klinische Untersuchung keinen besonderen Befund ergab (Scorepunktzahl: 0), {iberlebten die
Infektion. Tiere, die wéahrend der Infektion die tierschutzrelevanten Endpunkte erreichten,
wurden euthanasiert und der Zeitpunkt wurde in einer Kurve nach Kaplan-Meier aufgetragen.
So ergab sich mittels Log-Rank-Test ein signifikanter Unterschied in der Letalitit der Tiere
(Abbildung 5 A). Fast 40 % der LMP7/MECL-1/PA28ap-Knock-Out-Mause erreichten nach
12 h p. i. den tierschutzrelevanten Endpunkt, wogegen nur 10 % der Wildtyp-Mause nach 12 h
euthanasiert werden mussten. Letztendlich betrdgt die Letalitdt der I-Proteasom-Knock-Out-
Tiere iiber 90 % und die der Wildtypen nur etwa 50 %. Verifiziert wurden diese Ergebnisse
durch mehrere unabhéngige Infektionsversuche mit einer totalen Tierzahl von 26 Miusen pro
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Gruppe. Zusitzlich zu der Bestimmung der Letalitit wurde der Krankheitsverlauf mittels
Benotung des klinischen Zustandes, der Rektaltemperatur und des Korpergewichts nach einem
Benotungsbogen (siehe Tabelle 2-29) dokumentiert (Abbildung 5 B). Wenn ein Tier die
Punktzahl 10 oder eine hohere Benotung wihrend eines Monitoringzeitpunktes erreichte wurde
dieses unverziiglich tierschutzgerecht getdtet. Die Kurve der Knock-Out-Tiere, welche den
Mittelwert der Benotung dieser Tiergruppe zeigt, nimmt einen deutlich steileren Verlauf als die
der Wildtyp-Tiere und stellt somit einen aggressiveren und rapideren Krankheitsverlauf dar.
Dieses Ergebnis sollte die Basis fiir folgende Versuche des Projektes werden, in welchen die
Ursache fiir das verschirfte Krankheitsbild in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren untersucht
wurde.
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Abbildung 5: E. coli-Infektion von Wildtyp- und LMP7/MECL-1/PA28af -/- Miusen

A zeigt die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier und B den Krankheitsverlauf nach intraperitonealer
Infektion mit E. coli. Dabei umfassen die klinischen Beurteilungskriterien sechs verschiedene Fitness-
und Verhaltensparameter, inklusive Kdrpergewicht und Rektaltemperatur. Die Addition der Punkte 0-3
der einzelnen Kriterien (Punktzahl 0 = ohne besonderen Befund, 3 = Abbruchkriterium) ergibt die in
der Kurve dargestellte Punktzahl der Individuen. Die Tiere wurden iiber 52 Stunden klinisch beurteilt.
Die Abbildung beschreibt fiinf unabhingig voneinander durchgefiihrte Versuche mit einer Gesamtzahl
von 26 Tieren pro Gruppe. In B kennzeichnen die Linien den Mittelwert der analysierten Tiere. In A
wurden signifikante Unterschiede mit dem Log-Rank-Test ermittelt. (** p <0,01)

3.2.2 I-Proteasom-Knock-Out-Tiere weisen eine ausgeprigtere Leukopenie auf

Als pragnantes Zeichen einer Sepsis gilt der Verlust von Immunzellen im peripheren Blut. In
humanen Sepsispatienten (Hotchkiss et al. 2001), wie auch in experimentell ausgeldster Sepsis
in Méusen (Markwart et al. 2014), konnte vorwiegend eine Verminderung der Lymphozyten
beobachtet werden. Um dies in dem E. coli-Modell zu verifizieren, wurden nach 2 h, 6 h und
12 h p. i. die Hauptpopulationen der Leukozyten im peripheren Blut quantifiziert (Abbildung
6). Beide erkrankten Mausgruppen zeigten hierbei eine Verminderung der Leukozyten, wobei
eine Lymphopenie der ausschlaggebende Faktor war. In den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren
war die beobachtete Lymphopenie jedoch nach 12 h p. i. signifikant starker ausgeprigt als in
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den Wildtyp-Tieren. Dies spricht, wie zu der Dokumentation des Krankheitsverlaufes passend,
fiir ein verschirftes Krankheitsgeschehen in den Knock-Out-Tieren.
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Abbildung 6: Leukozyten im peripheren Blut

A zeigt die Entwicklung der Gesamtzahl von Leukozyten im Blut bis 12 h nach der Infektion mit E. coli.
B stellt die Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten vor der Infektion, 6 h und 12 h nach der
Infektion dar. Die hier aufgefiihrten 0 h-Tiere sind uninfiziert und bilden den Zustand vor der Infektion
ab. Kontrolltiere die anstatt mit £. coli, mit einer Natriumchloridlosung scheininfiziert wurden, weichen
in der Zellmenge nicht signifikant von den uninfizierten Kontrolltieren ab (nicht abgebildet). Die
Darstellung beschreibt drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche mit einer Gesamtzahl von
bis zu zwolf Tieren pro Gruppe. Die Daten sind als Mittelwert = SD dargestellt. (* p < 0,05; *** p <
0,001; **** p <0,0001 )

3.2.3 Klinische Befunde und blutchemische Werte zeigen stirkere Schiidigungen in den
I-Proteasom-Knock-Out-Tieren

Die wihrend der genauen Betrachtung des Krankheitsverlaufs gesammelten Befunde wurden
nun zusammen mit Parametern der Blutchemie-Messung betrachtet und in ein klinisches Bild
gefligt. Der Nachweis von Bakterien im Blut, wie in Kapitel 3.4.1 genauer beschrieben, und die
ausgeprigte Lymphopenie (sieche 3.2.2) sprechen fiir ein septisches Geschehen. Dies eroffnet
die Vermutung, dass die Tiere einem Multiorganversagen mit assoziierter Koagulopathie
erliegen. Die makroskopische Betrachtung der gewonnen Blutproben wies bei vielen 12 h
infizierten Tieren und vor allem bei den Knock-Out-Tieren ein starke Rotverfarbung der
Serumfraktion auf, was auf eine Sepsis-induzierte Himolyse hindeutete (Haak et al. 2016).
Diese Beobachtung konnte mit der Messung der Laktatdehydrogenase (LDH) im Blut
verifiziert werden. Das Enzym ist ein Parameter fiir generelle Gewebsschiddigungen (Rotenberg
et al. 1988), aber auch fiir die Himolyse, da es in hohem Malle wihrend der Erythrozytenlyse
freigesetzt wird. Wie in Abbildung 7 A dargestellt, wiesen die I-Proteasom-Knock-Out-Tiere
ein hoheres Mall der LDH auf. Ein weiteres Phinomen der Sepsis ist die akute
Nierenschidigung (AKI = acute kidney injury), welches als multifaktorielles Geschehen
beschrieben wird und mittels erhohten Serum-Kreatininwerten und einem verminderten
Harnvolumen bestimmt werden kann (Umbro et al. 2016). Urséchlich fiir eine AKI wihrend
einer Sepsis ist die renale Vasodilatation und der vermehrte renale Blutfluss (Pettila & Bellomo



70 Ergebnisse

2014). Mit Hilfe der Messung von Kreatinin und Harnstoff (BUN = Blood Urea Nitrogen) im
Plasma, wurde nachgewiesen, dass die Nierenschidigung in beiden Tiergruppen
vernachlédssigbar gering war. Gleichbleibende Kreatininwerte und nur minder erhohte
Harnstoffwerte bei den Knock-Out-Tieren lieBen auf eine kaum beeintréchtigte Nierenfunktion
schlieBen (nicht abgebildet). Bei der klinischen Untersuchung der Tiere fiel nach ungefihr 8 h
p. i. eine deutlich erschwerte bis pumpende Atmung auf. Dieser Befund konnte ebenfalls
vermehrt flir die [-Proteasom-Knock-Out-Tiere gestellt werden und gibt Hinweis auf eine
stirker ausgeprdgte Pneumonie in diesen Tieren. Ein fiir die Immunmodulation wichtiges
Organ stellt die Leber dar, da diese auf Entziindungen rapide mit der Synthese der Akute-Phase-
Proteine reagiert und somit maf3geblich an der primédren Bekdmpfung der Erreger beteiligt ist.
Durch PAMPs oder sekunddre Faktoren, wie einwandernde neutrophile Granulozyten,
oxidativen Stress und Stérungen der Mikrozirkulation durch Thromben, kann es zu einer
Cholestase und direktem Untergang der Hepatozyten und somit zu einer exkretorischen
Dysfunktion der Leber kommen (Bauer et al. 2013). Die Funktionalitit und Integritét der Leber
wurde mit der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und dem in der Leber synthetisierten
Protein Albumin iiberpriift. Die GOT ist ebenfalls ein Parameter fiir Zellschidigung und kommt
neben der Leber auch im Skelettmuskel und Herzmuskel vor (Wedemeyer et al. 2010). In
Abbildung 7 B wird das signifikant hohere GOT-Level nach 12 h p. i. in den Knock-Out-Tieren
dargestellt. Albumin hingegen wies bis zu diesem Zeitpunkt noch keine Anderung auf
(Abbildung 7 C). Eine finale Aussage lber die Leberschidigung konnte jedoch nur in
Zusammenhang mit der histopathologischen Auswertung der Leber getroffen werden. Die in
Abbildung 7 D ebenfalls dargestellte Blutglukose sank bei beiden Tiergruppen im Zuge der
Infektion rapide ab und ist ein Hinweis auf die verminderte oder gar eingestellte
Nahrungsaufnahme wéhrend der Erkrankung. Diese spiegelte sich auch in dem Gewichtsverlust
der Tiere wider, welcher durch die Exsikkose schwer kranker Tiere noch verstarkt wurde. Ist
bei den Tieren eine Reduktion des Korpergewichts von 20 % festgestellt worden oder verstrich
die Hautfalte nach dem Handling der Tiere nicht oder sehr langsam, war ein tierschutzrelevanter
Endpunkt erreicht und das Tier wurde euthanasiert.
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Abbildung 7: Blutchemie

Die hier gezeigten Parameter (A) Laktatdehydrogenase, (B) Glutamat-Oxalacetat-Transaminase und (C)
Albumin wurden in uninfizierten, 6 h und 12 h mit E. coli infizierten Tieren in Lithium-Heparin-Plasma
mittels trockenchemischer Plattchen analysiert (FDC 3500i). Die in D abbgebildete Glukosemessung
erfolgte mit einem humanen Blutglukose-Monitoring-System Free Style Lite (Abbott). Die Darstellung
zeigt die Werte = SD von jeweils acht Individuen pro Gruppe. (** p <0,01; *** p <0,001)

3.2.4 Vermehrte Organschidigung in I-Proteasom-Knock-Out-Miusen
3.2.4.1 Histopathologie der Leber

Wie schon durch die Bestimmung der GOT und LDH deutlich gemacht, liegt die Annahme
einer Gewebsschiadigung, welche ebenfalls die Leber beeintrichtigt, nahe. Wéhrend einer
Sepsis ist die Zerstorung von Gewebe lebenswichtiger Organe mit einem Multi-Organ-
Dysfunktions-Syndrom (MODS) verbunden. Neben entziindlichen Schiddigungen des Gewebes
durch neutrophile Granulozyten und oxidativen Stress kommt es in den meisten Féllen zu der
Entwicklung  einer  dissiminierten  intravasalen = Koagulopathie. Diese  hat
Mikrozirkulationsstorungen durch massive Thrombenbildung zur Folge, welche in den
Organen zu Ischdmien und damit verbundenen Zelluntergdngen fiihrt (Semeraro et al. 2012).
Diese beschriebene Gewebsschddigung war in den Hdmatoxilin-Eosin gefarbten histologischen
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Leberpréparationen zu finden (Abbildung 8). Dargestellt werden hier die 12 h infizierten Tiere
im Vergleich zu ihren uninfizierten Kontrollen. Hauptbefunde der infizierten Tiere waren die
zentrolobuldre Einwanderung polymorphnukleédrer Entziindungszellen in das Lebergewebe,
gestaute Gefdlle und Mikrothromben, vor allem in vendsen Gefallen, jedoch ohne den Verlust
der Lappchenstruktur der Leber. In den Knock-Out-Tieren wiesen die Thromben aullerdem
starkere Ausmalle auf und fiihrten zu ischdmischen Nekrosen in den Zirkulationsgebieten der
verlegten Gefdfle. Die Nekrosen wurden durch Kernverdnderungen der Hepatozyten
(Kernpyknose und Karyorrhexis) sowie eine vermehrte Eosinophilie des Plasmas in den
histologischen Prédparationen deutlich. Diese teilweise massiven Zelluntergdnge traten in
Wildtyp-Tieren nicht auf.

3 28 )

12 h infizierte Leber

uninfizierte Leber

Abbildung 8: Histopathologie der Leber

Gezeigt werden repréasentative HE-geférbte Paraffinschnitte von gesunden und 12 h infizierten Wildtyp-
Mausen (obere Reihe) im Vergleich zu gesunden und infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Méusen
(untere Reihe). A und C zeigen jeweils die unauffalligen zentrolobuldren Bereiche und B und D die
Portalfelder uninfizierter Individuen. Im Vergleich sind in den Schnitten der infizierten Wildtypen (E)
venodse Stauungen und vereinzelte neutrophile Granulozyten (—>) (F) in den Zetralvenen und (G) den
Portalfeldern sichtbar. Deutlich massivere Auswirkungen der Infektion sind in infizierten Knock-Out-
Tieren zu finden. H zeigt die Verlegung eines GefdBes durch einen Thrombus und I die daraus
resultierende ischdmische Nekrose (= = = ). AuBerdem lassen sich hier (J) Herde, in das Lebergewebe
infiltrierter neutrophiler Granulozyten (—>) erkennen. Alle Abbildungen entsprechen einer 400-fachen
VergroBerung. Der in J dargestellte Balken misst 50 pm. Dargestellt werden représentative Aufnahmen
aus Untersuchungen von sechs Tieren pro Gruppe. (Abbildung: C. v. Lachner)
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3.2.4.2 Histopathologie der Lunge

Eine erschwerte bis pumpende Atmung der erkrankten Tiere lies auf eine Beteiligung der Lunge
im Zuge des Multi-Organ-Dysfunktions-Syndroms schlieBen. Die Beeintrachtigung der
Atmung wiéhrend einer Sepsis manifestiert sich zumeist in einem akuten Atemnotsyndrom
(ARDS = acute respiratory distress syndrome) (Angus & van der Poll 2013), welches sich
histopathologisch als diffuse Alveolarepithelschddigung darstellt (DAD = diffuse alveolar
damage) (Butt et al. 2016). Die histopathologische Auswertung der Hamatoxilin-Eosin
gefdrbten Préparationen ergab eine vermehrte Schadigung der Lunge in I-Proteasom-Knock-
Out-Tieren. In Summe wiesen die infizierten Tiere eine akute, eitrige, interstitielle Pneumonie
auf, welche von einer starken Thrombosierung kapilldrer Gefa3e begleitet wurde. Im Mittel
wies etwa die Hilfte des Lungengewebes von Knock-Out-Tieren nach 12-stiindiger Infektion
die entziindlichen Verdnderungen auf. Im Gegensatz dazu konnten nur durchschnittlich fiir ein
Viertel des gesamten Lungengewebes der Wildtypen diese Befunde gestellt werden. Auch die
Hauptbefunde, zu denen die Infiltration von neutrophilen Granulozyten in die Alveolarsepten,
Nekrosen des Alveolarepithels sowie eine Thrombosierung kapilldrer Gefdl3e zahlten, traten in

den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren haufiger auf, wurden jedoch nicht exakt quantifiziert
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Histopathologie der Lunge

Gezeigt werden repréasentative HE und nach Ladewig gefédrbte Paraffinschnitte von gesunden und 12 h
infizierten Wildtyp-Mausen (obere Reihe) im Vergleich zu gesunden und infizierten I-Proteasom-
Knock-Out-Méusen (untere Reihe). A und C zeigen jeweils gesundes Alveolarepithel (HE gefarbt) und
B und D vendse Gefdle und Alveolarepithel uninfizierter Individuen nach Ladewig gefarbt. Im
Vergleich, sind in den HE-geférbten Schnitten der infizierten Wildtypen (E) kapillére Mikrothromben
( %), vereinzelte neutrophile Granulozyten (—> ) und Nekrosen des Alveolarepithels (P) zu sehen.
Abbildung F verdeutlicht mittels Ladewigfarbung die Mikrothromben. (G, H) Gleiche Befunde jedoch
mit erhhtem Schweregrad wurden in den Schnitten der infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Tiere
deutlich. Alle Abbildungen entsprechen einer 600-fachen Vergroerung. Der in H dargestellte Balken
misst 20 pm. Dargestellt werden reprédsentative Aufnahmen aus Untersuchungen von bis zu neun Tieren
pro Gruppe. (Abbildung: PhD K. Dietert)
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3.2.4.3 Histopathologie der Niere

Eine haufige Begleiterscheinung der Sepsis ist das akute Nierenversagen, charakterisiert durch
erhohte Serum-Kreatininwerte und ein vermindertes Harnvolumen (Angus & van der Poll
2013). Der histopathologische Befund der Tubulusnekrose (Langenberg et al. 2008) konnte in
den Hématoxilin-Eosin-gefarbten Nierenpriperationen von 12 h infizierten Tieren (Abbildung
10) jedoch nicht nachgewiesen werden. Desweiteren waren auch keine Entziindungsfoci oder
Mikrothromben sichtbar. Die Abwesenheit dieser Befunde bestirkt die zuvor durch die
unveranderten Kreatininwerte gestiitzte These der nicht beeintrachtigten Nierenfunktion 12 h
p.i. indiesem E. coli-Modell (siehe Kapitel 3.2.3).
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Abbildung 10: Histopathologie der Niere

Gezeigt werden repriasentative HE-geféarbte Paraffinschnitte von gesunden und 12 h infizierten Wildtyp-
Maiusen (obere Reihe) im Vergleich zu gesunden und infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Méusen
(untere Reihe). A und C zeigen jeweils Ausschnitte des Nierenkortexes mit Glumeruli und B und D
Tubuli uninfizierter Individuen. Die dargestellten Glumeruli- und Tubulusstrukturen in infizierten
Wildtyp-Mausen (E, F) und in den infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Tieren (G, H) stellen sich
ebenfalls frei von entziindlichen Foci und Nekrosen dar. Alle Abbildungen entsprechen einer 400-fachen
VergroBerung. Der in H dargestellte Balken misst 50 pm. Dargestellt werden repriasentative Auftnahmen
aus Untersuchungen von sechs Tieren pro Gruppe. (Abbildung: C. v. Lachner)
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3.2.4.4 Histopathologie der Milz

Wihrend der Sepsis kommt es zum Verlust von Lymphozyten im peripheren Blut (siehe
Abbildung 6), wie auch zum Untergang von B- und T-Zellen in Thymus und Milz, was fiir die
humane Sepsis (Hotchkiss et al. 1999) und ebenfalls in murinen Modellen dokumentiert wurde
(Hotchkiss et al. 1997). Charakterisiert ist dieser Zellverlust durch den histopathologischen
Befund der Kernpyknose und Karyorrhexis in der weilen Pulpa der Milz. In Zusammenhang
mit diesem, verstirkter in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren auftretenden Befund, wurde eine
vermehrte Einwanderung von mononukledren Entziindungszellen in das Milzparenchym (rote
Pulpa) und Mikrothromben in den Knock-Out-Tieren deutlich. Die Hauptbefunde werden in
Abbildung 11 in représentativen Hdmatoxilin-Eosin-gefarbten Milzpriparationen dargestellt.
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Abbildung 11: Histopathologie der Milz

Gezeigt werden repréasentative HE-geférbte Paraffinschnitte von gesunden und 12 h infizierten Wildtyp-
Maiusen (obere Reihe) im Vergleich zu gesunden und infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Tieren (untere
Reihe). A und B zeigen die weile und rote Milzpulpa gesunden Milzparenchyms uninfizierter
Individuen. Im Vergleich sind in den Schnitten der infizierten Wildtypen (C) vereinzelt Kernpyknosen
und Karyorrhexis ( #) in der weiBlen Milzpulpa und (D) moderate Infiltrate neutrophiler Granulozyten
( =) in der roten Pulpa sichtbar. In infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Miusen treten die Befunde
verstérkt auf. E zeigt den massiven Zelluntergang in der weillen Milzpulpa einer 12 h infizierten Knock-
Out-Maus. AuBlerdem lassen sich in F entziindliche Foci mit neutrophilen Granulozyten und ein
massiver hyaliner Thrombus ( % ) erkennen. Alle Abbildungen entsprechen einer 400-fachen
VergroBerung. Der in F dargestellte Balken misst 50 pm. Dargestellt werden reprasentative Aufnahmen
aus Untersuchungen von sechs Tieren pro Gruppe. (Abbildung: C. v. Lachner)
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3.2.4.5 Histopathologie des Thymus

Neben dem Verlust von Lymphozyten in der Milz wird in Abbildung 12 der Untergang von T-
Zellen im Thymus widhrend der Infektion deutlich. Von diesem massiven Zelluntergang,
begleitet von eingewanderten Bakterien, waren vor allem die I-Proteasom-Knock-Out-Tiere
betroffen. Zusitzlich prigten die Knock-Out-Tiere eine hochgradige Thymitis aus,
charakterisiert durch in den Randsinus infiltrierte neutrophile Granulozyten. Die Wildtyp-Tiere
zeigten eine vergleichbar hochgradige Thymitis, jedoch ohne sichtbare Bakterien und nur mit
vereinzelten Nekrosen.
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Abbildung 12: Histopathologie des Thymus

Gezeigt werden repréasentative HE-geférbte Paraffinschnitte von gesunden und 12 h infizierten Wildtyp-
Maiusen (obere Reihe) im Vergleich zu gesunden und infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Tieren (untere
Reihe). A bis D zeigen die Kortex-Areale des Thymus uninfizierter Individuen. Im Vergleich, sind in
den Schnitten der infizierten Wildtypen (E, F) Infiltrate neutrophiler Granulozyten ( — ) vor allem
im Randsinus des Thymus sichtbar. In infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Mausen (G, H) ist neben
entziindlichen Infiltraten ein massiver Zelluntergang (p») zu erkennen. Auflerdem fallen in G Kolonien
eingewanderter E. coli auf. Alle Abbildungen entsprechen einer 600-fachen Vergroferung. Der in H
dargestellte Balken misst 20 um. Dargestellt werden reprasentative Aufnahmen aus Untersuchungen
von acht Tieren pro Gruppe. (Abbildung: PhD K. Dietert)
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3.2.4.6 Histopathologie mediastinaler Lymphknoten

Représentativ fiir die Betrachtung der Lymphknoten wurden die mediastinalen Lymphknoten
histopathologisch untersucht (Abbildung 13). Hierbei wurde, dhnlich wie im Thymusgewebe,
eine hochgradige Lymphadenitis durch eingewanderte neutrophile Granulozyten sichtbar.
Besonders massive entziindliche Infiltrate wurden erneut fiir die I-Proteasom-Knock-Out-Tiere
nach 12 h p. i. festgestellt. Zusdtzlich konnte nur in den infizierten Knock-Out-Tieren die
massenhafte Besiedlung mit E. coli dargestellt werden. Ungeachtet der Parallelen zu dem
infizierten Thymusgewebe grenzen sich die Lymphknoten durch das Ausbleiben von Nekrosen,
trotz hochgradiger Entziindung von den Befunden des infizierten Thymus ab.
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Abbildung 13: Histopathologie mediastinaler Lymphknoten

Gezeigt werden reprasentative HE und nach Giemsa gefarbte Paraffinschnitte von gesunden und 12 h
infizierten Wildtyp-Miusen (obere Reihe) im Vergleich zu gesunden und infizierten I-Proteasom-
Knock-Out-Tieren (untere Reihe). A und B zeigen den intakten Randsinus uninfizierter Individuen. Im
Vergleich werden in den Schnitten der infizierten Wildtypen (C) Infiltrate neutrophiler Granulozyten
als Anzeichen einer Lymphadenitis ( — ) deutlich. Hochgradigere Befunde wurden in den Schnitten
der I-Proteasom-Knock-Out-Tiere gefunden, welche in E reprisentativ in einem HE-gefarbten
Randsinus dargestellt werden (%  Thrombus). (D) In dem nach Giemsa gefirbten Randsinus der
Wildtyp-Tiere sind keine Bakterien sichtbar, im Vergleich dazu zeigt G die massenhafte Infiltration von
E. coli in den Randsinus eines infizieren Lymphknotens einer Knock-Out-Maus. Alle Abbildungen
entsprechen einer 600-fachen VergroBerung. Der in H dargestellte Balken misst 20 um. Dargestellt
werden repréisentative Aufnahmen aus Untersuchungen von drei Tieren pro Gruppe. (Abbildung: PhD
K. Dietert)
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3.3 Analyse von Entziindungsparametern in Knock-Out- und Wildtyp-Tieren

3.3.1 Zirkulierende Zytokine im Blut der I-Proteasom-Knock-Out-Tiere zeigen kein
stiarkeres proinflammatorisches Muster als in den Wildtyp-Tieren

Die Bestimmung der Zytokine im Blut stellt eine unerldssliche Methode dar, um den
Schweregrad der systemischen Entziindung zu ermitteln. In der Humanmedizin finden Zytokine
in der friilhen Phase der Sepsis fiir die Prognosestellung oder als sogenannte Biomarker
Verwendung (Mera et al. 2011). Proinflammatorische Zytokine sind ein Hauptbestandteil der
sofortigen Immunreaktion auf DAMPs. In der friithen Phase des Multi-Organ-Dysfunktions-
Syndroms sind zirkulierende proinflammatorische Mediatoren jedoch ebenfalls Vermittler
eines universalen Endothelschadens. In dieser friithen Phase fiihrt die Uberexpression der
Mediatoren zu der Aktivierung von Endothel und Leukozyten, zu einer erhohten
Gefidllpermeabilitdt und zu einer gesteigerten PMN-Adhidsion sowie Migration. Diese erste
massive Ausschiittung der Zytokine erfolgt durch Zellen des Blutes, der Leber und der Milz. In
der spiteren Phase verursachen inflammatorische Zellen im Interstitium der Organe eine
vermehrte Ausschiittung von Chemokinen und Zytokinen und rekrutieren weitere ROS
produzierende neutrophile Granulozyten, was zu Schéidigungen des Parenchyms fiihrt (H.
Wang & Ma 2008). Letztendlich sind die Entziindungsmediatoren, reaktive Sauerstoffspezies,
produziert von neutrophilen Granulozyten und die zytolytischen T-Lymphozyten
verantwortlich fiir einen gesteigerten Endothelschaden (J. Wang & Qiao 2006), welcher mit
Gewebsschidigungen einher geht. Um den vermehrten Gewebsschaden in I-Proteasom-Knock-
Out-Tieren zu erkldren, wurden 14 Sepsis-relevante Zytokine und Chemokine mittels
Multiplex-ELISA im Plasma der Tiere bestimmt (Abbildung 14). Da diese Mediatoren ihre
Expressionsgipfel nach unterschiedlichen Zeiten erreichen (Bosmann et al. 2012), wurden die
Zytokine nach 2 h, 6 hund 12 h p. i. im Plasma gemessen. Ein haufig betrachtetes Zytokin um
den Verlauf der Erkrankung zu prognostizieren, ist TNF-a (Chaudhry et al. 2013). TNF-a ist
ein sehr frith ausgeschiittetes Zytokin und ist verantwortlich fiir die Aktivierung weiterer
proinflammatorischer Signalwege (Parameswaran & Patial 2010). AuBerdem ist LPS ein
potenter Stimulator fiir die Ausschiittung von TNF-a (Ermert et al. 2003), weshalb die Messung
von TNF-a in dem E. coli-Mausmodell eine zusitzliche Relevanz erhdlt. Zu den
histopathologischen Befunden passend, konnte nach zweistiindiger Infektion eine signifikant
erhohte TNF-a-Plasmakonzentration in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren festgestellt
werden. Fiir die proinflammatorischen und in der Sepsis relevanten Zytokine IL-1a, IL-1p3, IL-
6, IL-12, IFNy und G-CSF konnten keine signifikanten Unterschiede im Plasmalevel deutlich
gemacht werden. Anders verhilt es sich mit IL-17, welches in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren
signifikant reduziert war. IL-17 wird vor allem von CD4" T-Zellen, den Thl7-Zellen,
produziert und aktiviert im Gewebe die Produktion proinflammatorischer Chemokine, welche
wichtig fiir das Rekrutieren von neutrophilen Granulozyten (Witowski et al. 2000) und
Monozyten sind (Shahrara et al. 2010). Die These, dass die verstirkte Organschiadigung der
Knock-Out-Tiere durch ein erhohtes Level an proinflammatorischen Mediatoren verursacht
wurde, wird zusétzlich von der Analyse relevanter Chemokine entkriftet. KC (CXCL1), IP-10
(CXCL10), MCP-1 (CCL2), MIP-1B (CCL4) und RANTES (CCLS5) weisen ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Mausgruppen auf. Als Vertreter der anti-
inflammatorischen Immunantwort wurde IL-10 bestimmt. Ein stark erhohtes IL-10 Plasmalevel
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gilt als Hauptprédiktor fiir einen schweren Verlauf der Sepsis (Gogos et al. 2000). Die Messung
ergab eine leichte aber nicht signifikante Erhdhung im Wildtyp-Plasma. Insgesamt sind die
auch in der Humanmedizin prognostisch eingesetzten Mediatoren in diesem Modell nicht
ursdchlich fiir die erhdhte Gewebsschiddigung verantwortlich, ausgenommen ist hierbei eine
erhohte Konzentration von TNF-a.
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Abbildung 14: Plasmalevel ausgewiihlter Zytokine und Chemokine

Gezeigt werden die mittels Multiplex-ELISA bestimmten Plasmalevel wichtiger proinflammatorischer
Zytokine: (A) TNF-a, (B) IL-1a, (C) IL-1p, (D) IL-6, (E) IL-12 p70, (F) IL-17A, (G) IFNy und (H) G-
CSF. AuBerdem werden relevante proinflammatorische Chemokine: (I) KC (CXCL1), (J) IP-10
(CXCL10), (K) MCP-1 (CCL2), (L) MIP-1p (CCL4) und (M) RANTES (CCLS5) dargestellt. N zeigt
IL-10 als Vertreter der antiinflammatorischen Zytokine. Gemessen wurden die Konzentrationen in
Heparinplasma von uninfizierten, 2 h, 6 h und 12 h infizierten Wildtyp-Tieren und I-Proteasom-Knock-
Out-Tieren. Die Proben wurden in drei unabhingigen Infektionsversuchen gesammelt. Verglichen
wurden jeweils vier bis sechs Individuen pro Gruppe. Die Daten sind als Mittelwert +£ SD dargestellt.(*
p <0,05; **p<0,01)
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3.3.2 Die Expression ausgewihlter Zytokine in Blutleukozyten unterscheidet sich kaum

Neben der Menge zirkulierender Mediatoren wurde die relative m-RNA Expression
ausgesuchter Zytokine in Blutleukozyten nach 6-stiindiger Infektion mit Hilfe von qRT-PCR
bestimmt (Abbildung 15). Da die erste Welle proinflammatorischer Mediatoren von Blutzellen,
der Leber und der Milz ausgeschiittet werden (H. Wang & Ma 2008), findet die mRNA-
Expression wichtiger Vertreter in diesen drei Systemen im Folgenden eine besondere
Betrachtung. In 6 h nach der Infektion isolierten Blutleukozyten unterschied sich die relative
mRNA-Expression zwischen den Tiergruppen kaum. Das proinflammatorische Zytokin
TNF-a, welches in Proteinform im Blut erhohte Konzentrationen in den I-Proteasom-Knock-
Out-Tieren aufwies, ist zwar nach 6 h p. i. deutlich erhoht exprimiert, unterschied sich zwischen
den Knock-Out- und Wildtyp-Tieren jedoch nicht. Hier sei zu bemerken, dass der
Expressionsgipfel von TNF-a deutlich friiher ist, weshalb dieser 6 h-Wert keine Riickschliisse
auf die Proteinkonzentration nach 2 h im Blut zuldsst. Ahnliche Ergebnisse wies die
Expressionsanalyse der proinflammatorischen Mediatoren IL-1B, IL-6 und KC auf. IL-1a
zeigte eine leicht erhohte, jedoch nicht signifikante Steigerung der mRNA-Expression in den
Wildtypen und das Chemokin RANTES wurde im Zuge der Infektion kaum vermehrt von
Blutleukozyten gebildet. Einzig IFNy war nach 6 h p. i. signifikant unterschiedlich exprimiert.
Die I-Proteasom-Knock-Out-Tiere zeigten einen geringeren Expressionsanstieg dieses
wichtigen proinflammatorischen Zytokins im Zuge der E. coli-Infektion. Eine mdgliche
Ursache fiir die reduzierte Expression von IFNy konnte eine Uberexpression des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 sein (Opal & DePalo 2000). Wie jedoch in Abbildung
15 dargestellt, war nach sechsstiindiger Infektion keine Uberexpression von IL-10 in den
[-Proteasom-Knock-Out-Tieren zu verzeichnen. Es ist eher von einer tendenziell geringeren,
wenn auch nicht signifikant geringeren Expression dieses Zytokins in Blutleukozyten der
I-Proteasom-Knock-Out-Mausen auszugehen. Ein weiterer antiinflammatorischer Mediator ist
IL-1Ra. Dieser kompetitive Rezeptorantagonist hemmt die Wirkung der IL-1-Mitglieder durch
Verdringung der Agonisten von ihrem Rezeptor (Schreuder et al. 1997). Auch dieses Zytokin
wurde in den untersuchten Proben nicht differenziell exprimiert und vervollstindigt das Bild
des gleichmiBigen mRNA-Expressionsmusters der Sepsis-relevanten Zytokine in
Blutleukozyten von I-Proteasom-Knock-Out-und Wildtyp-Tieren.
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Abbildung 15: Zytokin- und Chemokin-Expression in Blutleukozyten

Die mittels qRT-PCR gemessenen relativen mRNA-Level von Sepsis-relevanten Zytokinen und
Chemokinen in Blutleukozyten wurden in 6 h infizierten Méausen bestimmt. Dargestellt wird die relative
Expression, normalisiert zu den uninfizierten Kontrollen. Es wurden ausschlieBlich Tiere mit einem
dhnlichen Schweregrad der Erkrankung verglichen. Abgebildet werden die Mittelwerte = SEM aus drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen. (* p < 0,05)
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3.3.3 Nur leichte Unterschiede im Zytokin-Expressionsmuster der Organe

Da auch in der Leber und der Milz, wie bereits erwdhnt, die erste Welle proinflammatorischer
Mediatoren produziert wird, wurde die mRNA-Expression mittels qRT-PCR relevanter
Vertreter 2 h, 6 h und 12 h p. i. analysiert (Abbildung 16). Hierbei zeigt sich in der
Untersuchung verschiedener Zytokine in Organhomogenaten ein sehr heterogenes Bild. Die fiir
einen schweren Krankheitsverlauf prognostisch wichtigsten Zytokine TNF-a und IL-6 wiesen
keinen Expressionsunterschied zwischen den Mausgruppen auf. FEinzig IL-10, als
prognostischer Marker, stellte sich in der Leber der Knock-Out-Tiere leicht erhoht dar. Nur das
proinflammatorische Chemokin RANTES (CCL5) und der antiinflammatorische IL-1-
Rezeptorantagonist, waren zumindest in der Leber der Knock-Out-Tiere wihrend der friihen
Immunantwort signifikant vermehrt exprimiert. In der Milz traf dies nur fiir RANTES (CCL5)
zu, wobei hier generell eine sehr niedrige Expression dieses Chemokins vorlag. Vor allem die
Uberexpression von RANTES (CCL5) konnte durch seine starke chemotaktische Funktion
(Schall et al. 1990) auschlaggebend fiir eine massivere Gewebsdestruktion in der Leber sein.
Gegenteilig verhielt sich die Expression von IL-1B in Leber und Milz sowie in der Niere und
im Herz (Letztere nicht dargestellt). Hierbei ist das Ergebnis in der Anfangsphase der Infektion
(2 hp. i.) entscheidend, da IL-1p wie auch IL-1a, IL-6 und TNF-a zu den sofort ausgeschiitteten
Zytokinen gehort (Chaudhry et al. 2013). Trotz aller Heterogenitdt der Ergebnisse dieser
Untersuchung kristallisierte sich heraus, dass IL-1p das einzige Zytokin ist, welches in den
Organen der [-Proteasom-Knock-Out-Méuse signifikant verringert exprimiert wurde. Ebenso
deutlich war die Uberexpression von RANTES (CCL5) in der Leber, der Milz und auch in
Niere, Herz und Lunge zu beobachten, wobei dieses Chemokin am meisten in Leber, Herz und
Niere exprimiert wurde. Alle weiteren proinflammatorischen Zytokine wiesen in den ersten
Stunden der Erkrankung keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mausgruppen auf. In
Bezug auf die antiinflammatorische Reaktion, vorwiegend durch IL-10 beeinflusst, wurde eine
leicht erh6hte Expression in der spiteren Phase der murinen E. coli-Sepsis (12 h p. i.) in den
Knock-Out-Tieren erkennbar.
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Abbildung 16: Zytokin- und Chemokin-Expression in Leber und Milz

Die mittels qRT-PCR gemessenen relativen mRNA-Level der proinflammatorischen Zytokine TNF-a,
IL-1a, IL-1PB und IL-6, sowie die Chemokine KC (CXCL1) und RANTES (CCLS5) wurden in (A)
Leberhomogenaten und (B) Milzhomogenaten von 2 h, 6 h und 12 h infizierten Tieren bestimmt und
hier reprisentativ fiir alle untersuchten Organe dargestellt. Gleiches trifft fiir die Analyse der
antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-1RA zu. Dargestellt wird die relative Expression
normalisiert zu den uninfizierten Kontrollen. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden ausschlieB3lich
Tiere mit einem dhnlichen Schweregrad der Erkrankung verglichen. Abgebildet werden die Mittelwerte
+ SEM aus drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen. (* p <0,05; ** p <0,01; **** p <
0,0001)
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3.4 Die Ausbreitung der Bakterien im Organismus

3.4.1 Nachweis einer erhohten Bakterienlast in Peritonealfliissigkeit, Blut und Organen
der I-Proteasom-Knock-Out-Miuse

Da bekannt ist, dass besonders Infektionen mit Gram-negativen Pathogenen zu starken
Koagulopathien mit tiefen vendsen Thrombembolien (Levi et al. 2012) und assoziierten
ischamischen Nekrosen fiihren, wird in Abbildung 17 die Quantifizierung der Bakterien in der
Peritonealfliissigkeit, im Blut und stellvertretend fiir weitere Organe, in der Leber dargestellt.
Durch diese Analyse kann die These einer vermehrten Gewebsdestruktion durch eine
signifikant erhohte Bakterienlast in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren zugrunde gelegt
werden. Auch in den nicht abgebildeten Organen Lunge, Milz, Herz und Niere wurden nach 12
h p. i. erhohte, aber nicht signifikant erhohte, Bakterienzahlen ermittelt. Eine schnellere
Entwicklung der Diskrepanz in der Keimzahl war in der Lunge zu erkennen. Hier konnten
schon nach 6 h p. i. in den Knock-Out-Tieren deutlich mehr Bakterien ausgezéhlt werden. Die
erhohte Bakterienlast in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren konnte ein Grund fiir das
vermehrte Auftreten von Mikrothromben in den Organen, wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben,
sein. Insbesondere in der Leber konnte dies ursichlich fiir die ischdmischen Nekrosen sein.

Bakterienlast 12 h p. i.
10"10 1
%l *
g _
e
e - Il o
z
@
10"4 E ——
|
|| 1 L]
Peritonealflissigkeit Blut Leber
(] wildtyp

@B .MP7/MECL-1/PA28-/-

Abbildung 17: Bakterienlast in Peritonealfliissigkeit, Blut und Leber

Dargestellt wird die Anzahl der Kolonie bildenden Einheiten in 1 ml peritonealer Spiilfliissigkeit, in
1 ml Blut und in der kompletten Leber, welche in 1 ml PBS homogenisiert wurde, 12 h p. i. in Wildtypen
und [-Proteasom-Knock-Out-Tieren. Das Box - und Whisker — Diagramm stellt in den Boxen die
Verteilung von 50 % der Daten inklusive des Medians dar. Zusitzlich wird die Verteilung maximaler
Datenpunkte auBlerhalb des oberen und unteren Quartils mittels Whisker angezeigt. Dieses
Kastendiagramm bildet Versuche mit 14 Individuen ab. (* p <0,05)
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3.4.2 Bakterien dringen in das Organparenchym infizierter Miuse ein, bilden aber
keine biofilmidhnlichen Gruppierungen

Es ist bekannt, dass E. coli fihig ist im Uroepithel der Blase intrazelluldre biofilméhnliche
Gruppen zu bilden, um sich damit einen Uberlebensvorteil zu verschaffen (Anderson et al.
2003). Ob diese Evasionsstrategie auch in dem untersuchten Infektionsmodell vorkommt und
somit die erhohte Bakterienlast in den Organen erkléren konnte, wurde mit Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung gepriift. Zur Visualisierung der Bakterien in den histologischen Préparaten
wurden diese mit einer mRNA-Sonde, gekoppelt an ein spezifisches Fluorophor (EUB338-
Sonde = Cy3, orange), markiert. Die Auswertung der Préparationen ergab ein hdmatogenes
Eindringen der Bakterien in das Organparenchym der Niere, der Milz, des Herzens, der Leber
und der Lunge nach 12 stiindiger Infektion (reprisentative Darstellung von Leber und Lunge in
Abbildung 18). Desweiteren wurden phagozytierte Stibchen in polymorphnukledren
Entziindungszellen festgestellt. Eine Gruppenbildung der Bakterien konnte nicht nachgewiesen
werden. Auch im Verteilungsmuster der Bakterien ergaben sich keine Unterschiede zwischen
den beiden Versuchsgruppen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung stellen jedoch nur einen
Eindruck dar. Exakte Quantifizierungen der Bakterienlast konnten aufgrund der geringen
Probenzahl nicht vorgenommen werden.
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Wildtyp 12 h infizierte Lunge LMP7/MECL-1/PA28aR-/- 12 h infizierte Lunge

Abbildung 18: E. coli im Leber- und Lungenparenchym

Dargestellt werden Bilder der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von (A) Leber- und (B)
Lungengewebe 12 h infizierter Wildtyp-Tiere (linke Reihe) und I-Proteasom-Knock-Out-Tiere (rechte
Reihe). Die Visualisierung intrazelluldrer E. coli im Parenchym sowie in Entziindungszellen, hier (A)
in einer Kupfferzelle und (B) in polymorphnukleéren Entziindungszellen dargestellt, erfolgte mit der
EUB338-Sonde, gekoppelt mit Cy3 (orange). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) und das Gewebe
mit FITC (griin) markiert. Die abgebildeten Darstellungen der Leber sind représentativ fiir die Analyse
von vier Individuen pro Gruppe. Die Analyse der Lunge wurde nur an je einem Tier durchgefiihrt. Die
Bilder wurden mit einer 100-fachen (obere Reihe) und mit 1000-fachen VergroBerung (untere Reihe)
aufgenommen. (Abbildung: AG A. Moter)
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3.5 Quantifizierung der Leukozyten und Charakterisierung von Effektoreigenschaften
3.5.1 Kein signifikanter Unterschied der Leukozyten-Anzahl im Peritonealraum

Die zuvor dargestellten Ergebnisse vermitteln die Annahme, dass der vermehrte
Gewebsschaden, welcher zu einer erheblichen Organdysfunktion und letztlich zum fritheren
Tod der I-Proteasom-Knock-Out-Tiere fiihrte, durch die hohere Bakterienlast verursacht wurde.
Im Folgenden stellt sich die Frage, warum sich die Bakterien in den Knock-Out-M&usen
ungehinderter vermehren konnten. Um dies zu kldren soll in diesem Kapitel der Ort der
Infektion und seine immunologische Abwehr eingehend betrachtet werden. Die Basis dieser
Analyse bildet die Quantifizierung der im Peritoneum lokalisierten Leukozyten im gesunden
und infizierten Tier. Abbildung 19 stellt reprdsentative Zytozentrifugate der
Peritonealfliissigkeit vor der Infektion und 12 h p. i. dar. In gesunden Tieren wurden keine
Granulozyten, sondern einzig mononukledre Leukozyten vorgefunden. Hierbei handelte es sich
vorwiegend um residente, sogenannte /arge Peritonealmakrophagen (Ghosn et al. 2010).
Wihrend der Infektion verdnderte sich die Zusammensetzung der Zellpopulationen durch das
Einwandern etlicher neutrophiler aber auch einiger eosinophiler Granulozyten, hin zu einem
vorwiegend polymorphnukledren Zellbild. 12 h p. i. konnten auBBerdem phagozytierte Stibchen
in den Granulozyten und Makrophagen nachgewiesen werden (nicht abgebildet). Die
angefertigten Zytozentrifugate wurden quantifiziert, wobei deutlich wurde, dass die
I-Proteasom-Knock-Out-Tiere leicht verringerte Mengen Leukozyten vor- und wéhrend der
Infektion im Peritoneum beherbergten. Dieses Ergebnis erreichte jedoch keine biologische
Signifikanz und gilt somit nicht alleinig als Ursache fiir die verminderte antibakterielle Abwehr
in den Knock-Out-Tieren.
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3.5.2 Vergleichbare Vitalitiit peritonealer Zellen in beiden Tiergruppen

Die aus der peritonealen Spiilfliissigkeit isolierten und aufgereinigten Zellen wurden
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurde der Anteil toter Zellen mit dem
Farbstoff Viability dye eflour 780" bestimmt. Abbildung 20 zeigt, dass der prozentuale Anteil
toter Zellen zwischen Wildtyp- und Knock-Out-Tieren besonders 12 h p. i. nicht variiert. Als
uninfizierte Kontrollen dienten hier mit 0,9%iger Natriumchloridlosung scheininfizierte (sham
infected) Tiere.
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Abbildung 20: Anteil toter Zellen in peritonealer Spiilfliissigkeit

Gezeigt wird der per Durchflusszytometrie bestimmte Anteil toter Zellen in der peritonealen
Spiilfliissigkeit von scheininfizierten und 12 h infizierten Mausen. A zeigt den gewéhlten Ausschnitt der
lebenden Zellen in einem reprasentativen Dotblot. B stellt den prozentualen Anteil der toten Zellen fiir
jedes analysierte Individuum, inklusive Mittelwert + SD der Tiergruppen aus zwei unabhingigen
Infektionsversuchen dar.
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3.5.3 Gleiche Verteilung der Leukozytenpopulationen in beiden Versuchsgruppen

Unter Ausschluss toter Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie der Anteil weiterer
relevanter Leukozytenpopulationen in der peritonealen Spiilfliissigkeit ermittelt. In Abbildung
21 und 22 wird jedoch deutlich, dass auch diese sich zwischen Wildtyp- und Knock-Out-
Maiusen nicht unterschieden. Beobachtet wurde, wie schon in den Zytozentrifugaten
visualisiert, dass im Zuge der Infektion neutrophile Granulozyten in das Peritoneum
einstromten. Sie stellen neben den Makrophagen die Hauptpopulation phagozytierender
Immunzellen dar, welche eine sofortige Reaktion auf das Pathogen hervorrufen. Sie sind somit
der wichtigste Bestandteil der angeborenen Immunantwort auf das eindringende Pathogen und
fiir die Eradikation dessen verantwortlich (Seeley et al. 2012). Sie sind Schliisselzellen der
Immunprozesse, die in diesem Fall im Peritoneum ihren Ursprung fanden. Die vermehrte
Bakterienlast in den I-Proteasom-Knock-Out-Méusen lésst sich auf Grund dieser Ergebnisse
nicht durch eine Reduktion oder einem mangelnden Rekrutieren neutrophiler Granulozyten in
die Bauchhohle erkldren. Desweiteren befanden sich die Neutrophilen in einem &hnlich
aktivierten Zustand, wie hier iiber den Median Fluorescence Intensities (MFI) des
Oberfldchenantigens CD11b ermittelt (Abbildung 21 E). Da neutrophile Granulozyten im Zuge
bakterieller Infektion ihren Phianotyp von CD11b zu CD11b" wechseln (Ren et al. 2016, Tsuda
et al. 2004), lasst sich iiber diesen Oberflaichenmarker ihr Aktivierungsstatus vergleichen.
Ly6C" Monozyten stellten einen geringen Anteil der analysierten Leukozyten dar (Abbildung
21 C), da sie eher als phénotypische Vorstufe der inflammatorischen Makrophagen zu
betrachten sind (Geissmann et al. 2003, Ghosn et al. 2010). Auch hier wichen die Zellmengen
zwischen den infizierten Mausgruppen kaum voneinander ab. Eine weitere fiir die erste Abwehr
und Erkennung der Pathogene essentielle Zellgruppe stellen die Makrophagen dar. In dieser
Untersuchung konnten zwei verschiedene Makrophagenpopulationen unterschieden werden,
die im Folgenden als inflammatorische und residente Makrophagen bezeichnet werden. Das
Hauptmerkmal der residenten Makrophagen ist ihre GroBe, weshalb sie auch als large
peritoneal macrophages (Ghosn et al. 2010) bezeichnet werden. Sie haben einen CD11b",
F4/80""Phinotyp und sind unabhiingig von Immunreaktionen im Peritoneum ansissig. Im
Zuge der Infektion verschwinden sie, wéihrend eine zweite Population, die inflammatorischen
Makrophagen in den Fokus riickt. Sie sind kleiner und durch einen CD11b", F4/80"°%-Phinotyp
von den residenten Makrophagen zu unterscheiden (Ghosn et al. 2010). In Abbildung 22
werden die beiden Makrophagenpopulationen sowie die Population der eosinophilen
Granulozyten, welche mittels durchflusszytometrischer Messung abgegrenzt werden konnten
(Abbildung 22 E), dargestellt. Wie bei den vorher beschriebenen Zellpopulationen
unterscheiden sich auch die Makrophagen und Eosinophilen der beiden infizierten
Mausgruppen prozentual kaum voneinander. Eine Einschrinkung im Rekrutieren von
Immunzellen, der Zellzahl wie auch der Vitalitdt von Makrophagen, Monozyten, neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten war in diesem Modell nicht die Ursache fiir die erhohte
Bakterienlast der I-Proteasom-Knock-Out-Tiere.
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Abbildung 21: Anteil der Monozyten und Neutrophilen in peritonealer Spiilfliissigkeit

Gezeigt wird der per Durchflusszytometrie bestimmte Anteil der Monozyten und neutrophilen
Granulozyten in der peritonealen Spiilfliissigkeit von scheininfizierten und 12 h infizierten Mausen. A
und B zeigen die Gatingstrategie an repriasentativen Dotplots. C stellt den prozentualen Anteil der
Monozyten und D der Neutrophilen fiir jedes analysierte Individuum, inklusive Mittelwert = SD der
Tiergruppen aus zwei unabhéngigen Infektionsversuchen dar. (E) Zusétzlich wurde der Median
Fluorescence Intensities (MFI) von CD11b auf der Oberfldche der neutrophilen Granulozyten, 12 h p.
i. als Aktivierungsmarker bestimmt. Die hier dargestellten Balken entsprechen ebenfalls den
Mittelwerten £ SD der analysierten Individuen aus zwei Infektionsversuchen.
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Abbildung 22: Anteil der Makrophagen und Eosinophilen in peritonealer Spiilfliissigkeit

Gezeigt wird der per Durchflusszytometrie bestimmte Anteil der inflammatorischen und residenten
Makrophagen, sowie der eosinophilen Granulozyten in der peritonealen Spiilfliissigkeit von
scheininfizierten und 12 h infizierten Méusen. A und B zeigen die Gatingstrategie an repriasentativen
Dotplots. Weiterhin wird der prozentuale Anteil (C) der inflammatorischen Makrophagen (D), der
residenten Makrophagen und (E) eosinophiler Granulozyten fiir jedes analysierte Individuum, inklusive
Mittelwert + SD der Tiergruppen aus zwei unabhingigen Infektionsversuchen dargestellt.
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3.5.4 Makrophagen zeigen reduzierte PD-L.1 und MHC-I Expressions-Level

Da die tatsdchlichen Immunzellzahlen im Peritoneum nicht fiir die verminderte Eradikation der
Pathogene verantwortlich waren und auch der Aktivierungsstatus der neutrophilen
Granulozyten in den Tiergruppen identisch war, wurden nun immunrelevante
Oberflachenantigene auf den peritonealen Makrophagen analysiert. Durch die Quantifizierung
von PD-L1, CD86, MHC-I (Abbildung 23) und MHC-II (nicht abgebildet) sollte geklirt
werden, ob eine Dysfunktion der Makrophagenpopulationen eine Ursache fiir die hohere
Bakterienlast und den vermehrten Untergang von Lymphozyten in den I-Proteasom-Knock-
Out-Tieren sein konnte. Das Oberflaichenantigen PD-L1, welches den Liganden des auf
Lymphozyten exprimierten Rezeptors PD-1 darstellt, wird in der Sepsis bei erhohter Expression
mit einem immunsuppressiven Zustand in Verbindung gebracht (Boomer et al. 2011). Hier
zeigte die Population der inflammatorischen Makrophagen wéhrend der Durchflusszytometrie
dhnliche Level (dargestellt als MFI) von PD-L1 auf der Zelloberfliche. Anders verhielten sich
die sogenannten residenten Makrophagen. Im Zuge der Infektion exprimierten sie deutlich
erhohte PD-L1-Level. Dieser infektionsbedingte Anstieg fiel in den Knock-Out-Tieren
signifikant vermindert aus, obwohl die Anzahl PD-L1"-Zellen in beiden Tiergruppen
vergleichbar war (Abbildung 23 A-B). Dieses Ergebnis ist gegenldufig zu der Annahme, eine
erhohte Expression von PD-L1 konnte fiir die stark ausgeprigte Lymphopenie in den I-
Proteasom-Knock-Out-Tieren verantwortlich sein. Neben PD-L1 wurde CD86, welcher
zusammen mit CD80 als immunmodulatorischer Ligand gilt, quantifiziert. In diesem Fall
unterlag die Expression von CD86 wihrend der Infektion in den inflammatorischen
Makrophagen einem dezenten Anstieg, wobei auch der relative Anteil CD86"-Zellen leicht
zunahm. In den residenten Makrophagen dnderte sich das Level der CD86-Expression im
Vergleich zur scheininfizierten Kontrolle nicht und auch innerhalb der Tiergruppen gab es
kaum Variationen (Abbildung 23 C-D). Eine weitere mdgliche Dysfunktion der Makrophagen
konnte eine verminderte MHC-Présentation sein, welche sich unabhéngig von der Infektion in
den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren bestdtigte. Schon in inflammatorischen Makrophagen
scheininfizierter Tiere wurde eine signifikant verminderte MHC-I-Expression nachgewiesen.
In den residenten Makrophagen kam es wahrend der Infektion zu einem Expressionsanstieg der
MHC-I-Molekiile. Dieser Anstieg war in den Knock-Out-Zellen jedoch signifikant vermindert
ausgeprigt (Abbildung 23 E-F). Die Expression der MHC-II-Molekiile konnte nur auf
inflammatorischen Makrophagen untersucht werden (nicht abgebildet), da residente
Peritonealmakrophagen diese nicht exprimieren (Ghosn et al. 2010). Trotz Infektions-
bedingtem Expressionsanstiegs ergaben sich fiir die Expression der MHC-II-Molekiile keine
Unterschiede zwischen den Tiergruppen.



94

Ergebnisse

A
residente inflammatorische
PD-L1 Makrophagen Makrophagen
304
8
E 204 [+] .
3 "
+
:.'| 101 . . ? &o
[m] % o
a '.;o ©
(!-“—y—-é s ° hd :
- T T

sham-Kontrolle 12 h infiziert

T
sham-Kontrolle 12 h infiziert

residente inflammatorische
CD86 Makrophagen Makrophagen
304
s
.
£ 204 *e
Q2 ]
T o]
3 -]
+ m [ ]
2 104 ] .
g d %
o
o] (o]
WL O o U i o °
T T T T
sham-Kontrolle 12 h infiziert sham-Kontrolle 12 h infiziert
E
residente inflammatorische
MHC-I Makrophagen Makrophagen
— 80000~ —
o ——
2 -
= 60000 [
3
(=]
' 40000-
T
O 20000
E i
ol , | |-_

I
sham-Kontrolle 12 h infiziert

O Wildtyp

L]
sham-Kontrolle 12 h infiziert

® LMP7/MECL-1/PA28ap -/-

PD-L1 [MFI]

o

CD86 [MFI]

m

MHC | ( H-2K"*) [MFI]

residente
Makrophagen

inflammatorische
Makrophagen

15000

100004

5000

AL I

sham-Kontrolle 12 h infiziert

*k

—

1

Tl [ M

sham-Kontrolle 12 h infiziert

residente
Makrophagen

inflammatorische
Makrophagen

3000+

2000+

10004

0-

alll

sham-Kontrolle 12 h infiziert

20000

15000+

10000+

5000

sham-Kontrolle 12 h infiziert

residente inflammatorische
Makrophagen Makrophagen
—
=

.

0

[

sham-Kontrolle 12 h infiziert

L] I
sham-Kontrolle 12 h infiziert

Abbildung 23: Expression von PD-L1, CD86 und MHC-I auf peritonealen Makrophagen

Gezeigt wird der per Durchflusszytometrie bestimmte Anteil der (A) PD-L1" und (C) CD86"
inflammatorischen bzw. residenten peritonealen Makrophagen in 12 h infizierten und scheininfizierten
Mausen. Jedes analysierte Individuum wurde in den Diagrammen inklusive des Mittelwerts = SD der
Tiergruppen aus 2 unabhéngigen Infektionsversuchen abgebildet. Die Expression von (B) PD-L1 und

(D) CD86 wurde

durch die Median Fluorescence Intensities (MFI) der entsprechenden

Oberflachenantigene durchflusszytometrisch ermittelt. Desweiteren wurde mit der Bestimmung der
MFI von (E) H-2D" und (F) H-2K" die Expression der MHC-I-Molekiile verglichen. Die Werte wurden
als Mittelwert + SD aus Tieren von zwei Infektionsversuchen dargestellt. (* p < 0,05; ** p <0,01)
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3.5.5 Residente Makrophagen der I-Proteasom-Knock-Out-Miuse zeigen keine
Einschrinkung in Phagozytose und intrazelluliiren Abtoten von E. coli

Um die Funktionalitit der Makrophagen noch detaillierter zu untersuchen, wurden relevante
Effektorfunktionen, wie das Phagozytieren und intrazelluldre AbtSten der Bakterien bewertet
(Abbildung 24). Zwei verschiedene Versuchsansidtze wurden fiir diese Funktionstests etabliert.
Die residenten Makrophagen wurden aus gesunden Tieren durch peritoneale Lavage isoliert
und wie in Kapitel 2.2.2.1 beschrieben, aufgereinigt und bis zu 20 Stunden kultiviert.
Anschlieend wurden sie fiir die erste Versuchsreihe mit vorher opsonisierten, nicht infektidsen
FITC-gekoppelten Escherichia coli BioParticles® in einem Verhiltnis 1:20 (MOI = 20)
stimuliert. Nach 60 Minuten wurde die Reaktion mit kaltem PBS gestoppt. Die auf
Kammerobjekttragern kultivierten Makrophagen wurden getrocknet, fixiert und mit einem
DAPI-haltigem  Eindeckelmedium  fiir die  Auswertung  vorbereitet. = Mittels
Fluoreszenzmikroskopie wurden die phagozytierenden Zellen ausgezéhlt. Zusitzlich wurde die
Menge der aufgenommenen Partikel in den Zellen quantifiziert. Wie in Abbildung 24 A-B
dargestellt, haben Wildtyp- und I-Proteasom-Knock-Out-Zellen nach 60 Minuten die gleiche
Menge E. coli-Partikel aufgenommen. Fiir den zweiten Versuchsansatz wurden die Zellen
zuvor mit 100 U/ml murinem IFNy vorstimuliert. Nach etwa 12 h wurden sie dann in einem
Verhiltnis 1:2 (MOI = 2) mit vitalem E. coli A247 infiziert. Nach 30 Minuten wurde die Menge
tiberlebender E. coli bestimmt. Die Zell-Bakterien-Suspension wurde nun mit Gentamicin
versetzt, um alle restlichen noch auerhalb der Zelle lebenden Bakterien abzutiten. Die tibrigen
Zellen wurden anschlieBend mechanisch lysiert. Mittels Ausplattieren dieser Suspension
konnte nun die Anzahl der E. coli, welche nach 30 Minuten in die Zelle aufgenommen, aber
nicht getotet wurden, bestimmt werden. Abbildung 24 C-D zeigt, dass die Fahigkeit die
Bakterien zu pahgozytieren und zu téten in den I-Proteasom-Knock-Out-Makrophagen im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen nicht reduziert ist.
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Abbildung 24: Phagozytose und intrazelluliires Abtoten muriner Peritonealmakrophagen

A zeigt reprasentativ die Phagozytoseeffizienz von residenten Peritonealmakrophagen aus Wildtyp- und
[-Proteasom-Knock-Out-Méusen (Abbildung: C. v. Lachner). Die Zellen wurden isoliert und kultiviert
und anschlieBend mit FITC-gekoppelten nicht infektiosen E. coli-Partikeln (griin) in einem Verhiltnis
20:1 fiir 60 Minuten stimuliert. Nach Fixation der Zellen und Farbung der Kerne mit DAPI (blau)
konnten die Partikel pro Zelle ausgezahlt werden. B zeigt die Quantifizierung der Phagozytose-aktiven
Makrophagen beider Tiergruppen und den Anteil der Zellen, welche 1-3, 4-7 bzw. 8 oder mehr Partikel
nach 60 Minuten aufgenommen hatten. Die Darstellung umfasst Versuche mit Zellen von fiinf
unabhéngig voneinander getesteten Tieren pro Gruppe. In C wird die Phagozytoseeffizienz und in D
das intrazelluldre AbtSten der phagozytierten E. coli A247 in Peritonealmakrophagen aus Wildtyp- und
I-Proteasom-Knock-Out-Méusen nach 30 Minuten dargestellt. Die mit 100 U/ml IFNy vorstimulierten
Makrophagen wurden mit vitalem E. coli (MOI 2) infiziert und nach 30 Minuten die noch vorhandene
Bakterienmenge bestimmt. (D) Um das intrazellulire Abtdten zu bestimmen wurden die Zellen
gewaschen und mit Gentamicin behandelt bevor sie mechanisch lysiert und die Menge der in der Zelle
iiberlebenden Bakterien bestimmt wurde. B bildet alle Daten als Mittelwert £ SD ab. Das Box- und
Whisker- Diagramm (C, D) stellt in den Boxen die Verteilung von 50 % der Daten inklusive des
Medians dar. Zusitzlich wird die Verteilung maximaler Datenpunkte aulerhalb des oberen und unteren
Quartils mittels Whisker angezeigt. Alle Daten dieser Abbildung beschreiben Versuche mit Zellen von
fiinf Tieren pro Gruppe.
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3.5.6 Die peritoneale Stickstoffmonoxid- und Zytokinproduktion ist in beiden
Versuchsgruppen vergleichbar

Da die Bauchhohle mit ihren residenten Immunzellen, die wie beschrieben mehrheitlich aus
Makrophagen bestehen (Abbildung 22), die erste Verteidigungslinie in der hier induzierten
Peritonitis darstellen, soll in diesem Kapitel auf die lokale peritoneale Immunantwort
eingegangen werden. Dafiir wurde die Peritonealfliissigkeit hinsichtlich der inflammatorischen
Mediatoren (Abbildung 25) und dem ausgeschiitteten Stickstoffmonoxid (Abbildung 26)
beurteilt. Die Zytokine und Chemokine wurden fiir diese Analyse in der peritonealen
Spiilfliissigkeit aus 2 h, 6 h und 12 h infizierten sowie aus gesunden (0 h) Tieren mittels
Multiplex-ELISA bestimmt. Betrachtet man die friithe Immunreaktion, bei der vorrangig TNF-
a und IL-6 (Abbildung 25 A, D) eine Hauptrolle spielen, wurden nach zweistlindiger Infektion
leicht erhohte, aber nicht signifikant erhohte Level dieser beiden Schliisselzytokine in den
Knock-Out-Tieren gemessen. IL-1 (Abbildung 25 B, C) hingegen zeigt nach 2 h p. i. gleiche
Level und stellt sich nach 6 h, im Gegensatz zu IL-6 und TNF-a signifikant verringert in den I-
Proteasom-Knock-Out-Tieren dar. Weitere biologisch signifikant geringer ausgeschiittete
Zytokine 6 h p. i. waren IL-12, IL-17 und IFNy (Abbildung 25 E, F, G). Diese letzteren
Resultate stehen im Einklang mit den Plasmazytokinleveln, beschrieben in Kapitel 3.3.1. Auch
fiir die Chemokine (KC, IP-10, MCP-1, MIP-1p und RANTES) stellte sich nach 6 h der Trend
einer verminderten Ausschiittung in den Knock-Out-Tieren dar. Ein weiterer essentieller
Mechanismus zur Abtétung extrazellularer Bakterien ist die Befdhigung einiger Immunzellen,
wie zum Beispiel Makrophagen, zur Synthese von Stickstoffmonoxid (Fang 2004). Um
Stickstoffmonoxid in der gewonnen peritonealen Spiilfliissigkeit zu bestimmen wurde
stellvertretend Nitrit in den Proben gemessen. Dieses entsteht durch die spontane Oxidation von
Stickstoffmonoxid unter physiologischen Bedingungen. Mittels Griess-Reagenz, wie im
Material- und Methodenteil (Kapitel 2.2.3.17) bereits beschrieben, wurde das Nitrit liber eine
Farbreaktion bestimmt. Abbildung 26 stellt die in 6 h infizierten Tieren kaum messbare
Erhohung des Nitritlevels in der peritonealen Spiilfliissigkeit dar. Nach 12 h war eine
Anreicherung von Nitrit in der Peritonealfliissigkeit detektierbar, jedoch gab es zwischen den
Tiergruppen keinen biologisch signifikanten Unterschied.



98 Ergebnisse
_ 107 INFg — L1g . _ 20711p _, 200007 5
E E E i E
3 ® E, E F,
B 2, B 150 & 15000
5 &0 s s s
3 3 T 1004 S 100004
© 8 g 1
£ 404 & £ £
5 § 20 8 g
c € c 50 c 50009
o 20 o o =1
x x x x
0 o 0- o-
0h 2h 6h 12h 0h 2h 6h 12h oh 2h 6h 12h oh 2h Bh 12h
$iL12e70) =, 20007, 174 250IFNy 5001 G-CSF
= = 1500 = i ="
£ £ E 1504 E 4004
E] & 1000 > 1004 =
& 2 2 [II g o &
500 = ] 300
5 s 5§ - 5 ]
o g 3007 z 107 H
- - L 2004
s £ 200 £ £
g g 20 - g
5 5 100 5 5 1007
x x 2 x
0- 0- 0- 0-
0h 2h 6h 12h 0h 2h 6h 12h 0h 2h 6h 12h oh 2h 6h 12h
80004 KC 400 IP-10 _ 100004 MCP-1 . 4001 MIP-1 B
= = £ | E
g 60001 B 301 W 8000 B | 5007
:- ‘E‘ £ 60004 ?
S 4000 S 2004 2 S 2004
j £ £ 40001 £
g g g g
& 2000 & 100 Y o000- ] 100
£ 2 2 2
0 o 0- o-
0h 2h 6h 12h 0h 2h 6h 12h 0h 2h 6h 12h 0h 2h 6h 12h
8001 RANTES 7110

100+

(] wildtyp

@ .viP7/MECL-1/PA28-/-

Konzentration [pg/ml]
N Y

o 8 3

N T T

Konzentration [pg/ml]

o 3

E .

0Oh 2h 6h 12h 0h 2h 6h 12h

Abbildung 25: Ausgewihlte Zytokine und Chemokine in der peritonealen SpiilfliissigkeitGezeigt
werden die mittels Multiplex-ELISA bestimmten Level wichtiger proinflammatorischer Zytokine: (A)
TNF-a, (B) IL-10, (C) IL-1B, (D) IL-6, (E) IL-12 p70, (F) IL-17A, (G) IFNy und (H) G-CSF in der
Peritonealfliissigkeit. Aulerdem werden relevante proinflammatorische Chemokine: (I) KC (CXCL1),
(J) IP-10 (CXCL10), (K) MCP-1 (CCL2), (L) MIP-1p (CCL4) und (M) RANTES (CCLS5) dargestellt.
N zeigt IL-10 als Vertreter der antiinflammatorischen Zytokine. Gemessen wurden die Konzentrationen
in der peritonealen Spiilfliissigkeit von uninfizierten, 2 h, 6 h und 12 h infizierten Wildtyp-Tieren und
I-Proteasom-Knock-Out-Tieren. Die Proben wurden in drei unabhingigen Infektionsversuchen
gesammelt. Verglichen wurden jeweils vier bis sechs Individuen pro Gruppe. Die Daten sind als
Mittelwert + SD dargestellt. (* p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001
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41 Abbildung 26: NO in Peritonealfliissigkeit

Es wird der indirekte Nachweis von
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6h 12 h Versuche mit einer Gesamtzahl von zwolf Tieren pro
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W L\VIP7/MECL-1/PA28-/- dargestellt werden.

3.6 Verminderte MHC-Expression auf B- und T-Zellen und reduzierte Anzahl
zytotoxischer T-Zellen als Zeichen einer gestorten lymphozytiren Abwehr

3.6.1 Verringerte Vitalitit aus der Milz isolierter Immunzellen

Nach eingehender Untersuchung der generalisierten und lokalen Immunantwort ist der
Hauptbefund auf Seiten der zelluldiren Immunabwehr die verstirkte Reduktion der
Lymphozyten in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren, welche sich in einer gravierenden
Lymphopenie manifestierte. Auch in der histopathologischen Untersuchung wurde ein deutlich
verstirktes Ausmal} an Zelltod in Thymus und Milz beobachtet. Um die Lymphozyten niher
zu charakterisieren wurden in vier unabhéngigen Infektionsversuchen Milzen scheininfizierter,
sowie 6 h und 12 h infizierter Tiere entnommen und aus ihnen, wie in Kapitel 2.2.3.10
beschrieben, Zellen isoliert. Fiir die statistischen Auswertungen dieser Versuche sei erwihnt,
dass die 6 h und 12 h scheininfizierten Tiere zu einer Gesamtgruppe, den uninfizierten
Kontrollen, zusammengefasst wurden, da sich in den Ergebnissen keine Unterschiede ergaben.
Somit konnten einige Tiere eingespart werden und trotzdem valide Ergebnisse erzielt werden.
Die Milzzellen wurden nun hinsichtlich ihrer Vitalitit untersucht. Dafiir wurden die Zellen mit
dem Farbstoff Viability dye eflour 780® inkubiert, wodurch sich mittels Durchflusszytometrie
der Anteil toter Zellen bestimmen lieB. Wie in Abbildung 27 B verdeutlicht, erreichte die
statistische Auswertung keine biologische Signifikanz, da hier Werte aus vier unabhéngigen
Priparationen eine erhohte Varianz verursachten. Sichtbar wird jedoch der Trend einer
reduzierten Vitalitdt, dargestellt durch einen erhohten Anteil toter Zellen der I-Proteasom-
Knock-Out-Zellen zu allen Zeitpunkten der Infektion und ebenfalls schon in den uninfizierten
Tieren. Dies spricht fiir eine scheinbar generalisierte ausgeprégtere Fragilitit der Milzzellen in
den Knock-Out-Tieren.
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Abbildung 27: Anteil toter, aus der Milz isolierter Zellen
Gezeigt wird der per Durchflusszytometrie bestimmte Anteil toter Splenozyten von uninfizierten und
6 h sowie 12 h infizierten Wildtyp-Mé&usen im Vergleich zu I-Proteasom-Knock-Out-Mausen. A zeigt
den gewihlten Ausschnitt der lebenden Zellen in einem représentativen Dotplot. B stellt den
prozentualen Anteil der toten Zellen fiir jedes analysierte Individuum inklusive Mittelwert = SD der
Tiergruppen aus vier unabhéngigen Infektionsversuchen dar.

3.6.2 Quantifizierung ausgewihlter Lymphozytenpopulationen und deren MHC-
Expression

3.6.2.1 I-Proteasom-Knock-Out-Miuse weisen reduzierten Anteil CD8' wund
CD4" T-Zellen mit verringerter MHC-I-Expression auf

Von den isolierten Splenozyten wurde nun der Anteil ausgesuchter Lymphozytenpopulationen
bestimmt. Per Durchflusszytometrie wurden, unter Ausschluss der toten Zellen und nach
vorheriger Positivselektion der Zellen auf CD3, die CD8" sowie die CD4" Zellen bestimmt.
Zusitzlich wurde die Oberflachenexpression von MHC-I auf diesen Zellen durch den Median
Fluorescence Intensities bestimmt (Abbildung 28). Hierbei wurde eine stark verringerte
Fraktion der CD8" zytotoxischen T-Zellen, unabhingig von der Infektion, in den I-Proteasom-
Knock-Out-Tieren gemessen (Abbildung 28 B). Diese anteilig geringere Menge zytotoxischer
T-Zellen bleibt iiber die Dauer der Infektion bestehen. Anders stellen sich die CD4" T-
Helferzellen dar (Abbildung 28 D). Sie sind vor der Infektion in beiden Tiergruppen gleich
vertreten und nehmen wihrend der Infektion ab. Der Verlust der CD4" Zellen ist 12 h p. i. in
den Knock-Out-Tieren jedoch signifikant stirker ausgepriagt. Die Analyse zweier relevanter
Epitope der MHC-I-Molekiile, H-2D® und H-2K® auf den CD8" und CD4" T-Zellen, ergab in
den Knock-Out-Midusen schon in den gesunden Tieren eine verminderte
Oberflachenexpression. Diese mit den Wildtyp-Tieren verglichene verminderte Expression
intensivierte sich im Zuge der Infektion in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren (Abbildung 28
C, E).



Ergebnisse 101

A CD3* Zellen CD4* Lymphozyten
L -
’ .
r 3 A o, \\@ )
CD8*
Q 2 Lymphozyten
(7,1 | &)
CcD3 CcD8
CD8* Lymphozyten C CD8* & MHC-| H-2Db* CD8* & MHC-| H-2Kb+
25+ 60000~
g __ 50000 deiaial
P 20' hkkk . ok : 40000" |—|** —
= o — 2 30000
g § 0 o o = ozl | || |
+ (@] Fedek
0 O 3000
8 101 = oo —
o O % 2000 =
5 v ? ° g
5 m (B
0 T T T 0 T T T
uninfiziert 6 h infiziert 12 h infiziert uninfiziert 12 h infiziert uninfiziert 12 h infiziert
D CD4* Lymphozyten E CD4* & MHC-| H-2Db* CD4* & MHC-I H-2Kb*
40 100000-
X . 80000 i
§ 1, — 60000 =
= (o] °
J o = 40000 | |
™ o0l 0o e sy t 1 = [ Ry
& o % s O 40007 -
o o e* & S 300
104 LA 2000-
8 al B
0 T T T 0 T T T T
uninfiziert 6 h infiziert 12 h infiziert uninfiziert 12 h infiziert uninfiziert 12 h infiziert
O Wildtyp

® |MP7/MECL-1/PA28ap -/-

Abbildung 28: Anteil der CD8" und CD4" T-Zellen und deren MHC-I-Expression

Gezeigt wird der per Durchflusszytometrie bestimmte Anteil CD4" und CD8* T-Zellen der isolierten
Splenozyten. Diese wurden aus uninfizierten, 6 h und 12 h infizierten Tieren gewonnen. A zeigt die
Gatingstrategie an reprasentativen Dotplots. B stellt den prozentualen Anteil der CD8"T-Zellen und D
der CD4" T-Zellen fiir jedes analysierte Individuum inklusive Mittelwert + SD der Tiergruppen aus vier
unabhingigen Infektionsversuchen dar. (C, E) Zusitzlich wurde der Median Fluorescence Intensities
(MFI) von H-2D® und H-2K® auf der Oberfliche der (C) CD8* und (E) CD4" Zellen uninfizierter
und 12 h infizierter Tiere bestimmt. Die hier dargestellten Balken entsprechen ebenfalls den
Mittelwerten £+ SD der analysierten Individuen aus vier Infektionsversuchen.

(* p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001)
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3.6.2.2 Hoherer Anteil B-Zellen mit verminderter MHC-I- und MHC-II-Expression in
Knock-Out-Tieren

In der durchflusszytometrischen Analyse der Splenozyten wurden ebenfalls die
B-Lymphozyten quantifiziert. Mittels Positivselektion auf den Oberflichenmarker B220
konnte die Population der B-Lymphozyten von den T-Lymphozyten unterschieden werden
(Abbildung 29A). Die Analyse ergab einen erhohten Anteil B-Lymphozyten in den
[-Proteasom-Knock-Out-Tieren schon vor der Infektion. Auflerdem war ein Verlust dieser
Zellen im Zuge der Infektion, wie bei den T-Lymphozyten detektiert (Abbildung 28), nicht zu
verzeichnen (Abbildung 29B). Erginzend zeigt Abbildung 29C, dass die
Oberflichenexpression von MHC-I ebenfalls auf den B-Zellen reduziert war. Ein weiteres
Resultat war die Beobachtung einer zusitzlich verminderten Expression von MHC-II-
Molekiilen auf den B-Zellen von Knock-Out-Tieren. Dieses Ergebnis steht in scharfem
Kontrast zu der einheitlichen MHC-II-Expression auf den Peritonealmakrophagen beider
Versuchsgruppen (nicht abgebildet). Die unterschiedliche Expression der MHC-Molekiile kam
im Laufe der Infektion noch intensiver zu tragen, wie hier in den 12 h p. i. analysierten Zellen
dargestellt. In der Summe der in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse, kann von einer
gestorten lymphozytiren Immunantwort in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren ausgegangen
werden. Diese war charakterisiert durch eine vermeintliche Fragilitit der Zellen, geringere
Anzahlen zytotoxischer T-Zellen und wihrend der Infektion auch T-Helferzellen, sowie eine
reduzierte Expression von MHC-I auf allen Zellen und MHC-II auf B-Zellen der I-Proteasom-
Knock-Out-Tiere.
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Abbildung 29: Anteil der B-Zellen und deren MHC-I- und -II Expression

Gezeigt wird der per Durchflusszytometrie bestimmte Anteil B220* B-Zellen der aus uninfizierten, 6 h
und 12 h infizierten Tieren isolierten Splenozyten. A zeigt die Gatingstrategie an einem reprasentativen
Dotblot. B stellt den prozentualen Anteil der B-Zellen fiir jedes analysierte Individuum inklusive
Mittelwert + SD der Tiergruppen aus vier unabhingigen Infektionsversuchen dar. (C) Zusétzlich wurde
der Median Fluorescence Intensities (MFI) von H-2D® und H-2K® und (D) von MHC-II auf der
Oberflache der B- Zellen uninfizierter und 12 h infizierter Tiere bestimmt. Die hier dargestellten Balken
entsprechen ebenfalls den Mittelwerten £ SD der analysierten Individuen aus vier Infektionsversuchen.
(* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001)

3.7 Einfluss des I-Proteasoms auf die gewebsspezifische Genregulation

3.7.1 Verzogerter Abbau von IkBa im Lebergewebe gibt Hinweis auf Unterschiede in
der NFkB-Aktivierung

Wie einleitend erldutert, ist das I-Proteasom eine wichtige Schaltstelle in einer Vielzahl von
Signaltransduktionswegen und somit an der Regulation diverser Zellfunktionen beteiligt.
AuBerdem wurde die Funktion des Proteasoms in der Aktivierung von NFkB, eines fiir die



104 Ergebnisse

proinflammatorische Immunantwort liberaus relevanten Transkriptionsfaktors erldutert. Dieses
Kapitel fokussiert sich nun auf die Rolle des I-Proteasoms in der Aktivierung von NFxB in
Lebergewebe von 2 h (frithe Immunantwort) und 12 h (spétere Immunantwort) infizierten
Maiusen (Abbildung 30). Der Nachweis der Aktivierung erfolgte indirekt iiber die Bestimmung
von IxkBa mittels Western Blot. Wie anfangs beschrieben ist IkBa eines der Proteine welche
NFxB in seinem inaktiven Zustand im Zytoplasma halten. Kommt es zur Aktivierung, wird
IxkBa von der IkB-Kinase (IKK) phosphoryliert und anschlieend ubiquitiniert, wodurch es
durch das Proteasom abgebaut wird und NFkB frei gibt. Eine geringe Menge IxBa stellt einen
hohen Abbau des Inhibitors dar und spricht fiir eine NFxB-Aktivierung. Wird I'kBa hingegen
vermehrt in der Probe nachgewiesen, ist dies ein Zeichen fiir einen inaktiven NFxB-Signalweg.
In Abbildung 30 wird gezeigt, dass 2 h p. i. NFkB in den Wildtyp-Tieren schon aktiviert wurde,
wohingegen IkBa in den Knock-Out-Tieren dhnlich stark nachzuweisen war, wie in den
uninfizierten Kontrollen, was fiir eine verzégerte Aktivierung des NFxB-Signalwegs sprach. In
der spdteren Reaktion (12 h p. i.) lag in den Wildtyp-Tieren vermehrt IkBa vor. Hier wurde die
Aktivierung von NFxB durch ein zunehmendes Level an IxkBa gebremst. Dies stellte sich in
den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren gegenteilig dar, da hier sehr wenig I'kBa nachgewiesen
werden konnte und somit auf einen hoch aktiven NFkB-Signalweg geschlussfolgert werden
konnte. In Summe zeigen die Ergebnisse, dass es in der Leber der Knock-Out-Tieren zu einer
zeitlich versetzten NFxB-Antwort kam.

Leber: IkBa
A kB~ | S e o - | ———
Vinculin - | W SSE S S | e I—
Knock-Out Knock-Out Wildtyp Wildtyp
2 h infiziert uninfiziert 2 hinfiziert uninfiziert
B KBot- | = o e P | e — -~
Vinculin - -
Knock-Out Knock-Out Wildtyp Wildtyp
12 h infiziert uninfiziert 12 hinfiziert uninfiziert

Abbildung 30: IxBa in Lebergewebe

Die Western Blot-Analysen zeigen in A IxBa (39 kDa) in Lebergewebe uninfizierter und 2 h infizierter
I-Proteasom-Knock-Out- und Wildtyp-Tiere. B stellt die Analyse mit 12 h infizierten Tieren dar. Als
Beladungskontrolle wurde jeweils das Protein Vinculin (124 kDa) genutzt. In diesen repréisentativen
Blots werden jeweils vier infizierte und zwei uninfizierte Tiere aus einem Infektionsversuch dargestellt.
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3.7.2 Abweichende Genregulation in Lebergewebe von Wildtyp- und Knock-Out-
Miiusen

Fiir die genaue Analyse der leberspezifischen Genregulation wurden Leberhomogenate 12 h
infizierter Tiere mittels RNASeq analysiert und mit uninfizierten Proben verglichen. Abbildung
31 stellt die signifikant héher und niedriger exprimierten Gene in den infizierten I-Proteasom-
Knock-Out-Tieren im Vergleich zu den infizierten Wildtyp-Tieren dar. Die Grundexpression
der Gene wurde durch den Bezug der infizierten auf die jeweiligen uninfizierten Individuen in
der statistischen Analyse abgezogen, sodass nur die in der Infektion differenziell exprimierten
Gene herausgefiltert wurden. Trotz einer Analyse von nur drei Individuen pro Gruppe aus
unabhingigen Infektionsversuchen, wurden 12 hoher regulierte Gene (Abbildung 31 A) und 25
geringer exprimierte Gene (Abbildung 31 B) in den infizierten Knock-Out-Tieren ermittelt.
Diese Gene wurden ihren entsprechenden Gene Ontology (GO)-Kategorien zugeordnet.
Ausgewihlte Gene, die in den Kategorien der Angiogenese, Zellmigration- und Adhésion,
Vasokonstriktion- beziehungsweise -dilatation und der Interaktion und Beeinflussung der
extrazelluldren Matrix zu finden sind, wurden in Tabelle 3-1 mit ihren jeweiligen Funktionen
zusammengefasst. In Abbildung 32 wurden sie mit den entsprechenden Log2FoldChanges in
einer Heatmap dargestellt. Zusdtzlich zu den erwdhnten GO-Kategorien fielen aulerdem einige
Gene, welche mit apoptotischen Prozessen in Verbindung gebracht werden konnen auf. Zu
ihnen zdhlen die Gene BCL2 modifying factor (Bmf), glycerol-3-phosphate acyltransferase
(Gpam), receptor tyrosine kinase (Axl) und heat shock protein 1B (Hspalb). Eine weitere GO-
Kategorie der einige differenziell exprimierte Gene zugeordnet werden konnten, betrifft
metabolische Prozesse in der Leber, welche im Zuge dieser Arbeit nicht detailliert betrachtet
wurden. Um den Einfluss der zeitlich versetzten NFxB-Aktivierung zu verifizieren, wurden
Gene, deren Expression direkt durch diesen Transkriptionsfaktor beeinflusst werden,
betrachtet. Fiir diese Untersuchung wurden die differenziell exprimierten Gene einer NFxB-
Pathway-Analyse mittels Kegg-Datenbank unterzogen. Mit der voraus gegangenen stringenten
statistischen Auswertung der Analyse, wie in Kapitel 2.2.3.14 beschrieben, konnten jedoch
keine signifikanten Unterschiede in der Expression von NFkB-abhédngigen Genen festgestellt
werden.
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Genexpression im Lebergewebe

A Erhohte Expression in I-Proteasom-Knock-Out

B Verringerte Expression in I-Proteasom-Knock-Out
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Abbildung 31: Genexpression im Lebergewebe

Dargestellt werden Gene, die 12 h p. i. in [-Proteasom-Knock-Out-Tieren signifikant (A) vermehrt oder
(B) vermindert exprimiert wurden. Mit dem Bioconductor-Paket DESeq2 wurden die differenziell
exprimierten Gene der NGS-Analyse der Leberhomogenate von je drei Individuen pro Gruppe ermittelt.
Verglichen wurde die relative Expression aller Gene in der Infektion, die zuvor auf ihre uninfizierten
Kontrolle bezogen wurden. Die hier abgebildeten Gene sind das Ergebnis einer Filterung mit einem
log2FoldChange grof3er als 1 bzw. kleiner als -1 und einem p-Wert kleiner als 0,05.
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Expression ausgewdhlter Gene in der Leber Gen K.-Loo.gvst.(\:NT
Fgd6 1,07
Axl -1,14
Tgfbi 1,08
Col3a1 -1,35

Arhgefl9  -2,02

Crp 1,06
Mmp2 2,06
Nbl1 3,65
Sntg2 -2,57
Pdgfb -3,00
P2ry2 1,97
Chil1 472
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Abbildung 32: Expression ausgewiihlter Gene in der Leber

Dargestellt werden ausgewdhlte Gene, die 12 h p. i. in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren signifikant
differenziell exprimiert wurden. Mit dem Bioconductor-Paket DESeq2 wurden die unterschiedlich
exprimierten Gene der NGS-Analyse der Leberhomogenate von je drei Individuen pro Gruppe ermittelt.
Verglichen wurde die relative Expression aller Gene in der Infektion, die zuvor auf jeweilige uninfizierte
Kontrolle bezogen wurden. Die hier abgebildeten Gene sind das Ergebnis einer Filterung mit einem
log2FoldChange groBer als 1 bzw. kleiner als -1 und einem p-Wert kleiner als 0,05. Die angegebene
relative Expressionsdnderung (Log2FoldChange) entsteht aus dem Vergleich der relativen Expression
von Knock-Out-Kontrolle zu infizierten Knock-Out-Tieren und der relativen Expression von Wildtyp-
Kontrolle zu infiziertem Wildtyp und unterliegt somit einer multifaktoriellen Analyse.
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Tabelle 3-1: Proteinfunktion ausgewihlter differenziell exprimierter Gene

WT > K.-O. Proteinfunktion
Axl AXL receptor tyrosine kinase Umbau und Erneuerung bestehender BlutgefdRe
(Korshunov et al. 2006)
Tgfbi transforming growth factor, beta Zelladhasion (Ferguson et al. 2003)
induced Bindung und Organisation extrazelluldarer Matrix
(Manabe et al. 2008)
Col3al collagen, type Ill, alpha 1 BlutgefaRRbildung, Wundheilung, Kollagenorganisation,

Zell-Matrix-Adhasion (Liu et al. 1997)

positive Regulation der Rho-Protein-Signaltransduktion
(Luo et al. 2011)

Arhgefl9  Rho guanine nucleotide exchange Aktin-Zytoskelet-Organisation, Wundheilung,

factor (GEF) 19 Regulation der Rho-Protein-Signaltransduktion
(Caddy et al. 2010)
Sntg2 syntrophin, gamma 2 Aktinbindung (Alessi et al. 2006)

Pdgfb platelet derived growth factor, B Blutgefalmorphogenese (Rolny et al. 2005), Aktin-
polypeptide Zytoskeletorganisation (Tao et al. 2002)
Negativregulation der Zellmigration (F. Li et al. 2006)

WT < K.-0.
Fgd6 FYVE, RhoGEF and PH domain  Regulation der Rho-Protein-Signaltransduktion
containing 6 (Chhatriwala et al. 2007)
Crp C-reactive protein, pentraxin- Negativregulation der Vasodilatation
related (Hein et al. 2014)

Mmp2 matrix metallopeptidase 2 Angiogenese, Blutgefafmaturation (Oh etal. 2001)

Nbl1 neuroblastoma, suppression of  Negativregulation der Bone-Morphogenic-Protein-
tumorigenicity 1 Signalingtransduktion (zhou et al. 2013)
P2ry2 purinergic receptor P2Y, G-protein Regulation der Vasodilatation (s. Wang et al. 2015)
coupled 2
Chill chitinase-like 1 Aktiviert Akt-Signaltransduktion (C. C. Chen et al. 2011),

Bakterienadhdasion (Mizoguchi 2006), Wundheilung
Regulation der TGF-B1-Produktion (C. H. He et al. 2013)
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3.8 MECL-1 als wichtigste I-Proteasom-Untereinheit in der E. coli-Infektion

Nach der eingehenden Analyse der I-Proteasom-3-fach-Knock-Out-Maus im Zuge der E. coli-
Sepsis sollte nun bewertet werden, ob die erhohte Letalitéit in den Tieren einem additiven Effekt
zugrunde liegt oder ob eine einzelne Untereinheit fiir dieses Phinomen verantwortlich ist. Aus
diesem Grund wurden weitere Letalititsversuche durchgefiihrt, welche den Krankheitsverlauf
in Wildtyp-Tieren verglichen mit Mausen, in denen auf nur eine fehlende Untereinheit
zuriickgekreuzt wurde, im Folgenden als Einzel-Knock-Out-Tiere bezeichnet, dokumentierten.
Das Uberleben der unterschiedlichen Tiergruppen wird in Abbildung 33 mittels Kaplan-Meier-
Kurve dargestellt. Einzig die Einzel-Knock-Out-Maiuse, denen die Untereinheit MECL-1
fehlte, zeigten eine besonders fatale Letalitdt. 16 h p. i. erfiillten 100 % der infizierten MECL-
1-Knock-Out-Tiere die tierschutzrelevanten Abbruchkriterien, wobei sich die LMP7-Knock-
Out- und die PA280/B-Knock-Out-Méuse dhnlich wie die Wildtypen verhielten und nach 16
stiindiger Infektion eine Uberlebensrate von etwa 55 % zeigten. Durch diese Experimente wird
deutlich, dass die zuvor untersuchten Effekte in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren scheinbar
der Elimination der Untereinheit MECL-1 zugrunde liegen.

Abbildung 33:  Letalitiit Einzel-K.-O.
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4 Diskussion

Die Sepsis ist eine mit hoher Mortalitit assoziierte Erkrankung mit weltweit steigender Inzidenz
(Fleischmann et al. 2016, Gaieski et al. 2013). Sie ist charakterisiert durch eine
Organdysfunktion, hervorgerufen durch die Dysregulation der Immunantwort auf eine
Infektion. Der septische Schock, eine mogliche schwere Verlaufsform der Sepsis, geht mit
besonders gravierenden zirkulatorischen, metabolischen und zelluldren Stérungen einher und
ist von einer Mortalitdt von iiber 40 % begleitet (Singer et al. 2016). Die derzeit noch
inaddquate optimale Behandlung, erschwert durch verschiedene Verlaufsformen und
Schweregrade, abhingig von der Ursache, dem Zeitpunkt der Diagnosestellung und
individuellen Parametern des Patienten, ldsst den Bedarf an neuen Studien und Erkenntnissen
nicht versiegen. So ist es unerldsslich, Modelle fiir die Erforschung molekularer Sepsis-
assoziierter Regelmechanismen zu etablieren oder zu verbessern. Das hier verwendete murine
E. coli-Modell, welches durch Induktion einer Peritonitis letztlich zu einer Sepsis fiihrte, wurde
wegen der héufigen Identifikation von E. coli in Sepsispatienten gewdhlt. Es wurde
nachgewiesen, dass es sich bei E. coli um einen der hdufigsten isolierten Sepsiserreger handelt
(Laupland et al. 2004, Opal et al. 2003, Vincent et al. 2015). Nur die Gram-positiven Erreger
Staphylococcus aureus und Streptococcus pneumoniae konnten in einigen Studien Ofter
nachgewiesen werden, obwohl auch hier E. coli der Hauptvertreter Gram-negativer Sepsis war
(Martin et al. 2003, Vincent et al. 2006). Murine Modelle gelten in der Erforschung
molekularer Sepsis-Mechanismen als strittig (Raven 2012). Nicht nur der Speziesunterschied,
welcher sich in der Immunregulation am Beispiel ausgeschiitteter Zytokine (Copeland et al.
2005) und in einer hoheren Endotoxinresistenz (D. G. Remick & Ward 2005) verdeutlicht,
auch die Auswahl der Tiere steht im Kontrast zu humanen Sepsispatienten. Wéhrend in der
Forschung gesunde Méuse im Alter von 6 — 16 Wochen eines Geschlechts untersucht werden,
sind es in der Humanmedizin meistens é&ltere, komorbide Patienten, die an einer Sepsis
erkranken. Auch der rapide Verlauf der murinen Sepsis entspricht nicht dem iiber Wochen bis
Monate andauernden Fortschreiten der Erkrankung im Menschen (Dyson & Singer 2009,
Rittirsch et al. 2007). Dennoch ist die Maus eine Spezies, welche verschiedenste genetische
Modifikationen zuldsst und ein deutlich komplexeres Krankheitsgeschehen abbilden kann, als
es in der Zellkultur oder in entfernter verwandten Tiermodellen moglich wire. In diesem
Projekt wurde eine I-Proteasom-Knock-Out-Maus verwendet, welche gesund und phéanotypisch
nicht von Wildtyp-Mé&usen zu unterscheiden war. Desweiteren bietet sich die Maus im Falle
des zu untersuchenden I-Proteasoms als Modell an, da sie dieses wie der Mensch exprimiert
und auch von einer dhnlichen Funktionalitdt des Komplexes ausgegangen werden kann. Grund
zu dieser Annahme bieten Untersuchungen zur Aminosdurensequenzhomologie und
Ahnlichkeit der genomischen Organisation. So besitzen die priméren Aminosiuresequenzen
der I-Proteasom-Untereinheiten des Menschen und der Maus 83-96 % Identitit und 90-100 %
Ahnlichkeit. Ferner unterscheidet sich die genomische Organisation von LMP2 und MECL-1
kaum, bis auf die Lokalisation des humanen MECL-1 auf Chromosom 16, wogegen das der
Maus auf Chromosom 8 zu finden ist. Einzig das humane Gen von LMP7 weist ein zusétzliches
Exon auf, welches die Produktion zweier Isoformen im Gegensatz zu nur einem Protein in der
Maus, begriindet. Auch fiir die Funktionalitit des I-Proetasoms wichtige Bindungsregionen fiir
Transkriptionsfaktoren sind zwischen den Spezies vergleichbar (Ferrington & Gregerson
2012). Vor dem Start der Tierversuche wurden in vitro E. coli-Infektionsversuche mit aus
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humanem Blut gesunder Spender isolierten PBMCs sowie Monozyten, durchgefiihrt (Daten
nicht abgebildet). Die Expressionssteigerung der I-Proteaso-Untereinheiten in diesen
Immunzellen war vergleichbar mit der aus den infizierten Méusen isolierten Leukozyten und
unterstreicht die These einer dhnlichen Regulation des I-Proteasoms in humanen wie auch in
murinen Zellen. Die nun in diesem Modell durchgefiihrten Versuche sollten Aufschluss tiber
den Einfluss des I-Proteasoms wihrend einer E. coli-induzierten Peritonitis mit der Progredienz
zur Sepsis geben. Hauptbefund dieser Untersuchungen war der rapidere Krankheitsverlauf mit
signifikant hoherer Letalitdt in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren. Auch die gravierendere
Lymphopenie der Knock-Out-Tiere sprach fiir einen schwereren Verlauf der Sepsis. Das
verminderte Uberleben der Tiere wurde im Zuge der histopathologischen Beurteilung wichtiger
Organsysteme erkldrbar, da ausgeprigtere Thromben und Zellunterginge fiir ein
fortgeschrittenes Multi-Organ-Dysfunktions-Syndrom in den Knock-Out-Tieren sprachen. Ein
detailliertes Profil pro- und antiinflammatorischer Entziindungsmediatoren konnte diese
massiven entziindlichen Verdnderungen jedoch nicht erklaren. Erst die vermehrte Bakterienlast
in Blut, Peritonealfliissigkeit und Organen der Knock-Out-Tiere liel die Vermutung einer
gestorten Immunreaktion auf den eingedrungenen Erreger zu. Hierbei stellte sich jedoch am Ort
der Infektion in Bezug auf einwandernde Entziindungszellen deren Hauptpopulationen und
Vitalitdt sowie wichtige Effektorfunktionen der residenten Peritonealmakrophagen, ein
dhnliches Bild zwischen Knock-Out- und Wildtyp-Maiusen dar. Durch deutlich ausgepragteren
Zelltod in Milz und Thymus infizierter Knock-Out-Méduse konnte nach Analyse der
Splenozyten von einer gestorten lymphozytaren Abwehr, charakterisiert durch eine reduzierte
Vitalitit der Zellen, verminderte Mengen CD8" und CD4" Zellen sowie eine reduzierte
Expression der MHC-Molekiile, ausgegangen werden. Desweiteren warfen die Ergebnisse der
Sequenzierung von infiziertem Lebergewebe die These einer gewebsspezifischen, bzw.
zellspezifischen Genregulation durch das I-Proteasom auf. Es wurde deutlich, dass eine Gruppe
von Genen, welche der Angiogenese, Wundheilung, Zelladhision und Migration zugeordnet
werden kénnen, in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren differenziell reguliert wurde. Ahnliches
trifft fiir einige Apoptose-assoziierte Gene zu. Zum Ende des Projektes sollte noch der Frage
nachgegangen werden, ob es sich bei der erhdhten Letalitét der Tiere um einen additiven Effekt
der fehlenden I-Proteasom-Untereinheiten handelte. Dies konnte nach weiteren
Letalititsversuchen widerlegt werden und MECL-1 als die scheinbar relevanteste Untereinheit
in der Pathogenese der Gram-negativen E. coli-Sepsis identifiziert werden. Letztlich zeigte das
Projekt, dass ein Unterbinden der I-Proteasom-Synthese in  Sepsispatienten
hochstwahrscheinlich keinen positiven Einfluss auf die Behandlung dieser Erkrankung hitte.
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4.1 Durch die E. coli-Infektion werden I-Proteasom-Untereinheiten reguliert

Eine Vielzahl von Publikationen beschreiben das I-Proteasom im Zusammenhang autoimmuner
Erkrankungen und intrazelluldrer Infektionen durch Bakterien wie L. monocytogenes (Strehl et
al. 2006), sowie Parasiten wie 7. gondii (Tu et al. 2009) und einer Vielzahl von Viren, zu
denen z. B. das Hepatitis B (Sijts et al. 2000) - und C Virus (Shin et al. 2007), das
Coxsackievirus B3 (Paeschke et al. 2015) und das Vesicular Stomatitis Virus (Beilstein et al.
2015) zdhlen. In Bezug auf Autoimmunitdt wurde das I-Proteasom in Krankheiten wie z. B.
dem systemischen Lupus erythematosus (SLE) (de Groot et al. 2015), Morbus Crohn und IBD
(Inflammatory Bowl Disease) (Basler et al. 2010, Schmidt et al. 2010), rheumatoider Arthritis
(Muchamuel et al. 2009) und Hashimotos Thyreoiditis (Kimura et al. 2009) untersucht. In
diesen Untersuchungen konnten die Erkrankungen bzw. die Krankheitsprogredienz mittels
pharmakologischer Hemmung, zumeist in experimentellem Rahmen, einzelner I-Proteasom-
Untereinheiten behandelt werden. Ob die Deletion des I-Proteasoms die Progredienz der Sepsis
ebenfalls beeinflussen kann, sollte in diesem Projekt gezeigt werden. Da das I-Proteasom in
intrazelluldren Infektionen bereits umfangreich untersucht wurde, widmet sich dieses Projekt
zuséatzlich der Regulation und Funktion dieses vielseitigen Komplexes wahrend der Infektion
mit einem Gram-negativen extrazelluldren Erreger. Dass LPS neben IFNy einen potenten
Regulator der I-Proteasom-Untereinheiten darstellt, ist bekannt (Reis, Guan, et al. 2011,
Stohwasser et al. 2000) und wurde in eigenen Vorversuchen durch die Stimulation humaner
PBMCs mit LPS belegt (nicht abgebildet). Dies lie8 den in Abbildung 2 dargestellten Anstieg
der Expression von LMP2, LMP7, MECL-1 und PA28f im Gewebe E.coli-infizierter Wildtyp-
Tiere schon vor Beginn der Tierversuche vermuten. Die These von Steers ef al., dass auch
PA28a unter LipidA-Einfluss in Makrophagen starker exprimiert wird (Steers et al. 2008),
konnte auf die untersuchten Gewebe nach E. coli-Infektion nicht iibertragen werden. Vielmehr
entspricht die gleichbleibende, schon konstitutiv vorhandene Expression von PA28a der
Aussage von Ossendorp et al., dass die Expression und de-novo-Synthese der Partner-
Untereinheit PA28B den limitierenden Faktor fiir die Zusammensetzung des Proteasom-
Aktivator-28-Rings darstellt (Ossendorp et al. 2005). Um von einem totalen Knock-Out des I-
Proteasoms zu sprechen, wurde in Abbildung 3 zwar die vorhandene Expression von LMP2 auf
transkriptioneller Ebene in den LMP7/MECL-1/PA28-Knock-Out-Méusen dargestellt, jedoch
in Western Blot-Analysen die deutlich reduzierte Menge des Proteins nachgewiesen. Dies stiitzt
die These, dass LMP2 ohne MECL-1 (Groettrup et al. 1997) und LMP7 (Griffin et al. 1998)
nicht in gemischte Proteasome eingebaut werden kann und somit keine Funktion in der Zelle
erfiillt. Da bekannt ist, dass die Zelle bei Verlust des konstitutiven Proteasoms mit einer de novo
Synthese der Proteasome reagiert (Meiners et al. 2003, Radhakrishnan et al. 2010), bestand
die Vermutung einer kompensatorischen Expressionssteigerung der B-Untereinheiten des
Proteasoms, um die Deletion des I-Proteasoms in den Knock-Out-Tieren auszugleichen
(McCarthy & Weinberg 2015). Wie in Abbildung 4 dargestellt, wurden die konstitutiven [3-
Untereinheiten nicht ausgleichend fiir den Verlust des I-Proteasoms hoher exprimiert.
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4.2 Der Schweregrad der Sepsis iiberwiegt in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren, ist aber
nicht in einer Hyperinflammation begriindet

4.2.1 Analysierte Sepsisparameter sind mit Befunden der humanen Sepsis vergleichbar

Wie bereits erwihnt, werden Mausmodelle in der Sepsisforschung kontrovers betrachtet. Auch
in diesem Fall kann der rasante und schwere Verlauf der Erkrankung in den Miusen nicht mit
dem Verlauf einer humanen Sepsis verglichen werden. Schon nach 12 h erreichten einige Tiere
die tierschutzrelevanten Abbruchkriterien. Eine weitere Diskrepanz, neben den
Speziesunterschieden und der Auswahl gesunder, junger Tiere, ist der Verzicht auf jegliche
Behandlung der Méuse. Weder eine Antibiotikatherapie noch ein unterstiitzender Ausgleich des
Fliissigkeitsverlustes wurde an den Tieren vorgenommen. Somit ist der Verlauf der Sepsis nicht
mit einem unter Behandlung stehenden Patienten nach erfolgter Diagnosestellung und
Klinikaufenthalt vergleichbar. Hierbei sei ebenfalls zu beachten, dass es sich bei der erwéhnten
Mortalitétsrate von iiber 40 % im Zuge des septischen Schocks um eine In-Hospital-Mortalitét
handelt (Singer et al. 2016). Trotz des rapideren Verlaufs wurde dieses Modell gewahlt und
eingehend untersucht. Hierbei konnten, ungeachtet der erwiahnten Diskrepanzen, Parallelen zu
humanen Sepsispatienten gezogen werden. Der hohen Letalitdt dieses Modelles liegt nach
eingehender Untersuchung der Organsysteme ein Multi-Organ-Dysfunktions-Syndrom zu
Grunde, welches klar mit der Pathogenese einer Sepsis assoziiert ist (Semeraro et al. 2012).
Eine generelle Gewebsschiadigung in den septischen Tieren lieB sich iiber stark erhohte LDH-
Plasmalevel, dhnlich wie in Blutproben von Sepsispatienten, bestimmen (Zein et al. 2004).
Erhohte GOT (AST)- Werte im Plasma der erkrankten Tiere, in Verbindung mit der
histopathologischen Bewertung der Leber, zeigten eine Beteiligung der Leber an dem Multi-
Organ-Dysfunktions-Syndrom in den erkrankten Tieren. Dass die Beeintrachtigung der Leber
in der Sepsis des Menschen ebenfalls eine grofle Rolle spielt, zeigt eine Studie von Kobashi et
al., in der die Inzidenz einer Sepsis-assoziierten Storung der Leber bei 34,7 % lag (Kobashi et
al.  2013). Bei einer histopathologischen Bewertung von Leberbiopsien gestorbener
Sepsispatienten konnten die Verdnderungen in einen hepatischen Typ mit portalen und
lobulédren Entziindungen sowie teilweise auftretende Nekrosen und Himorrhagien und in einen
gemischten Typ, welcher zusitzlich Lasionen im bilidren System und eine deutliche Cholestase
aufwies, eingeteilt werden (Koskinas et al. 2008). Wie in Kapitel 3.2.4.1 beschrieben, weist
die Beurteilung der erkrankten Tiere dieses Modells, neben den Mikrothromben in I-
Proteasom-Knock-Out-Tieren, Befunde des hepatischen Types auf. Da die Proben jedoch schon
nach zwolfstiindiger Infektion analysiert wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Leberlédsionen zu einer ausgeprigten, histologisch darstellbaren Cholestase gefiihrt hiatten. Um
die Syntheseleistung der Leber in den ersten 12 Stunden der E. coli-Sepsis zu bewerten, wurde
das Albumin-Plasma-Level gemessen. Artigas et al. fasst umfangreich die Rolle des Albumins
in der Sepsis zusammen, welchem ebenfalls immunmodulatorische FEigenschaften
zugeschrieben werden (Artigas et al. 2015). Die Ergebnisse der Albuminbestimmung
(Abbildung 7 C) zeigen ein anndhernd gleichbleibendes Albuminlevel in den ersten 12 h der
Erkrankung. Fiir beide Tiergruppen war anfangs die Tendenz einer Reduktion und nach 12 h
eine leichte Steigerung der Werte zu verzeichnen, was jedoch keine biologische Signifikanz
erreichte. In LPS-infizierten Ratten konnte schon nach 12 h ein leichter Einbruch der
Albuminsyntheseleistung detektiert werden (Moshage et al. 1987), was im Kontrast zu der
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These einer maximalen Stimulation der Albuminsynthese in schwerkranken und
intensivpflichtigen Patienten steht (Barle et al. 2006). Das Ergebnis gleichbleibender
Albuminwerte zeigt in der perakuten Phase der Erkrankung keinen Verlust der Syntheseleistung
der Leber, was hochstwahrscheinlich auf die Synthesestimulation bzw. auf eine noch
weitgehend intakte Leberfunktion zu diesem frithen Zeitpunkt zurlickzufithren ist. Das
klinische Bild des Tachypnoes bis hin zu erschwerter bis pumpender Atmung kranker Tiere und
die histopathologische Untersuchung der Lunge ergab eine interstitielle Pneumonie mit
entziindlichen Infiltraten und Alveolarepithelnekrosen. Dieser Befund kann der in der
Humanmedizin als diffuse Alveolarepithelschidigung (DAD = diffuse alveolar damage)
bezeichneten, histologischen Verdnderung in der Lunge zugeordnet werden. Die DAD ist das
histologische Bild der akuten Lungenschiadigung (ALI = acute lung injury), welche sich in ein
akutes Atemnotsyndrom (ARDS = acute respiratory distress syndrome) steigern kann (Butt et
al. 2016). Das ARDS zihlt ebenfalls zu den klinischen Befunden eines sepsis-assoziierten
Multi-Organ-Versagens (Angus & van der Poll 2013). Der Sepsissymptomatik zuzuordnen ist
auBlerdem der deutlich reduzierte Allgemeinzustand der Tiere, bis hin zu einer ausgepragten
Dehydratation und Hypoglykdmie. Obwohl reduzierte Blutglukosewerte ein beobachtetes
Phinomen, trotz addquater Behandlung, in einer Sepsis sind (Miller et al. 1980), konnen die
hier gemessenen, enorm reduzierten Blutglukosewerte auf die Inappetenz der Tiere
zuriickgefiihrt werden, da der Flissigkeits- und Nahrstoffverlust nicht, wie im behandelten
Patienten, ausgeglichen wurde. Die Annahme, der Pathogenitdt der Sepsis ldge vorrangig eine
ausufernde Immunreaktion des Wirtes zu Grunde, wurde 1997 von einer neuen These
reformiert (Angus & van der Poll 2013). Hierbei wurde postuliert, dass der initialen
entzlindlichen Immunantwort eine kompensatorische Antiinflammation folge (Bone et al.
1997). Diese These als Basis betrachtend, beschéftigten sich eine Vielzahl von Untersuchungen
der letzten Jahre mit der immunsuppressiven Phase der Sepsis. Neben Ergebnissen wie einer
reduzierten MHC-Expression und der erhohten parenchymalen Synthese von Liganden, welche
T-Zell-Rezeptoren inhibieren (Boomer et al. 2011), wurde mehrfach der Verlust von
Lymphozyten und der erhdhte Zelltod von Splenozyten in Sepsispatienten postuliert (Hotchkiss
etal. 1997, Hotchkiss et al. 2001). Ein Verlust von Lymphozyten im Blut wie auch in der Milz
konnte ebenfalls fiir das murine PCI- (Peritoneal contamination and infection) und LPS-Modell
bestitigt werden, wobei in diesem Fall keine Storung der T-Zellfunktion detektierbar war
(Markwart et al. 2014). In der hier untersuchten E. coli-Sepsis konnte schon nach einigen
Stunden eine ausgepridgte Lymphopenie festgestellt werden. Auch im humanen System
dargestellte Zelluntergidnge in der Milz (Hotchkiss et al. 1997, Hotchkiss et al. 2001) konnten
vergleichbar in der histopathologischen Untersuchung der Tiere dargestellt werden (Abbildung
11). Desweiteren bestétigten sich diese Befunde in der spiteren Analyse und Quantifizierung
der aus der Milz isolierten T-Zellen. Trotz des viel rapideren Verlaufs der Sepsis in der Maus
scheint das Phanomen der im Menschen beobachteten Immunsuppression auch in der murinen
E. coli-Sepsis seine Relevanz zu haben.
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4.2.2 Besonders in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren induziert die E. coli-Sepsis Zellstress
und steigert sich in ein Multi-Organ-Dysfunktions-Syndrom

Die zuvor aufgezihlten Parameter, welche ein septisches Geschehen mit einem assoziierten
Multi-Organ-Dysfunktions-Syndrom (MODS) kennzeichnen, wurden in den meisten Fillen
vermehrt flir die I-Proteasom-Knock-Out-Tiere festgestellt. Bezeichnend hierfiir ist die
signifikant erhohte Letalitdt und der rapidere Krankheitsverlauf, wie in Abbildung 5 dargestellt.
Hinzu kommen starker erhohte LDH- und GOT-Level (Abbildung 7 A, B), eine signifikant
ausgeprigtere Lymphopenie (Abbildung 6), sowie schwerwiegendere histopathologische
Befunde in den untersuchten Organen der I-Proteasom-Knock-Out-Méuse (Abbildungen 8-13).
Zu Letzteren zdhlen ein hoheres AusmalBl mikrovaskulidrer Thrombosierung und vermehrte
Zelluntergénge, vor allem in den lymphatischen Strukturen der Milz und des Thymus. Ziel
weiterer Untersuchungen sollte nun das Aufdecken des kausalen Zusammenhangs zwischen der
vermehrten Organschiddigung und dem Verlust des I-Proteasoms sein. Nach eingehender
histopathologischer Untersuchung von Leber, Niere, Milz, Lunge und Thymus konnte ein
MODS als wahrscheinlichste Ursache der schnelleren Progredienz der Sepsis in den I-
Proteasom-Knock-Out-Tieren ausgemacht werden. Die verstiarkte, durch massive Thromben in
den Organen sichtbare Storung der Mikrozirkulation kdnnte urséchlich an einem vermehrten
Zelluntergang beteiligt sein. Wie beschrieben, wird durch die akute entziindliche Reaktion, als
Antwort auf die schwere Infektion, in den Tieren die systemische Koagulation aktiviert (Levi
etal. 2012). Durch eine Dysregulation der Gerinnung kommt es letztlich zu einer dissiminierten
intravasalen Koagulopathie mit Fibrinablagerungen, welche die Mikrozirkulation
beeintrachtigen (Levi 2008, Semeraro et al. 2010). Neben der mikrovaskuldren Thrombose
fiihrt die Hypotension und reduzierte Verformbarkeit der Erythrozyten zu einer mangelhaften
Oxygenierung des Gewebes. Bekannt ist auBerdem, dass vor allem Infektionen mit Gram-
negativen Pathogenen zu starken Koagulopathien mit tiefen vendsen Thrombembolien (Levi et
al. 2012) und assoziierten ischdmischen Nekrosen fiithren. Desweiteren fiihren rekrutierte
polymorphnukleédre Entziindungszellen durch Ausschiittung von lytischen Enzymen und der
Produktion von reaktiven sauerstoff- und nitrosativen Verbindungen zu direkter Zellschiddigung
(Brown et al. 2006). Auch von nekrotischen und apoptotischen Zellen freigesetzte Histone sind
direkte Vermittler des MODS (Xu et al. 2009). In den extrazelluliren Raum entlassenes
HMGB-1 (Sunden-Cullberg et al. 2006) und von Neutrophilen produzierte NETs (A. C. Ma
& Kubes 2008) verstirken die Schiadigung des Gewebes weiterhin. All diese Faktoren
induzieren in dem Gewebe der betroffenen Organe zelluldren Stress. Dieser du3ert sich in einem
gehduften Anfall oxidierter, fehlerhafter oder beschidigter Proteine, welche ubiquitiniert
werden. Akkumulieren diese in der Zelle, entstehen sogenannte ALIS und es kann zu einem
Entgleisen der Proteinhomdostase kommen. In solch einer Stressreaktion ist das normalerweise
entstandene [-Proteasom in der Lage, die iiberdurchschnittlich groBe Menge der entstandenen
ubiquitinierten Proteine zu degradieren (Seifert et al. 2010). Ist die Zelle nicht mehr befdhigt,
das I-Proteasom zu bilden, kann die Akkumulation dieser Proteine letztendlich zum Zelltod
fiihren. So beschreiben Opitz ef al. einen protektiven Mechanismus des I-Proteasoms in
Coxsackie-Virus-B3-induzierter Myokarditis. Trotz gleicher Viruslast in Wildtypen und I-
Proteasom-Knock-Out-Tieren konnte in Letzteren ein vermehrter Gewebsschaden und
apoptotischer Zelltod beobachtet werden, was die Autoren auf ein Ungleichgeweicht in der
Proteinhomoostase zuriickfithren (Opitz et al.  2011). Nicht nur die Anreicherung
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ubiquitinierter Proteine kann die Homdostase gefdhrlich stdren, auch die inadidquate
Beseitigung zytotoxischer Bestandteile, wie durch die vermehrte Transkription in Zytokin
gestressten Zellen frei werdende Histone, kann einen Zelltod begiinstigen. Dass Proteasome an
der Degradierung von Histonen beteiligt sind, beschreibt Singh ez al. (R. K. Singh et al. 2009).
In einer aktuellen Studie von Raule et al. wird zudem deutlich, dass 26S I-Proteasome vier- bis
sechsfach hohere Umsetzungsraten von basischen Proteinsubstraten im Vergleich zu dem 26S
Proteasomen aufweisen. Da Histone basisch sind, stellen die Autoren die These auf, dass I-
Proteasome besonders an der Beseitigung potenziell zytotoxischer Histone beteiligt sind
(Raule, Cerruti, & Cascio 2014). Obwohl Nathan et al. die vermehrte Degradierung von
polyubiquitinierten Proteinen durch das I-Proteasom nicht belegen konnten (Nathan et al.
2013), spricht in dem hier diskutierten Projekt der histopathologisch evaluierte vermehrte
Zelluntergang vor allem in sekundéren lymphatischen Organen fiir die von Seifert et al.
postulierte These der Bewahrung der Proteinhomodstase durch das I-Proteasom nach IFNy
induziertem Zellstress (Seifert et al. 2010).
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4.2.3 Sepsis-relevante Zytokine der Pro- und Antiinflammation konnen den vermehrten
Gewebsschaden in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren nicht erkliren

Die Sepsis ist das Ergebnis einer komplizierten Interaktion zwischen der Infektion und dem
Immunsystem des Wirtes (Chaudhry et al. 2013). Der mikrobiellen Erkennung der Pathogene
durch PRRs stehen diverse regulatorische Mechanismen zur Seite, die flir eine Balance der pro-
und antiinflammatorischen Immunantwort sorgen sollen. Diese ist unerldsslich fiir einen
adidquaten Schutz des Wirtes vor dem Pathogen und soll den Wirt gleichzeitig vor
Gewebsschiddigungen mit assoziiertem Organversagen bewahren (Wiersinga et al. 2014).
Abstand nehmend von der 1990 postulierten Definition der SIRS, welche die umfassende
proinflammatorische Immunantwort beschreibt, wissen wir heute, dass nicht nur die
tibermdfige Entziindung, sondern auch die Immunsuppression die Pathogenitit einer so
heterogenen Erkrankung wie der Sepsis ausmacht (Kumpf & Schumann 2010). Ein Beleg fiir
das komplexe Zusammenspiel der Pro- und Antiinflammation ist die sofortige Ausschiittung
einer Vielzahl von Entziindungsmediatoren nach der Erkennung eines Pathogens. Zu ihnen
zahlen nicht nur endogene Pyrogene wie IL-6, TNF-a und IL-1, welche weitere Zielzellen
aktivieren und fiir die Ausschiittung nachfolgender Mediatoren verantwortlich sind (Chaudhry
et al. 2013, van der Poll & Opal 2008), sondern auch antiinflammatorisch wirksame Zytokine
wie IL-10 und IL-1Ra, die synchron ausgeschiittet werden (Calvano et al. 2005). Die Wirkung
dieser Mediatoren ist sehr heterogen und beeinflusst die Aktivierung der Koagulation und des
Komplementsystems. Zytokine rekrutieren aulerdem Immunzellen, vermitteln die Diapedese
und sorgen fiir die Ausschiittung weiterer Mediatoren, wie z. B. HMGB-1 und IL-17A, welche
in der tibermdBigen Immunantwort und bei der Begiinstigung von Gewebsschédden in der Sepsis
eine wichtige Rolle spielen (Rittirsch et al. 2008). Wegen des ausgepréagteren Krankheitsbildes
in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren wurde eine umfangreiche Untersuchung
sepsisrelevanter Zytokine und Chemokine in diesem Modell vorgenommen. Diese wurden
systemisch in Plasmaproben der Tiere bestimmt (Abbildung 14) und auBBerdem lokal in der
peritonealen Spiilfliissigkeit gemessen (Abbildung 25). In Peritonitis-Infektionsmodellen mit
Ratten konnte gezeigt werden, dass die Menge der gemessenen Zytokine des Peritoneums nicht
zwingend mit den systemisch gemessenen iibereinstimmen miissen. Auflerdem wurde deutlich,
dass in sogenannten nonsurvivors die hoheren TNF-a-, IL-6- und IL-10-Level nachweisbar
waren (Hendriks et al. 2010, Martineau & Shek 2000). In der zusammenfassenden Betrachtung
dieser Studien wird die peritoneale Zytokinmessung als geeigneterer Indikator fiir die
Bestimmung der lokalen Immunantwort und der Prognose betrachtet (Xiao et al. 2015). So ist
es nicht verwunderlich, dass auch in dem hier diskutierten Modell abweichende Werte in der
Zytokinmessung des Plasmas und der peritonealen Fliissigkeit zu verzeichnen waren. Einzig
das TNF-a-Level im Plasma der erkrankten I-Proteasom-Knock-Out-Tiere war signifikant
hoher als das Plasmalevel der Wildtyp-Tiere. Dies allein reicht jedoch nicht aus, um die
deutlichere Letalitidt in den Knock-Out-Tieren zu erklaren, zumal TNF-o auf mRNA-Ebene
keine Unterschiede zwischen den Mausgruppen aufwies. Im Menschen ist TNF-a als Pridiktor
eines schweren Krankheitsverlaufes bekannt (Gogos et al. 2000, Qiu et al. 2011). Ceacal
ligation and puncture Mausmodelle, in denen blockierende TNF-a-Antikorper das Plasmalevel
deutlich sinken lassen, zeigen jedoch kein verbessertes Uberleben fiir die mit Antikdrpern
behandelten Tiere (Eskandari et al. 1992, D. Remick et al. 1995). IL-1a und IL-1p stellten sich
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nach sechsstiindiger Infektion in der Peritonealfliissigkeit gegeniiber den Wildtyp-Mausen
signifikant reduziert dar. Dies konnte in der Zytokinbestimmung im Plasma nicht reproduziert
werden, zeigte sich jedoch in der mRNA-Expression der beiden Zytokine in Leber- und
Milzhomogenaten (Abbildung 16) dhnlich reduziert. Ob eine verminderte Ausschiittung dieser
Zytokine wirklich eine ursidchliche Bedeutung fiir die verstarkte Letalitdt in den Knock-Out-
Tieren hatte, konnte im Zuge der Untersuchungen nicht geklart werden. Auch die
antiinflammatorischen Zytokine, allen voran IL-10, welches ebenfalls als Priddiktor eines
schweren Krankheitsverlaufes gilt (Gogos et al. 2000), stellten sich heterogen dar. Auf
Proteinebene zeigten sich in Plasma und peritonealer Fliissigkeit Tendenzen einer IL-10-
Erhohung in infizierten Wildtyp-Tieren, auf mRNA-Ebene in Leber und Milz jedoch eher eine
Expressionverminderung. Experimentelle Gabe von IL-10 hat in murinen Modellen eine
abgeschwichte Expression von TNF-a, IL-1 und IL-6 zur Folge (Lane et al. 1997, Rongione
etal. 1997). Auf Grund dhnlicher IL-10-Werte konnte die Reduktion von IL-1 nicht auf dessen
antiinflammatorischen, regulatorischen Effekt zuriickgefiihrt werden. Zusammentfassend wird
deutlich, dass die erhohten Level von TNF-a, IL-6 und IL-1 in beiden Tiergruppen fiir eine
starke Proinflammation stehen und dass hohe Mengen IL-10 und IL-1Ra in Wildtyp-, wie auch
Knock-Out-M4iusen die fiir eine Sepsis zu erwartende, synchrone Antiinflammation darstellen.
Da die sogenannte Hyperinflammation, gemessen an den Zytokinmengen, in beiden
Tiergruppen ein &dhnliches Level erreichte, konnen die Zytokine den ausgeprigteren
Organschaden in den Knock-Out-Tieren nicht erkléren.

4.2.4 IFNy und IL-17A sind an der verstirkten Gewebsdestruktion der Knock-Out-
Tiere nicht ursichlich beteiligt

Bei der Betrachtung weiterer sepsisrelevanter Zytokine, wird deutlich, dass in den I-Proteasom-
Knock-Out-Tieren geringere Mengen IFNy und IL-17A messbar waren. Typ II-Interferone, wie
das IFNy werden urspriinglich mit der Immunantwort auf Viren oder intrazelluldre bakterielle
Infektionen in Verbindung gebracht. IFNy wird von CD8" und CD4" T-Zellen, hauptséchlich
aber von sogenannten Thl-Zellen, einer Untergruppe CD4Zellen, nach erfolgter
Antigenerkennung ausgeschiittet. Auch NK-Zellen konnen IFNy freisetzten und somit eine
proinflammatorische Reaktion hervorrufen (Schoenborn & Wilson 2007). Die genaue Rolle
von IFNy in der Sepsis ist noch weitestgehend unklar. Deutlich wurde bisher nur, dass es in
nonsurvivers verstirkt messbar war (Mera et al. 2011) und scheinbar im Zuge des septischen
Schocks, evaluiert in einem CLP-Modell, ein wichtiger proinflammatorischer Vermittler ist
(Romero et al. 2010). Allerdings unterliegt es einer Verminderung in der spiten
antiinflammatorisch geprigten Phase der Sepsis, gezeigt in Modellen der experimentellen
Peritonitis. Hier riickt eine Th2-Zytokin-Antwort in den Vordergrund, wihrend typische Thl-
Zytokine wie IFNy vermindert gemessen wurden (Ono et al. 2001). Die Reduktion von IFNy
in der peritonealen Fliissigkeit der schwerkranken Knock-Out-Tiere passt zu dem Ergebnis
dieser Studie. Gestiitzt wird dieser Befund mit einer zusdtzlichen IL-12-Reduktion in den
[-Proteasom-Knock-Out-Tieren, welches von B-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen
produziert wird und die Produktion von IFNy (Macatonia et al. 1993) wie auch die
Differenzierung von Th1-Zellen fordert (Hsieh et al. 1993). Ein weiteres Zytokin, welches mit
schweren Gewebsdestruktionen in Verbindung gebracht wird, ist IL-17 (Hu et al. 2011). Es
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wird von T-Helferzellen, insbesondere den Thl7-Zellen, aber auch zytotoxischen T-Zellen
(Kondo et al. 2009) produziert und hat einen proinflammatorischen Einfluss auf die Produktion
von Schliissel-Zytokinen wie IL-1p, IL-6 und TNF-a sowie Chemokinen wie KC und MCP-1
in einer Vielzahl verschiedener Zelltypen (Reynolds et al. 2010). Bisher wird IL-17
vorwiegend mit einer antifungalen, aber auch antibakteriellen Immunantwort in Verbindung
gebracht (van de Veerdonk et al. 2010) und Th17-Zellen mit diversen autoimmunen Prozessen
und Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder Lupus (Aggarwal & Gurney 2002). Wie in
Abbildung 14 dargestellt, wurden in den I-Proteasom-Knock-Out-Méusen signifikant geringere
Mengen IL-17A als in den Wildtyp-Tieren nachgewiesen. Also konnen Zytokine wie IFNy, IL-
12 und IL-17A nicht der Grund fiir die starke Gewebsdestruktion sein, obwohl vor allem IL-
17A als Verursacher von Zellschddigungen bekannt ist (Hu et al. 2011). Trotz allem ist eine
verminderte Menge dieser eben benannten Zytokine nicht vorteilhaft fiir das Uberleben der E.
coli-infizierten Tiere. Dies beschreibt auch Feitas et al. in seiner Studie zur polymikrobiellen
Sepsis in Méausen defizient flir den IL-17-Rezeptor. Hier fiihrte eine verminderte Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten in das Peritoneum letztlich zu einer erhohten Mortalitdt der Tiere
(Freitas et al. 2009). Dass die Reduktion von IL-17A in dem hier untersuchten Modell nicht
die Auswirkungen hat wie in der von Freitas et al. beschriebenen Studie, wurde deutlich, als
die Menge eingewanderter Neutrophiler, inklusive deren Aktivierungsmarkers CD11b, in der
Bauchhohle infizierter Tiere verglichen wurde (Abbildung 21). Hierbei wichen die
Gesamtzahlen rekrutierter polymorphnukledrer Zellen und die Menge exprimierter CD11b-
Oberfldchenantigene in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren, welche eine verminderte IL-17-
Produktion aufwiesen, nicht von denen der Wildtyp-Tiere ab. Bei der Analyse der fiir die
Rekrutierung von Entziindungszellen wichtiger Chemokine, konnten auf Proteinebene
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tiergruppen ausgemacht werden.
Eine IL-17- und IFNy-Reduktion liegt auch im Zuge der Verminderung von Symptomen
autoimmuner Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis (Muchamuel et al. 2009) oder Colitis
(Basler et al. 2010) durch Blockierung des I-Proteasoms, in den meisten Fillen die Blockade
von LMP7, vor. Weitere Erkenntnisse brachten Studien, die nach Inhibition oder genetischem
Knock-Out des I-Proteasoms in Krankheitsmodellen auf eine Stérung in der Thl- und Th17-
Zelldifferenzierung stieen (Basler et al. 2014, Kalim et al. 2012), welche die Reduktion der
zuvor genannten Zytokine mallgeblich beeinflusst. Die bisherigen Studien brachten die
verminderte Ausschiittung von vor allem IL-17, jedoch eher mit geringeren Gewebsschiden
und einer abgeschwichten Symptomatik in Autoimmunerkrankungen in Verbindung. Erst
Mundt et al. zeigten, dass das I-Proteasom die T-Helferzell-vermittelte Immunantwort auf eine
Candida albicans-Infektion beeinflusst. Die Tiere zeigten trotz verminderter IFNy- und IL-17-
Level eine ausgeprégtere Letalitit, scheinbar auf eine erhohte Pathogenmenge in LMP7-Knock-
Out-Tieren zuriickzufiihren (Mundt et al. 2016). Diese zuletzt genannte Publikation macht den
schmalen Grat zwischen einer ausbalancierten Immunantwort des Wirtes und der Kontrolle und
Bekdmpfung des eingedrungenen Pathogens in einer so komplexen Erkrankung wie der Sepsis
deutlich.
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4.3 Die erhohte Bakterienlast als moglicher Grund fiir die stirkere Gewebsdestruktion
in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren

Wie zuvor erwdhnt, bedeutet eine Reduktion von Zytokinen, welche eng mit einer starken
Gewebsdestruktion einhergehen und ein Organversagen begiinstigen, nicht zwingend eine
héhere Uberlebenschance fiir die Miuse, wenn das Pathogen sich synchron im Organismus
etablieren kann. Diverse Publikationen zeigen die problematische Beteiligung des I-Proteasoms
an der Pathogenitit und Symptomatik von Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis
(Muchamuel et al. 2009), SLE (de Groot et al. 2015, Ichikawa et al. 2012) und Colitis (Basler
et al. 2010, Schmidt et al. 2010). Zusétzlich scheint das I-Proteasom jedoch auch in
Infektionserkrankungen eine iiberaus wichtige Rolle zu spielen. Die bisherigen Studien zeigten
eine schlechtere Prognose fiir I-Proteasom-Untereinheiten-defiziente Maiuse wéhrend
intrazelluldren Infektionen. Gekennzeichnet waren diese durch eine hohere Letalitét, in der eine
inaddquate Bekdmpfung des Pathogens im Mittelpunkt stand. So beschreibt Strehl ef al. eine
Persistenz von Listeria monozytogenes in der Leber von LMP7 defizienten Méusen (Strehl et
al. 2006) und Tu et al. die Empfanglichkeit der LMP7-Knock-Out-Maus fiir Infektionen mit
dem intrazelluldren Parasiten Toxoplasma gondii (Tu et al. 2009). Aktuell beschiftigen sich
einige Arbeiten auch mit der Rolle des I-Proteasoms in extrazelluldren Infektionen und gehen
somit einen neuen Weg in der Aufdeckung immunmodulatorischer Eigenschaften des I-
Proteasoms. Dabei wurde, wie bereits erwéhnt, eine hohere Last von Candida albicans in
Tieren, welche mit dem selektivem LMP7-Blocker ONX 0914 behandelt wurden, gezeigt
(Mundt et al. 2016). Auch die Arbeit von Kirschner et al., welche sich mit der transnasalen
Infektion mit Streptococcus pneumoniae in LMP7-Knock-Out-Médusen beschiftigt, zeigt nach
48 stiindiger Infektion eine signifikant hohere Bakterienlast in der Lunge der LMP7-defizienten
Tiere (Kirschner et al. 2016). Mit der hier diskutierten Arbeit soll nun die vielversprechende
Erkenntnis gewonnen werden, wie sich Gram-negative Bakterien wie E. coli in I-Proteasom-
Knock-Out-Tieren ausbreiten konnen. Arbeiten, die in vitro-Stimulationen mit LPS
durchgefiihrt haben, lieBen bereits eine wichtige Rolle des I-Proteasoms in der Immunabwehr
gegen E. coli vermuten (Reis, Hassan, et al. 2011). Dem Weg der Infektion folgend, wurde in
dieser Arbeit die Bakterienlast in der Peritonealfliissigkeit, dann im Blut und der Milz sowie in
nicht-lymphatischen Organen wie der Leber, Niere und der Lunge bestimmt. Wie zu erwarten
war, wurden die meisten Bakterien am Infektionsort, dem Peritoneum, detektiert. Von der
Peritonitis aus kam es zu einer himatogenen Ausbreitung der Erreger, welche mitunter schon
nach vierstiindiger Infektion im Blut nachweisbar waren. Nach zwolfstiindiger Infektion
konnten in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren gegeniiber den Wildtyp-Tieren erhohte
Bakterienmengen in der Peritonealfliissigkeit, im Blut und auch in der Leber, welche ebenfalls
einer sehr hohen bakteriellen Last unterlag, nachgewiesen werden (siche Abbildung 18). In der
Lunge der Knock-Out-Tiere etablierten sich schon nach 6 stiindiger Infektion mehr E. coli als
in den Wildtyp-Tieren. Die Analyse der Niere ergab keine klaren Unterschiede in der
Keimmenge, da sie im Zuge der E. coli-Sepsis nicht primér betroffen war, wie durch
blutchemische Parameter und die histopathologische Beurteilung deutlich wurde. Auch in der
Milz konnte nur eine tendenziell hohere Keimlast in den Knock-Out-Tieren gemessen werden,
welche keine biologische Signifikanz erreichte. Dies passt zu den Ergebnissen von Strehl et al.,
in denen die Bekdmpfung von Listeria monozytogenes vor allem in der Leber, weniger jedoch
in der Milz von dem I-Proteasom abhingig war (Strehl et al. 2006). Eine generelle Aussage
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iber die Fahigkeit, E. coli in lymphatischem Gewebe zu bekdmpfen, kann mit diesem Befund
jedoch nicht getroffen werden. Anders als in der Milz konnten in der histopathologischen
Auswertung des Thymus sowie der mediastinalen Lymphknoten, enorme Mengen E. coli in den
Knock-Out-Tieren dargestellt werden (Abbildung 12). Mit der Giemsafarbung konnten die
Stabchen zweifelsfrei im Parenchym von Lymphknoten und Thymus angefirbt werden (nur
Thymusparenchym dargestellt). So wurde deutlich, dass in 90 % der analysierten I-Proteasom-
Knock-Out-Proben 12 h p. i. der Nachweis von Bakterien im Thymus mdéglich war, was fiir die
Wildtypen nur in vereinzelten Ausnahmen zutraf. Die messbaren Parameter einer fulminanten
Immunreaktion, hervorgerufen durch die Erkennung von E. coli mittels TLR-4 und dem damit
verbundenen downstream signaling, wurden mittels Analyse der exprimierten Zytokine genau
untersucht. Hierbei verhielt sich das Level wichtiger Zytokine wie IL-6, IL-1p und IL-10 sowie
proinflammatorischer Chemokine nicht proportional zu der in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren
gemessenen hoheren Keimmenge. Die Menge der sich im Organismus verbreitenden E. coli hat
scheinbar keine tliber das MalBl der Wildtyp-Tiere hinaus gehende Verstirkung der
Immunantwort zur Folge. Laut Zytokinlevel miisste sich das Ausmall der immunbedingten
Zellschiadigung in beiden Tiergruppen dhneln, was der histopathologischen Beurteilung der
Organe jedoch widerspricht. Da Bakterien wie E. coli mit Virulenzfaktoren ausgestattet und
zu zellschiddigenden Mechanismen befahigt sind, geht von ihnen, ungeachtet der LPS-TLR4
vermittelten Immunantwort, eine direkte Zytotoxizitdt aus. Im Falle von Neonatal-Meningitis-
auslosenden Escherichia coli (NMEC), welche zu den extraintestinal pathogenen E. coli zdhlen
(Kaper et al. 2004), sind die Bakterien zu einer Adhédsion an die Wirtszellen mittels Typ 1 Pili
(Mokady et al. 2005) und dem nachfolgenden Umbau des Aktin-Zytoskeletts befahigt, was in
einer endosomalen Aufnahme der Bakterien gipfelt (Khan et al. 2007, Prasadarao 2002).
Ausgehend von der Publikation von Sukumaran et al. wird angenommen, dass die himatogene
Ausbreitung des dort untersuchten E. coli durch die Replikation innerhalb von Makrophagen
und Monozyten begiinstigt wird. Desweiteren {iberleben die Bakterien neben der
antiphagozytotischen Wirkung der K1-Kapsel (Kim et al. 2003) in Makrophagen und
Monozyten durch Verhinderung der zelluldren Apoptose (Sukumaran et al. 2004) und
Verminderung proinflammatorischer Zytokinausschiittung (Selvaraj & Prasadarao 2005). Eine
O-acetylierte K1-Kapsel (OAc") wird auBerdem mit einer erhdhten Pathogenitdt in Verbindung
gebracht (Frasa et al. 1993). Welche Form der K1-Kapsel der hier verwendete E. coli A247
ausprigt miisste jedoch noch in stammspezifischen Folgeuntersuchungen ermittelt werden. Von
uropathogenen E. coli (UPEC), einem weiteren wichtigen Vertreter extraintestinal pathogener
E. coli (Kaper et al. 2004), ist bekannt, dass der Erreger durch den Virulenzfaktor Haemolysin
A (HlyA) den Akt-Signalweg inhibieren und eine Apoptose auslosen kann (Wiles et al. 2008).
Als weiteres Beispiel einer E. coli-vermittelten Zytotoxizitdt sei der Virulenzfaktor sat
(secreted autotransporter toxin) uropathogener E. coli, der zu einer Zerstorung von Blasen- und
Nierenepithel beitrdgt, zu nennen (Guyer et al. 2002). Neben diesen Beispielen sind noch eine
Vielzahl weiterer Virulenzfaktoren der UPEC und NMEC bekannt und obwohl nicht jeder E.
coli-Stamm innerhalb der Gruppe extraintestinal pathogener E. coli iiber das gleiche Muster an
Virulenzfaktoren verfiigt (Ewers et al. 2007), steht dennoch die Zytotoxizitdt von UPEC und
NMEC auBer Frage. Uber Adhisionsmechanismen und Virulenzfaktoren hinaus sind E. coli zu
spezifischen Evasionsstrategien befdhigt. Neben der K1-Kapsel sind UPEC in der Lage,
biofilmartige Komplexe zu bilden. Sind die Bakterien in das Uroepithel eingedrungen, lagern
sie sich zu sogenannten intracellular bacterial communities (IBCs) zusammen, welche fiir die



122 Diskussion

Bakterien eine transiente und protektive Umwelt schaffen (Anderson et al. 2003). Ob die
Deletion des I-Proteasoms die Bakterien zu dieser spezifischen und hoch wirksamen
Evasionsstrategie befdhigt, wurde in dem Projekt mittels FISH untersucht (Abbildung 18).
Hierbei wurden die Bakterien mit fluoreszenzgekoppelten RNA-Sonden markiert und in
infiziertem Gewebe sichtbar gemacht. Auffillig war eine Ausbreitung der Bakterien im
gesamten Organismus der 12 h infizierten Tiere, da sie im Organparenchym von Lunge, Leber,
Milz und Herz beider Mausgruppen darstellbar waren. Neben vereinzelten in
polymorphnukledren Entziindungszellen sichtbaren E. coli konnte eine Mehrzahl der Erreger
in unmittelbarer Umgebung von GefdBen ausgemacht werden, was fiir die hdmatogene
Ausbreitung der Bakterien spricht. In der Nierenkapsel und Randzonen der Milz und der Leber
konnten ebenfalls groBere Mengen Bakterien gesichtet werden, die das Organparenchym vom
Peritoneum ausgehend infizierten. Bei der Suche nach Uberlebensstrategien der Bakterien im
Wirt konnten keine biofilmartigen Gruppierungen nachgewiesen werden. Auch die Moglichkeit
eines gesteigerten Uberlebens in I-Proteasom-Knock-Out-Makrophagen konnte durch die
Bestimmung des intrazelluldren Abtdtens von E. coli in Peritonealmakrophagen ausgeschlossen
werden (Abbildung 24). Zusammenfassend wird deutlich, dass die direkte Zytotoxizitdt der
Bakterien einen Einfluss auf die ausgepréigtere Organpathologie haben kann, ausgeschlossen
ist jedoch, dass der Verlust des I-Proteasoms die Bakterien zu besonderen Evasionsstrategien
befihigt. Der Frage, warum die Bakterien einen Uberlebensvorteil in den Knock-Out-Tieren
haben und sich schneller im gesamten Organismus verbreiten konnten, sollte durch
Untersuchungen des Infektionsortes und der dortigen zelluldiren Abwehr nachgegangen werden.

4.4 Verminderte bakterielle FEradikation trotz uneingeschrinkter angeborener
Immunabwehr am Infektionsort

4.4.1 Vergleichbare Anzahl und Aktivitit neutrophiler Granulozyten am Infektionsort

In Abbildung 19 wurde das Zellbild der akuten E. coli-induzierten Peritonitis dieses Modells
dargestellt. Wie abgebildet, ist ein enormer Influx von polymorphnukleéren Neutrophilen
(PMNSs) schon kurz nach der Infektion zu verzeichnen. Diese aktivierten Neutrophilen werden
als erste Verteidigungslinie gegeniiber einer bakteriellen Infektion betrachtet (Sonego et al.
2014). Zusétzlich ist die Peritonitis von einem Einstrom inflammatorischer Makrophagen,
welche sich funktionell und morphologisch in einigen Details von den residenten Sentinel-
Makrophagen des Peritoneums unterscheiden, gekennzeichnet (Ghosn et al. 2010). Auch
Mastzellen, T-Zellen, dendritische Zellen und natiirliche Killerzellen spielen in der akuten
Reaktion auf ein eindringendes Pathogen eine Rolle (Laurin et al. 2012), wurden jedoch im
Zuge dieses Projektes im Peritoneum nicht genauer untersucht. Eine gestorte Eradikation von
Bakterien im Peritoneum liegt zu meist bei einer inaddquaten PMN und/oder Makrophagen-
Rekrutierung, -Aktivierung, bzw. -Funktionalitdt vor. Diese Storung der zelluliren Abwehr
kann sich in diversen Mechanismen begriinden, zu denen auch eine verminderte
Zytokin/Chemokin-vermittelte Aktivierung und Attraktion der Entziindungszellen gehort.
Beurteilt man das Zytokinprofil der peritonealen Fliissigkeit, féllt eine enorm reduzierte Menge
des Zytokins IL-17A in der Bauchhohle der I-Proteasom-Knock-Out-Méuse auf. Dies wurde
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bereits von Mundt ef al. im Zuge der invasiven Candida-Infektion in der LMP7-defizienten
Maus mit einer Reduktion der IL-17A und IFNy produzierenden T-Zellen begriindet (Kalim et
al. 2012, Mundt et al. 2016). Auch in diesem Modell konnte eine Depletion der T-Zellen im
Verlauf der Infektion und eine reduzierte Menge CD8"-T-Zellen im uninfizierten [-Proteasom-
Knock-Out-Tier festgestellt werden (Abbildung 28). Fraglich ist jedoch, ob allein die
verringerte Menge der T-Zellen fiir ein massiv reduziertes Level von IL-17A, was ebenfalls in
der Analyse des Plasmas verifizierbar war, verantwortlich ist. Bekannt ist, dass IL-17A initial
von T-Zellen, jedoch auch in groBen Mengen von Makrophagen und vor allem PMNs
produziert werden kann, um bei einer hohen Bakterienlast weitere PMNs anzulocken (Ren et
al. 2016). Ebenfalls lassen eine geringere Menge der proinflammatorischen Zytokine IL-1a
und IL-1B in den Knock-Out-Tieren eine inaddquate PMN- und Makrophagenrekrutierung
vermuten. Der Tatsache geschuldet, dass die immunologischen Funktionen des I-Proteasoms
bisher erst selten in Bezug auf extrazellulire bakterielle Infektionen untersucht wurden, gibt es
beziliglich der These, der verminderten PMN-Rekrutierung kaum Erkenntnisse. Einzig
Kirschner et al. zeigt, dass es im Zuge der Infektion mit Streptococcus pneumoniae in der Maus
nach 48 h zu einer Disproportionalitdt in der Anzahl der neutrophilen Granulozyten und der
Bakterienlast kommt. In dieser Studie konnte die verminderte PMN-Zahl im Blut jedoch nicht
mit einer Verminderung rekrutierender Zytokine und Chemokine begriindet werden. Vielmehr
stellt die Autorin eine gestorte Opsonisierung des Pathogens als Ursache verminderter PMN-
Rekrutierung in den Mittelpunkt. Dies wurde mit einer geringeren Expression der Gene
complement component 1(Clga) und pentraxin 3 (Ptx3) in Lungen 48 h infizierter LMP7-
Knock-Out-Miuse belegt. Fiir die Leber wurde die Genexpression von ficolin A (Fcna), C
reactive protein (Crp), Clga und mannose binding lectin 2 (Mbl2) zwischen LMP7-Knock-Out
und Wildtyp verglichen (Kirschner et al. 2016). Die verminderte Expression dieser vier Gene
in der Leber der LMP7-Knock-Out-Miuse konnte mit der Transkriptomanalyse 12 h infizierter
Leberhomogenate in diesem E. coli-Modell nicht reproduziert werden. Desweiteren ergab die
NGS-Analyse der Leber auch keinen Unterschied in der Ptx3-Expression. Somit sind die von
Kirschner et al. publizierten Beobachtungen der Gram-positiven Streptokokken-Infektion in
einem LMP7-Knock-Out-Modell nicht auf das Gram-negative E. coli-Modell mit einem
funktional totalen I-Proteasom-Knock-Out zu beziehen. In der von Mundt et al. beschriebenen
Candida-Sepsis konnten jedoch passend zu den prasentierten Ergebnissen veminderte [L-17A-
und IFNy-Level bei erhohter Keimbelastung in den LMP7-Knock-Out-Tieren nachgewiesen
werden. Im Gegensatz zu der Publikation von Kirschner ef al. wurde hier eine addquate, zu der
Keimbelastung proportionale Einwanderung von PMNs beobachtet (Mundt et al. 2016),
welche sich in das Bild des hier beschriebenen Modells einfiigt. Wie die Abbildungen 21 und
22 darstellen, konnten in der Rekrutierung von PMNs und Makrophagen keine Unterschiede,
die eine insuffiziente Eradikation der Bakterien am Ort der Infektion erkldren konnten,
gefunden werden. Die reduzierten Zytokinmengen von IL-17A, IL-12, IL-18 und IL-1a im
Peritoneum, sowie leicht, aber nicht signifikant verminderte Chemokinlevel wirkten sich nicht
auf die Rekrutierung von Makrophagen und Neutrophilen aus. AuBlerdem war die
Genexpression wichtiger flir die Opsonierung der Pathogene relevanter Proteine laut
Transkriptomanalyse nicht differenziell reguliert.
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4.4.2 Peritoneale Makrophagen weisen reduzierte PD-L1 und MHC-I Expressions-
Level, aber uneingeschriinkte Effektorfunktionen auf

Die absolute Anzahl wihrend der Infektion einwandernder Makrophagen und PMNs ist in den
I-Proteasom-Knock-Out-Tieren nicht reduziert. Nun sollte fiir die inflammatorischen, wie auch
residenten Makrophagen die Oberflichenexpression von PD-L1, CD86, MHC-I und MHC-II
iiberpriift werden, da diese in der Sepsis Aufschluss iiber den Immunstatus der Zellen geben
konnen. Der Ligand PD-L1 gilt als wesentlicher Modulator der Immunantwort in der Sepsis
(Zhu et al. 2013). So wurde auf Monozyten von Sepsispatienten eine deutlich erhohte
Expression von PD-L1 gemessen (Y. Zhang et al. 2011). AuBlerdem ist PD-L1 als
inhibitorischer Ligand bekannt (Dong et al. 1999, G. J. Freeman et al. 2000) und reduziert die
Proliferation von CD8" zytotoxischen T-Zellen und induziert T-Zell-Apoptose (Muhlbauer et
al. 2006). Studien ergaben eine verbesserte bakterielle Abwehr mit verminderten IL-10- und
erhohten TNF-a- und I1-6-Level, wenn PD-L1 blockiert wurde (Y. Zhang et al. 2010). Auch
CD86, ein Costimulator des T-Zell-Rezeptors (McAdam et al. 1998), ist ein fiir die Sepsis
relevantes Oberfldchenantigen. Es wurde gezeigt, dass CD86 in muriner experimentell
induzierter Sepsis in peritonealen Makrophagen reduziert exprimiert wird (Newton et al. 2004),
es jedoch eigentlich zusammen mit CD80 in der friihen Phase von Infektionen stark
hochreguliert wird (Lanier et al. 1995) und somit bei hoher Expression fiir einen
proinflammatorischen Immunstatus antigenpriasentierender Zellen steht. Eine weitere mogliche
Dysfunktion der Makrophagen konnte eine verminderte MHC-Présentation sein. Betrachtet
man die klassischen MHC-I- und MHC-II-Wege, ist der MHC-I-Weg bei der Prédsentation
phagozytierter exogener Bakterienbestandteile nicht relevant (Kaufmann & Schaible 2005).
Doch schon seit einigen Jahren wird die These einer Beteiligung des MHC-I-Weges an der
antibakteriellen Immunantwort in einer alternativen Form untersucht (Reimann & Kaufmann
1997, Svensson et al. 1997, Yrlid et al. 2000), die als cross presentation bezeichnet wird
(Kaufmann & Schaible 2005). Es ist also davon auszugehen, dass nicht nur der MHC-1I-Weg
mittels CD4"-T-Zell-Antwort, sondern auch die MHC-I-Antigenprisentation eine
antibakterielle Funktion inne hat (Kaufmann & Schaible 2005). Bekannt ist, dass wéahrend der
humanen Sepsis weniger MHC-II-Molekiile exprimiert werden. Dies beschreibt Rimmele et al.
fiir humane Monozyten (Rimmele et al. 2016). In diesem Modell ist ein deutlicher MHC-II-
Expressionsanstieg in den murinen inflammatorischen Peritonealmakrophagen im Zuge der
Infektion zu beobachten (nicht abgebildet), wobei zu beachten ist, dass residente
Peritonealmakrophagen keine MHC-II-Molekiile exprimieren (Ghosn et al. 2010). Diese
neigen jedoch zu einer vermehrten MHC-I-Expression wahrend der Infektion, welche deutlich
stairker in den Wildtyp-Tieren ausfiel (Abbildung 23). In E. coli-infizierten
Peritonealmakrophagen kommt es also zu einer reduzierten MHC-I-, jedoch einer ungestorten
MHC-II-Expression in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren. Dieses Ergebnis reiht sich in die
Erkenntnisse zahlreicher das I-Proteasom betreffende Studien ein (Fehling et al. 1994, Kincaid
et al. 2012). Ob die Makrophagen der Knock-Out-Mduse einen pro- oder
antiinflammatorischen Status inne haben, der sich von dem der Wildtyp-Tiere unterscheidet,
sollte iiber die Expressionuntersuchung von CD86 und PD-L1 geklart werden (Abbildung 24).
In den inflammatorischen Peritonealmakrophagen konnte fiir CD86 eine Expressionssteigerung
detektiert werden, die zwischen den Versuchsgruppen nicht variierte. Dies steht im Kontrast zu
in vitro-Ergebnissen, bei denen dendritische Zellen von Wildtypen und LMP7/MECL-1-
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Doppel-Knock-Out-Méusen mit LPS stimuliert wurden. Hier war der prozentuale Anteil CD86"
DCs in den Knock-Out-Tieren verringert (de Verteuil et al. 2014). Die Anzahl PD-L1-positiver
Zellen stieg im Zuge der Infektion auch, nur wurde die Expression pro Zelle fiir dieses Antigen
nicht erhoht. Die inflammatorischen Peritonealmakrophagen befanden sich 12 h p. i. folglich
in einem proinflammatorisch geprigten Immunstatus. Die wenigen wihrend der Infektion
messbaren residenten Peritonealmakrophagen erhdhten die Expression fiir beide
Oberfldchenantigene, wobei eine verstiarkte Expression fiir PD-L1 zu verzeichnen war. Diese
PD-L1-Erh6éhung fiel in I-Proteasom-Knock-Out-Méusen signifikant geringer aus. Bei
Analysen der aus Milz und Lunge isolierten Zellen verstorbener Sepsispatienten korrelierte eine
CD4'- und CDS8'T-Zell-Depletion mit erhohten Mengen PD-1 auf den verbliebenen
Lymphozyten sowie dem Liganden PD-L1 auf antigenprasentierenden Zellen. Desweiteren war
die Oberflaichenexpression von CD86 reduziert, was die These eines immunsuppresiven Status
der Zellen unterstrich (Boomer et al. 2011). Die starker ausgepriagte Lymphopenie und Letalitét
in den Knock-Out-Tieren liel} ein dhnliches Expressionsmuster fiir PD-L1 und CD86 in diesen
Tieren vermuten, wie es Boomer ef al. flir die verstorbenen Sepsispatienten beschreibt. Dies
kann jedoch durch die signifikant verringerte Menge PD-L1 in residenten
Peritonealmakrophagen der I-Proteasom-Knock-Out-Tiere nicht verifiziert werden. PD-L1 und
somit auch der Rezeptor PD-1 scheinen an der massiveren T-Zell-Depletion nicht urséchlich
beteiligt zu sein. Ob die geringere PD-L1-Expression auf den Knock-Out-Makrophagen durch
das verminderte IFNy-Level verursacht wurde, bleibt nur zu vermuten. Klar beschrieben wurde
jedoch die expressionsinduzierende Wirkung der Typ II Interferone auf PD-L1 in
verschiedensten Zelltypen (S. J. Lee et al. 2006, S. K. Lee et al. 2005). Die Untersuchung
immunmodulatorischer Oberflichenantigene der Peritonealmakrophagen ergab zwar eine
reduzierte MHC-I- und PD-L1-Expression, sprach aber nicht fiir eine generelle Dysfunktion
der Makrophagen, die eine gestorte Bakterieneradikation erkliren konnte. Um die
Haupteffektorfunktionen der Peritonealmakrophagen zu priifen, wurden aus gesunden Tieren
residente Peritonealmakrophagen entnommen und in vitro mit E. coli infiziert. Die beurteilte
Phagozytoseaktivitit sowie die Fahigkeit, intrazelluldre Bakterien zu toten, stellte sich in den
Knock-Out-Makrophagen genauso effektiv wie in den Wildtyp-Makrophagen dar. Dieses
Ergebnis korreliert mit den Befunden von Kirschner ef al., in denen die Phagozytose von
Pneumokokken in Knochenmarksmakrophagen LMP7-defizienter Méuse nicht eingeschriankt
war (Kirschner et al. 2016). Die Fahigkeit, NO zu produzieren, obliegt Makrophagen, welche
nach der Stimulation durch proinflammatorische Zytokine, vorrangig IL-12 und IFNy
(Mastroeni et al. 1998), aber auch LPS, das Enzym inducible Nitric oxide synthase (iNOS)
bilden (Chan & Riches 2001). Reaktive Sauerstoff-Spezies und nitrosative Agentien, von
denen NO hier repridsentativ untersucht wurde, bilden einen Hauptbestandteil der
antibakteriellen Abwehr von Makrophagen und Neutrophilen. Dennoch rufen hohe NO-Level
in der Sepsis gravierende Kollateralschdden hervor, was in Nagermodellen mit iNOS-
defizienten Tieren evaluiert wurde (Astolfi et al. 2007). Zu hohe NO-Level konnten folglich
die massiveren Organschddigungen begriinden, hervorgerufen durch mikrovaskulére
Storungen. Im Kontrast konnten zu niedrige NO-Level die verminderte Bakterieneradikation
verursachen (Cobb et al. 1999, Fang 2004). Die nach 6 h und 12 h untersuchte peritoneale
Spiilfliissigkeit von infizierten Tieren wies jedoch keinen Unterschied im NO-Level der beiden
Tiergruppen auf (Abbildung 26). Dieses Ergebnis widerspricht der von Reis ef al. postulierten
Erkenntnis, dass peritoneale Makrophagen von I-Proteasom-Knock-Out-Tieren nach in vitro-
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Stimulation mit LPS signifikant weniger NO produzieren (Reis, Hassan, et al. 2011). Auch in
LMP7-defizienten Knochenmarksmakrophagen konnte nach 36-stiindiger und 48-stiindiger in
vitro-LPS-Stimulation eine verminderte NO-Produktion, im Vergleich zu Wildtyp-Zellen,
deutlich gemacht werden (Kirschner et al. 2016). Zu beachten sei, dass in den zwei zuletzt
genannten Modellen die Akkumulation von Nitrit in Zelliiberstinden einer LPS-stimulierten
Makrophagenkultur bestimmt wurde. Dies stellt einen deutlichen Unterschied zu der hier
erfolgten Messung des Nitrits in der Peritonealfliissigkeit E. coli-infizierter Méuse dar.
Letztendlich wird deutlich, dass trotz reduzierter IL-12-, IL-1- und IFNy-Level die
Rekrutierung der Immunzellen in die Bauchhohle sowie deren proinflammatorischer
Aktivierungsstatus und deren Haupteffektorfunktionen nicht urséchlich an einer verminderten
Bakterieneradikation beteiligt sind.

4.5 Begiinstigung der Infektion durch eine systemisch eingeschrinkte lymphozytire
Immunantwort

Bei der Analyse der isolierten Splenozyten aus infizierten und gesunden I-Proteasom-Knock-
Out-Tieren konnte im Vergleich mit Wildtyp-Tieren eine tendenziell vermehrte Anzahl toter
Zellen detektiert werden (Abbildung 27), was fiir eine hohere Fragilitdt der Zellen sprach. Die
histopathologischen Befunde vermehrter Zelluntergéinge in Milz und Thymus der infizierten I-
Proteasom-Knock-Out-Tiere ergdnzten dieses Ergebnis. Bisherige Studien konnten darstellen,
dass LMP2-, LMP7- bzw. MECL-1 defiziente T-Zellen, welche in virusinfizierte
Empfingermiuse transferiert wurden, ein vermindertes Uberleben zeigten (Moebius et al.
2010). Weitere Studien stellen jedoch eine Hyperproliferation von CD4"- und CD8"-T-Zellen
in Knock-Out-Maiusen, denen die Fahigkeit fehlte, MECL-1 und LMP7 zu bilden, dar. In der
Studie von Caudill et al. wurde dafiir ein beschleunigter Zellzyklus als urséchlich betrachtet
(Caudill et al. 2006). Dariiber hinaus schreibt Zaiss et al. den hochsten Einfluss dieser
Modulation des T-Zell-Repertoires der Untereinheit MECL-1 zu. Es wird beschrieben, dass
MECL-1 scheinbar neben dem indirekten Effekt auf die Antigenprisentation auch direkten
Einfluss auf intrinsische T-Zell-Prozesse hat. Der Autor diskutiert hierbei die Vermutung von
der Beeinflussung der homdostatischen Verteilung der T-Zell-Populationen durch einen
Einfluss des I-Proteasoms auf die T-Zell spezifische transkriptionelle Regulation (Zaiss et al.
2008). Die hier diskutierte Studie kann an die Ergebnisse des Anstiegs des CD4/CDS-
Verhiltnisses der zuletzt genannten Publikationen, trotz LMP7- und MECL-1-Defizienz nicht
ankniipfen. Neben einer generalisierten Fragilitdt der Splenozyten konnten Abweichungen in
dem CD4" und CD8'T-Zell-Verhiltnis detektiert werden (Abbildung 28). Wie Basler et al. in
MECL-1 defizienten Tieren 20 % weniger CD8 T-Zellen bestimmen konnte (Basler et al.
2006), wurden auch in uninfizierten I-Proteasom-Knock-Out-Méusen dieses Projektes
signifikant geringere Mengen CD8'T-Zellen gemessen. Wie bereits fiir andere
Infektionsmodelle beschrieben, wichen die Mengen der CD4 Zellen in den uninfizierten
Knock-Out-Tieren nicht von Zellzahlen der Wildtypen ab (Basler et al. 2006, Van Kaer et al.
1994, Zaiss et al. 2008). Jedoch zeigte sich im Zuge der Infektion ein fiir die Sepsis typischer
Verlust von T-Zellen (Boomer et al. 2011), welcher bezogen auf CD4" und CD8'T-Zellen
signifikant verstirkt in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren zu verzeichnen war. Den Verlust
von CD4'T-Helfer-Zellen beschreiben Kalim ef al. im Zuge eines murinen LMP7-/- Kolitis-
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Modelles. Hierbei wird ein Verlust bzw. eine gestorte Differenzierung der Thl- und Thl7-
Zellen deutlich gemacht (Kalim et al. 2012). Weiterhin konnte ein erh6hter Anteil von B-Zellen
an der untersuchten Lymphozytenpopulation in den Knock-Out-Tieren gemessen werden
(Abbildung 29). Bisher wurde nur das alleinige Knock-Out von LMP2 als Ursache fiir eine
reduzierte B-Zell-Population in der Milz publiziert (Hensley et al. 2010), wobei diese
Ergebnisse von Basler et al. in LMP2-/- sowie in LMP2- und MECL-1-Doppel-Knock-Out
nicht reproduziert werden konnten (Basler et al. 2011). Ferner wurde in der hier diskutierten
Arbeit die Oberflachenexpression von MHC-I und MHC-II auf antigenprésentierenden Zellen,
wie den Makrophagen, aber auch auf T- und B-Zellen analysiert. Laut zahlreicher Publikationen
stellt eine Reduktion des MHC-I-Proteinkomplexes auf der Zelloberfliche den Phénotypen der
[-Proteasom-Knock-Out-Zellen dar. (Craiu et al. 1997, K. L. Rock et al. 1994). So konnte fiir
ein  komplettes I-Proteasom-Knock-Out eine 50%ige Reduktion des zelluldren
Oberfldchenlevels von MHC-I ausgemacht werden (Kincaid et al. 2012). Eine &hnlich
ausgepragte Verminderung der MHC-I-Expression dokumentierte schon Fehling et al. fiir
LMP7-Knock-Out-Zellen (Fehling et al. 1994). Die Lokalisation von LMP2 und LMP7 auf
dem MHC-Gen-Lokus und deren Ndhe zu den Peptidtransportern TAP1 und TAP2 (Glynne et
al. 1991) lieB die Verbindung des I-Proteasoms vorrangig zu der MHC-I gekoppelten
Antigenprésentation offensichtlich werden (Bai & Forman 1997). Dennoch steht das I-
Proteasom nicht nur mit den TAP-kodierenden Genen, sondern auch mit zahlreichen anderen,
die MHC-gebundene Antigenprédsentation beeinflussenden, auf dem selben Genlokus
verschliisselten Proteinen in Zusammenhang (Cerundolo et al. 1995, Ortiz-Navarrete et al.
1991). Obwohl eine generelle Beeinflussung der MHC-II-Antigenprasentation, charakterisiert
durch eine verminderte MHC-II-Expression auf professionellen APCs, bisher nicht gezeigt
wurde, konnte dieses Projekt eine signifikante Reduktion des MHC-II-Levels auf der
Oberfliche von B-Zellen deutlich machen (Abbildung 29). Wie bereits erwéhnt, konnte dieser
Befund nicht auf peritonealen Makrophagen reproduziert werden. Bei der Analyse der
Peritonealmakrophagen wurden keine Unterschiede in der Oberfldchenexpression von MHC-II
detektiert (nicht abbgebildet). Dieses erzielte Ergebnis deckt sich mit der von Becker et al.
aktuell publizierten Erkenntnis, dass die Antigenprdsentation in B-Zellen iiber einen
spezifischen, vom klassischen MHC-II-Weg abweichenden Mechanismus erfolgt. Zudem
wurde in dieser Studie gezeigt, dass ein pharmakologisches Inhibieren des Proteasoms mit
Epoxomicin zu einer reduzierten MHC-II-Epitop-Prozessierung in B-Zellen fiihrte, was fiir
dendritische Zellen nicht reproduziert werden konnte (Becker et al. 2016). Ebenfalls fiir zwei
wichtige Epitope des MHC-I-Molekiils auf T- und B-Zellen gezeigt, war die Expression schon
in uninfizierten I-Proteasom-Knock-Out-Tieren signifikant reduziert. Im Laufe der Infektion
verschirfte sich der Expressionsunterschied fiir MHC-I und MHC-II noch zusétzlich
(Abbildungen 28 und 29). Die Reduktion von MHC-II auf der Oberflache von B-Zellen ist eine
neue Erkenntnis und kdnnte im Zusammenhang mit der zusétzlichen Deletion des PA28-
Aktivatorrings in den hier untersuchten Tieren stehen, da in bisherigen Studien, welche eine
ungestorte Expression von MHC-II beschreiben, einzig die Funktionalitit von I-Proteasom-
Untereinheiten aufgehoben wurde. In einer tibersichtlichen Erlduterung des Proteasom-Systems
und dessen Einfluss auf die Antigenprasentation stellt Strehl ef al. dar, dass der durch IFNy
induzierbare Aktivatorring PA28 die zellulire Immunabwehr nicht additiv mit dem
I-Proteasom beeinflusst, sondern vielmehr unabhiangig vom I-Proteasom die Peptidpriasentation
optimiert (Strehl et al. 2005). Weiterhin zeigen Studien, dass die Unfdhigkeit, den PA28-Ring
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zu synthetisieren, in den Zellen keinen Einfluss auf den Einbau von Immunountereinheiten in
das konstitutive Proteasom hat und umgekehrt eine I-Proteasom-Defizienz die Bildung und
Zusammenarbeit des PA28-Rings mit dem 20S Proteasom nicht stort (Murata et al. 2001,
Schwarz et al. 2000). Somit konnte ein zweifaches Knock-Out des I-Proteasoms und des PA28-
Aktivatorrings durchaus weitere und bisher nicht bekannte Einfliisse auf die zelluldre
Immunantwort haben, vor allem weil ihre Effekte als unabhéngig voneinander beschrieben
wurden und einer unterschiedlichen Wirkungsweise zu entspringen scheinen. Durch die
Befunde einer verminderten CD8'T-Zellzahl sowie verminderter MHC-I auf T-Zellen und
MHC-I und II-Expression auf B-Zellen in uninfizierten I-Proteasom-Knock-Out-Kontrollen
kann schon vor der Infektion von einer reduzierten lymphozytiren Abwehr ausgegangen
werden. Im Verlauf der Infektion stellt sich eine verminderte Vitalitidt der Lymphozyten, eine
massivere Lymphopenie und stirker ausgeprdgte Thymus- und Milzzelluntergdnge in der
Histopathologie dar. Zusitzlich reduzierte sich auch die fiir die antibakterielle Infektionsabwehr
wichtige CD4"Zellzahl und die Fahigkeit der B-Zellen, als antigenprisentierende Zelle zu
wirken, wurde durch den Verlust der Fahigkeit, die MHC-Proteinkomplexe addquat auf der
Zelloberflache zu exprimieren, eingeschrankt. In Summe weisen diese Befunde auf eine starke
Beeintrachtigung der lymphozytdren Immunantwort hin, die iiber das stets publizierte Mal3 der
verminderten Antigenprisentation via MHC-I und der damit verbundenen reduzierten CD8"T-
Zell-Antwort auf intrazelluldre Pathogene hinausgeht. Da bislang die verminderte MHC-I-
Expression und CD8'T-Zellzahl mit einer Einschrinkung der Abwehr gegen intrazelluldre
Pathogene in Verbindung gebracht wurde, ist es nicht verwunderlich, dass die I-
Proteasomforschung der letzten Jahrzehnte diesen Mechanismus fokussierte. Trotz allem ist
bekannt, dass nicht nur IFNy bei einer Virusinfektion, sondern auch LPS und, wie in dieser
Studie gezeigt, ebenfalls vitale E. coli das I-Proteasom in Gewebe und Immunzellen induzieren
konnen (Abbildung 2). Diese Erkenntnis verspricht eine viel weitergehende Beteiligung des I-
Proteasoms an immunologischen Prozessen, abgesehen von der Abwehr intrazelluldrer
Pathogene. Durch Studien der letzten Jahrzehnte wurde auferdem deutlich, dass eine
Vernetzung der angeborenen und erworbenen Immunitét durchaus besteht. Eine entscheidende
Erkenntnis war hierbei die Entdeckung sogenannter innate [ymphoid cells (ILC). Diese Zellen
stellen T-Lymphozyten, jedoch ohne ihren charakteristischen T-Zell-Rezeptor dar. Es wurde
deutlich, dass dieser Zelltyp durch die Ausschiittung von Zytokinen, als eine sofortige Reaktion
auf einen eindringenden Erreger, eher der Funktionsweise der Zellen der angeborenen
Immunantwort folgt (Spits & Cupedo 2012). Seit diesen Erkenntnissen muss ein Umdenken
stattfinden, welches die T-Zellen nicht mehr eindeutig der adaptiven Immunantwort zuordnet.
Desweiteren wurde tiber die Entdeckung der Th17-Zellen den Lymphozyten eine erhdhte
Gewichtung bei der Bekdmpfung extrazelluldrer bakterieller Infektionen zugeschrieben. Nicht
nur CD4"-Zellen konnen sich in einen Th17-Phdnotypen differenzieren (Harrington et al.
2005), sondern auch zytotoxische CD8'-Zellen, welche vormals der Bekdmpfung
intrazelluldrer Bakterien und Viren zugeordnet wurden. Sind diese in der Lage, IL-17 und IL-
22 zu produzieren, werden sie als Tc17-Zellen bezeichnet (Kondo et al. 2009). Wie in der
Arbeit diskutiert, ist IL-17 ein essenzieller Vermittler der extrazelluldaren bakteriellen Abwehr,
durch die Rekrutierung von PMNs und die Anregung zur Produktion weiterer
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine (Reynolds et al. 2010). Da dieses Zytokin eine
starke Gewebsdestruktion initiieren kann (Hu et al. 2011), ist es nicht verwunderlich, dass IL-
22, welches von gleichen Zelltypen ausgeschiittet wird, mit Gewebsreparationen in Verbindung
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gebracht wird (Eyerich et al. 2009, Radaeva et al. 2004). Da in Versuchen dieser Arbeit ein
signifikanter Mangel an IL-17 und dem Th17- bzw. Tc17- aktivierenden Zytokin IL-1 bestand
(Cosmi et al. 2008), ist anzunehmen, dass in den Knock-Out-Tieren ebenfalls zu wenig 1L.-22
produziert wurde. Laut Eyerich ef al. exprimieren in vitro-Th22-Zellen ein Transkriptomprofil,
welches Proteine des Gewebeumbaus und Chemokine assoziiert mit Fibrose und Angiogenese,
kodiert (Eyerich et al. 2009). Einen &hnlichen Phénotyp, welcher zu der Produktion dieser
Zytokine befdhigt ist, fanden Forscher fiir die ILCs (Takatori et al. 2009). Weiterhin wurde
deutlich, dass diese ILC-Typen wesentlich an der Entwicklung von sekundiren lymphatischen
Strukturen wie Lymphknoten und Peyerschen Platten, beteiligt sind (Eberl et al. 2004, Mebius
etal. 1997). Fiir spatere Studien in [-Proteasom-Knock-Out-Modellen wire eine Untersuchung
der beteiligten ILCs im Zuge von Infektionen, aber auch in Bezug auf die Entwicklung
lymphatischer Organe denkbar. Dass unterschiedliche T-Zellpopulationen nicht der
spezifischen Abwehr eines Pathogentypus zugeordnet werden konnen, wurde anhand der
Entwicklung der CD8"Zellen zu Tcl- oder Tcl7-Zellen bzw. der CD4"Zellen zu Thl- oder
Th17-Zellen deutlich, welche auch als IFNy-produzierende oder IL-17-produzierende Zellen
gelten. Dass ein Verlust genau dieser T-Zelltypen im Zuge der E. coli-Infektion bestand, kann
von dem verringerten IFNy- und IL-17-Level sowie der verminderten Produktion der die
Differenzierung dieser Zelltypen anregender Zytokine IL-1p und IL-12 abgeleitet werden und
wird von bestehenden Publikationen gestiitzt (Kalim et al. 2012, Mundt et al. 2016). Dass von
dieser T-Zell-Depletion ebenfalls IFNy bzw. IL-17- und IL-22-produzierende ILCs betroffen
sind, wire denkbar und wiirde die Beteiligung der lymphozytiren Abwehr an der akuten
Immunantwort auf diesen Erreger erklaren. Diese Vermutung kann zu diesem Zeitpunkt jedoch
nicht belegt werden. Ein weiteres im Zuge der Arbeit zu diskutierendes Phédnomen ist die
sogenannte cross presentation (Kaufmann & Schaible 2005), welche eine Alternative der
klassischen MHC-I-Antigenprozessierung darstellt (Reimann & Kaufmann 1997, Svensson et
al. 1997, Yrlid et al. 2000). Betrachtet man den iiblichen MHC-I- und MHC-II-
Antigenprasentationsweg, wird deutlich, dass die Peptidprisentation iiber MHC-I-Molekiile fiir
die Priasentation phagozytierter exogener Bakterienbestandteile nicht relevant ist (Kaufmann &
Schaible 2005). Dies ist ein weiterer Grund fiir den jahrelang bestehenden Fokus des I-
Proteasoms auf virale und intrazelluldre Infektionen. Durch eine inaddquate Peptidpréisentation
mittels MHC-I-Molekiilen wurde eine CD8T-Zell-Antwort auf intrazellulire Infektionen
erschwert, zusétzlich zu der schon verringerten Anzahl dieses Zelltyps. Nun eroffnet die cross
presentation die Moglichkeit, auch exogene Antigene iiber den MHC-I-Peptidrezeptor zu
présentieren, was eine Erklarung fiir eine inaddquate CD8'T-Zell-Aktivierung auch in Bezug
auf extrazelluldre bakterielle Infektionen darstellt. In diesem Projekt kommt neben der
verminderten Expression des MHC-I-Molekiils jedoch als weiterer Storfaktor die reduzierte
Expression von MHC-II auf B-Zellen zum Tragen. B-Zellen zdhlen ebenfalls zu
antigenprasentierenden Zellen und sind durch den B-Zell-Rezeptor befdhigt, Antigene mittels
rezeptorvermittelter Endozytose zu inkorporieren und tiber MHC-II-Molekiile zu prédsentieren
(Depoil et al. 2009, Yuseff et al. 2013). Durch eine reduzierte Expression dieses Molekiils auf
B-Zellen kann hier auf eine, der Bakterienlast nicht entsprechenden, inadiquaten
bidirektionalen Aktivierung von T- und B-Zellen geschlussfolgert werden. Auch die B-Zellen
besitzen dhnlich wie T-Zellen, Zellpopulationen, die nicht zwingend der adaptiven
Immunantwort zugeschrieben werden konnen. So grenzt sich eine in der Peripherie und vor
allem in der Peritoneal- und der Pleurahéhle zu findende Population der B1-Zellen von den



130 Diskussion

konventionellen B2-Zellen ab. Auch diese konnen nach ihrem Phianotyp weiter unterschieden
werden. Gekennzeichnet sind diese Bl-Zellen jedoch durch die Produktion natiirlicher
Antikorper und stehen fiir die Vermittlung einer frithen Immunantwort auf vorranging
extrazelluldre bakterielle Pathogene (Allman & Pillai 2008, Ansel et al. 2002). Die
Untersuchung dieser Zellpopulation, die dhnlich wie die ILCs einen Bogen von der
angeborenen zu der adaptiven Immunantwort schligt und die Immunreaktion als einen
ineinander flieBenden Prozess darstellt, wurde in diesem Projekt nicht beriicksichtigt. Der
Hinweis der reduzierten MHC-II-Expression auf B-Zellen sollte jedoch geniigen, um diesem
Zelltyp in Bezug auf [-Proteasom-Knock-Out-Modelle einen Stellenwert einzurdumen.

4.6 Mogliche zell- und pathogenspezifische Funktionalitit des I-Proteasoms

Neben dem I-Proteasom sind bislang zwei weitere Sonderformen des Proteasoms bekannt, das
Spermatoproteasom und das Thymoproteasom (Kniepert & Groettrup 2014). Letzteres befindet
sich in kortikalen Epithelzellen des Thymus und gilt durch die spezialisierte Untereinheit 5t
als essenziell fiir die Positivselektion der T-Lymphozyten (Murata et al. 2007). Zusétzlich zu
der Expression des Standardproteasoms in allen kernhaltigen eukaryotischen Zellen besitzen
Zellen hdamatopoetischen Ursprungs ein hohes Basallevel des I-Proteasoms (Frisan et al. 2000,
Haorah et al. 2004). Aus diesem Grund zeichnet sich die Milz als das Organ mit der hochsten
Dichte des I-Proteasoms aus (Noda et al. 2000). Gemischte Proteasome, welche
Immunountereinheiten wie auch konstitutive Untereinheiten beherbergen, konnen ebenfalls in
einer Vielzahl von Zellen und Geweben ohne IFNy-Stimulus detektiert werden. Im Menschen
sind diese vor allem in der Leber, dem Kolon, dem Diinndarm und der Niere, aber auch in
antigenprasentierenden Zellen zu finden (Guillaume et al. 2010). In immunprivilegierten
Organen wie zum Beispiel dem Gehirn konnen ohne Stimulus kaum I-Proteasome ausgemacht
werden. Laut Kremer ef al. konnten weitestgehend nur Mikroglia als Quelle des I-Proteasoms
detektiert werden (Kremer et al. 2010). Obgleich das Auge wie auch das Gehirn, von
generalisierten Immunreaktionen zumeist verschont bleiben, konnten auch hier I-Proteasome
induziert werden (Piccinini et al. 2003, S. Singh et al. 2002). Basallevel exprimierter
Immunountereinheiten konnten auch in diesem Projekt detektiert werden. So ergaben Western
Blot-Analysen eine Expression aller I-Proteasomuntereinheiten sowie PA28a und B in Nieren-
, Milz-, Lungen-, Herz- und Leberhomogenaten (nur Letzteres in Abbildung 2 dargestellt) von
gesunden Wildtyp-Méusen. Die Heterogenitit, mit der Immunountereinheiten in
unterschiedlichen Zellen bereits basal, ohne erkennbaren Stimulus, vorliegen und die Féhigkeit
der Zellen aller Gewebe, unter IFNy-Stress das [-Proteasom zu exprimieren, spricht fiir mehr
als nur immunmodulatorische Funktionen des I-Proteasoms. Daraus ergibt sich die Frage, ob
die Immunountereinheiten in zellspezifische Prozesse involviert sind. So kénnten I-Proteasome
nicht nur Immunfunktionen wie zum Beispiel die Antigenprasentation in dafiir spezialisierten
Zellen inne haben, sondern auch je nach Gewebe und Funktion der Zellen weitaus mehr
Prozesse beeinflussen.



Diskussion 131

4.7 Beeinflussung der Transkription durch das I-Proteasom

Da das I-Proteasom in den Immunzellen konstitutiv exprimiert wird und in Gewebe durch
Stimuli wie LPS und IFNy induziert werden kann, liegt die Vermutung nahe, dass es in
zellspezifische Prozesse involviert ist. Somit konnte das I-Proteasom {iber die Regulation der
Genexpression in jedem Zelltyp oder Gewebe differierende Zellfunktionen beeinflussen. Diese
konnten in Zusammenhang mit immunmodulatorischen, aber auch metabolischen oder
homdoostatischen Eigenschaften stehen. Neben der Bewahrung der Proteinhomdoostase und der
Proteolyse von Proteinen fiir eine addquate Produktion von Peptiden zur Antigenprisentation
ist das Ubiquitin-Proteasom-System beféhigt, kurzlebige regulatorische Proteine zu spalten und
so Signaltransduktionswege der Zellen zu beeinflussen oder zu steuern. Bekannt ist die
Eigenschaft des Proteasoms regulatorische Proteine wie das NFxB-Vorlduferprotein p105
proteolytisch zu spalten und den Abbau von IxBa, eines NFxB-Inhibitors, zu forcieren
(Palombella et al. 1994). Auch fiir die Vorlduferproteine von plasmamembranstindigen
Tanskriptionsfaktoren wie Spt23 und MGA?2 konnte eine posttranskriptionelle Prozessierung
durch das Proteasom nachgewiesen werden (Hoppe et al. 2000). Beziiglich der Beeinflussung
dieser posttranskriptionellen Prozesse wurde 1999 in einem NOD-Mausmodell, welches einen
LMP2-Knock-Out-Phédnotypen zeigte, eine gestorte Prozessierung von p50 bzw. p52 und eine
reduzierte Degradierung von IxBa in Splenozyten gezeigt (Hayashi & Faustman 1999). Diese
Erkenntnis wurde kontrovers diskutiert, da weitere Studien die LMP2-Defizienz in NOD-
Maiusen nicht in diesem Male verifizieren konnten (Runnels et al. 2000). Obschon die
inaddquate I-Proteasomexpression in dem NOD-Mausmodell in Frage gestellt wurde, konnte
die Forschung seit diesem Zeitpunkt auf eine Fiille von Projekten, welche sich auf die Rolle des
[-Proteasoms in der NFkB-Aktivierung fokussierten, zuriickblicken. Durch die bereits erwéhnte
heterogene Expression von Immunountereinheiten in einer Vielzahl unterschiedlicher
Zelltypen, erwies sich die Erforschung des Zusammenhangs posttranskriptioneller
Beeinflussung von NFkB und dem I-Proteasom sowie des PA28-Aktivatorrings als duBerst
mannigfaltig und oft nicht vergleichbar. So weisen einige Publikationen auf die Beeinflussung
des alternativen NFxB-Weges durch das I-Proteasom hin, wobei andere den klassischen Weg
als gestort bezeichnen. Hayashi und Faustmann beschrieben eine verminderte Aktivierung von
NFxB durch eine reduzierte p50- und p52-Prozessierung bei addquater Menge p100 bzw. p105
in der humanen Lymphozyten-Zelllinie T2, defizient fiir LMP2 und LMP7. Dieser Befund und
ein gestorter [kBa-Abbau sowie eine vermehrte Apoptose der Zellen wurden innerhalb
vierstlindiger TNF-a-Exposition verifiziert (Hayashi & Faustman 2000). In LMP2 und LMP7,
durch siRNA defizienten Pankreas- und Lungenkrebszelllinien, konnten Jang et al. jedoch
keine Beeinflussung des klassischen NFxB-Wegs nach 90-miniitiger TNF-o-Stimulation
feststellen (Jang et al. 2012). Opitz et al. zeigten zwar ein vermindertes p50-Level in
Kardiomyozyten und Splenozyten nach 30-miniitiger TNF-a-Stimulation, konnte jedoch mit
dieser Methode nicht den alternativen oder klassischen NFxB-Weg als beeinflusst erkldren
(Opitz et al. 2011). Einzig bei der 30-miniitigen TNF-a-Stimulation von MEFs (murine
embryonic fibroblasts), isoliert aus LMP7-Knock-Out-Mé&usen, konnte in der Verdffentlichung
von Schmidt ef al. eine Beeinflussung des klassischen Weges beschrieben werden, da hier eine
verminderte p65-Translokation in den Zellkern beobachtet wurde (Schmidt et al. 2010).
Maldonado et al. beschreiben fiir LMP2-defiziente Retina-Epithel-Zellen eine verminderte
Aktivierung des alternativen NFxB-Weges nach TNF-a-Stress sowie eine verspitete
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Drosselung des klassischen Weges (Maldonado et al. 2013). Durch diese zuletzt genannte
Studie wirft sich die Frage auf, ob das I-Proteasom nicht nur auf die piinktliche Aktivierung
von NFkB, sondern vielmehr auch auf die Terminierung dieser zelluldren Stressantwort einen
Einfluss hat. Somit wurde in diesem Projekt nicht der Frage, ob der Signalweg aktiv ist, sondern
ob es zu einer zeitlich versetzten Aktivierung von NFkB in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren
wiéhrend der E. coli-Sepsis kommt, nachgegangen. Fiir die Untersuchung dieser Frage wurden
Leberhomogenate auf ihren Gehalt von IxkBa nach zwei- und zwolfstiindiger Infektion
untersucht. Fiir die Leber der erkrankten Tiere konnte im Zuge der histopathologischen
Untersuchung ein gleichméBigeres Entziindungsbild nach gewihlten Zeitpunkten als in den
anderen Organen ausgemacht werden. Aus diesem Grund konnten hier Leberhomogenate
einzelner Tiere aus mehreren unabhéngigen Infektionsversuchen verglichen werden. Diese in
Abbildung 30 zusammengefassten Versuche konnten einen zeitlich versetzten Abbau von IxBa
darstellen. Ob es sich hierbei um die Beeinflussung des alternativen oder des klassische NFxB-
Weges handelte, konnte mit dieser Methode jedoch nicht deutlich gemacht werden. Ahnliche
Ergebnisse stellt das 2014 publizierte Projekt von de Verteuil et al. dar, welches sich mit dem
Einfluss von LMP7- und MECL-1-Doppel-Knock-Out-DCs auf die Regulation der
Transkription nach LPS-Stimulation beschiftigte. Hier konnte nach einer Stunde LPS-
Stimulation zwar kein verminderter Abbau von IxB, somit keine verzogerte Aktivierung von
NFxB nachgewiesen werden, jedoch eine gestorte Abschaltung dieses Signalweges in Doppel-
Knock-Out-DCs, da nach 6 h LPS deutlich mehr IkB degradiert wurde als in Wildtyp-Zellen
(de Verteuil et al. 2014). Ob die zeitlich versetzte NFkB-Aktivierung einen maligeblichen
Einfluss auf das Entziindungsgeschehen hat, konnte in diesem Projekt jedoch nicht ausreichend
verifiziert werden. Nach zwolfstiindiger Infektion wurde in den Tieren per
Transkriptomanalyse die Expression NFxB abhédngiger Gene verglichen, wobei kein
signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und I-Proteasom-Knock-Out-Tieren gemessen
werden konnte. Da jedoch durch ein funktionsfiahiges konstitutives Proteasom die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors nie in Frage gestellt wurde und in den Untersuchungen nur ein
zeitabhéngiger Mechanismus evaluiert werden konnte, ist die Transkriptomanalyse einzig 12 h
p. i. nicht ausreichend. Ferner hétte die Verifikation der zeitlich versetzten [kBa-Degradierung
auf transkriptioneller Ebene durch eine Analyse der abhéngigen Gene engmaschig zu mehreren
Zeitpunkten erfolgen miissen. Durch die hier erfolgte Transkriptomanalyse konnte einzig ein
punktueller Einblick in die genetische Regulation des Lebergewebes nach zwdlfstiindiger
Infektion mit E. coli erfolgen. Einen Einfluss auf die Genregulation in der Entziindungsreaktion
zeigten schon Schmidt ef al. in ihrem Kolitis-Modell per Microarray-Analyse. Hier wurde eine
verminderte  Genexpression relevanter proinflammatorischer Zytokine, aber auch
Adhidsionsmolekiile und Matrix-Metalloproteasen in LMP-Knock-Out-Tieren dargestellt
(Schmidt et al. 2010). Auch de Verteuil et al. beschreiben in LMP7/MECL-1-Doppel-Knock-
Out-DCs einen starken Einfluss der Immunountereinheiten auf die Genregulation nach LPS-
Stimulation. Die differenziell exprimierten Gene wurden hier in Gruppen (cluster)
zusammengefasst, um beteiligte Transkriptionsfaktoren zu ermitteln (de Verteuil et al. 2014).
Die hohe Menge signifikant differenziell exprimierter Gene, wie es de Verteuil et al.
beschreiben, konnte durch eine geringere Anzahl biologischer Replikate und das Setzten
stringenterer Schwellenwerte bei der Auswertung der Transkriptomanalyse nicht reproduziert
werden. AuBBerdem ist bei der hier durchgefiihrten Analyse von Lebergewebe und nicht einer
reinen Immunzellpopulation, von einem differierenden Transkriptomprofil auszugehen.
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Wurden die Schwellenwerte der hier durchgefiihrten Datenanalyse gesenkt, tauchten
differenziell exprimierte Gene wie CXCLII-Chemokine (Cxclll) und Toll-like-receptor 11
(Tlr11) auf, welche ebenfalls immunologisch relevante differenziell exprimierte Gene in der de
Verteuil et al. Studie waren (de Verteuil et al. 2014). Obschon in dem hier diskutierten Projekt
weniger Gene differenziell exprimiert wurden, konnten diese jedoch spezifischen GO-
Kategorien zugeordnet werden und in den Zusammenhang mit der Immunreaktion der Tiere
gebracht werden. Besondere Beachtung erhélt dabei die Expression des C-reactive proteins
(Crp), welches stirker in infizierten I-Proteasom-Knock-Out-Miusen exprimiert wurde. Da das
CRP als Marker fiir bakterielle Infektionen und besonders in der Fritherkennung eines
septischen Geschehens, ebenfalls in Mausmodellen gezeigt, eine Rolle spielt (van den Berg et
al. 2013), spricht die starke Hochregulation dieses Gens fiir eine ausgepréagtere Immunantwort
in den Knock-Out-Tieren. Auch die stirkere Expression von chitinase-likel (Chill), welches
als Aktivator der Akt-Signaltransduktion bekannt ist (C. C. Chen et al. 2011), sollte im
Zusammenhang mit einer verstirkten Immunantwort in den Knock-Out-Tieren gesehen
werden. Eine Gruppe differenziell exprimierter Gene, welche in Abbildung 32 und Tabelle 3-1
genauer dargestellt wurde, konnte den Kategorien der Angiogenese, Zellmigration und -
adhision, Vasokonstriktion bzw. -dilatation und der Interaktion und Beeinflussung der
extrazelluldiren Matrix zugeordnet werden. Hier zeigte sich fiir viele der Gene eine
Minderexpression in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren. Da sich im Zuge der Diskussion der
Ergebnisse dieses Projektes ein erhohter Gewebsschaden mit massiver mikrovaskulérer
Storung als ursichlich fiir den fritheren Tod der Knock-Out-Tiere herauskristallisiert, konnte
die reduzierte Expression dieser Gene mit der vermehrten Gewebsdestruktion in
Zusammenhang stehen. Desweiteren stehen einige der differenziell regulierten Gene
funktionell in Zusammenhang mit apoptotischen Prozessen. So wird zum Beispiel BCL2
modifying factor (Bmf) geringer exprimiert, was nach einer Publikation von Contreras et al. zu
einer erhohten IFNy-induzierten Autophagie flihrt (Contreras et al. 2013). Das ebenfalls
vermindert exprimierte Gen glycerol-3-phosphate acyltransferase (Gpam) hat einen
bedeutenden Einfluss auf die Proliferation und Zytokin-Expression von T-Lymphozyten. Eine
verminderte Gpam-Expression verursacht die Apoptose von T-Zellen und sorgt fiir niedrigere
IL-2- und IFNy-Level sowie eine erhohte Ausschiittung von IL-10 und IL-4 (Collison et al.
2008). Auch die Expression von AXL receptor tyrosine kinase (Axl), welches Zellen vor TNF-
a-induzierter Apoptose schiitzt (Bellosta et al. 1997), stellt sich in den Knock-Out-Tieren
wihrend der Infektion als reduziert exprimiert dar. Einzig das heat shock protein 1B (Hspalb),
das vor Stickstoffmonoxid-induziertem Zelltod schiitzt (Klein & Brune 2002), wird vermehrt
in den I-Proteasom-Knock-Out-Tieren exprimiert. Weitere differenziell exprimierte Gene
konnten metabolischen Prozessen zugeordnet werden und beweisen die mannigfaltige
Einflussnahme des I-Proteasoms. Diese Arbeit belegt somit die Féhigkeit des I-Proteasoms, auf
transkriptioneller Ebene in vielseitige Zellfunktionen einzugreifen, sie zu beeinflussen oder
gezielt zu steuern. Welche genauen Mechanismen sich hinter dieser Regulation verbergen,
konnte bisher nicht geklart werden. Einzig die gestorte Aktivierung von NFkB gibt einen
Hinweis auf die Wirkungsweise der posttranskriptionalen Einflussnahme des I-Proteasoms.
Komplett ungeklért ist, ob diese regulatorischen Mechanismen von den heterogen exprimierten
Immunountereinheiten und somit auch den gemischten Proteasomen unterschiedlich
beeinflusst werden. Da bekannt ist, dass unterschiedliche Immunountereinheiten, inkorporiert
in gemischte Proteasome und I-Proteasome, sowie zusétzlich die PA28-Untereinheiten,
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sogenannte Hybridproteasome bildend, differierende Proteinspaltpraferenzen besitzen und
somit ein unterschiedliches Peptidrepertoire produzieren (Raule, Cerruti, Benaroudj, et al.
2014, Vigneron & Van den Eynde 2012), wire eine spezifische Aufgabenverteilung der
Untereinheiten denkbar.

4.8 MECL-1 als protektive I-Proteasom-Untereinheit in der E. coli-Peritonitis

Mit dem Nachweis verschiedener Spaltpriferenzen und somit wunterschiedlicher
Peptidasefunktionen der einzelnen Immunountereinheiten (Vigneron & Van den Eynde 2012)
sowie des PA28af-Rings (Raule, Cerruti, Benaroudj, et al. 2014) wurde bisher dem
unterschiedlichen Peptidrepertoire bei der Antigenpréisentation sowie dem Einfluss auf die T-
Zell-Populationen und der Selektion der T-Zellen im Thymus nachgegangen. Differierende
Funktionen der I-Proteasom-Untereinheiten und des PA28-Rings wurden demzufolge zumeist
in Bezug auf Virusinfektionen untersucht (Basler et al. 2006, Fehling et al. 1994, Van Kaer et
al. 1994). Dieses Projekt arbeitet jedoch einen deutlichen Einfluss des I-Proteasoms auf Gram-
negative bakterielle Infektionen heraus. Zusétzlich zeigen neueste Erkenntnisse den Einfluss
der Untereinheit LMP7 auf die Gram-positive Pneumokokken-Infektion (Kirschner et al. 2016)
und sprechen LMP7 eine Rolle in der antifungalen Immunantwort auf Candida albicans zu
(Mundt et al. 2016). Nach den aufgefiihrten und diskutierten Ergebnissen des letzten Kapitels
wird auflerdem deutlich, dass die Funktionen des I-Proteasoms iiber das Mafl der in
Virusinfektionen ermittelten immunmodulatorischen Eigenschaften hinausgeht. Durch den
Vergleich der Letalitdt wéhrend der E. coli- Infektion von LMP7-/-, MECL-1-/- und PA28af3-
/- Einzel-Knock-Out-Tieren mit der Letalitit der 3-fach-Knock-Out-Maus konnte
erstaunlicherweise ein additiver Effekt der Untereinheiten ausgeschlossen werden. Vielmehr
kristallisierte sich allein die Untereinheit MECL-1 als der ausschlaggebende Faktor einer
stirkeren Pathologie im Zuge dieser Erkrankung heraus (Abbildung 33). Gezeigt wurde dies in
der hier diskutierten Arbeit jedoch nur in Letalitdtsversuchen. Ob sich die MECL-1-Knock-
Out-Maus im Detail wie die 3-fach-Knock-Out-Maus verhilt oder ob es doch zu Interferenzen
der einzelnen Untereinheiten gekommen ist, miisste in komplexeren Versuchen zusitzlich
ermittelt werden. Selbst die mannigfaltigen Eigenschaften von PA28af, welche mit dem
I-Proteasom wie auch dem konstitutiven Proteasom in Zusammenhang stehen (Yang & Schmidt
2014), hatten keinen Einfluss auf die Letalitdt der Knock-Out-Tiere im Vergleich zu den
Wildtyp-Maiusen. Der herausragende Einfluss von MECL-1 in den Einzel-Knock-Out-Tieren
sollte jedoch kritisch in Bezug auf den Einbau von LMP2 betrachtet werden. Trotzdem De ef
al. eine von MECL-1 unabhingige Inkorporation von LMP2 in das Proteasom beschreiben (De
et al. 2003), besteht die These einer gegenseitigen Abhingigkeit von LMP2 und MECL-1 beim
Einbau dieser Untereinheiten in das Proteasom (Groettrup et al. 1997). Trifft diese zuletzt
genannte Erkenntnis zu, kann von einem alleinigen MECL-1-induzierten Effekt ausgegangen
werden. Eine ndhere Charakterisierung in Bezug auf die [-Proteasom-Generierung und die
Produktion und Zusammensetzung von gemischten Proteasomen in den Einzel-Knock-Out-
Tieren konnte hier Klarheit schaffen. Betrachtet man Literatur der erst 1996 identifizierten
Untereinheit MECL-1 genauer, dringt sich der Verdacht einer von LMP2 und LMP7
unabhéngigen Aufgabe dieser Immunountereinheit auf. Das deutlichste Indiz besteht in der
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unterschiedlichen Lokalisation des kodierenden Genortes. MECL-1 wird nicht, wie LMP2 und
LMP7, in dem MHC-Lokus verschliisselt (Groettrup et al. 1996, Hisamatsu et al. 1996),
sondern befindet sich auf dem humanen Chromosom 16 (Larsen et al. 1993). Weiterhin
beschreibt Kuckelkorn et al. unterschiedliche MECL-1-Formen, welche sich zwar nicht in der
ProteingrofBe, jedoch in ihrem isoelektrischen Punkt unterscheiden und eine differierende
Gewebsdistribution aufweisen. Es wurde gezeigt, dass diese verschiedenen Isoformen von
MECL-1 in der Leber, dem Thymus, dem Diinndarm und dem Colon zu finden sind
(Kuckelkorn et al. 2002). Zusétzlich ermittelten Stohwasser et al. neben den sekundéren
lymphatischen Geweben auch eine Basalexpression von MECL-1 in Niere und Muskel
(Stohwasser et al. 1997). In einer aktuellen Studie von Raule et al. wird die Inhibition von
MECL-1 auflerdem mit einer reduzierten Degradierung von basischen Proteinsubstraten in
Verbindung gebracht. Die Autoren vermuten hier eine essenzielle Rolle von MECL-1 in der
Beseitigung basischer Proteine, wie zum Beispiel freier Histone, welche eine hohe Zytotoxizitit
vermitteln konnen (Raule, Cerruti, & Cascio 2014). Der hier beobachtete fulminante
Krankheitsverlauf der E. coli-Sepsis in MECL-1-Knock-Out-Mausen wirft ein neues Licht auf
diese induzierbare I-Proteasom-Untereinheit und ldsst Raum fiir weitere Untersuchungen
beziiglich bakterieller Infektionen in MECL-1-Knock-Out-Modellen. Zu kldren wiren die
Fragen, ob MECL-1 durch Bakterien und deren Produkte verstéirkt induziert wird und welcher
Mechanismus hinter der Immunmodulation dieser Untereinheit steht. Generell leitet sich von
diesen Ergebnissen neben der gewebspezifischen Funktion des I-Proteasoms die These einer
pathogenspezifischen Regulation der Immunountereinheiten ab.

4.9 Medizinische Relevanz des Projektes

Seitdem die Produktion und erfolgreiche Anwendung von Proteasominhibitoren bekannt ist,
und somit ein neuer pharmakologischer Wirkmechanismus etabliert wurde, ist es von
zunehmender Bedeutung, die Rolle des Proteasoms in mannigfaltigen Erkrankungen zu
studieren. Das in den USA seit 2003 fiir die Behandlung des multiplen Myeloms (Kane et al.
2003) und seit 2007 fiir die Behandlung von Rezidiven des Mantelzelllymphoms (Kane et al.
2007) zugelassene Bortezomib ist ein Proteasominhibitor der ersten Generation. Diese den
Borsduren zuzuordnende Chemikalie blockiert LMP2 und LMP7 sowie dessen konstitutives
Gegenstiick B5S (Adams et al. 1999, Groll et al. 2006). Hoher konzentriert eingesetzt, wird
ebenfalls von einer Blockade von B1, f2 und MECL-1 ausgegangen (Altun et al. 2005).
Carfilzomib, ein Epoxyketon (Michael Groll et al. 2000), welches fiir Patienten in denen
Bortezomib keine Wirksamkeit zeigte, zugelassen ist (Fostier et al. 2012), inhibiert LMP7 und
B5 (Demo et al. 2007). Dartiber hinaus weist dieses Pharmakon eine geringere Neurotoxizitét
als Bortozomib auf (Arastu-Kapur et al. 2011). Ein strukturell naher Verwandter des
Carfilzomibs, das Oprozomib, ist ein oral verfiigbarer Inhibitor von LMP7 und 5 und befindet
sich derzeit in der klinischen Priifung fiir die Zulassung als Mittel gegen hdmatologische
Krebsformen und solide Tumore (H. J. Zhou et al. 2009). Als Krebsmedikament gegen
verschiedenste Tumorarten befindet sich auflerdem der Proteasominhibitor Marizomib in
klinischen Zulassungsstudien (Potts et al. 2011). Diese erprobten und teilweise als
Medikamente verfiigbaren Mittel sind durch eine Blockade des I-Proteasoms und des
konstitutivem Proteasoms gekennzeichnet. In der Reihe der Epoxyketone finden sich weitere
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Vertreter, welche gezielt und selektiv auf bestimmte I-Proteasom-Untereinheiten wirken sollen
und somit die Funktionen des konstitutiven Proteasoms nicht beeintrachtigen. Hierbei tritt vor
allem das Epoxyketon ONX 0914 in den Vordergrund, welches selektiv LMP7 blockiert. In
diversen Mausmodellen getestet, konnte es in der Zukunft eine wichtige Rolle in der
Behandlung autoimmuner Erkrankungen spielen (Basler et al. 2010, Muchamuel et al. 2009,
Nagayama et al. 2012). In den vielfaltigen Tiermodellen drosselt es in erster Linie iiber eine
verminderte Produktion von Schliisselzytokinen und ein verdndertes T-Zellrepertoire eine
tiberschieBende Immunreaktion. Da massive Gewebeschdden in der Sepsis ebenfalls als
Kollateralschdden einer iiberbordenden Proinflammation betrachtet werden, ergab sich die
Absicht, in diesem I-Proteasom-Knock-Out-Modell zu kliren, ob der Einsatz von spezifischen
I-Proteasom-Inhibitoren in der Sepsis empfehlenswert wire. Durch detaillierte Untersuchungen
der 3-fach-Knock-Out-Maus, welche ebenfalls die Féhigkeit, Hybridproteasome zu bilden,
durch das Knock-Out von PA28 verloren hat, ist es moglich, dem I-Proteasom und primér der
Untereinheit MECL-1 eine wichtige Rolle in dem Erhalt von Organfunktionen und der
antibakteriellen Immunantwort wahrend der Gram-negativen Sepsis zuzusprechen. Somit kann
fiir dieses Projekt klinisch relevant geschlussfolgert werden, dass autoimmune Uberreaktionen
mittels Inhibition des I-Proteasoms voraussichtlich behandelt werden konnen, der Einsatz
dieser Inhibitoren gegen die Auswirkungen einer starken Immunantwort in der Gram-negativen
Sepsis jedoch nicht mit einem gesteigerten Behandlungserfolg assoziiert sein wird.
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5 Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der Sepsis, definiert als eine lebensbedrohliche Organdysfunktion,
verursacht durch eine dysregulierte Immunantwort auf eine Infektion, stellt weltweit die
hiufigste Komplikation auf Intensivstationen dar. Der septische Schock, ein dem komplexen
Krankheitssyndrom unterliegendes Ereignis, welches sich durch besonders schwere
zirkulatorische, zelluldre und metabolische Abnormalititen auszeichnet, ist zudem mit einer
Mortalitét von bis zu 40 % assoziiert. Eine sensitivere Diagnostik, das steigende Alter sowie
hdufig auftretende Komorbidititen der Patienten fiihren zu einer steigenden Inzidenz der
Erkrankung. Weiterhin zieht die Sepsis auch in erfolgreich therapierten Patienten
schwerwiegende gesundheitliche Probleme nach sich. Unabhdngig von der Offentlichen
Meinung, welche die Sepsis zuweilen unterschétzt, riickt das Krankheitsbild durch einen
Mangel an addquaten Therapieoptionen in den Fokus der Wissenschaft. Trotz intensiver
Forschung besteht ein besténdiges Interesse an neuen Erkenntnissen, welche die vielfiltige und
komplizierte Pathogenese der Sepsis erkldaren konnten. In dieser Studie soll durch ein murines
Infektionsmodell die Pathogenese der Sepsis, induziert durch eine Peritonitis, in Bezug auf die
immunologisch relevante Sonderform des Proteasoms betrachtet werden. Das Proteasom, der
wichtigste proteolytische Enzymkomplex des nicht lysosomalen Proteinabbaus eukaryotischer
Zellen, ist unter Einfluss von Interferon y und Lipopolysaccharid, einem Zellwandbestandteil
Gram-negativer Bakterien, befdhigt, proteolytisch aktivere Inmunountereinheiten einzubauen.
Welche immunmodulatorischen Funktionen das neu gebildete Immunoproteasom (I-
Proteasom) besitzt, wurde in dieser Studie durch Escherichia coli-infizierte I-Proteasom-
defiziente Mause fiir die Gram-negative Sepsis beschrieben. Die zentrale Rolle des I-
Proteasoms wurde durch eine verstirkte Symptomatik und Organpathologie in I-Proteasom-
Knock-Out-Méusen, welche letztlich in einem forcierten Multi-Organ-Dysfunktions-Syndrom
und einer erhdhten Letalitét gipfelten, deutlich. Eine verminderte Eradikation der Erreger und
die erhohte bakterielle Last im gesamten Organismus konnte jedoch nicht mit einer
eingeschriankten Funktionalitidt von Zellen des angeborenen Immunsystems am Infektionsort
erklart werden. Neben der uneingeschrinkten Produktion systemisch wirkender pro- und
antiinflammatorischer Mediatoren wurde in I-Proteasom-Knock-Out-Tieren jedoch eine
verminderte lymphozytire Abwehr detektiert, welche sich in einer ausgeprigteren
Lymphopenie und einer eingeschrinkten Expression von MHC-II-Molekiilen auf B-Zellen der
Knock-Out-Tiere manifestierte. Desweiteren ergaben Analysen der Genexpression von
Lebergewebe septischer Tiere Unterschiede im Transkriptomprofil zwischen Wildtyp- und I-
Proteasom-Knock-Out-Méusen. Der Einfluss des I-Proteasoms auf die Regulation von
Genkomplexen unter anderem die Angiogenese, Wundheilung und Apoptose betreffend,
ermoglicht eine neue Sicht auf die Rolle des I-Proteasoms in Immunreaktionen und gibt
Hinweise auf eine zell- und gewebsspezifische Funktionalitit. Durch die Versuche dieser
Studie wurde ein umfassendes Bild des protektiven Charakters des I-Proteasoms und im
Besonderen der Immunountereinheit Multicatalytic Endopeptidase Complex-1 (MECL-1) in
der Escherichia coli-induzierten Sepsis dargestellt. Somit stellt die selektive Hemmung des I-
Proteasoms in der Behandlungsstrategie der Gram-negativen Sepsis hochstwahrscheinlich kein
klinisch relevantes pharmakologisches Ziel dar.
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6 Summary

» The Pathogenesis of Escherichia coli induces Sepsis in an immunoproteasome deficient
mouse model*

Sepsis is a life threatening organ dysfunction induced by a dysregulated immune reaction on an
infectious agent and is the main reason for complications in intensive care units worldwide.
Moreover, the septic shock, a sepsis underlying event caused by particularly profound
circulatory, cellular and metabolic abnormalities is responsible for an in-hospital-mortality of
al most 40 %. The incidence of this complex syndrome is rising due to sensitive diagnostics
and the increasing rate of older and co-morbidity patients. Even successfully treated patients
who survived sepsis suffer from long-time health restrictions. While sepsis is underestimated
in public mind, it is a main issue in science due to the lack of adequate therapy options. Despite
intense research it is of continual interest to find new results which are able to explain the
diverse and complicated pathogenesis of sepsis and septic shock. This study is investigating the
pathogenesis of the Gram-negative sepsis with the focus on an immune relevant subtype of the
proteasome in a murine infection model. The proteasome is the major non-lysosomal protein
degradation machinery in eukaryotic cells. Interferon y and lipopolysaccharide, a cell wall
component of gram-negative bacteria, cause a change in proteasome de novo composition and
lead to an incorporation of proteolytic higher active immunosubunits. This study is
investigating the immune modulatory function of this newly synthesized so called
immunoproteasome (i-proteasome) during the infection of i-proteasome-knock-out-mice with
Escherichia coli, the major representative pathogen causing Gram-negative sepsis. We
observed severe symptoms and particularly profound organ damage in i-proteasome-knock-
out-mice forcing a multi-organ dysfunction syndrome and an accelerated lethality, indicating
the crucial role of the i-proteasome during the pathogenesis of sepsis in this model.
Nevertheless, neither the deficient eradication of this bacterial agent nor the higher bacterial
burden found in the whole organism of knock-out-animals could be explained due to impaired
function and quantity of innate immune cells at the site of infection. Furthermore, we noticed
an unrestricted systemic production of pro- and anti-inflammatory mediators in i-proteasome-
knock-out-mice. However, we identified an impaired lymphocytic immune response
characterized by reduced lymphocyte counts and a diminished MHC-II-expression on B-cells
of i-proteasome-knock-out-animals. Additionally, analyses of gene-expression in liver tissue of
septic animals indicated differences in the transcriptomic profile between wild-type and i-
proteasome-knock-out-animals regarding groups of genes associated with angiogenesis, wound
healing and apoptosis. These findings offer new insights in the immune modulatory role of the
i-proteasome in Gram-negative sepsis and raise the hypothesis of a cell- and tissue specific
function of the i-proteasome. Experiments of this study highlighted the protective character of
the i1-proteasome, particularly the immunosubunit Multicatalytic Endopeptidase Complex-1
(MECL-1) during the pathogenesis of Escherichia coli induced sepsis. As a consequence of this
work we can conclude that the selective inhibition of the i-proteasome might not be a successful
and clinically relevant pharmacological target to treat Gram-negative sepsis.
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genommen habe.

Berlin, den 05.12.2017

Carolin von Lachner
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