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1 Einleitung  

Makrophagen stellen spezialisierte Immunzellen dar, die eine Schlüsselrolle bei der körperei-

genen, angeborenen Immunabwehr und Entzündungsrektionen einnehmen. Neben der na-

mensgebenden Phagozytoseeigenschaft durch die apoptotische Zellen aber auch körper-

fremde Strukturen wie z.B. Viren oder Bakterien aufgenommen und anschließend durch reak-

tive Sauerstoffspezies wie Stickstoffmonoxid (NO) inaktiviert werden können, übernehmen 

Makrophagen zahlreiche weitere Funktionen im Körper. Hierzu zählen u.a. die Präsentation 

von Antigenen, eine Beteiligung bei Gewebsumbauprozessen im Körper sowie die Erhaltung 

körpereigener Homöostasen (Sica & Mantovani, 2012). Von zentraler Bedeutung sind sie auch 

bei akuten oder chronischen Entzündungsprozessen, bei denen sie proinflammatorische Zy-

tokine sezernieren, Endothelzellen aktivieren und weitere Immunzellen rekrutieren, aber auch, 

was zunächst konträr erscheinen mag, antiinflammatorische Mediatoren freisetzen und die 

Kollagenbildung steuern (Viola et al., 2019). Mit dieser hohen funktionellen Diversität geht 

auch eine starke Plastizität und Ausprägung verschiedenster Phänotypen einher, sodass Wis-

senschaftler Makrophagen nicht länger als eine homogene Zellpopulation ansehen, wie zu-

nächst angenommen und was über viele Jahrzehnte hinweg das gültige Kredo war, sondern 

sich hingegen ein ganzes Spektrum an verschiedensten Aktivierungszuständen und Funktio-

nen der Makrophagen präsentiert (Guillot & Tacke, 2019).  

 

1.1 Makrophagen - Geschichte und Herkunft 

Die Entdeckungsgeschichte der Makrophagen beginnt bereits 1866 als sie von dem Forscher 

Kranid Slavjansky (ein Schüler von Rudolf Virchow) erstmals beschrieben wurden. In einem 

Tierversuch instillierte er eine Zinnober-Lösung in die Luftröhre von Kaninchen und konnte 

histologisch in der Lunge Zellen erkennen, die Zinnober enthielten und morphologische sowie 

funktionelle Ähnlichkeiten mit weißen Blutkörperchen hatten. Zudem beschrieb er auch bereits 

die Migration der Zellen aus dem Blut ins Gewebe (Slavjansky, 1866). 

14 Jahre später entdeckte der russische Zoologe Ilja Metschnikow phagozytierende Zellen in 

Seesternen und somit die Funktion und Bedeutung der Phagozytose. Er bezeichnete diese 

Zellen erstmals als „Makrophagen“. Zusammengesetzt aus dem altgriechischen makrós, -

‚groß‘ und phagein, -‚essen‘, so sind sie auch bekannt als „Riesenfresszellen“ (Metschnikow, 

1880).  

In der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts bezeichnete man amöboid phagozytotische Zellen 

in verschiedenen Geweben als Histiozyten, im ZNS als Mikroglia und im Blut als Monozyten 

https://de.wikipedia.org/wiki/Altgriechische_Sprache
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(Dunning & Furth, 1935). Weitere ebenfalls organspezifisch bezeichnete Zellen dieser Gruppe 

stellen die Kupffer Zellen in der Leber (1876 entdeckt von Karl Wilhelm von Kupffer) und die 

Langerhans-Zellen in der Epidermis dar, welche 1868 von Paul Langerhans entdeckt, aber 

fälschlicherweise zunächst als Neuronen identifiziert wurden (Collin & Milne, 2016; Dixon et 

al., 2013; Stingl et al., 1977). 1924 wurde der Begriff des Retikuloendothelialen Systems (RES) 

durch den deutschen Pathologen Ludwig Aschoff geprägt. Er fasste dabei alle Zellen in seinem 

System zusammen, die in der Lage waren einen Vitalfarbstoff intrazellulär aufzunehmen 

(durch Phago- aber auch Pinozytose). Dazu gehörten Endothelzellen, Fibrozyten, Retikular-

zellen von Milz und Lymphknoten, Retikuloendothelialzellen der Lymph- und Blut-Sinusoiden 

(inkl. Kupffer Zellen), Histiozyten, Splenozyten und Monozyten. Im engeren Sinne wurden spä-

ter nur noch die Retikularzellen der Milz und Lymphknoten sowie die Retikuloendothelialzellen 

zum RES gezählt (Aschoff, 1924). 1969 wurde erstmals der Begriff des Mononukleär-phagozy-

tierenden Systems (MPS) vorgeschlagen, zu dem alle stark phagozytotisch-aktiven, mononuk-

leären Zellen sowie deren Vorläufer gezählt wurden (Vorläuferzellen, Promonozyten, Monozy-

ten und Makrophagen). Der Begriff des MPS wurde später noch um dendritische Zellen (DZ) 

erweitert. Über die Jahrzehnte entwickelte sich auch die Definition der Histiozyten weiter, so-

dass der Begriff aktuell als übergreifende Bezeichnung für dendritische Zellen und Makropha-

gen gilt (Moore, 2014). 

1968 propagierte van Furth die Theorie, dass alle Gewebsmakrophagen aus im Blut zirkulie-

renden Monozyten hervorgehen (van Furth & Cohn, 1968). Dieser Grundsatz stellte viele Jahr-

zehnte lang das allgemein gültige Konzept für die Herkunft der Gewebsmakrophagen dar und 

wurde durch verschiedenste Studien z.B. mit Hilfe radioaktiv markierter Knochenmarkstrans-

plantationen (Volkman, 1966; Volkman & Gowans, 1965) oder auch geschlechtlich fehlgepaar-

ten Knochenmarkstransplantationen und anschließendem Nachweis der Spender-Y-Chromo-

somen in Alveolar-Makrophagen gestützt (Thomas et al., 1976). Dieser Ansatz stand jedoch 

bereits längere Zeit im Konflikt mit mehreren Beobachtungen. So blieb in mehreren Studien 

trotz einer Reduktion der zirkulierenden Monozytenzahl, z.B. durch Inaktivierung des mo-

nozytären, C-C-Chemokin-Rezeptor Typ 2 (CCR2-) Rezeptors, der nach seiner Aktivierung für 

eine Freisetzung von Monozyten aus dem Knochenmark sorgt oder aber auch bei Patienten 

mit einer Monozytopenie, die Anzahl der Gewebsmakrophagen relativ konstant, besonders in 

der Lunge, dem Peritoneum und der Leber (Fang et al., 2018; Hashimoto et al., 2013; Bigley 

et al., 2011). 

Erst vor wenigen Jahren gelang es Forschern durch moderne Rückverfolgungsstudien die 

Diversität der originären Herkunft der Makrophagen aufzudecken. Neben den bisher beschrie-

benen monozytär-abgeleiteten Makrophagen konnten dabei die sogenannten „echten“ ge-

websständigen Makrophagen identifiziert werden, deren Ursprung im Ektoderm des embryo-

nalen Dottersackes (Mikroglia, Langerhans-Zellen) bzw. später nach dem Auswandern der 
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Progenitorzellen in der fetalen Leber (Langerhans-Zellen) liegt. Von dort aus besiedeln Vor-

läuferzellen während der Embryogenese bzw. Fetalperiode das cephalische Mesenchym und 

Neuroepithel bzw. die Haut, wo sie sich anschließend mittels Teilung fortlaufend selbst erneu-

ern. So konnte die Arbeitsgruppe von Ginhoux in ihrer Studie belegen, dass 95 bis 80 % der 

Mikroglia adulter Mäuse nicht monozytären Ursprunges, sondern von primitiven myeloiden 

Progenitorzellen abstammen und bereits vor dem embryonalen Tag 8 einwandern. Yona et al. 

zeigten mit Hilfe des Cre/loxP-Rekombinationssystems, dass viele residente Makrohagenpo-

pulationen wie Kupffer Zellen, Alveolarmakrophagen, Milz- und Peritonealmakrophagen be-

reits vor der Geburt in den jeweiligen Geweben angesiedelt werden und durch einen stamm-

zellähnlichen Charakter ihre eigene Homöostase im Erwachsenenalter unabhängig von ein-

wandernden Blutmonozyten halten können (Yona et al., 2013; Schulz et al., 2012; Ginhoux et 

al., 2010). In der Herkunft der Makrophagen zeigt sich somit eine weitere Facette der Diversität 

dieser Zellpopulation, die mit funktionellen sowie phänotypischen Unterschieden einhergeht 

und beispielsweise bei Mäusen anhand der unterschiedlichen Expression des Oberflächen-

markers F4/80 (F4/80high bei embryonaler vs. F4/80 low bei monozytärer Vorläuferzelle) unter-

schieden werden kann (Schulz et al., 2012).  

Während unter homöostatischen Bedingungen die monozytäre Beteiligung in vielen Geweben 

relativ gering ist, kann sie hingegen bei Entzündungsprozessen durch Migration der Blutmo-

nozyten stark ansteigen (Hashimoto et al., 2013; Yona et al., 2013; Davies et al., 2011; 

Volkman et al., 1983). Der Colony-stimulating factor-1 (CSF-1) oder auch M-CSF (macrophage 

-CSF) genannt, ist hauptverantwortlich für die homöostatische Kontrolle, Proliferation und Dif-

ferenzierung der mononukleären Phagozyten. Diese besitzen einen CSF-1-Rezeptor, der 

freies CSF-1 bindet, wodurch die Zellfunktionen und Morphologie reguliert wird (Chitu & 

Stanley, 2006). Ginhoux et al. konnten zusätzlich belegen, dass nicht nur monozytär abgelei-

tete Makrophagen sondern auch Makrophagen embryonalen Ursprungs und Mikroglia einen 

CSF-1-Rezeptor besitzen und ein Fehlen des Rezeptors mit einer deutlichen Reduktion der 

beiden Zellpopulationen einhergeht, bei gleichzeitigem Nachweis zirkulierender Blutmonozy-

ten (Ginhoux et al., 2010). Neben dem M-CSF sind noch 2 weitere CSFs bekannt, der GM-

CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, auch als CSF-2 bezeichnet) und der 

G-CSF (granulocyte-CSF, oder CSF-3). Zusätzlich zu der namensgebenden Fähigkeit Kolo-

nien reifer Knochenmarksvorläuferzellen zur Proliferation und Differenzierung in die jeweiligen 

Zellkolonien in vitro anzuregen, haben CSFs noch weitere Funktionen im Rahmen von Ent-

zündungsprozessen, so konnte z.B. eine proinflammatorische Aktivierung von Makrophagen 

durch GM-CSF beobachtet werden (Fleetwood et al., 2009). 
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1.2 Makrophagenpolarisation – Vorstellung der M1/M2-Dualität und Nomen-

klatur 

1992 tauchten erstmals Beschreibungen von Makrophagen mit zwei unterschiedlichen Akti-

vierungsarten auf. Dabei wurden murine Peritonealmakrophagen mit Interleukin-4 (IL-4, ein 

Th-2-Lymphozyten Produkt) oder Interferon-gamma (IFN-γ, ein Th1- Lymphokin) und/oder Li-

popolysaccharide (LPS) stimuliert. Die Zellen zeigten dabei nach IL-4 Stimulation eine Tran-

skription und Expression des Makrophagen Mannose Rezeptors und sie wurde erstmals als 

„alternativ“ aktivierter Phänotyp bezeichnet. IFN-γ hingegen führte zu einer reduzierten Pro-

duktion proinflammatorischer Zytokine (Stein et al., 1992).  

Mills et al. schlug erstmals angelehnt an die Th1-/Th2- Nomenklatur eine dichotome Polarisie-

rung von Makrophagen zu M1-/M2-Subtypen vor. Seine Theorie basierte auf dem Vorwissen, 

dass bestimmte Inzucht-Stämme eine betonte Th1-Immunantwort (C57BL/6, B10D2) oder 

Th2-Immunantwort (BALB/c, DBA/2) zeigten. Eine Stimulation mit IFN-γ oder LPS führte ver-

gleichsweise zu einer stärkeren Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) in den Th1-Stämmen. 

Dem gegenüber zeigten die Th2-Stämme eine verstärkte Metabolisierung von Arginin zu Or-

nithin. Bereits bekannt war die zellteilungshemmende Wirkung des NO gegenüber des tei-

lungsfördernd wirkenden Ornithins. Demnach detektierte er also zwei konträre metabolische 

Aktivierungszustände der Makrophagen. Zudem erkannte er eine regulatorische Bedeutung 

des Transforming Growth Factors Beta 1 (TGF-β1), welcher die NO-Synthase hemmt und 

Arginase stimuliert. Die Aktivierung war zudem unabhängig von B oder T-Lymphozyten, so 

konnte bei immundefizienten Nacktmäusen (NUDE) oder SCID (severe combined immunode-

ficiency) Mäusen ebenfalls eine M1-/M2-Aktivierung nachgewiesen werden. Er zeigte somit, 

dass M1/M2 nicht bloß als aktivierte und deaktivierte Makrophagen, sondern vielmehr als Zel-

len mit zwei spezifischen, metabolischen Programmen angesehen werden können, welche 

den Verlauf von Entzündungsreaktionen in entgegengesetzte Richtungen steuern können. 

Gleichzeitig räumte er jedoch auch bereits ein, dass es sich bei seinem Model um eine allzu 

starke Vereinfachung handeln könnte und es evtl. ein ganzes Kontinuum verschiedenster Phä-

notypen zwischen M1 und M2 geben könnte, womit er nicht unrecht haben sollte (Mills et al., 

2000). 

Bereits kurze Zeit später kam erste Kritik an dem Modell von Mills auf. Die Forschergruppe 

von Stout konnte in ihren Versuchen belegen, dass Makrophagen in vitro durch Stimulation 

mit den Zytokinen IL-12 / IFN-γ (inflammatorisch wirkend) vs. IL-4 / IL-10 (antiinflammatorisch 

wirkend) vor und nach Aktivierung der Makrophagen mit LPS unterschiedliche Zytokinproduk-

tionsmuster zeigten und diese auch bei Veränderung der Stimulierung dynamisch anpassen 

konnten. Demnach kamen sie zu dem Schluss, dass die Aktivierung von Makrophagen eher 
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als ein „model of functional adaptivity“ angesehen werden sollte, also eine kontinuierliche, 

funktionelle Anpassung an die Mikroumgebung (sog. Microenvironment) stattfindet (Stout & 

Suttles, 2004). Neben der ursprünglichen Stimulierung mit LPS / IFN-γ wurden immer weitere 

Stimuli für eine Makrophagenaktivierung detektiert und die Gruppe der M2-Makrophagen in 

die Subtypen M2a, M2b und M2c unterteilt. M2a wird dabei durch IL-4 und IL-13 induziert und 

wirkt mit seinen sezernierten Mediatoren, Zyto- und Chemokinen (IL-10, TGF-β, CCL17, 

CCL18, CCL22, CCL24) antiinflammatorisch sowie v.a. bei Gewebsumbauprozessen mit. M2b 

kann durch Immunkomplexe mit IL-1β oder LPS getriggert werden, hat durch die Ausschüttung 

von TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 und CCL1 immunoregulatorische Funktionen und führt zur Th2-

Aktivierung. M2c wird durch IL-10, Glucocorticoide oder TGF-β aktiviert, hat besondere Be-

deutung bei der Phagozytose apoptotischer Zellen und setzt IL-10, TGF-β, CCL16, CCL18 

und CXCL13 frei (Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Rőszer, 2015; Martinez, 2008; Mantovani 

et al., 2004). Später wurde noch ein vierter Subtyp „M2d“ ergänzt, welcher sich auf die bislang 

als Tumor assoziierten Makrophagen (TAMs) bezieht, die durch Toll-like Rezeptor (TLR)-Lig-

anden, A2-Adenosin-Rezeptor-Agonisten oder durch IL-6 induziert werden können. Diese 

Gruppe schüttet hohe Mengen an TGF-β, IL-10 und VEGF (vascular endothelial growth factor) 

aus, ist somit an der Angiogenese beteiligt und nimmt eine zentrale Rolle bei der Regulation, 

Progression und Metastasierung von Tumoren ein (Viola et al., 2019; Shapouri-Moghaddam 

et al., 2018; Duluc et al., 2007; Mantovani et al., 2002).  

Verreck et al. isolierten in ihren Versuchen humane Blutmonozyten und kultivierten diese mit 

GM-CSF oder M-CSF und bezeichneten die somit gewonnen Makrophagen als M1- respektive 

M2-polarisierte Makrophagen (Verreck et al., 2004). Andere Forschergruppen griffen diesen 

Ansatz auf und bezeichneten vom Knochenmark abgeleitete Makrophagen nach in vitro Sti-

mulation mit GM-CSF als „M1-ähnlich“ (IL-12high, IL-23high, IL-10low) und M-CSF als „M2-ähn-

lich“ (IL-12low, IL-23low, IL-10high), jedoch wurde keine direkte Zuordnung zu M1 oder M2 durch 

diese Stimuli nachgewiesen (Fleetwood et al., 2007, 2009). 

Einige Forscher verwendeten noch eine andere Terminologie bei der M2a als „alternativ akti-

vierte“ Makrophagen, M2c als „deaktivierte“ Makrophagen im Sinne einer Deaktivierung der in 

vitro zuvor stimulierten M1-Makrophagen und M2b als Typ 2 Makrophagen bezeichnet wurden 

(Rőszer, 2015; Porcheray et al., 2005). So wurden die Begriffe klassische Aktivierung und 

M1(LPS+) bzw. alternative Aktivierung und M2(LPS-) von vielen Forschern häufig fälschlicher-

weise synonym verwendet. Die ursprüngliche M1/M2 Terminologie bezieht sich jedoch nur auf 

die in vivo Stimulation im Gegensatz zum klassischen/alternativen Phänotyp, welcher in vitro 

getriggert wird. Orecchioni et al. verdeutlichten dies 2019 bei ihrem Vergleich der Transkrip-

tomanalysen von mit LPS stimulierten Peritonealmakrophagen in vivo mit vom Knochenmark 

abgeleiteten Makrophagen in vitro und zeigten dabei deutliche Unterschiede zwischen den 
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exprimierten Oberflächenmarkern auf, sodass keine direkte Translation der in vitro auf in vivo 

Ergebnisse möglich ist (Orecchioni et al., 2019).  

In den letzten 10 Jahren entdeckten viele Forschergruppen immer neue Stimuli, die den ver-

schiedenen Aktivierungszuständen der Makrophagen zugeschrieben wurden. Neben diesen 

konnten mittels neuer Techniken, wie der polychromatischen Durchflusszytometrie (flow cyto-

metry) und der Massenzytometrie (cytometry by time of flight, CyTOF), immer mehr Oberflä-

chenmarker detektiert werden, sodass neue Subtypen phagozytierender Zellen publiziert wur-

den, was zu einer zunehmenden Unübersichtlichkeit in dem Feld führte (Bassler et al., 2019). 

Dabei muss neben den unterschiedlichen Stimulationsfaktoren z.B. auch der Versuchsablauf 

streng in die Interpretation der Daten mit einbezogen werden. Fand die Stimulation in vitro 

oder in vivo statt? Handelt es sich um Versuche mit menschlichen oder murinen Makrophagen 

und wie wurden diese gewonnen? Für humane Zellkultur-Versuche werden Makrophagen vor-

rangig in vitro durch Stimulation zirkulierender Blutmonozyten gewonnen. Bei Maus-Experi-

menten hingegen nutzt man häufiger Vorläuferzellen aus dem Knochenmark oder Peritone-

almakrophagen, deren Population sowohl monozytären als auch embryonalen Ursprungs sein 

kann. Murray et al. empfahlen daher eine einheitliche Nomenklatur und normierte Versuchsab-

läufe. So definieren sie als Standard bei humanen in vitro Versuchen die Verwendung mo-

nozytär-abgeleiteter Makrophagen aus dem Blut und bei murinen Ansätzen Makrophagen aus 

dem Knochenmark sowie eine genaue Benennung der verwendeten Stimulation z.B. M(LPS) 

oder M(IL-4) usw. (Murray et al., 2014). Diese Terminologie erweist sich jedoch gerade bei in 

vivo Versuchen z.T. als wenig praktikabel, da der genaue Vorgang der Stimulation im Körper 

oft (noch) unklar und das vorherrschende Microenvironment sehr komplex ist (Jablonski et al., 

2015).  

In den letzten Jahren gerat das bipolare Modell von Mills et al. aus dem Jahr 2000 zunehmend 

in die Kritik der Forscher, da es wie bereits auch von Mills selbst diskutiert zu einer zu starken 

Vereinfachung der komplexen Makrophagen-Diversität führt (Thapa & Lee, 2019). Neben den 

oben genannten Verfahren wie der Massenzytometrie gelangen zunehmend auch Einzelzell-

RNA-Analysen (single cell RNA sequencing) in den Fokus der Wissenschaftler. Xue et al. 

zeigten mittels neuerer Transkriptom-basierter Netzwerkanalysen, dass ein ganzes Spektrum 

an unterschiedlichen Aktivierungszuständen existiert, welches abhängig von der jeweiligen 

Stimulation der Makrophagen auslösbar ist. Dabei testeten sie 28 verschiedene Stimuli, da-

runter Pattern Recognition Receptor (PRR)-Liganden, Zytokine und metabolische Reize und 

untersuchten die jeweiligen Transkriptome der stimulierten Makrophagen. Die so ermittelten 

299 Transkriptome ergaben nach weiteren Clusteranalysen und Netzwerkmodellen mindes-

tens neun unterschiedliche Aktivierungsprogramme der Makrophagen (Xue et al., 2014). Bei 

derartige Untersuchungen entstehen enorme Datensätze, deren Interpretationen herausfor-

dernd sind, eine spezielle Analyse-Software benötigen und deren Einsatz v.a. bei humanen 
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Proben noch weit von einem routinemäßigem Gebrauch entfernt ist (Bassler et al., 2019). 

Darüberhinausgehend führt diese enorme Komplexität wiederum zu einer zunehmenden Un-

übersichtlichkeit in dem Feld. Die Kritik an dem als zu stark vereinfacht angesehenen, bipola-

ren Model von Mills ist demnach einerseits gut begründet, andererseits besaß und besitzt es 

auch seine Berechtigung (Price & Vance, 2014). Es stellt ein hilfreiches Tool dar um komplexe 

Immunvorgänge besser verstehen zu können und ist aber, wie andere Modelle auch eben nur 

ein Modell, also eine Abstraktion der Realität, die in ihrer enormen Komplexität nur schwer 

greifbar ist. Dabei darf man bei der Interpretation von Ergebnissen nicht dem Irrtum erliegen 

ein Modell eins zu eins mit der Realität gleichsetzen zu können. Im weiteren Textverlauf wird 

zum besseren Verständnis die Terminologie der proinflammatorischen „M1“ und antiinflamm-

atorischen „M2“ Makrophagen verwendet, in der Annahme, dass diese in ihrer Aktivierung die 

zwei gegensätzlichsten Extreme darstellen und dabei wohlwissend, dass zwischen ihnen ein 

ganzes dynamisches Spektrum weiterer Aktivierungszustände existiert.  

 

1.3 Differenzierungskriterien von Makrophagen 

Wie bereits verdeutlicht erlaubt die enorme Diversität und Plastizität der Makrophagenpopula-

tion keine Pauschalaussagen und erfordert einen systematischen Differenzierungsansatz. 

Hierfür können neben dem bereits beschriebenen ontogenetischen Ursprung und der induzie-

renden Stimuli auch der Metabolismus, die Funktion und Genexpression sowie klassische 

Oberflächenmarker als weitere Differenzierungskriterien herangezogen werden (Klopfleisch, 

2016), welche im Folgenden näher beschrieben sind. 

1.3.1 Polarisierung des Metabolismus und metabolische Polarisierung 

Der Immunmetabolismus von Makrophagen ist in den letzten 10 Jahren zunehmend in das 

Interesse der Forschung gerückt, denn auch in diesem Punkt gibt es neben dem Arginin-Stoff-

wechsel charakteristische Unterschiede zwischen den diversen Subtypen, die mit der Wahr-

nehmung der vielfältigen Funktionen Hand in Hand gehen. Zugleich hat aber auch die Stoff-

wechsellage der Umgebung als Teil des Microenvironments einen großen Einfluss auf die Po-

larisierungsrichtung der Makrophagen (Thapa & Lee, 2019; Baardman et al., 2018; Langston 

et al., 2017). Charakteristische Unterschiede zwischen M1 und M2 zeigen sich dabei insbe-

sondere in der Energiegewinnung und Biosynthese durch Bevorzugung unterschiedlicher 

Stoffwechselwege des Glukose-, Fett- und Aminosäuremetabolismus. Aber auch in anderen 
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Punkten wie z.B. dem Eisenstoffwechsel konnten deutliche Unterschiede beobachtet werden. 

Der folgende Abschnitt soll einen kurzen Einblick in das komplexe Gebiet der metabolischen 

Differenzierung der Makrophagen geben. 

M1-Makrophagen sind im Gegensatz zu M2-Makrophagen primär gekennzeichnet durch eine 

gesteigerte aerobe Glykolyse und der Aktivierung des Pentosephosphatweges (Haschemi et 

al., 2012). Über die aerobe Glykolyse kommt es dabei zu einer vermehrten Produktion von 

Laktat und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species), obwohl ausreichend 

Sauerstoff zur Verfügung steht (Freemerman et al., 2014). Für eine Sauerstoff-unabhängige 

Aktivierung dieses Stoffwechselweges der M1-Makrophagen spielt der Hypoxie-induzierte 

Faktor HIF1α eine zentrale Rolle. Dieser reguliert die Expression von Enzymen der Glykolyse 

sowie die intrazelluläre Glucoseaufnahme durch den Glucose Transporter GLUT1. Zudem 

konnte in der Studie von Wang et al. gezeigt werden, dass gentechnisch veränderte Mäuse 

mit einer myelospezifischen Überexpression von HIF1α eine verstärkte proinflammatorische 

M1 Polarisation der Makrophagen aufweisen, die mit einer Steigerung der Glykolyse Aktivität 

und des Pentose-Phosphatweges einhergeht (Wang et al., 2017). Die Glykolyse ist zwar ver-

glichen mit der Atmungskette durch eine geringere ATP-Ausbeute gekennzeichnet, jedoch ge-

nerieren M1-Makrophagen damit vermehrt wichtige Metabolite, wie bspw. Glucose-6-Phos-

phat. Dieses wird über den Pentosephosphatweg weiter zu NADPH umgesetzt. Das NADPH, 

welches an einer Vielzahl biosynthetischer Prozesse beteiligt ist, wird u.a. zur Produktion von 

ROS und NO genutzt (Recalcati et al., 2019; Viola et al., 2019; Baardman et al., 2018; Koo et 

al., 2018). Bei der metabolischen Anpassung und Polarisation hin zu einem inflammatorischen 

Phänotyp spielt die Glucose-Verfügbarkeit eine wichtige Rolle. So konnte gezeigt werden, 

dass eine Unterdrückung des Glucosemetabolismus zu einer reduzierten Expression inflamm-

atorischer Zytokine, wie IL-1β führt und auch die Migrationsaktivität der Makrophagen verrin-

gert (Semba et al., 2016). Demgegenüber nutzen M2-Makrophagen die Atmungskette (oxida-

tive Phosphorylierung) für ihren Energiestoffwechsel. Diese ist bei M1-Makrophagen zu gro-

ßen Teilen gestört, sodass der Elektronentransport nicht regulär abläuft und vermehrt Elektro-

nen frei gesetzt werden, die mit dem Sauerstoff der Umgebung reagieren und zu einer gestei-

gerten Produktion von ROS führen (Viola et al., 2019).  

Ein weiterer großer Unterschied zeigt sich beim Citratzyklus, welcher bei M1-Makrophagen 

gestört ist und zu einer Akkumulation von Citrat und Succinat führt. Succinat steigert ebenfalls 

die IL-1β Produktion (Tannahill et al., 2013) und eine erhöhte Citratproduktion führt wiederum 

zur Generierung von NO, ROS und Prostaglandinen (Infantino et al., 2011). Zusätzlich ist auch 

für NO eine Hemmung des Elektronentransportes der Atmungskette beschrieben (van den 

Bossche et al., 2016). M2-Makrophagen nutzen hingegen für ihre Energiegewinnung den Ci-

tratzyklus sowie eine gesteigerte β-Oxidation zum Fettsäureabbau (Viola et al., 2019). Im Ge-

gensatz dazu zeigen M1-Makrophagen eine gesteigerte Lipid-Biosynthese, mit der Aktivierung 
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von sterol regulatory binding proteins (SREBPs), welche zur Produktion der proinflammatori-

schen Zytokine IL-1β und IL-18 führen (Im et al., 2011).  

Ein zentrales Kennzeichen der Makrophagen-Polarisierung stellt der bereits kurz angeführte 

Arginin-Metabolismus dar. M1-Makrophagen zeigen eine erhöhte iNOS (inducible nitric oxide 

synthase) Expression und wandeln Arginin so in NO und Citrullin um. Demgegenüber haben 

M2-Makrophagen eine hohe Arginase-1/-2 Aktivität, wodurch Arginin zu Ornithin metabolisiert 

wird. Ornithin wiederum wird für die Prolin- und Polyaminsynthese und damit für die Kollagen-

bildung, Proliferation und Zelldifferenzierung benötigt (van den Berg et al., 2018; Rath et al., 

2014; Durante et al., 2007). 

Ein weiteres Beispiel für einen unterschiedlichen Aminosäure-Metabolismus ist Glutamin. Glu-

tamin, eine proteinogene α-Aminosäure, wird von Makrophagen sowohl aufgenommen als 

auch bei M2- im Gegensatz zu M1-Makrophagen durch eine hohe Expression der Glutamin 

Synthetase (GS) selbst aus Glutamat und Ammoniak produziert. Palmierie et al. zeigten zu-

dem, dass eine gesteigerte GS Aktivität ein Mediator der pro-angiogenetischen, immunsupp-

ressiven und pro-metastatischen Funktionen der M2-Makrophagen darstellt (Palmieri et al., 

2017). Während M1-Makrophagen Glutamin vorrangig über den γ-Aminobuttersäure-Shunt in 

den Citratzyklus einschleusen um Succinat zu bilden, nutzen M2-Makrophagen die Glutami-

nolyse um Glutamin in α-Ketoglutarat umzuwandeln, welches für die Atmungskette und β-Oxi-

dation benötigt wird. Zudem inhibiert es durch Aktivierung der Prolyl-Hydroxylase den Hypoxie-

induzierten Faktor HIF1α (Thapa & Lee, 2019; Viola et al., 2019). 

Die Betrachtung des Eisenstoffwechsels verdeutlicht ebenfalls den konträr laufenden Metabo-

lismus der M1-/M2-Makrophagen. So zeigen M1-Makrophagen durch eine reduzierte Expres-

sion des Eisen-Exporters Ferroportin und eine Erhöhung des Eisenspeicherstoffes H-Ferritin 

eine erhöhte Akkumulation des essentiellen Spurenelementes und verringern dadurch das frei 

verfügbare Eisen, was einen bakteriostatischen Effekt bewirkt. M2-Makrophagen zeigen hin-

gegen eine starke Ferroportin-Expression und eine unterdrückte H Ferritin und Hämoxygenase 

Expression und haben somit einen sehr geringen intrazellulären Eisengehalt, da sie vermehrt 

Eisen freisetzen, welches das Wachstum benachbarter Zellen anregt und somit die Wundhei-

lung, Gewebeumbauprozesse aber auch ein Tumorwachstum fördern kann (Recalcati et al., 

2010, 2012, 2019).  

1.3.2 Funktionen und Genexpression 

Makrophagen sind überlebensnotwendig für den Menschen und alle Wirbeltiere (Mills & Ley, 

2014). Unabhängig von ihrer Beteiligung in Entzündungsreaktionen übernehmen sie wichtige 

Funktionen zur Erhaltung der Homöostase und bei Gewebeumbauprozessen des Körpers. 
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Dies umfasst sowohl Prozesse der Ontogenese, wie bspw. die Phagozytose apoptotischer 

Zellen der mesenchymalen Zwischenräume der Zehen und Finger bei der Ausbildung der Ext-

remitäten, als auch Vorgänge im Erwachsenenalter, wie z.B. beim Knochenumbau (Wynn et 

al., 2013). Bei ihrem Job als „universelle Reinigungskraft“ des Körpers, erfüllen Makrophagen 

ihre Aufgaben ohne oder zumindest nur mit einer minimalen Sekretion inflammatorischer Zy-

tokine (Mosser & Edwards, 2008; Kono & Rock, 2008). Sie übernehmen eine Wächterfunktion 

im Gewebe und können Zelldebris, tote oder sterbende Zellen aber auch körperfremde Stoffe 

und Lebewesen durch ihre PRRs erkennen. Oberflächen-PRRs wie Toll-like Rezeptoren, 

Scavenger-Rezeptoren, C-Typ Lektin-Rezeptoren sowie intrazelluläre PRRs wie retinoic acid-

inducible gene 1 (RIG1)-ähnliche Proteine und NOD-like Rezeptoren erkennen diese und kön-

nen über die Kommunikation mit Phagozytose-Rezeptoren die Phagozytose initiieren (Murray 

& Wynn, 2011; Geissmann et al., 2010a).  

Eine zentrale Rolle haben Makrophagen aber auch bei Entzündungsreaktionen, bei denen sie 

wie bereits kurz geschildert verschiedenste Aktivierungszustände annehmen können. Modell-

haft stehen sich dabei zwei Extreme in ihren Funktionen konträr gegenüber: die proinflamma-

torisch wirkenden M1-Makrophagen auf der einen Seite und die antiinflammatorischen und 

heilungsfördernden M2-Makrophagen auf der anderen Seite. Zwischen diesen Extremen exis-

tiert jedoch ein ganzes Kontinuum an funktionellen sowie phänotypischen Variationen (Sica & 

Mantovani, 2012; Mosser & Edwards, 2008). Zu den zentralen Unterscheidungsmerkmalen 

zählt zum einen der oben bereits genannte Arginin-Metabolismus und zum anderen die Stimu-

lierung der T-Zell-Antwort (Mills & Ley, 2014; Mills et al., 2000). So zeigen M1-Makrophagen 

ihre proinflammatorische Funktion und fördern die Th1-Antwort. Sie setzen große Mengen in-

flammatorischer Mediatoren frei, wie CXCL9, CXCL10, IL-12, IL-23, TNF-α, IFN-β und iNOS, 

welche u.a. T-Zellen zur Produktion von Th1-stimulierenden Zytokinen (z.B. IFN-γ) anregen 

und dadurch zytotoxische T-Zellen aktivieren sowie gleichzeitig mehr M1-Makrophagen gene-

rieren (Mills & Ley, 2014; Biswas & Mantovani, 2010). Sowohl M1- als auch M2-Makrophagen 

sind phagozytotisch aktiv, wobei M1-Makrophagen phagozytierte Pathogene innerhalb weni-

ger Stunden mit Hilfe verschiedenster ROS und NO abtöten können und eine starke und effi-

ziente Antigen-Präsentation zeigen (Mills & Ley, 2014; de Oliveira-Junior et al., 2011). Über 

die Produktion von IL-1 und TNF werden zusätzlich Th17-Zellen und neutrophile Granulozyten 

rekrutiert. Zudem locken sie auch natürliche Killerzellen (NK-Zellen) an und steigern deren 

Aktivität durch Sekretion der Zytokine IL-2, IL-12 und IFN-α (Bryceson et al., 2006). Makro-

phagen spielen zusätzlich auch bei der Onkogenese eine Rolle. M1-Makrophagen haben da-

bei durch die Produktion von NO eine tumorhemmende Wirkung im Gegensatz zu den u.a. 

aufgrund ihrer Ornithinproduktion tumorfördernden M2-Makrophagen (Mills et al., 1992). Intra-

zelluläre Pathogene wie Protozoen aber auch Bakterien und Viren werden durch M1-Makro-
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phagen effizient abgetötet. Von zentraler Bedeutung ist dabei die Freisetzung von proinflamm-

atorisch wirkenden Interferonen, wie bspw. IFN-γ durch Th1-Zellen, da sie zur Verstärkung der 

intrazellulären Immunität bei Wirbeltieren durch eine Aktivierung der Interferon-stimulierten 

Gene führen, deren Funktion jedoch noch nicht komplett aufgedeckt ist (MacMicking, 2012; 

Biswas & Mantovani, 2010; Stempin et al., 2010).  

Konträr dazu übernehmen M2-Makrophagen immunregulatorische Aufgaben und zeigen einen 

IL-10high, TGF-βhigh und IL-12low antiinflammatorischen Phänotyp (Martinez & Gordon, 2014). 

Sie fördern durch Ausschüttung verschiedener Chemokine (CCL17 (Mensch und Maus); 

CCL18 (Mensch); CCL22, -24 (Maus)) die Th2-Immunantwort indem sie T-Zellen zur Produk-

tion von IL-4 und TGF-β anregen, so die Antikörperproduktion durch B-Zell-Proliferation stimu-

lieren und für eine weitere IL-10-Ausschüttung sorgen (Murray et al., 2014; Mills & Ley, 2014). 

Sie sind für die Wundheilung essentiell und an vielen Gewebeumbauprozessen beteiligt. 

Durch ihre Sekretion von IL-8 und verschiedenen VEGFs, wie VEGF-A und -C und des epi-

dermalen Wachstumsfaktors (Epidermal Growth Factor, EGF), übernehmen sie pro-angioge-

netische und lymphangiogenetische Funktionen, fördern zugleich jedoch auch die Tumorpro-

gression und Metastasierung (Biswas & Mantovani, 2010; Fantin et al., 2010; Lin et al., 2006). 

Sie haben große Mengen an Oberflächen-PRRs z.B. Scavenger-Rezeptoren aber auch C-Typ 

Lektin-Rezeptoren (Calcium abhängige Glykorezeptoren) wie Mannose- oder Galaktose-Re-

zeptoren und können somit sowohl Bakterien als auch tote Zellen binden und anschließend 

aufnehmen (Sica & Mantovani, 2012). Sie sind bei Allergien sowie beim Einkapseln und Ent-

fernen von Parasiten beteiligt, können aber auch das intrazelluläre Überleben und die Prolife-

ration von Parasiten und anderen Pathogenen fördern, da sie die Th1-Immunantwort hemmen 

(Stempin et al., 2010). 

 

1.3.3 Makrophagenmarker 

Wie bereits angedeutet stehen viele Erkrankungen in einem engen Zusammenhang mit einer 

übermäßigen Polarisierung der Makrophagen hinzu M1 oder M2, wie es im nächsten Abschnitt 

„Polarisierung und Pathologie -M1/M2-assoziierte Erkrankungen“ noch ausführlicher dargelegt 

wird. Grundstein für eine selektive immunmodulatorische Therapie dieser ist demnach eine 

genaue deskriptive Darstellung der unterschiedlichen Makrophagen-Phänotypen und Funkti-

onen in situ. Die Nutzung spezifischer Oberflächenmarker zur Phänotypisierung von Zellen 

stellt ein klassisches Differenzierungskriterium dar. Mittels der Durchfluss- und Massenzyto-

metrie konnten zwar bislang zahlreiche Oberflächenmarker der Makrophagen detektiert we r-



 

20 
 

den, jedoch erlauben diese Analyse keine bis wenig Aussagen zu den genauen Gegebenhei-

ten in den jeweiligen Organen. Zusätzliche Informationen, wie z.B. die genaue Verteilung der 

Phänotypen, bleiben dabei weitgehend im Verborgenen. Beispielsweise befinden sich bei tu-

berkulösen Granulomen M1-Makrophagen vorrangig zentral im Granulom in der Nähe lebens-

fähiger Mykobakterien, wohingegen M2-Makrophagen eher peripher gelegen sind (Mattila et 

al., 2013). Zudem sind Gewebsmakrophagen sehr fragil und nur schwer aus soliden Organen 

zu isolieren (Geissmann et al., 2010b). Die Immunhistochemie (IHC) und die Immunfluores-

zenz (IF) erlauben dagegen eine Analyse und Darstellung der Phänotypen in situ. Die Fär-

bequalität wird jedoch von vielen Faktoren, wie z.B. unterschiedlichen Fixierungsbedingungen 

stark beeinflusst. Gleichwohl rückt v.a. die Darstellung der in vivo Situation wieder zunehmend 

in das Interesse der Makrophagen-Forschung. Die in vitro Generierung von Makrophagen mit 

Hilfe selektiver Stimuli (meist M-CSF) ist als stark artifiziell zu werten, da in vivo keine Vorläu-

ferzelle einem einzigen isolierten Stimulus ausgesetzt ist und auch keine eindeutigen Entspre-

chungen zu diesen stimulierten Zellen in vivo existieren. Zudem können in vitro Analysen auch 

zu artifiziellen Ergebnissen führen, so zeigen z.B. Kupffer Zellen kein CD11b (Integrin α-M) in 

situ. Hält man sie in der Zellkultur exprimieren sie CD11b jedoch bereits nach kurzer Zeit. Ein 

weiteres Beispiel hierfür zeigt sich bei den in vivo runden und nur schwach adhärenten Alveo-

larmakrophagen, die in der Zellkultur durch die Adhärenz an der Zellkulturkunststoffplatte eine 

starke Änderung ihrer Morphologie aufweisen. Dies verdeutlicht die Relevanz und Notwendig-

keit für in situ Analysen (Geissmann et al., 2010b). Die meisten Oberflächenmarker, die in vitro 

detektiert wurden, können jedoch nicht auf in vivo Situationen angewendet werden und zuver-

lässige in vivo Marker müssen erst noch entdeckt werden (Orecchioni et al., 2019).  

Erschwerend kommt hinzu, dass sich die Makrophagen verschiedener Organe (z.B. Lunge, 

Gehirn, Roter Milzpulpa und Peritoneum) bei Mäusen stark unterscheiden wie Gautier et al. in 

ihrer Genexpressions-Studie zeigen konnten. Sie fanden nur einige Hundert mRNA-Transkrip-

tome, die für Makrophagen explizit waren und somit auch die Abgrenzung dendritischer Zellen 

erlaubten. Viele davon konnten aber nicht in allen Organen nachgewiesen werden. Als spezi-

fische und universelle Makrophagenmarker identifizierten sie Mer tyrosine kinase (MerTK) und 

CD64, sowie neue Marker wie TCEF3, C/EBPα, BACH1 und CREG-1 (Gautier et al., 2012).  

Neben universellen Pan-Makrophagen-Markern, die alle Subtypen erfassen sollen, sind M1-

/M2-spezifische Marker von großem Interesse. Jedoch zeigt sich auch hier ein nicht einheitli-

cher Gebrauch der Marker. So beschrieben beispielsweise Zizzo et al. MerTK als spezifischen 

Marker für M2c Makrophagen und konnten ihn nicht in allen Makrophagen-Subtypen nachwei-

sen. Ihre Studie fand im Gegensatz zur ex vivo Maus-Studie von Gautier et al. in vitro an 

humanen, von peripheren Blutmonozyten abgeleiteten und mit M-CSF oder GM-CSF differen-

zierten Makrophagen statt, die anschließend mit IFN-γ (M1) bzw. IL-4, IL-10, TGF-β oder 

Dexamethason (M2) stimuliert wurden (Zizzo et al., 2012). Dieses Beispiel verdeutlicht die 
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Schwierigkeiten bei der Translation von Forschungsergebnissen von in vitro auf in vivo sowie 

zwischen verschiedenen Spezies.  

Im Folgenden wird näher auf die im Rahmen dieser Dissertation intensiver untersuchten Mar-

ker CD68, Arg1 (Arginase 1), iNOS und CD163 eingegangen. 

1.3.3.1 CD68 

CD68 ist ein wertvoller Monozyten- und Makrophagenmarker, der standardmäßig und häufig 

verwendet wird (Murray & Wynn, 2011). Als orthologer Vertreter des CD68 ist bei der Maus 

das Macrosialin bekannt, welches sehr eng mit CD68 verwandt ist und in seiner Aminosäu-

resequenz zu 80,6% mit seinem humanen Vertreter übereinstimmt. Neben Monozyten und 

Makrophagen kommt CD68 auch auf dendritischen Zellen vor. In sehr geringen Mengen 

konnte es bei Menschen auch auf lymphoiden Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen und auch 

auf Tumorzellen detektiert werden (Chistiakov et al., 2017; Ferenbach & Hughes, 2008; 

Gottfried et al., 2008). Die genaue Funktion und Rolle von CD68 im Rahmen von Entzündun-

gen bzw. seine Beteiligung am Immunsystem ist noch unbekannt. Eine Rolle bei der Verarbei-

tung und Präsentation von Antigenen wird diskutiert. CD68 bindet in vitro oxidierte low-density 

Lipoproteine, Phosphatidylserine, welche Bestandteile biologischer Membranen sind, sowie 

apoptotische Zellen. CD68 ist mit 85-90% größtenteils intrazellulär in Endo- und Lysosomen 

lokalisiert, wird jedoch schnell an die Oberfläche geleitet (Chistiakov et al., 2017). Es wird bei 

Mäusen in hohen Mengen von Alveolarmakrophagen sowie dendritischen Zellen exprimiert 

und in etwas geringeren Mengen auch von interstitiellen Lungenmakrophagen sowie Monozy-

ten (Zaynagetdinov et al., 2013). Zudem konnten Barros et al. zeigen, dass nicht alle Makro-

phagen immer positiv für CD68 sind, sodass seine alleinige Verwendung zu einer Unterschät-

zung der wahren Makrophagenanzahl führen kann (Barros et al., 2013). 

1.3.3.2 Arg1 

Die Expression von Arginase wird als ein Hauptkriterium der M2 Polarisierung der Makropha-

gen angesehen, sodass sie auch als Marker vielfache Verwendung findet (Palmieri et al., 

2017; Semba et al., 2016; van den Bossche et al., 2016; Porta et al., 2015; Rőszer, 2015; 

Martinez & Gordon, 2014; Veremeyko et al., 2013; Sica & Mantovani, 2012; Biswas & 

Mantovani, 2010; Satoh et al., 2010). Makrophagen exprimieren Arginase um Arginin in Orni-

thin und Harnstoff zu hydrolysieren. Da Ornithin eine Vorstufe des Prolins darstellt, welches 

essentiell für die Kollagensynthese ist, kommt der Aktivierung der Arginase-Expression eine 

zentrale Rolle bei Gewebsumbauprozessen zu. So konnten auch in verschiedenen Studien 
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erhöhte Arginase Werte in fibrotischen Arealen nachgewiesen werden, z.B. in einem murinen 

Herpesvirus-assoziierten progressiven Lungenfibrose-Modell, bei humanen fibrotischen Lun-

generkrankungen und Asthma (Rath et al., 2014; Maarsingh et al., 2011; Kitowska et al., 2008; 

Mora et al., 2006).  

Arginase reguliert und verringert zudem auf verschiedene Weise die Produktion von NO,  in-

dem sie z.B. um das Substrat L-Arginin mit NOS konkurriert, durch die Produktion von Harn-

stoff die iNOS-Aktivität hemmt und die Stabilität und Translation des iNOS Proteins reduziert 

bzw. unterdrückt (Durante et al., 2007). Es existieren 2 Isoenzyme der Arginase in Säugetie-

ren, Arginase 1 und 2, die die gleiche biochemische Reaktion katalysieren, aber in unter-

schiedlichen zellulären sowie intrazellulären Lokalisationen vorkommen und auch unterschied-

lich reguliert werden. Arginase 1 kommt in größeren Mengen zytosolisch in den Hepatozyten 

vor und ist dort wichtiger Bestandteil des Harnstoffzyklus, zudem konnte bei Ratten gezeigt 

werden, dass es im Pankreas und in geringen Mengen auch im ZNS, Magen, Darm, Niere, 

Lunge (hier in Alveolarmakrophagen, Alveoli und Bronchialepithel) und Milz nachweisbar war 

(Choi et al., 2012).  

Arginase 2 hingegen ist in den Mitochondrien verschiedener Organe in geringeren Mengen 

nachweisbar, besonders in den Nieren, der Prostata, dem Dünndarm und in laktierenden 

Milchdrüsen (Munder, 2009). Makrophagen exprimieren beide Isoenzyme (Mori et al., 1998). 

Kung et al. beschrieben 1977 erstmals die Unterdrückung der zytotoxischen Immunantwort 

durch Makrophagen mit einer erhöhten Arginase-Aktivität und konsekutiv stark reduzierten 

Gehalt an Arginin im Microenvironment bei murinen Zellkulturversuchen (Kung et al., 1977). 

IL-4/IL-13, IL-10 und TGF-β erhöhen die Arg1 Expression in humanen und murinen Makro-

phagen (Eapen et al., 2017; Rőszer, 2015; Munder et al., 1998). Arg1 wird demnach üblicher-

weise eine antiinflammatorische und heilungsfördernde Wirkung zugeschrieben, jedoch gibt 

es auch Berichte über eine proinflammatorische Aktivität im Zusammenhang mit autoimmunen 

Entzündungen des ZNS, wie anhand von Versuchen im Rückenmark von Mäusen in einem 

experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis-Modell oder aber in den Glia und Mikroglia 

bei einem endotoxininduzierten (LPS) Uveitis-Modell dargestellt werden konnte (Rőszer, 2015; 

Zhang et al., 2009; Xu et al., 2003).  

Die Expression von Arg1 wird in M2-Makrophagen durch die Th2-assoziierten STAT6-Proteine 

(Signal Transducers and Activators of Transcription) initiiert. Zusätzlich entdeckten Kasmi et 

al. 2006 eine von STAT6-unabhängige und durch intrazelluläre Pathogene wie Mycobacterium 

tuberculosis und Toxoplasma gondii ausgelöste Aktivierung der Arg1 Expression in Makropha-

gen über eine Aktivierung des Toll-like-Rezeptor-Adaptor Proteins MyD88 (Myeloid Differenti-

ation Primary Response 88) und STAT3 Aktivierung. Dabei konnten sie auch zeigen, dass die 

Aktivierung von Arg1 für das Überleben der Pathogene vorteilhaft war und diese den TLR-

pathway als immunologisches Schlupfloch für sich nutzen (El Kasmi et al., 2008). Demnach 
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werteten Murray und Wynn Arg1 als Kontext-abhängigen Marker, der sowohl über den STAT6 

als auch STAT3 pathway, sowie durch intrazelluläre Pathogene induziert werden kann (Murray 

& Wynn, 2011). Barros et al. wiesen zudem daraufhin, dass bislang kein bekanntes Antigen 

als ein single-Marker für polarisierte Makrophagen identifiziert werden konnte, sodass auch 

die alleinige Verwendung von Markern wie Arg1, iNOS oder CD163 nur eine eingeschränkte 

Aussagekraft besitzt, da das Antigen auch von anderen Zellen exprimiert werden kann  (Barros 

et al., 2013). Zudem exprimieren auch nicht alle M2-Subtypen Arg1 gleichermaßen, wobei in 

der Literatur hierzu variable Angaben zu finden sind. Röszer at al. zählen Arg1 als Marker für 

M2a und gewebsständige M2-Makrophagen, Wang et al. für M2a und M2c. Gensel et al. nen-

nen Arg1 jedoch nur als Marker für M2a und beschreiben zusätzlich eine Reduzierung von 

Arg1 bei M2c (Wang et al., 2019a; Gensel & Zhang, 2015; Rőszer, 2015), sodass es in diesem 

Feld noch weiterer Forschung bedarf (Murray et al., 2014). 

 

1.3.3.3 iNOS 

iNOS ist ein anerkannter und häufig verwendeter Marker für M1-Makrophagen und klassisch 

aktivierte Makrophagen (Wang et al., 2019a; Orecchioni et al., 2019; Eapen et al., 2017; 

Gensel & Zhang, 2015; Mills & Ley, 2014; Biswas & Mantovani, 2010) . M1-Makrophagen ex-

primieren iNOS um L-Arginin in reaktives NO und L-Citrullin umzuwandeln. Neben iNOS, wel-

ches auch auf Epithelzellen von Colon und Lunge und in Hepatozyten vorkommt, können noch 

zwei weitere, dauerhaft exprimierte Isoenzyme von NOS unterschieden werden: die endothe-

liale NOS (eNOS) in den Blutgefäßen und neuronale NOS (nNos) in inhibitorischen, nonadr-

energen, noncholinergen Neuronen. Die 3 Enzyme katalysieren die gleiche Reaktion, unter-

scheiden sich jedoch in ihrer Verteilung, Regulierung, Syntheseleistung und Struktur (van den 

Berg et al., 2018; Rath et al., 2014). NO hat eine starke zytotoxische und zytostatische Wir-

kung. Es ist klein, sehr lipophil und kann so biologische Membranen durchdringen und dient 

damit als primärer und effektiver Schutzmechanismus der Makrophagen gegen Pathogene wie 

Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten und Tumorzellen. Jedoch ist NO in seiner Wirkung nicht sehr 

spezifisch, sodass Kollateralschäden an gesunden, umliegenden Wirtszellen bei der Abwehr 

der Pathogene billigend in Kauf genommen werden. Die streng regulierte Steuerung der Ex-

pression der NOS ist demnach essentiell um schwere Schäden am Wirt zu vermeiden. Eine 

erhöhte intrazelluläre Calcium-Konzentration führt zur Aktivierung von nNOS und eNOS, wel-

che anschließend relativ geringe Mengen an NO produzieren und somit wichtige Funktionen 

für die Erhaltung der Homöostase eines gesunden Wirts-Organismus, wie bspw. die Blutdruck-

regulierung übernehmen. iNOS hingegen setzt nach ihrer calciumunabhängigen Aktivierung 
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durch proinflammatorische Zytokine wie IFN-γ, IL-1β oder TNF-α, LPS und Hypoxie aufgrund 

ihrer hohen Synthesekapazität in kurzer Zeit große Mengen an NO frei (van den Berg et al., 

2018; MacMicking et al., 1997; Modolell et al., 1995). Antiinflammatorische Zytokine wie TGF-

β, IL-4 und IL-10 unterdrücken hingegen die Expression von iNOS (Rath et al., 2014; Modolell 

et al., 1995).  

In murinen Modellen ist die proinflammatorische Bedeutung der iNOS in Makrophagen vielfach 

untersucht und belegt, beim Menschen hingegen wird ihre Rolle noch kontrovers diskutiert, da 

humane Makrophagen nach einer entsprechenden Stimulierung deutlich geringere Mengen 

an iNOS exprimieren. Gross et al. führten dies auf eine epigenetische Unterdrückung der Ex-

pression durch starke Methylierung zurück (Gross et al., 2014). Jedoch konnte beispielsweise 

bei einer Studie in der die bronchoalveoläre Lavage-Flüssigkeit (BALF) von Tuberkulose-Pa-

tienten untersucht wurde bei 65% der Alveolarmakrophagen eine iNOS-Expression detektiert 

werden, im Gegensatz dazu zeigten sich nur 10% der Alveolarmakrophagen iNOS positiv bei 

der gesunden Kontrollgruppe (Nicholson et al., 1996). Es bedarf demnach weiterer Forschun-

gen um die Funktion und Bedeutung von iNOS beim Menschen zu klären. 

 

1.3.3.4 CD163 

CD163 ist ein membranständiges Protein, welches zur Gruppe B der scavenger receptor cys-

tein-rich superfamily gehört und als exklusiver Marker für Makrophagen und Monozyten gilt. 

Makrophagen in verschiedensten Organen (Lunge, Leber, Rote Milzpulpa, Thymus, Lymph-

knoten, Gehirn, Haut) exprimieren CD163 in einem hohen Maß. Außerdem konnte es bei unter 

50% der peripheren Blut-Monozyten in geringen bis moderaten Mengen nachgewiesen wer-

den (Sulahian et al., 2000). Zusätzlich berichten Maniecki et al. von einigen wenigen CD163-

positiven, monozytär-abgeleiteten, humanen dendritischen Zellen und van den Heuvel et al. 

im geringen Umfang von schwach positiven Signalen bei reifen dendritischen Zellen des Blutes 

beim Menschen (Maniecki et al., 2006; van den Heuvel et al., 1999).  

CD163 ist ein multi-ligand-scavenger Rezeptor, der neben Hämoglobin-Haptoglobin (Hb-Hp)-

Komplexen auch TWEAK (TNF-related weak inducer of apoptosis) Protein, grampositive und 

gramnegative Bakterien sowie einige Viren binden kann und somit wichtige immunmodulato-

rische Eigenschaften hat (Kneidl et al., 2012; Fabriek et al., 2007). Insbesondere der spezifi-

schen Bindung der Hb-Hp-Komplexe wird eine antiinflammatorische Wirkung zugeschrieben, 

da dabei reaktives, proinflammatorisch wirkendes, freies Hb gebunden wird und es zusätzlich 

zur Sekretion des antiinflammatorischen IL-10 kommt (Philippidis et al., 2004).  
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Eine vermehrte Aktivierung von CD163 konnte in der späten antiinflammatorischen Phase bei 

akuten und chronischen Entzündungen nachgewiesen werden (Moestrup & Moller, 2004; 

Zwadlo et al., 1987). So ordnet auch Mosser et al. CD163 als Marker für „alternativ aktivierte“ 

Makrophagen ein (Mosser, 2003). Zudem konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, 

dass IL-6, IL-10 und Glucocorticoide zu einer verstärkten Expression von CD163 führen, wo-

hingegen proinflammatorische Signale wie LPS, IFN-γ und TNF-α die Expression unterdrü-

cken (Gaïni et al., 2008; Buechler et al., 2000; van den Heuvel et al., 1999; Högger et al., 

1998). Mantovani et al. und Murray et al. ordnen CD163 als M2-Marker ein (Murray et al., 

2014; Mantovani et al., 2002). Eine spezifischere Zuordnung wird von Röszer genannt, er führt 

CD163 als Marker für M2a, M2c, TAM, residente M2-Gewebsmakrophagen und sog. atypische 

Makrophagen an, die durch Mykobakterien oder IL-33 stimuliert werden (Rőszer, 2015). Alva-

rado-Vazquez et al. vermuten sogar, dass CD163 einen starken Einfluss auf den Phänotypen-

wechsel humaner Makrophagen von M1 hinzu M2 nimmt (Alvarado-Vazquez et al., 2017). 

Jedoch wird eine eindeutige Zuordnung des Markers CD163 für M1- oder M2-polarisierte Mak-

rophagen teils auch kontrovers diskutiert, da für CD163 auch proinflammatorische Eigenschaf-

ten beschrieben sind. Beispielsweise kann CD163 Bakterien detektieren und lokale Entzün-

dungsprozesse durch eine gesteigerte Produktion von TNF-α initiieren (Fabriek et al., 2009). 

Barros et al. wiesen in ihrer Studie nach, dass CD163-positive Zellen sowohl bei Th1-domi-

nierten Erkrankungen, wie z.B. Morbus Crohn, als auch bei Th2-dominierten Erkrankungen, 

wie z.B. Wundheilungsprozessen oder Fremdkörpergranulomen, nachgewiesen werden konn-

ten und CD163 somit nicht als verlässlicher Marker für M2 angesehen werden kann, wenn er 

einzeln eingesetzt wird (Barros et al., 2013).  

 

1.3.3.5 Weitere Makrophagen-Marker 

In der Tabelle 1 sind alle Antikörper gelistet, die im Rahmen dieses Dissertationsprojektes 

getestet wurden. Sie wurden vielfach in der Literatur als Makrophagen-Marker verwendet, wo-

bei sich jedoch teilweise auch kontroverse Angaben hinsichtlich ihrer Spezifität ergaben, die 

ebenfalls in der Tabelle dargestellt sind.  
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Tabelle 1: In der Literatur publizierte Makrophagen-Marker 

Marker 
publiziert als / spezifisch für Quelle 

CD68 
Pan-Marker 

(Garaicoa-Pazmino et al., 2019; Gordon et al., 2014; Wynn et al., 2013; 

Badylak et al., 2008; Gottfried et al., 2008; Biswas, 2006) 

M1 (Shapouri-Moghaddam et al., 2018) 

F4/80 

(murin) 

Pan-Marker (humanes Ortho-

log „EMR1“ aber nur auf eo-

sinophilen Granulozyten) 

(Wynn et al., 2013; Geissmann et al., 2010b; Hamann et al., 2007; Biswas, 

2006) 

MHCII 
M1, M2a und M2b 

(Rőszer, 2015; Martinez & Gordon, 2014; Lech & Anders, 2013; Hao et al., 

2012) 

M1 (Shapouri-Moghaddam et al ., 2018) 

MerTK 

Pan-Marker, Mac-spezifisch 

(ex vivo murin) 
(Gautier et al., 2012)  

Nur M2c (in vitro human) (Zizzo et al., 2012)  

iNOS M1 

(Garaicoa-Pazmino et al., 2019; Wang et al., 2019a; Orecchioni et al., 

2019; Eapen et al., 2017; Gensel & Zhang, 2015; Mills & Ley, 2014; 

Biswas & Mantovani, 2010) 

CD80 M1 (Viniegra et al., 2018; Mills & Ley, 2014; Mantovani et al., 2002) 

CD86 
M1 (Mills & Ley, 2014; Mantovani et al., 2002) 

M1 und M2b (Wang et al., 2019a; Rőszer, 2015; Martinez & Gordon, 2014) 

CCR7 M1 (Jablonski et al., 2015; Martinez et al., 2006; Mantovani et al., 2002) 

SOCS3 M1 (Wilson, 2014; Murray & Wynn, 2011; Whyte et al., 2011; Liu et al., 2008) 

Arg1 

M2 

(Palmieri et al., 2017; Semba et al., 2016; van den Bossche et al., 2016; 

Jablonski et al., 2015; Porta et al., 2015; Rőszer, 2015; Martinez & 

Gordon, 2014; Veremeyko et al., 2013; Sica & Mantovani, 2012; Biswas & 

Mantovani, 2010; Satoh et al., 2010) 

M2a (Gensel & Zhang, 2015) 

M2a und residente Geweb-

smakrophagen 
(Rőszer, 2015) 

M2a und M2c (Wang et al., 2019a) 

CD163 

M2 (Murray et al., 2014; Mantovani et al., 2002) 

M2c: (Wang et al., 2019a) 

M2a, M2c, TAM, residente 

M2-Gewebsmakrophagen, 

atypische Makrophagen*  

(Rőszer, 2015) 

SOCS1 
M1 (human) (Martinez & Gordon, 2014) 

M2 (murin in vitro + vivo) (Whyte et al., 2011) 

SOCS 2 M2 (Jablonski et al., 2015; Wilson, 2014; Murray & Wynn, 2011) 

CD206 

M2a (human)+ M2c (human 

und murin) 
(Wang et al., 2019a) 

M2a, M2c, TAM, residente 

Gewebsmakrophagen 
(Rőszer, 2015) 

M2 
(Beljaars et al., 2014; Mills & Ley, 2014; Martinez et al., 2006; Mantovani 

et al., 2002) 

TGM2 

M2 (Martinez & Gordon, 2014; Beljaars et al., 2014) 

M2a (Rőszer, 2015) 

Alternativ aktivierte Mac (El Kasmi et al., 2014) 
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Fortsetzung Tabelle 1: In der Literatur publizierte Makrophagen-Marker 

Marker publiziert als / spezifisch für Quelle 

Ym1/2 

M2 (mouse, in vitro + vivo) (Raes et al., 2002)  

M2 (mouse, in vitro + vivo, 

(IL4/IL13) 

(Martinez & Gordon, 2014; Beljaars et al., 2014; Sica & Mantovani, 2012; 

Gordon, 2003) 

M2a (IL4) (Mosser & Edwards, 2008) 

M2a(IL4) und atypische Mak-

rophagen* 
(Rőszer, 2015) 

pSTAT6 

Alternativ aktivierte Mac (El Kasmi et al., 2014) 

M(IL4) 
(Murray et al., 2014; Martinez & Gordon, 2014; Sica & Mantovani, 2012; 

Welch et al., 2002) 

pSTAT3 
M2c (Wynn & Vannella, 2016; Murray et al., 2014; Martinez & Gordon, 2014) 

M(IL-10) (mouse) (Sica & Mantovani, 2012) 

RELM-α 

M2 (Martinez & Gordon, 2014) 

M2a (Rőszer, 2015) 

Alternativ aktivierte Mac (Wynn & Barron, 2010; Nair et al., 2009) 

Abkürzungen: CCR7 (C-C-Chemokinrezeptor Typ 7), EMR1 (EGF-like module-containing mucin-like hormone 

receptor 1), Mac (Makrophagen), Suppressors Of Cytokine Signaling (SOCS), MHC II (major histocompatibility 

complex), pSTAT3/6 (phoshporylated Signal Transducers and Activators of Transcription 3/6), RELM-α (Resistin-

like Molecule alpha), TAM (Tumor associated Macrophage), TGM2 (Transglutaminase 2),  

*atypische Gewebsmakrophagen: aktiviert durch Stimulation mit IL-33 / Mykobakterien 

 

Neben den in der Tabelle 1 genannten Markern sind in der Literatur noch viele weitere Marker, 

insbesondere für die unterschiedlichen Subtypen beschrieben. Dazu zählt als Pan-Marker: 

CD64; für M1: pSTAT 1 und 5, IL-1RI, TLR2, IRF5 (Interferon regulatory factor 5), IL-12high, 

IL-23high, TNF-α, IL-1β, IL-6, CCL, CXCL, CD64; für M2a: Scavenger-Rezeptoren, Interleukin-

1-Rezeptor, Polyamine, CCL, TGF-β; für M2b: IL-1, IL-6, IL-10, CCL1, TNF-α; für M2c: IL-10, 

TGF-β und für M2d: VEGF-A, IL-10, IL-12, TNF-α, TGF-β (Klopfleisch, 2016; Rőszer, 2015; 

Martinez & Gordon, 2014; Bain et al., 2013; Gautier et al., 2012) .  

 

1.4 Polarisierung und Pathologie -M1/M2-assoziierte Erkrankungen 

Das Immunsystem des Körpers kann Pathogene effizient abwehren. Bei der Initiation und Er-

haltung einer Entzündungsreaktion dominieren die proinflammatorisch wirkenden M1-Makro-

phagen. Sie erkennen Pathogene und können große Mengen proinflammatorischer Zytokine 

sowie reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffspezies freisetzen, welche eine hohe mikrobizide so-

wie zytotoxische Wirkung haben und so sowohl extra- als auch intrazelluläre Infektionserreger 

wirkungsvoll bekämpfen können, jedoch auch zum Untergang umliegender Wirtszellen führen. 

Eine strenge Regulierung der Makrophagenaktivität ist somit notwendig um eine übermäßige 
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Schädigung der Wirtszellen zu verhindern und die Entzündungsreaktion nach Beseitigung der 

Noxe zu beenden, sodass es im weiteren Verlauf zu einer zunehmenden Polarisierung hin zu 

den antiinflammatorischen und heilungsfördernden M2-Makrophagen kommt und die Ge-

webshomöostase wieder hergestellt werden kann (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Stö-

rungen bei diesem Phänotypen-Wechsel oder eine übermäßige und anhaltende Dominanz der 

M1- oder M2-Makrophagen konnten in den letzten zwei Jahrzehnten als Ursache oder als 

wichtiger Treiber der Pathogenese für immer mehr infektiöse sowie nicht-infektiöse Krankhei-

ten nachgewiesen werden (Sica & Mantovani, 2012; Murray & Wynn, 2011; Laskin et al., 2011; 

Benoit et al., 2008). Dazu zählt beispielsweise eine übermäßige Aktivierung der M1-Makro-

phagen im Rahmen E. coli assoziierter schwerer Septikämien oder Streptococcen induzierter 

Pneumonien, die mit einer erhöhten Mortalität korreliert (Sica & Mantovani, 2012; Benoit et al., 

2008; Smith et al., 2007). Jedoch kann auch eine verstärkte Induktion der M2-Makrophagen 

ebenso einen verheerenden Effekt mit sich bringen, indem sie beispielsweise das Überleben 

intrazellulärer Pathogene wie Mycobacterium tuberculosis oder Toxoplasma gondii fördern 

und es somit zu persistierenden Infektionen kommt. Die effektiven Abwehrmechanismen der 

M1-Makrophagen, insbesondere die Freisetzung von NO, werden dabei durch ein immunolo-

gisches Schlupfloch umgangen. Die Erreger lösen unter anderem über den Toll-like-Receptor-

Pathway eine erhöhte (M2-typische) Arginase-Expression aus und verringern somit die NO-

Produktion in den Makrophagen. Zudem konnte gezeigt werden, dass Arg-1-defizite Makro-

phagen in Knockout-Modellen verglichen mit dem Wildtypen eine verstärkte Eliminationsfähig-

keit der genannten Erreger in vitro und in vivo besitzen (Montoya et al., 2019; Shi et al., 2019; 

Qualls et al., 2010; El Kasmi et al., 2008). Auch im Rahmen schwerer Verläufe der neu aufge-

tretenen SARS-Cov-2-Infektion (severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2) wer-

den Imbalance sowohl einer verstärkten M1-ähnlichen Makrophagen-Aktivität, die mit einer 

erhöhten, lebensbedrohlichen  Zytokinausschüttung (sog. cytokine storm) einhergeht, als auch 

im weiteren Krankheitsverlauf eine erhöhte M2-ähnliche Makrophagen-Aktivität diskutiert, wel-

che zu einer vermehrten Lungenfibrose und so einer dauerhaften Beeinträchtigungen überle-

bender Patienten führt (Gracia-Hernandez et al., 2020).  

Ein anderes Beispiel einer M1-assoziierten Pathologie stellt der Nachweis einer übermäßigen 

Einwanderung und Aktivierung von M1-Makrophagen bei adipösen Mäusen und Menschen im 

Fettgewebe dar, welche mit einer erhöhten Produktion von TNF-α und iNOS einhergeht. TNF-

α induziert in Adipozyten eine Insulin-Resistenz, sodass es zu metabolischen Störungen wie 

Obesitas-assoziierten Entzündungen und Diabetes kommen kann. Residenten Fettgewebs-

Makrophagen der nicht-adipösen Kontrollgruppen zeigen im Gegensatz dazu einen betonten 

antiinflammatorischen M2-Phänotyp, der mit einer verstärkten Expression von IL-10, Arg-1 und 

Ym1 einhergeht, wobei insbesondere IL-10 einen protektiven Effekt auf die Adipozyten hat 
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und so die Insulin-Sensitivität fördert (Peterson et al., 2018; Sica & Mantovani, 2012; Murray 

& Wynn, 2011; Lumeng et al., 2007).  

Bei einigen anderen Pathologien wird die genaue Beteiligung der Subtypen derzeit noch kont-

rovers diskutiert, wie beispielsweise beim Asthma, bei dem M2-Makrophagen sowohl schädi-

gende als auch schützende Wirkungen zugeschrieben werden (Murray & Wynn, 2011).  

In der Literatur finden sich darüber hinaus zahlreiche weitere M1/M2-assoziierte Pathologien 

wie z.B. die Tumorentstehung, auf die bereits zuvor an anderen Stellen kurz eingegangen 

wurde oder aber auch Atherosklerose, Arthritis, Allergien, atopische Dermatitis, Herzinfarkte 

und Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn oder Multiple Sklerose (Cheng & Rong, 2018; 

Sica & Mantovani, 2012).  

Die vielfältige Beteiligung der Subtypen bei zahlreichen Pathologien verdeutlicht auch die kli-

nische Relevanz der Makrophagenphänotypisierung, da sich so sowohl neue prognostische 

Marker als auch neue therapeutische Ansätze bieten (Anders et al., 2019; Mills et al., 2016; 

Sica & Mantovani, 2012). Insbesondere immunmodulatorische Medikamente, die eine gezielte 

Phänotypen-spezifische Wirkung haben, sind dabei in das Interesse der Forscher gerückt. 

Wobei neben der durch Apoptose ausgelösten gezielten Depletion der Makrophagen, beson-

ders eine Steuerung der Zytokinproduktion beispielsweise durch gene silencing (Gen-Stillle-

gung) oder Modifikation der intrazellulären Signaltransduktionskaskaden vielversprechend er-

scheinen (Peterson et al., 2018).  

 

 1.5 Lungenmakrophagen 

Das Immunsystem der Lunge ist über die Atemluft einer kontinuierlichen Exposition zur Au-

ßenwelt ausgesetzt. Residente Lungenmakrophagen bilden dabei die erste Verteidigungslinie 

des Körpers gegen inhalierte Pathogene und Partikel (Morales-Nebreda et al., 2015). Sie kön-

nen Pathogene und zellulären Debris entfernen und verschiedene Wachstumsfaktoren und 

Zytokine sezernieren. Dabei können sie starke Entzündungsprozesse induzieren um patho-

gene Erreger zu eliminieren. Andererseits ist insbesondere ihre antiinflammatorische Wirkung 

für die Erhaltung der Lungenfunktion unerlässlich, da sie eine Vielzahl an inhalierten Partikeln 

entfernen, ohne dass es dabei zu entzündlichen Prozessen kommt, sodass durch ihre  Beteili-

gung an der Immuntoleranz der effektive Gasaustausch sichergestellt wird (Patel & Metcalf, 

2018). Sie sezernieren antiinflammatorisch wirkende Prostaglandine sowie TGF-β, welche die 

T-Zellaktivierung hemmen und fördern zusätzlich die Generierung von Foxp3+ (forkhead box 

P3) regulatorischer T-Zellen (Treg), die eine Aktivierung des Immunsystems unterdrücken und 

so zur Immuntoleranz beitragen (Hussell & Bell, 2014; Soroosh et al., 2013).  
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Residente Lungenmakrophagen lassen sich grundsätzlich anhand ihrer Lokalisation, Morpho-

logie und Funktion in zwei große Untergruppen einteilen: größere Alveolarmakrophagen (AM) 

und kleinere interstitielle Makrophagen (IM). AM sind in den Lumina der Alveolen lokalisiert 

und unter homöostatischen Bedingungen zahlenmäßig stärker vertreten (ca. doppelt bis drei-

mal mehr) als IM (Ardain et al., 2020; Reddy & Mehta, 2017). Sie können zudem weiter unter-

teilt werden in bewegliche und festanhaftende AM, wie die Forschergruppe von Westphalen 

et al. in situ mittels real time alveolar imaging darstellen konnte. Dabei kommt den beweglichen 

AM eine Sentinel-Funktion zu. Sie patrouillieren zwischen den Alveolen und induzieren bei 

Kontakt mit pathogenen Antigenen starke Entzündungsreaktionen. Im Gegensatz dazu stehen 

die am Alveolarepithel anhaftenden AM im ständigen kommunikativen Austausch mit den 

Epithelzellen und unterdrücken Immunreaktionen (Westphalen et al., 2014). IM hingegen kön-

nen im bronchialen Interstitium lokalisiert werden, sind weniger phagozytotisch aktiv, haben 

aber ebenfalls wichtige immunregulatorische Funktionen. So konnte Bedoret et al. zeigen, 

dass IMs durch hohe IL-10-Sekretionen eine von den dendritischen Zellen ausgelöste Th2-

Immunantwort unterdrücken und so die Entwicklung von allergischem Asthma hemmen. Die 

DZ wurden dabei zuvor mit geringen LPS-Konzentrationen und harmlosen Antigenen in der 

Luft konfrontiert. Zudem führte auch eine in vivo Elimination der IMs zu verstärkten asthmati-

schen Reaktionen (Bedoret et al., 2009).  

Neben funktionellen Unterschieden konnten verschiedenste Marker zur Phänotypisierung von 

AM und IM identifiziert werden, wobei murine AM u.a. durch einen CD11c+, CD11b- CD16-, 

CD200R+, CD169+, CD206+ und IM durch einen CD11c-, CD11b+-, CD16+, CD200R+-, 

CD169-, CD206+- Phänotyp gekennzeichnet sind (Patel & Metcalf, 2018; Hussell & Bell, 

2014). IMs können zudem in 3 weitere Subgruppen unterteilt werden: IM1 (CD206+MHCII−), 

IM2 (CD206+MHCII+) und IM3 (CD206−CD11c+) (Gibbings et al., 2017). 

Sowohl AM als auch IM können sich stammzellähnlich selbst erneuern, jedoch in unterschied-

lichem Ausmaß. AM sind unter homöostatischen Bedingungen relativ langlebig, zeigen im Ge-

gensatz zu IM nur eine geringe turnover rate von ca. 40 % im Jahr und erneuern sich unab-

hängig von Monozyten oder hämatopoetischen Vorläuferzellen (Hashimoto et al., 2013; Maus 

et al., 2006). Bei akuten Schädigungen der Lunge kann es jedoch zu einer vermehrten Ein-

wanderung zirkulierender Monozyten kommen, die sich zu AM differenzieren. So wurden bei-

spielsweise bei C57BL/6J Mäusen 2 Monate nach einer intratrachealer LPS Behandlung bis 

zu 85% der residenten AM-Population durch monozytär-abgeleitete AM ersetzt (Cai et al., 

2014; Maus et al., 2006). Die Population der IM hingegen wird unter homöostatischen Bedin-

gungen zu einem Großteil durch einwandernde Blutmonozyten wieder aufgefüllt . Nur ein ge-

ringer Anteil an peripheren und perivaskulär lokalisierten IM leitet sich vom embryonalen Dot-

tersack ab und kann sich selbst durch Teilung erneuern (Ardain et al., 2020; Tan & Krasnow, 

2016; Cai et al., 2014).  
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In der Lungenforschung stellt die Analyse der BALF eine häufige und routinemäßig eingesetzte 

Untersuchungsmethode dar. Jedoch muss dabei bedacht werden, dass die Makrophagen in 

der Lavage-Probe aufgrund der anatomischen Lokalisation nur die AM enthalten und somit die 

heterogene Makrophagenpopulation der Lunge nicht widerspiegeln (Morales-Nebreda et al., 

2015; Cai et al., 2014). Forscher diskutieren noch kontrovers ob AM unter homöostatischen 

Bedingungen in der Lunge einem M1- oder M2-ähnlichen Phänotyp zugeordnet werden kön-

nen. So konnte in einigen Studien bei Analysen der BALF gezeigt werden, dass zwischen 8 

und 50% der AM den M2-assoziierten Marker CD206 exprimieren (Hussell & Bell, 2014). Auch 

bei den mit dem Menschen nah verwandten Rhesus-Affen konnte bei den AM eine hohe Ex-

pression von CD206 bestätigt werden, im Gegensatz zu den IM und Monozyten (Cai et al., 

2014). Zudem zeigen AM eine verstärkte Produktion von IL-10 und TGF-β sowie eine geringe 

Produktion reaktiver Oxidantien (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). In einer anderen Studie 

konnte hingegen mittels Transkriptom-Analysen der AM in der gesunden Kontrollgruppe eine 

leicht verstärkte M1-assoziierte Genexpression festgestellt werden (Shaykhiev et al., 2009). 

Weiterhin nimmt auch das komplexe Microenvironment der Lunge, welches durch eine Viel-

zahl an Zellen beeinflusst wird eine besondere regulatorische Rolle ein (Mayer et al., 2008), 

sodass eine eindeutige Zuordnung der residenten Lungenmakrophagen als M1- oder M2-Mak-

rophagen unwahrscheinlich erscheint und so auch eher das Vorliegen gemischter Phänotypen 

vermutet werden kann (Patel & Metcalf, 2018).  

Neben den bereits genannten akuten, M1-assozierten Lungenschädigungen wurden auch 

viele chronische Erkrankungen der Lunge meist mit einem M2-assoziierten Phänotyp in Ver-

bindung gebracht, wie insbesondere bei der Zystischen Fibrose, der idiopathischen Lungen-

fibrose oder auch bei der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (chronic obstructive pul-

monary disease, COPD) (Laskin et al., 2011). 

1.6 Pneumoniemodell Acinetobacter baumannii 

Acinetobacter baumannii (AcB) ist ein fakultativ pathogenes, gramnegatives Bakterium, das 

ubiquitär vorkommt. Weltweit steigende Inzidenzen haben dazu geführt, dass A. baumannii zu 

einem der wichtigsten Klinik-assoziierten Erreger geworden und für bis zu 17 % aller noso-

komialen Infektionen verantwortlich ist, wobei insbesondere immunsupprimierte Menschen 

und Patienten auf Intensivstationen betroffen sind. Infektionen gehen dabei mit hohen Morta-

litätsraten einher (Munier et al., 2019). Zumeist treten Beatmungs-assoziierte Pneumonien auf, 

aber auch Meningitiden, Septikämien, Infektionen der Haut, des Harntraktes oder anderer Or-

gane werden regelmäßig beobachtet. A. baumannii entwickelt schnell Resistenzen gegen An-
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tibiotika, sodass die Therapie bei multiresistenten Stämmen sehr schwierig und zumeist lang-

wierig ist (McConnell et al., 2013). 1997 wurde erstmals von Joly-Guillou die Entwicklung eines 

Modells für akute Acinetobacter-induzierte Pneumonie in der Maus beschrieben (Joly-Guillou 

et al., 1997). Seither wurden murine, akute Pneumonie-Modelle mit intratracheal oder intrana-

sal applizierten Bakterienstämmen routinemäßig zur Erforschung der Acinetobacter-Infektio-

nen eingesetzt, insbesondere hinsichtlich der Immunantwort, Histologie, relevanter Virulenz-

faktoren sowie zur Antibiotikaevaluierung (McConnell et al., 2013). Eine Infektion mit A. 

baumannii führt über die Stimulation von PRRs zur Aktivierung der angeborenen Immunab-

wehr, wobei es zu hochgradigen Infiltrationen mit neutrophilen Granulozyten und Makropha-

gen kommt, welche hauptverantwortlich für die Abwehr der Erreger sind (Chen, 2020). Bereits 

4 h post infectionem sind große Mengen phagozytierter Acinetobacter in den AM nachweisbar, 

sodass residente AM über die Limitation der initialen Bakterienreplikation, aber auch durch die 

Freisetzung von chemotaktischen sowie inflammatorischen Zytokinen den Infektionsverlauf 

prägen. Nach 24 h sind hochgradige Entzündungszellinfiltrate mit Makrophagen und neutro-

philen Granulozyten nachweisbar (Qiu et al., 2012). In verschiedenen Studien konnte gezeigt 

werden, dass eine Depletion von Alveolarmakrophagen mit einer vermehrten Bakterienlast 

sowie einer reduzierten Produktion inflammatorischer Zytokine einhergeht und zu einer erhöh-

ten Mortalität der experimentell infizierten Mäuse führt (Lee et al., 2020; Qiu et al., 2012). 

 

1.7 Pneumoniemodell Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus kann als opportunistischer Erreger verschiedensten Organsysteme 

befallen. Dabei sind insbesondere Infektionen der Lunge oder des Blutes mit hohen Morbidi-

täts- und Mortalitätsraten verbunden (Lacoma et al., 2017). S. aureus ist das am häufigsten 

nachgewiesene grampositive Bakterium bei Patienten auf Intensivstationen, jedoch treten In-

fektionen auch häufig nicht-Klinik-assoziiert auf (Tong et al., 2015; Kapetanovic et al., 2010). 

Insbesondere die steigenden Prävalenzen multiresistenter Staphylokokken-Stämme (Methicil-

lin-resistente S. aureus (MRSA), Glycopeptid-insensitive S. aureus (GISA) und Vancomycin-

resistente S. aureus (VRSA)) stellen eine zunehmende Gefährdung dar und verdeutlichen den 

hohen Forschungsbedarf in dem Feld (Kubica et al., 2008). Wardenburg et al. beschrieben 

2007 erstmals ein durch transnasale Applikation von S. aureus (Stamm Newman) induziertes 

akutes Pneumoniemodell, mit dem die histopathologischen Veränderungen von S. aureus-

induzierten, humanen Pneumonien sehr gut wiedergespiegelt werden konnten. Die Lungen 

infizierter Tiere zeigten sich dabei makroskopisch heterogen dunkelrot verfärbt und verfestigt. 
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Histologisch war 24 h post infectionem eine Destruktion der physiologischen Lungenarchitek-

tur sichtbar, mit starken Entzündungszellinfiltraten, großen Staphylokokken-Ansammlungen 

und proteinreichen, alveolären Ödemen. Nach 48 h waren die Bakterienherde reduziert oder 

nicht mehr nachweisbar und die Alveolen wieder vermehrt belüftet (Wardenburg et al., 2007). 

Die Lungen derartig infizierter Mäuse zeigen eine multifokale, großflächig verteilte Bron-

chopneumonie. Die Entzündungszellinfiltrate setzen sich dabei in der frühen Phase (24 - 48 h) 

der Infektionen vorranging aus neutrophilen Granulozyten und Makrophagen zusammen und 

später (7 Tage p. inf.) aus Lymphozyten und Plasmazellen (Dietert et al., 2017; Kapetanovic 

et al., 2010).  

In murinen Modellen konnte auch gezeigt werden, dass eine Depletion der AM zu einer erhöh-

ten Mortalität und vermehrten Bakterienlast in der Lunge führt (Pidwill et al., 2021). Makropha-

gen sind somit maßgeblich an der Elimination der Staphylokokken beteiligt, jedoch spielen sie 

auch bei der Immunevasion der Erreger eine Rolle. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, 

dass die Bakterien mehrere Tage in intrazellulären Vakuolen humaner Makrophagen überle-

ben ohne eine Immunantwort auszulösen und erst bei ihrer Freisetzung ins Zytoplasma zur 

Lyse der Makrophagen führen (Kubica et al., 2008). Des Weiteren ermittelten Foster et al. in 

ihren Mausstudien, dass Makrophagen mit phagozytierten Staphylokokken zur Erregervertei-

lung im Körper beitragen (Foster, 2009).  

 

Sowohl S. aureus als auch A. baumannii werden aufgrund ihrer Resistenzlage von der ameri-

kanischen Gesellschaft für Infektionskrankheiten, der IDSA (Infectious Diseases Society of 

America), zu den 6 wichtigsten Erregern gezählt (ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphy-

lococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aerugi-

nosa, Enterobacter spp.), für die kaum noch therapeutische Möglichkeiten verfügbar sind und 

sehr dringend neue Therapieoptionen gefunden werden müssen (Boucher et al., 2009). Neben 

innovativen Antibiotika stehen dabei insbesondere auch immunmodulatorische Medikamente 

im Fokus der Forschung, wofür eine genaue Kenntnis der Abläufe und Zusammenhänge der 

Immunantwort des Wirtes essentiell ist (Chen, 2020; Wang et al., 2019b).  

1.8 Pneumoniemodell Legionella pneumophila  

Das gramnegative Stäbchen-Bakterium Legionella pneumophila kommt weltweit in Oberflä-

chengewässern und Grundwasser vor und kann durch Inhalation kontaminierter Aerosole zu 

schweren Pneumonien (Legionärskrankheit) führen (Jung et al., 2016; Albert-Weissenberger 

et al., 2007). Beim Menschen repliziert sich L. pneumophila vorrangig intrazellulär in den Al-
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veolarmakrophagen und umgeht dabei durch eine Vielzahl an Virulenzfaktoren die Immunab-

wehr des Wirtes. Im Gegensatz dazu sind die Alveolarmakrophagen von Inzucht-Mausstäm-

men weitestgehend resistent gegenüber intrazellulären Infektionen. Einzige Ausnahme stellt 

dabei der ebenfalls empfindliche A-Mausstamm (auch als „A/J Stamm“ bekannt) dar (Newton 

et al., 2010). In den letzten 40 Jahren wurden dennoch zahlreiche Studien in unterschiedlichen 

Mausstämmen mit Legionellen-induzierten Pneumonien durchgeführt bei denen wichtige 

Komponenten der effektiven Immunabwehr einer Legionelleninfektion identifizieren werden  

konnten. Diese weisen auf eine betonte Th-1-Immunantwort hin mit einer vermehrten Produk-

tion von IFN-γ, TNF-α und IL-12, sowie die Beteiligung von neutrophilen Granulozyten und 

NK-Zellen (Newton et al., 2010). Die genaue Rolle von M1-/M2-polarisierten Makrophagen 

bleibt größtenteils noch unklar, jedoch konnten Kusaka et al. 2018 in ihrem Modell  zeigen, 

dass eine vermehrte Aktivität von M2-ähnlichen Makrophagen zu einer erhöhten Legionellen-

induzierten Letalität führt (Kusaka et al., 2018). Im transnasal induzierten Modell in C57BL/6 

Mäusen zeigt sich die Infektion 48 h post infectionem als multifokale, interstitielle, histiozytäre 

Pneumonie, welche nach 6 Tagen einen granulomatösen Charakter annimmt (Dietert et al., 

2017).  

 

1.9 Makrophagen in Fremdkörperreaktionen der Haut durch Biomaterialim-

plantate  

Die Wundheilung der Haut ist durch 3 Hauptphasen gekennzeichnet, die dynamisch ineinan-

der übergehen und sich auch überschneiden: zu Beginn zeigt sich eine primäre, entzündliche 

Reaktion, anschließend folgt die Granulationsgewebsbildung, Wundkontraktion und die Abla-

gerung extrazellulärer Matrix und als drittes Gewebeumbauprozesse (Gurtner et al., 2008). Im 

Verlauf dieses Heilungsprozesses konnten in zahlreichen Studien spezifische Makrophagen-

subtypen zeitlich zugeordnet werden. Die primäre, entzündliche Reaktion lässt sich noch wei-

ter in eine frühe und späte Phase untergliedern. Die frühe Phase tritt 1 - 4 Tage nach der 

Schädigung auf und ist v.a. durch Infiltration mit neutrophilen Granulozyten und proinflamma-

torischen, monozytär-abgeleiteten M1-Makrophagen gekennzeichnet, welche durch das 

Microenvironment des geschädigten Gewebes aktiviert werden und Zelldebris sowie Patho-

gene beseitigen (Galli et al., 2011). In der späten entzündlichen Phase (ca. 5 – 7 Tage nach 

der Schädigung) kommt es vermehrt zur Aktivierung der M2-Makrophagen, welche durch ihre 

Zytokine (v.a. IL-10) und Wachstumsfaktoren (VEGF, EGF, TGF-β) immunregulatorisch und 

wundheilungsfördernd wirken, indem sie u.a. Fibroblasten sowie Endothelzellen anlocken und 
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aktivieren (Brown et al., 2014). Gewebeumbauprozesse beginnen dann ca. 2 – 3 Wochen nach 

der Schädigung und können 1 Jahr oder länger andauern (Gurtner et al., 2008).  

Nahtmaterial wird routinemäßig zur Versorgung chirurgischer Wunden der Haut eingesetzt und 

stellt ein wichtiges Anwendungsbeispiel von Biomaterialien dar. Ziel dabei ist es möglichst 

biokompatible Fäden zu entwickeln, die einerseits eine ausreichende Reiß - und Zugfestigkeit 

besitzen, andererseits nur eine moderate Fremdkörperreaktion des Körpers auslösen. Fremd-

körperreaktionen werden vom Körper bei längerem Kontakt mit biologisch nicht oder nur 

schwer abbaubaren Stoffen initiiert und können in 5 Phasen eingeteilt werden: Proteinadsorp-

tion, akute und chronische Entzündung, Fremdkörperriesenzellbildung und Fibrose. Sowohl 

M1- und M2-Makrophagen, als auch Fremdkörperriesenzellen, deren Herkunft noch konträr 

diskutiert wird (Fusion von M1, M2 oder Monozyten?), spielen bei der Integration von nicht-

resorbierbaren Biomaterialien sowie dem Abbau von resorbierbaren Nahtmaterial ien eine es-

sentielle Rolle. Moderne Biomaterialien zielen sowohl durch ihre chemische als auch physika-

lische Zusammensetzung darauf ab den Makrophagen-Phänotyp günstig zu beeinflussen und 

insbesondere eine chronische Dominanz oder das Fehlen eines Subtypens zu vermeiden, da 

dies mit Wundheilungsstörungen assoziiert ist (Klopfleisch, 2016). Für die Etablierung neuer 

Biomaterialien werden vorrangig murine Hautimplantatstudien genutzt, bei denen sowohl die 

Wundheilung als auch die Fremdkörperreaktion des Körpers zu verschiedenen Zeitpunkten 

beurteilt werden kann.  

2 Grundüberlegung und Arbeitshypothese 

Makrophagen zeigen eine enorme funktionelle Diversität, welche insbesondere durch das um-

gebende, komplexe Microenvironment geprägt wird. Eine weitreichende Beteiligung verschie-

dener Subtypen wird für immer mehr Pathologien beschrieben und bietet somit auch die 

Chance für neue, zum Teil sehr dringend benötigte Therapieoptionen. Eine gezielte immun-

modulatorische Therapie erfordert jedoch eine möglichst genaue Kenntnis der Subtypen im 

Gewebe selbst. Zwar konnten viele Oberflächenmarker in vitro oder ex vivo mittels verschie-

dener Zytometrieverfahren detektiert werden, diese geben jedoch keinen Aufschluss über die 

genaue Verteilung der Entzündungszellen im Gewebe und viele der in vitro generierten Ergeb-

nisse sind nicht immer auf die Situation in vivo übertragbar. Die in situ Phänotypisierung ver-

schiedener Makrophagen-Subtypen anhand ihrer Oberflächenmarker stellt Forscher jedoch 

bislang vor große Herausforderung, da die IHC und IF abhängig vom untersuchten Organ, 

dem verwendeten Marker und den Fixierungsbedingungen des Gewebes relativ anfällig für 

Artefakte sind. Zudem sind viele kommerziell erhältliche Marker bislang nur  in der Zellkultur 

beschrieben oder nur für zytometrische Messungen etabliert. Dies hat dazu geführt, dass die 
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Charakterisierung polarisierter Makrophagen in situ sich bislang als äußerst schwierig erweist, 

bekannte Maker uneinheitlich verwendet werden und in der Literatur nur wenige umfassendere 

Ansätze zur immunhistochemischen Phänotypisierung von Makrophagen zu finden sind 

(Barros et al., 2013; Zaynagetdinov et al., 2013). 

Sowohl Gewebeschädigungen, wie beispielsweise mechanische Traumata, als auch akute In-

fektionen führen vorrangig ausgelöst durch gewebsständige Makrophagen zu einer Entzün-

dungsreaktion des Körpers. Bei physiologischem Ablauf dieser Entzündungsreaktion kommt 

es dabei in einer primären proinflammatorischen Phase zur Abwehr eingedrungener Erreger 

und der Entfernung von Zelldebris, sowie in der sich anschließenden antiinflammatorischen 

und reparativen Phase zur Wiederherstellung der Homöostase und damit auch der Funktion 

des Gewebes (Medzhitov, 2008). Die Aktivierung der verschiedenen Makrophagen-Subtypen 

folgt dabei ebenfalls diesem zeitlichen Wechsel von den primär dominierenden proinflamma-

torischen M1-Makrophagen, die eingedrungene Pathogene abwehren, weitere Entzündungs-

zellen rekrutieren und nekrotisches Material beräumen, hin zu den antiinflammatorischen und 

heilungsfördernden M2-Makrophagen, sodass ein Zeit-assoziierter Phänotypenwechsel statt-

findet. Darauf aufbauend wurde die folgende Arbeitshypothese entwickelt . 

 

Arbeitshypothese: Akute Entzündungsreaktionen zeigen zu einem frühen Zeitpunkt in situ eine 

vermehrte Expression M1-spezifischer Marker, die im zeitlichen Verlauf jedoch abnimmt. Bei 

der Expression M2-spezifischer Marker verhält es sich genau umgekehrt, sodass diese einen 

Anstieg zu einem späteren Zeitpunkt der Entzündungsreaktion zeigen.  

 

Grundlegendes Ziel der Arbeit war zudem eine umfangreiche, immunhistochemische Etablie-

rung von publizierten, subtypenspezifischen Makrophagenmarkern im Mausmodell. Sowohl 

bei den Entzündungsvorgängen im Biomaterialimplantat-Modell der Haut, als auch bei den 

beschriebenen Pneumoniemodellen (S. aureus, A. baumannii und L. pneumophila) sind Mak-

rophagen im besonderen Maße beteiligt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Gewebe 

nachweisbar, sodass sie zur Etablierung der Marker bzw. Evaluierung der Arbeitshypothese 

genutzt wurden. Die Auszählung positiver Zellen sollte mit Hilfe einer digitalen Analyse-Soft-

ware erfolgen um eine reproduzierbare und möglichst objektive Auswertung der Färbungen zu 

erhalten. 
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3 Material und Methoden 

 3.1 Mausmodelle 

Alle verwendeten Proben stammen aus Archivmaterial von Tierversuchen, die für einen ande-

ren Zweck als diese Dissertation durchgeführt und deren Ergebnisse zum Teil bereits an an-

derer Stelle publiziert wurden (Naujoks et al., 2016; Dietert et al., 2014). Die erneute Nutzung 

der vorhandenen Gewebeproben im Rahmen dieses Dissertationsprojektes trägt somit zur 

Reduzierung von Tierversuchen bei, welche einen der 3 Teilaspekte des 3 R-Prinzips (Re-

place, Reduce, Refine) von Russel und Burch darstellt (Russell & Burch, 1959).  

Alle Tierversuche wurden vom Ethik Komitee der Berliner Charité und der zuständigen staat-

lichen Behörde, dem Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin (Genehmigungs-ID für S. 

aureus: G 0358/11; A. baumannii: A 0299/15 ; L. pneumophila: G0175/12 ) genehmigt. Die 

Versuche wurden unter strikter Einhaltung der Leitlinien zur tiergerechten Haltung und Ver-

wendung von Labortieren der FELASA durchgeführt.  

3.1.1 Evaluierung geeigneter Mausmodelle 

Der primäre Untersuchungsansatz dieser Arbeit war die in situ Phänotypisierung von Makro-

phagen in dermalen Fremdkörperreaktionen, die durch Biomaterialimplantaten bei Mäusen 

ausgelöst wurden und zu unterschiedlichen post operativen Zeitpunkten evaluiert werden soll-

ten. Zur Etablierung stand bereits Archivmaterial von Gewebeproben mit verschiedenen Haut-

biomaterialimplantaten zu 2 verschiedenen Zeitpunkten (7 Tage und 21 Tage post OP) zur 

Verfügung. Leider kam die geplante Kooperation mit dem Hersteller des Biomaterials nicht zu 

Stande, sodass für die Fragestellung andere Modelle evaluiert werden mussten. Die im Rah-

men der Antikörper-Etablierung bereits getesteten immunhistochemischen Färbungen des 

Hautmodells sind im Folgenden und den Tabellen 2 - 4 beschrieben und wurden als erste 

Anhaltspunkte für die weitere Testung der Antikörper berücksichtigt.  

Als 2. Option wurde Archivmaterial von einem Mausinfektionsversuch mit akuter Pneumonie 

ausgelöst durch L. pneumophila in Betracht gezogen. Diese zeigte eine Infiltration mit neutro-

philen Granulozyten, aber auch histiozytären Zellen. In den IHC-Vorversuchen stellten sich die 

Proben vielversprechend dar, sodass auch bei diesem Modell umfangreiche Etablierungsver-

suche unternommen wurden (siehe Tabelle 2 – 4). Bei der systematischen Färbung der kom-

pletten Gruppen zeigten sich jedoch auffallend starke Varianzen in der Färbequalität zwischen 
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den Schnitten. Besonders die zum Teil sehr stark schwankende, unspezifische Hintergrund-

färbung erschwerte eine korrekte, reproduzierbare, quantitative Auswertung der Proben, so-

dass auch dieses Modell als ungeeignet eingestuft werden musste.  

Alternativ zu dem Legionellen-Pneumonie-Modell gelangten zwei andere Maus Pneumonie-

Modelle, Infektion mit A. baumannii bzw. mit S. aureus aus neueren Studien in das Hausarchiv 

des Institutes für Tierpathologie. Diese wiesen ebenfalls eine starke histiozytäre Zellinfiltration 

auf. Eine Auswahl der zuvor getesteten Antikörper wurde daran nochmals neu evaluiert (siehe 

Tabelle 2 – 4) und alle Proben mit gutem Ergebnis gefärbt und anschließend ausgewertet.  

 

3.1.2 Versuchsablauf des Hautimplantatmodells 

Für den Versuch wurden 8 bis 10 Wochen alte, männliche C57Bl/6 Mäuse (Charles River, 

Sulzfeld, Deutschland) mit Isofluran anästhesiert. Die Narkose wurde mit einem Inhalations-

gerät und einer 1,5%igen Isofluran-Inhalationsnarkose bei einer Sauerstoffzufuhr von 100% 

fortgeführt. Die Tiere wurden auf einer beheizten OP-Matte mit Hilfe des Leica Präparier-Mik-

roskops (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) operiert. Ca. 2 cm unterhalb des Na-

ckens wurde ein 1,5 cm langer Schnitt gesetzt und eine ca. 1 cm lange, subkutane Tasche 

oberhalb der Inzision stumpf präpariert. Die Biomaterialfilme (ca. 0,8 x 0,8 cm²) wurden in die 

subkutane Tasche eingebracht. Der Hautschnitt wurde mit einer 6.0 Prolene Naht verschlos-

sen. 7 bzw. 28 Tage post operationem wurden die Mäuse anästhesiert und das jeweilige Im-

plantat wurde samt umliegendem Gewebe entfernt und über Nacht in 4%igem, PBS-gepuffer-

ten Formalin fixiert. Anschließend wurden die Proben nach Standardprotokoll in Paraffin ein-

gebettet, auf dem Mikrotom geschnitten und mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt.  

Im Rahmen der Antikörper-Etablierung wurden jeweils 2 Proben der verschiedenen Zeitpunkte 

post OP verwendet. Die Auswahl erfolgte anhand morphologischer Kriterien, wobei histio-

zytäre Entzündungszellen und Polymeranteile sichtbar sein sollten. Zudem wurden Proben mit 

unterschiedlichen Polymeren gewählt, um die Färbeeigenschaften der verschiedenen Bioma-

terialien einschätzen zu können. Für Tag 7 wurde eine Probe mit PVDF (Polyvinylidene-fluo-

ride-co-hexafluoropropene) als klinisch etabliertes Material (=Kontrolle) und eine Probe mit 

Polyetherimide (PEI), für Tag 28 ebenfalls PVDF und eine Probe mit PPDO (Poly(p-dio-

xanone)) für die Antikörperetablierung genutzt.  
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3.1.3 Versuchsablauf der Pneumoniemodelle 

Bei allen Pneumoniemodellen wurden weibliche, 8-12 Wochen alte C57BL/6N Mäuse (A. 

baumannii) bzw. C57BL/6J Mäuse zufällig in Gruppen eingeteilt. Sie wurden in individuell ven-

tilierten Käfigen unter spezifisch pathogenfreien (SPF) und standardisierten Haltungsbedin-

gungen gehalten (konstante Raumtemperatur von 22+/- 2°C bei 45% – 65% Luftfeuchtigkeit, 

konstantes Lichtregime mit 12 stündiger Hell- und 12 stündiger Dunkelphase). Ein Maus-Stan-

dard-Pellet-Futter und Leitungswasser standen ad libitum zur Verfügung.  

Für die Infektion wurden die Tiere intraperitoneal mit einem Ketamin-Xylazin-Gemisch anäs-

thesiert und der jeweilige Erreger intranasal appliziert. Dabei wurden als Infektionsdosis für 

Staphylococcus aureus 5x107 CFU (Staphylococcus aureus Newman; NCTC 10833), für Aci-

netobacter baumannii 5x108 CFU (RUH 2037) und für Legionella pneumophila 1x106 CFU 

(Serogruppe 1 Stamm JR32) verwendet. Die Bakterienkolonien wurden zuvor in 20 µl bzw. in 

40 µl (L. pneumophila) phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, phosphate-buffered saline) re-

suspendiert. Die Kontrolltiere erhielten in entsprechender Weise reines PBS. 

 

Bei dem AcB-Modell erhielten die Tiere zusätzlich 12 h post infectionem nach orotrachealer 

Intubation 25 µl einer Phagen- bzw. einer entsprechenden Kontrolllösung mittels intratrachea-

ler Aerosolisation unter Isofluran-Inhalationsnarkose (Wienhold et al., 2018a, Wienhold et al., 

2018b; Wienhold et al., 2018c). 

 

Die Tiere wurden nach 24 bzw. 48 h intraperitoneal anästhesiert, heparinisiert und über die 

Vena cava caudalis entblutet. Um einen Alveolarkollaps zu verhindern wurde bei allen Tieren 

die Trachea ligiert, die Lunge vorsichtig entnommen und sofort in 4 %igen Formalin (pH 7,0) 

fixiert. Nach 24 - 48 h wurde das Gewebe gemäß einem Standard-Routineprotokoll in Paraffin 

eingebettet. 

 

3.2 Hämatoxylin und Eosin Färbung 

Eine umfangreiche pathomorphologische Untersuchung der Mäuselungen wurde bereits im 

Rahmen der zuvor erfolgten Studien an Hämatoxylin und Eosin (HE) gefärbten Schnitten von 

erfahrenen Pathologen des Instituts für Tierpathologie der FU Berlin durchgeführt. Die HE ge-

färbten Schnitte aus dem Archiv wurden für diese Studie erneut gesichtet.   
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3.3 Immunhistochemie-Protokoll 

Das Formalin fixierte und in paraffineingebettete Gewebe (FFPE Material) wurde mit einer 

Schnittdicke von 2 µm auf dem Mikrotom geschnitten, auf adhesive SuperFrost® Objektträger 

(Engelbrecht) aufgezogen und anschließend 20 min bei 60 °C getrocknet. Die Schnitte wurden 

in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe gewässert. Dann wurde die En-

dogene Peroxidase mit 3%igem Wasserstoffperoxid in PBS für 15 min gehemmt und anschlie-

ßend in A. dest. gespült. Die Antigen-Demaskierung wurde routinemäßig mit einem Citratpuffer 

(CP, pH 6,0) in der Mikrowelle (600 Watt) für 12 min durchgeführt. Bei der Etablierung der 

Färbungen wurde als alternative Antigen-Demaskierung auch ein TRIS-EDTA-Puffer (TEP, pH 

9,0) in der Mikrowelle (600 Watt, 12 min), eine Behandlung mit Protease (PROT; 50 ml PBS + 

0,05 g Protease, 10 min, 37°C) oder auch Färbungen ohne Vorbehandlung (oVB) getestet. 

Die Schnitte wurden in Coverplates montiert und die unspezifische Antikörper-Bindung wurde 

mittels Roti-Immunoblock (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und 20 % 

Ziegen-Normal-Serum (30 min, Raumtemperatur (RT)) blockiert. Anschließend wurden die je-

weilige Primärantikörper, die zuvor mit PBS/BSA (Bovines Serum Albumin) auf die jeweilige 

Konzentration verdünnt wurden, aufgetragen: Anti-CD68 Antikörper (1:200, Kaninchen, po-

lyklonal, ab125212, abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich), Anti-Leber Arginase Antikör-

per (1:500, Kaninchen, polyklonal, ab91279, abcam), Anti-iNOS Antikörper (1:600, Kaninchen, 

polyklonal, ab15323, abcam), Anti-CD163 Antikörper [EPR19518] (1:250, Kaninchen, mono-

klonal, ab182422, abcam). Als Negativkontrolle (NK) wurde jeweils ein Schnitt mit Biogenex 

Negative Control Serum der entsprechenden Spezies (Kaninchen HK408, Maus HK119-7M 

oder Ratte HK407-5T, BioGenex, Fremont, USA) in der gleichen Konzentration wie der Pri-

märantikörper mitgeführt. Die Inkubation erfolgte über Nacht im Kühlschrank. Anschließend 

wurde der jeweils passende Sekundärantikörper (Goat anti Rabbit, Goat anti Rat oder Goat 

anti Mouse, IgG Antikörper, biotinyliert, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) in der 

Verdünnung 1:200 aufgetragen und für 30 min bei RT inkubiert.  

Zur Farbentwicklung wurde eine Avidin-Biotin-Complex (ABC) Peroxidase Lösung 

(Vectastain® Elite ABC Kit, PK-6100; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) eingesetzt 

und anschließend mit 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) Lösung (Merck, Darm-

stadt, Deutschland) als Peroxidasechromogen für 8 min bei RT angefärbt.  

Um die unspezifischen Signale zu reduzieren wurde bei einigen Antikörpern anstelle eines der 

oben genannten Zweitantikörpers auch die Färbung mittels Immuno-Peroxidase Polymer (N-

Histofine® Simple Stain Mouse MAX Po R, Nichirei Bioscience Inc., Tokyo, Japan) getestet. 

Das Polymer wurde für 30 min bei RT inkubiert und daran anschließend wurde mit DAB ge-

färbt. Die Behandlung mit ABC-Lösung entfiel dabei.  

https://de.wikipedia.org/wiki/Cambridge
https://de.wikipedia.org/wiki/Vereinigtes_K%C3%B6nigreich
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Bei den 2 aus der Maus stammenden Antikörpern Anti-CD68 [KP1] (monoklonal (ab 955)) und 

Anti-Transglutaminase 2 [CUB 7402] (monoklonal (ab2386)) wurde zudem eine Färbung mit 

dem N-Histofine® Mousestain Kit (414321F, Nichirei Bioscience Inc., Tokyo, Japan) getestet. 

Unspezifische Antikörper-Bindungen wurden dabei mittels der dazugehörigen Block-Reagen-

zien A und B unterdrückt (Inkubation 60 bzw. 10 min bei RT). Anschließend wurde das Im-

muno-Enzym Polymer (Simple Stain Mouse MAX PO (M)) aufgetragen und für 10 min bei RT 

inkubiert. Das Polymer ersetzt somit den Sekundärantikörper. Daran anschließend wurde 

standardmäßig mit DAB gefärbt, jedoch ohne vorherige Behandlung mit ABC-Lösung. 

Bei der Etablierung wurde als alternatives Chromogen auch eine Anfärbung mittels Neufuchsin 

getestet. Zur Farbentwicklung wurden die Schnitte dafür mit einer Avidin-Biotin-Complex 

(ABC) Lösung (Vectastain® ABC Kit, AK-5000; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA)  

für 30 min inkubiert. Zur Herstellung der Neufuchsin-Färbelösung wurden zunächst 3 verschie-

dene Lösungen frisch angemischt. Lösung 1 wurde aus 0,1 g Na-Nitrit und 2,5 ml A. dest. 

hergestellt, Lösung 2 aus 0,1 g Naphtol-AS-BI-Phosphat und 1200 µl N.-N.-Dimethylformamid 

und Lösung 3 aus 100 ml TRIS Puffer (pH 8,7, 0,05 M) und 600 µl Levamisol. Dann wurden 

500 µl der Lösung 1 mit 20 µl Neufuchsin (5%ig) vermischt, 60 Sekunden geschüttelt und 

anschließend mit 100 ml der Lösung 3 vermischt. Im letzten Schritt wurde 600 µl der Lösung 

2 dazugegeben und die so entstandene Färbelösung einmal filtriert. Die Schnitte wurden dann 

20 min bei RT unter leichtem Schwenken darin gefärbt.  

Eine Gegenfärbung erfolgte mittels Hämatoxylin (1 min, RT). Die Schnitte wurden in einer auf-

steigenden Alkoholreihe entwässert, in Xylol gereinigt und mit Deckgläschen versiegelt. 

 

3.4 Immunfluoreszenz-Färbung 

Für die Immunfluoreszenzfärbungen wurde bis zum Auftragen des Primärantikörpers stan-

dardmäßig wie bei der Immunhistochemie verfahren. Die Primärantikörper wurden mit PBS 

auf die gewünschte Konzentration verdünnt. Die getesteten Verdünnungen sind im Folgenden 

und in den Tabellen 2 - 4 genannt. Die Negativkontrolle erhielt anstelle des Primärantikörpers 

PBS. Als Zweitantikörper wurde Alexa Fluor® 488 (Goat anti Rabbit; Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, USA) auf eine Konzentration von 1:200 mit PBS verdünnt, im abgedunkelten 

Raum aufgetragen und für 45 min bei RT inkubiert. Als Kerngegenfärbung und Eindeckme-

dium wurde 4',6-Diamidino-2-phenylindol (Roti®-Mount FluorCare DAPI, Carl Roth GmbH und 

Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) verwendet und die Schnitte anschließend mit Deckgläschen 

versiegelt.  
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3.5 Antikörperetablierungsverfahren für die Immunhistochemie- bzw. Immun-

fluoreszenzfärbung:  

Im Rahmen des Etablierungsverfahrens wurden 23 verschiedene Antikörper in den Mausmo-

dellen getestet. Dabei konnten 4 Antikörper (Anti-CD68, Anti-Leber-Arginase-1, Anti-iNOS und 

Anti-CD163) erfolgreich etabliert werden und im Acinetobacter-(AcB-) und Staphylokokken-

(Staph-)Modell angewendet werden.  

3.5.1 Anti-CD68 Antikörper (ab125212, Kaninchen, polyklonal) 

Im Hautimplantat-Modell wurde eine Verdünnung von 1:800 und 1:1000 getestet, sowie 1:500 

mit Polymer. Mit Polymer konnte das Hintergrundsignal reduziert werden. Des Weiteren zeigte 

der Antikörper auch in einer Immunfluoreszenzfärbung (1:500) im Hautimplantat ein spezifi-

sches, kräftiges Signal. In den Lungenproben des Legionellenmodells wurde der Antikörper 

1:1000 (G-a-Rabbit) bzw. 1:500 (mit Polymer) eingesetzt. In der IF (1:100) mit CP sowie PROT 

zeigte sich ein spezifisches Signal, welches insgesamt jedoch nur mäßig stark fluoreszierte 

und mit der Protease Vorbehandlung sehr unsauber war. In dem Staph- und dem AcB-Modell 

wurde der Antikörper in der IHC mit 1:2000 eingesetzt und brachte ein stark positives und sehr 

sauberes Signal. Als Positivkontrolle wurde murine Milz verwendet. 

3.5.2 Anti-iNOS Antikörper (ab15323, Kaninchen, polyklonal) 

Der AK wurde im Legionellen-Modell mit CP 1:100 und 1:200 getestet, zeigte dabei zwar ein 

spezifisches Signal, jedoch auch viel Hintergrundfärbung. Ein weiterer Versuch erfolgte mit 

1:50 sowie 1:100 mit Polymer und DAB sowie mit NF. Bei NF zeigte sich lediglich ein ganz 

schwaches Signal, beim Polymer war kein Signal mehr erkennbar. Dann wurden nochmals 

alle Vorbehandlungen (oVB/CP/TEP/PROT) in der Verdünnung 1:150 getestet. Die Schnitte 

mit TEP waren positiv in der Negativkontrolle, Schnitte oVB waren negativ und die Lungen mit 

CP zeigten weniger unspezifischen Hintergrund, als die mit Protease demaskierten Schnitte. 

Die IF mit 1:20 war ohne Signal. Bei einer Wiederholung mit 1:10 war nur ein sehr blasses 

Signal erkennbar, welches nicht für eine Doppelfärbung geeignet war. Im AcB- und Staph-

Modell wurde der AK 1:600 mit CP eingesetzt und zeigte auf den AcB-Schnitten ein gutes 

Ergebnis, bei den Staph-Schnitten war er jedoch nur schwach positiv und nicht jeder Schnitt 

wurde angefärbt. Milzgewebe der Maus wurde als Positivkontrolle bei den Färbungen mitge-

führt. 
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3.5.3 Anti-Leber Arginase Antikörper (ab91279, Kaninchen, polyklonal)  

Der AK wurde im Hautimplantatmodell 1:100 und 1:500 oVB sowie mit CP getestet. Mit CP 

zeigte sich ein gutes Signal bei 1:500. Im Hautimplantat färbten sich auch die Riesenzellen 

positiv an. Im Legionellen-Modell wurde 1:100 und 1:500 mit CP gefärbt. Bei 1:500 zeigten 

sich stark- sowie schwach-positive Zellen. Eine IF wurde mit 1:10 getestet, das Ergebnis war 

mäßig. Im AcB- und Staph-Modell konnte mit 1:500 (CP) eine gute Färbequalität erzielt wer-

den. Als Positivkontrolle diente murines Lebergewebe. 

3.5.4 Anti-CD163 Antikörper [EPR19518] (ab182422, Kaninchen, monoklonal)  

Der AK wurde mit TEP 1:500 im Hautimplantatmodell sowie 1:500 und 1:250 mit TEP und CP 

im Legionellen-Modell getestet. Beste Ergebnisse ergaben sich mit CP und 1:250-facher Ver-

dünnung. Eine IF im Legionellenmodell mit 1:25 (CP) brachte nur vereinzelt schwach-positive 

Signale. Im AcB- und Staph-Modell konnten mit CP und 1:250-facher Verdünnung gute Ergeb-

nisse erzielt werden. 

3.5.5 Exkludierte Antikörper 

Die nachfolgenden 19 Antikörper (Tabelle 2 - 4) wurden im Rahmen des Etablierungsverfah-

rens exkludiert, da die Färbungen qualitativ unzureichende Ergebnisse in den getesteten Pro-

ben lieferten. Zumeist war zwar ein spezifisches Signal erkennbar, jedoch konnte die Hinter-

grundfärbung nicht ausreichend reduziert werden, sodass die Färbungen weder digital noch 

analog zuverlässig auswertbar waren. Neben unterschiedlichen Antikörper-Verdünnungen 

wurden mehrere Antigen-Demaskierungsverfahren getestet (MW+CP, MW+TEP, PROT, 

oVB). Auffallend hierbei war, dass MW+CP im Allgemeinen die besten Ergebnisse lieferte, d.h. 

meistens die geringste Hintergrundfärbung hatte. Eine Behandlung mit TEP hingegen wurde 

für die Lungenproben als ungeeignet eingestuft, da auch in den Negativkontrollen ein positives 

Signal im Zytoplasma einiger Zellen (Pneumozyten Typ II und Typ I) sichtbar war. Die Färbun-

gen ohne Antigen-Demaskierung (oVB) zeigten bei keinem Antikörper spezifische Signale. Mit 

der Verwendung des Polymers als Zweitantikörper konnte der Hintergrund bei einigen Antikör-

pern zwar etwas reduziert werden, jedoch war dadurch auch das Vordergrundsignal stark ab-

geschwächt oder nicht mehr erkennbar. Als alternatives Chromogen wurde auch NF bei eini-

gen Antikörpern getestet, jedoch war dabei kein oder nur ein sehr blasses, spezifisches Signal 

erkennbar. Einige Marker zeigten auch gar kein spezifisches Signal wie der Anti-CD68 [KP1]-
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Antikörper oder nur ein sehr schwaches spezifisches Signal. Die getesteten Variationen sind 

in den Tabellen 2 - 4 dargestellt.  

Tabelle 2: Getestete Färbungen weiterer Pan-Makrophagen-Marker 

Antikörper Gewebe Verd. 
AG-

Demask. 
2.AK +Kontrolle 

Chromo-
gen 

Signal 

DAB NF spezifisch 
un-

spezifisch 

CD68 [KP1], 

mAb Maus 
(ab 955, 

abcam) 

Haut 1:400 CP M-kit 
Tonsille (hu-

man) 
x  - - 

F4/80 
[Cl:A3-1], 

mAb Ratte 
(MCA 497G, 

serotec) 

Haut 1:500 PROT G-a-Rat Intern x  - + 

MHCII 
[M5/114], 

mAb Ratte 
(ab139365, 

abcam) 

Haut 

1:200, 1:500 PROT G-a-Rat 

Milz (Maus) 

x  (+) + 

1:500 PROT 

Alexa 

Fluor® 
488, Rat 

x  (+)  

Abkürzung: Verd. =Verdünnung, mAb =monoklonaler AK (monoclonal antibody), G-a-Rat =Goat anti Rat, M-kit =Mouse-on-Mouse 

Kit 

Tabelle 3: Getestete Färbungen weiterer M1-Makrophagen-Marker 

Anti-

körper 
Gewebe Verd. 

AG-

Demask. 
2.AK +Kontrolle 

Chromo-

gen 
Signal 

DAB NF spezifisch 
un-

spezifisch 

C
C

R
7

 [
y

5
9

] 

m
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 (
a

b
3

2
5

2
7

, a
b

c
a

m
) Haut 

1:1000 CP G-a-Rab. 

Milz, Leber 

(Kupffer-Zel-

len:+++) 

x  + Haut: +++ 

1:500 CP Polymer x  (+) +++ 

1:1000 CP 

Alexa 

Fluor® 488, 

Rabbit 

- - 
+ (Mem-

bransignal) 

Autofluo-

reszenz 

des NM, 

Erys:+ 

Lunge 

(Leg.)  

1:1000 

oVB; CP; 

TEP; 

PROT 

G-a-Rab. x  

oVB: – 

CP: +++ 
TEP: + in 

der NK 

CP:+ 

1:150 

oVB; CP; 

TEP;  

PROT 

Alexa 

Fluor® 488, 

Rabbit 

  -  

Lunge 

(AcB) 
 

1:1000, 

1:2500 
CP G-a-Rab. x x 

DAB und 

NF: - 
 

C
C

R
7

 [
y

5
9

] 

m
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 

(L
S

-B
7

3
8

2
, 
L

S
B

io
) 

Haut 1:1500 CP G-a-Rab. 

Milz (Maus) 

x  + +++ 

Lunge 

(Leg.)  

1:1000; 

1:1500 
CP Polymer x  

(+) 

++ Leber und 

Milz: ++ 
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Fortsetzung Tabelle 3: Getestete Färbungen weiterer M1-Makrophagen-Marker 

Anti-
körper 

Gewebe Verd.  
AG-

Demask. 
2.AK +Kontrolle 

Chromo-
gen 

Signal 

DAB NF spezifisch 
un-

spezifisch 

C
D

8
0

 

p
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 

(a
b

6
4

1
1

6
, 
a

b
c
a

m
) 

Haut 

1:50; 

1:100 
CP G-a-Rab. 

Gehirn, Milz  

(Maus) 

x  (+) 
++;  

NM: ++ 

1:40 CP Polymer x  - ++ 

Lunge 

(Leg.) 

1:80; 

1:100 
CP G-a-Rab. x  - ++ 

1:40 CP Polymer x  - ++ 

C
D

8
0

 (
R

M
8

0
) 

m
A

b
 R

a
tt

e
 (

M
A

1
-8

1
9

7
2,

 

T
h

e
rm

o
 F

is
h

e
r)

 

Haut 
1:100; 

1:200 
oVB, CP G-a-Rat Milz (Maus) x  (+) ++ 

C
D

4
0

 

p
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 

(a
b

1
3

5
4

5
, 
a

b
c
a

m
) 

Lunge 

(Leg.) 

1:500 CP Polymer 

Milz (Maus) 

x  (+) + 

1:1000 CP G-a-Rab. x x 
DAB:(+); 

NF: - 
+ 

1:100 CP 

Alexa 

Fluor® 488, 

Rabbit 

- - -  

C
D

8
6

 (
A

A
 1

3
0

-1
8

0
) 

m
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

  

(A
B

IN
7

3
6

7
0

1
, 
B

io
s
s
 a

n
ti
b

o
d

ie
s
) 

Lunge 

(Leg.) 

1:100; 

1:200 
CP G-a-Rab. 

Milz (Maus) 

x x 
+;  

NF: - 
++ 

1:50 CP 
Polymer,  

G-a-Rab. 
x  

+;  

Polymer: - 
++ 

1:150 

oVB, CP, 

TEP, 

PROT 

G-a-Rab. x  

oVB: - 

CP: + 

PROT: (+) 

CP: + 

PROT: ++ 

1:10, 

1:20 
CP 

Alexa 

Fluor® 488, 

Rabbit 

  1:10: (+)  

Lunge 

(AcB) 

1:75, 

1:150 
CP G-a-Rab. x x 

DAB: (+),  

NF: - 

DAB: ++,  

NF: + 

A
n

ti
-S

O
C

S
3

 

p
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 (
a

b
1

6
0

3
0

, 
a

b
c
a
m

) 

Lunge 

(Leg.) 

1:100, 

1:200, 

1:500 

CP G-a-Rab. 

Milz (Maus) 

x  + +++ 

1:50, 

1:100 
 Polymer x x 

DAB: + 

+++ NF: (+) 

Polymer: - 

1:200 

oVB, CP, 

TEP, 

PROT 

G-a-Rab. x  

oVB: - ++ 

TEP: NK + (+) 

CP: + MW: ++ 

PROT: (+) 
PROT: 

+++ 

1:20 CP, PROT 
Alexa 

Fluor® 488, 

Rabbit 

  
CP: (+) 

 
PROT: - 

1:10 CP   CP: (+)  
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Abkürzungen der Tabelle 3: Verd. =Verdünnung, mAb =monoklonaler AK (monoclonal antibody), pAb =polyklonaler AK (polyc-

lonal antibody), CP =Citratpuffer, NM =Nahtmaterial, oVB =ohne Vorbehandlung, PROT =Protease, TEP =Tris-EDTA-Puffer G-

a-Rab =Goat-anti-Rabbit, G-a-Rat =Goat-anti-Rat, NK =Negativkontrolle 

Tabelle 4: Getestete Färbungen weiterer M2-Makrophagen-Marker 

Anti-

körper 
Gewebe Verd. AG-Demask. 2.AK +Kontrolle 

Chromogen Signal 

DAB NF spezifisch 
un-

spezifisch 

C
D

2
0

6
 

p
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 

(a
b

6
4

6
9

3
, 
a

b
c

a
m

) Haut 
1:1000 CP G-a-Rab. 

Milz (Maus) 

x  ++ +++ 

1:500 CP Polymer x  (+) ++ 

Lunge 

(Leg.) 

1:2500, 

1:4000, 

1:5000 

CP G-a-Rab. x  

1:2500: + 

(bestes 

Ergebnis) 

++ 

Lunge 

(AcB) 
1:1000 CP G-a-Rab. x x 

DAB: + 

NF: - 
++ 

M
E

R
T

K
 [

p
h

o
s

p
h

o
 Y

6
8

1
 +

 Y
7

4
9

] 

 m
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 (
a

b
6

4
6
9

3
, 
a

b
c
a

m
) 

Haut 

1:50, 

1:100 
CP G-a-Rab. 

Milz (Maus) 

x  

+ (Kern 

und Zyto-

plasma) 

++  

(Kernsig-

nale in der 

Subcutis) 
1:50 PROT G-a-Rab. x  

Lunge 

(Leg.) 
 

1:200 PROT 
G-a-Rab., 

Polymer 
x  

(+), 

Polymer: - 
++ 

M
E

R
T

K
 [

D
S

5
M

M
E

R
] 

 m
A

b
 R

a
tt

e
 (
C

a
t:

 

1
4

5
7

5
1

, 
e

B
io

s
c
ie

n
ce

 

A
ff

y
m

e
tr

ix
) 

Haut 1:100 PROT G-a-Rab. 

Milz   

(Maus) 

x  - + 

Lunge 

(Leg.) 
1:100 PROT G-a-Rab. x  - + 

R
E

L
M

-a
lp

h
a

 

p
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 (
a

b
3

9
6

2
7

, 
a

b
c
a
m

) 

Haut 

1:20, 

1:40 
CP G-a-Rab. 

Milz (Maus) 

x  + 

+ (auch 

Kern-

signale) 

1:40 CP Polymer x  - (+) 

Lunge 

(Leg.) 

1:40 
oVB, CP, 

TEP, PROT 
G-a-Rab. x  

oVB: - 

CP: (+) 

TEP: + in 

NK 

PROT: (+) 

CP: + 

PROT: ++ 

1:20, 

1:200 
CP G-a-Rab. x  (+) + 

S
O

C
S

2
  

p
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 

(a
b

9
2

8
4

8
, 
a

b
c
a

m
) 

Haut 

1:500 

CP G-a-Rab. 

Milz (Maus) 

x  (+) 
+ (auch 

Endothel-

zellen, 

Fibrozy-

ten) 

1:100, 

1:250 
x  + 

Lunge 

(Leg.) 
1:100 CP G-a-Rab. x  + 
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Fortsetzung Tabelle 4: Getestete Färbungen weiterer M2-Makrophagen-Marker 

Anti-

körper 
Gewebe Verd. AG-Demask. 2.AK +Kontrolle 

Chromogen Signal 

DAB NF spezifisch 
un-

spezifisch 

S
T

A
T

3
 (
p

y
7

0
5

)[
E

P
2

1
4

7
Y

] 

m
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 (
a

b
7

6
3

1
5

, 

a
b

c
a

m
) 

Lunge 

(Leg.) 
1:50 CP G-a-Rab. Milz (Maus) x  (+) (+) 

S
T

A
T

6
 [
p

h
o

s
p

h
o

 Y
6

4
1

) 

 m
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 

(a
b

1
2

5
3

0
8

, 
a

b
c
a
m

) 

Lunge 

(Leg.) 
1:50 PROT G-a-Rab. Milz (Maus) x  - + 

T
ra

n
s

g
lu

ta
m

in
a

s
e

 2
  

[C
U

B
 7

4
0

2
] 

m
A

b
 M

a
u

s
 (

a
b

2
3

8
6

, 
a

b
c
a

m
) 

Lunge 

(Leg.) 

1:50 CP G-a-Mouse 

Leber, 

Niere 

(Maus) 

x  - + 

1:50 CP M-Kit x  - + 

Y
m

 1
 /

 Y
m

 2
 [
E

P
R

1
5

2
6

3
] 
 

m
A

b
 K

a
n

in
c
h

e
n

 (
a

b
1

9
2
0
2
9
, 

a
b

c
a

m
) 

Lunge 

(Leg.) 

1:200 CP, TEP G-a-Rab. Milz (Maus) x  

CP: ++ 

TEP: + in 

NK 

++ 

1:400 CP Polymer Lunge 

(Maus) mit 

YM-1/2-

Speicher-

krankheit 

x  + + 

1:600, 

1:800 
CP G-a-Rab. x  (+) (+) 

Abkürzungen: Verd. =Verdünnung, mAb =monoklonaler AK (monoclonal antibody), pAb =polyklonaler AK (polyclonal antibody), 

CP =Citratpuffer, oVB =ohne Vorbehandlung, PROT =Protease, TEP =Tris-EDTA-Puffer G-a-Rab =Goat-anti-Rabbit, G-a-Rat 

=Goat-anti-Rat, NK =Negativkontrolle 

 

 

3.6 Pathomorphologische Beurteilungen  

Für die lichtmikroskopische Beurteilung der HE-Färbungen und zur Erstellung digitaler Bildda-

teien wurde ein Olympus BX41 Mikroskop (bis zu 600-facher Vergrößerung) und die Software 

cellSens® (Olympus, Hamburg, Deutschland) verwendet. 
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3.6 Digitale Analyse und Quantifizierung 

Eine Digitalisierung der gefärbten Schnitte erfolgte durch den Aperio CS2 Scanner (Leica Bio-

systems Imaging Inc.) mit einer 400x Vergrößerung (entspricht einer Auflösung von 0,25 

µm/Pixel). Die Lungenschnitte wurden mittels der Aperio ImageScope x64 Software digital 

ausgewertet. Dafür wurden zunächst die zu analysierenden Bereiche annotiert. Bei den Anti-

körpern CD68, iNOS und Arg1 färbten sich auch die Bronchialepithelien an, diese wurden wie 

auch evtl. vorhandene Lymphknoten, Bindegewebs- und Fettstrukturen durch die Annotatio-

nen bei allen Schnitten exkludiert.  

Um eine Unterscheidung zwischen entzündeten („affected Area“) und nicht entzündeten („un-

affected Area“) Lungenarealen zu erreichen wurde die Aperio GENIE histology pattern recog-

nition Software (Leica Biosystems Imaging Inc., Wetzlar, Deutschland) benutzt. Mit dieser 

konnte ein Algorithmus durch eine Montage von repräsentativen Lungenarealen für die 3 Klas-

sen („affected“, „unaffected“ und „glass“) an mehreren Schnitten erstellt werden. Die Auswahl 

der Areale wurde von einem erfahrenen ACVP-zertifizierten Pathologen überwacht. Als „affec-

ted“ wurden Areale definiert, die eine Infiltration mit Entzündungszellen (intra -alveolär, intersti-

tiell, peribronchial und -vaskulär), ein Ödem oder eine verdickte Alveolarwand zeigten und sich 

so vom physiologischen Lungenparenchym („unaffected“) und den luftgefüllten Arealen 

(„glass“) abgrenzen ließen.  

Für die Quantifizierung der in der IHC-Färbung positiven Zellen wurde der Aperio v9 nc (Nu-

clearcount) Algorithmus benutzt und für die jeweiligen Antikörper in den 2 verschiedenen Mo-

dellen darauf trainiert die positiven Zellen zu erkennen. In den jeweiligen Algorithmen wurde 

der neu trainierte Genie-Algorithmus als sogenannter Classifier implementiert um gezielt die 

entzündeten („affected“) oder nicht entzündeten („unaffected“) Bereiche von der Software ana-

lysieren zu lassen (Abb. 1). Dieses Tool wurde bereits zuvor im Rahmen einer anderen Studie 

unseres Institutes zur Identifizierung und Quantifizierung positiver Zellen etabliert (Dietert et 

al., 2018). 

Bei der Auswertung der Daten wurden lediglich die stark positiven (3+) Zellen beachtet. Mittel 

(2+) oder nur schwach angefärbte Zellen (1+) wurden, aufgrund der zum Teil sehr variablen 

Hintergrundsignalstärke nicht in die Analysen mit einbezogen, da dabei eine Zählung von ar-

tifiziellen, unspezifischen Signalen nicht mit Sicherheit durch die digitale Analyse Software 

ausschließbar war. Die Einstellungen der verwendeten Algorithmen sind im Anhang (Tabelle 

10 – 11) aufgeführt.  
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Abb. 1: Exemplarische Darstellung der digitalen Analyse  

A: Die für Anti-CD68 positiven Zellen zeigen in der IHC ein braunes Zytoplasmasignal. Kern-

gegenfärbung (blau) mittels Hämalaun nach Mayer, B: Genie-Algorithmus: Der trainierte Algo-

rithmus teilt die Lunge in „affected Area“ (rot), „unaffected Area“ (grün) und „glass“ (gelb) ein, 

C: v9 Nuclearcount-Algorithmus mit integrierten Classifier (Genie), Analyse der „affected 

Area“. Der Algorithmus teilt die Zellen in stark positive ((3+), braun), mittelstark positive ((2+), 

orange), schwach positive ((1+), gelb) und negative Zellen ein (blau). Die nicht entzündeten 

Areale („unaffected Area“) sind grau eingefärbt und wurden bei dieser Analyse mittels Genie 

exkludiert, A-C: CD68 (1:2000, CP), Tier-Nr. 23 (515/17) aus der 48h-AcB-Gruppe, Balken 80 

µm 

 

3.7 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung erfolgte mittels GraphPad Prism Ver-

sion 9.1.0 (221) für Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).  

Beim AcB-Modell wurden die Daten zunächst mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung 

getestet. Anschließend wurden die beiden Behandlungsgruppen (Phagen oder Puffer) bei 24 

bzw. 48 h mittels Ordinary one-way ANOVA verglichen. Dabei zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der Behandlungs- und Kontrollgruppe, sodass sie in der weiteren Ana-

lyse in den 4 Gruppen 24h-AcB, 48h-AcB, 24h-PBS und 48h-PBS zusammengefasst wurden.  

Der trainierte Algorithmus zählt im Gegensatz zu einem Menschen immer auf gleiche Art und 

Weise. Dabei ist ein gewisser Prozentsatz an falsch positiven bzw. falsch negativen Zellen 

unvermeidbar. Wenn viele Zellen gezählt werden ist auch die absolute Anzahl der falsch ge-

zählten Zellen hoch, umgekehrt verhält es sich bei einer geringeren Anzahl positiver Zellen. 

Um diesen Fehler zu relativieren, wurden die Daten des AcB- und Staph-Modells logarithmiert 

(log10x). Im Anschluss wurde ein Shapiro-Wilk-Test durchgeführt sowie grafisch mittels QQ-
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Plots beurteilt, ob eine Normalverteilung vorliegt. Parametrische Daten wurden mittels Ordi-

nary one-way ANOVA und anschließender multipler t-Tests analysiert, wobei die Sidak-Kor-

rektur verwendet wurde (Sidak’s multiple comparisons test) .  

Die Zahl der positiven Zellen / mm² analysierter Fläche ((+Z)/mm²) sind dargestellt als geo-

metrische Mittelwerte (geom. MW). Differenzen zwischen den Gruppen sind als Faktoren bzw. 

in Prozent mit 95,00 % Konfidenzintervallen (KI) angegeben. 

Der Anteil der affected Area an der Lungenparenchymfläche ist in % als Median mit Interquar-

tilsabstand (IQA; 75% Quartil – 25% Quartil) dargestellt und wurde mit Hilfe des Kruskal-Wal-

lis-Testes hinsichtlich signifikanter Unterschiede analysiert. 

Signifikanzen sind in den Abbildungen durch Sternchen dargestellt (*p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** 

p ≤ 0,001). 
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4 Ergebnisse 

4.1 Acinetobacter baumannii 

4.1.1 Tatsächliche Gruppengröße 

In der Tabelle 5 sind die Gruppengrößen dargestellt. Dabei ist zu erwähnen, dass 1 Tier aus 

der 24h-PBS-Kontrollgruppe (Tier Nr. 26*) nicht aus der Isoflurannarkose zur Applikation der 

Pufferlösung (12 h post infectionem) erwacht ist. Die Daten dieser Maus wurden bei den sta-

tistischen Auswertungen exkludiert.  

Tabelle 5: Gruppengröße Acinetobacter-Modell 

Gruppe Zeitpunkt Behandlung Anzahl der Tiere (n) 

A. baumannii 

24 h Puffer 6 

Phagen 6 

48 h 
Puffer 6 

Phagen 6 

PBS 

24 h 
Puffer 3 (4)* 

Phagen 4 

48 h 
Puffer 4 

Phagen 4 

 

4.1.2 Modelspezifische histopathologische Kennzeichen der Acinetobacter-Pneumo-

nie 

Eine umfassende Beurteilung modelspezifischer histopathologischer Kennzeichen der A. 

baumannii-induzierten Pneumonie wurde bereits anhand von HE-Schnitten an Proben aus ei-

nem Vorversuch (intranasale Applikation von 5x108 CFU (RUH 2037)) durch eine erfahrene 

Fachtierärztin für Pathologie beschrieben. Diese stellte sich als stark expansive Bronchopneu-

monie mit eitrigen bis abszedierenden Charakter dar. Neben der vorrangigen Infiltration mit 

neutrophilen Granulozyten zeigten sich auch vermehrt Makrophagen. Es fanden sich zudem 

großflächige, nekrotische Areale und vaskuläre Thromben. Perivaskulär zeigte sich ein mittel-

gradiges Ödem, Lymphozyten und neutrophile Granulozyten (Dietert et al., 2017).  
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Die in der vorliegenden Dissertation verwendeten Proben zeigten in den veränderten Lun-

genarealen ebenfalls eine starke Makrophageninfiltration (Abb. 2), deren Phänotypen im Rah-

men dieser Arbeit noch weiter charakterisiert werden sollten.  

Eine umfassende histopathologische Beurteilung der hier verwendeten Proben wurde durch 

eine ECVP-qualifizierte Pathologin und eine erfahrene Fachtierärztin für Pathologie unseres 

Institutes durchgeführt und ist Teil einer anderen noch nicht publizierten Dissertation, deren 

Ergebnisse in Teilen auf wissenschaftlichen Kongressen vorab publiziert wurden (Wienhold et 

al., 2018a, Wienhold et al. 2018b; Wienhold et al., 2018c). 

 

Abb. 2: Makrophageninfiltration in der Lunge bei der Acinetobacter-Pneumonie 

Makrophagen exemplarisch markiert (Pfeilspitzen), HE-Färbung, Tier Nr. 1 (439/17), 24 h p. 

inf., Balken 20 µm 

4.1.3 Anteil der affected Area 

Ein wichtiger, quantitativer Parameter im Gebiet der Lungenforschung stellt die Schätzung des 

Anteils des betroffenen Lungengewebes dar (Dietert et al., 2018). Bei der vergleichenden Be-

trachtung der 4 Antikörper-Färbungen für das jeweilige Tier, zeigten sich lediglich geringgra-

dige Schwankungen, der als affected Area ermittelten Flächen (Variationskoeffizienten der 

einzelnen Tiere im Median bei 14,8 % (21,5 – 10,7 % IQA)).  

Die vergleichende Betrachtung der affected Areas dient auch als Qualitätskontrolle des Genie 

Algorithmus. Für die Färbungen wurden keine Serienschnitte angefertigt, jedoch liegen die 
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Schnittebenen nur wenige µm voneinander entfernt, sodass größere Abweichungen der abso-

luten Werte der affected Areas nicht zu erwarten sind. Treten große Unterschiede auf können 

diese hinweisend für einen fehlerhaften bzw. ungenauen Genie Algorithmus sein und die Ana-

lysen der Scans sollten nochmals überprüft werden. Geringfügige Unterschiede zwischen den 

affected Areas entstehen durch geringe, morphologische Abweichungen, da nie ein und die-

selbe Schnittebene untersucht werden kann (multiple Schnitte vom Paraffinblock), sowie durch  

vereinzelt aufgetretene Faltenbildung des Schnittes und somit unscharf gescannte Bereiche, 

welche durch die Annotationen exkludiert werden mussten. 

In der Abb. 3 ist die vom Genie Algorithmus erkannte „affected Area“ vergleichend für die 4 

Antikörper dargestellt. 

 

 

Abb. 3: Affected Area im Acinetobacter-Modell -Antikörper Vergleich 

Fläche der vom Genie Algorithmus erkannten entzündeten Bereiche in mm²; rot = Acinetobac-

ter, blau = PBS, Linie = Median 

Exemplarisch wird demnach der Anteil der affected Area an der gesamten Lungenschnittfläche 

anhand der Daten der CD68-Scans dargestellt (Abb. 4). Er betrug bei den infizierten Tieren im 

Median knapp die Hälfte der Lungenschnittfläche mit 42,56 % (50,72 – 32,73 % IQA) bei 24 h 

und 46,94 % (58,59 – 36,84 %) bei 48 h. Bei der PBS-Kontrollgruppe war zumeist nur knapp 

ein Drittel der Fläche betroffen mit 29,78 % (41,68 – 27,87 %) bzw. 28,98 % (50,03 – 18,06 

%). Ein exemplarisches Übersichtsbild der detektierten Bereiche ist in der Abb. 5 für das Tier 

Nr. 1 dargestellt.  
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Das Tier Nr. 26 zeigte mit 92,11 % den höchsten Anteil der affected Area an der Gesamtlun-

genschnittfläche. Die Lunge zeigte eine hochgradige, eitrige und histiozytäre, interstitielle 

Pneumonie. Dieses Tier wurde aus der deskriptiven Statistik und grafischen Darstellung ex-

kludiert, da es 12 h post infectionem nicht aus der Inhalationsnarkose zur Applikation des Puf-

fers erwacht ist.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Anteil der affected Area an der Gesamtschnittfläche der Lunge im Acinetobacter-Mo-

dell 

• = Phagen, ▲ = Puffer, rot = Acinetobacter, blau = PBS; Darstellung Median mit IQA 

 

 

Abb. 5: Exemplarisches Übersichtsbild der Lunge im Acinetobacter-Modell  

A) Annotierter Lungenscan; B) Genie-Analyse: 52,2 % “affected Area” (rot), 38,8 % “unaffected 

Area” (grün), 9,0 % “glass” (gelb); IHC für CD68, A und B: Tier Nr. 1 (439/17), 24 h p. inf., 

Balken 2 mm 
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In den immunhistochemischen Färbungen zeigten alle Marker ein Zytoplasmasignal (Abb. 6).  

 

Abb. 6: Beispielhafte IHC-Färbungen im Acinetobacter-Modell 

IHC verschiedener Antikörper: A) CD68, B) Arg1, C) iNOS, D) CD163; A-D: Tier-Nr. 23 

(515/17) aus der 48h-AcB-Gruppe, Balken 80 µm 

4.1.4 CD68 

Von 24 zu 48 h zeigte sich in der affected Area der AcB-Gruppen ein hoch signifikanter, 2,8-

facher Anstieg der für CD68-positiven Zellen von 220,9 auf 614,4 (+Z)/mm2 (KI der Differenz 

5,2 – 1,5, p<0,001, Abb. 7 A). Die PBS-Kontrollgruppe hatte bei 24 h einen nur geringfügig 

größeren Ausgangswert und zeigte bei 48 h etwas weniger positive Zellen als zuvor (24 h: 

312,9 Z/mm2, 48 h: 272,5 Z/mm2, ns). Sehr ähnliche Ergebnisse zeigte auch die Auswertung 

der gesamten Lungenparenchymflächen (exklusive „glass“, Abb. 7 H), mit einer entsprechend 

geringeren Zelldichte. In der unaffected Area wurden verglichen mit der affected Area insge-

samt ca. 60 bis 40 % weniger positive Zellen pro mm² gezählt. Von 24 zu 48 h wurde bei den 

AcB-Gruppen in der unaffected Area nur ein geringer, nicht signifikanter Anstieg der positiven 

Zellzahlen detektiert (1,7-facher Anstieg (2,8 – 1,0)). Unterschiede zwischen den 2 verschie-

denen Behandlungsgruppen (Phagen vs. Puffer) fanden sich für CD68 nicht (Tabelle 12 im 
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Anhang). Sie sind in der Abb. 7 durch entsprechende Symbole dargestellt (Phagen (Kreis), 

Puffer (Dreieck)). 

 

 

Abb. 7: Ergebnisse der IHC für CD68 im Acinetobacter-Modell 

A-B, G-H: rot = Acinetobacter, blau = PBS, ▲= Puffer, •= Phagen, geom. MW mit 95% KI; B: 

ungepaarte Messungen; C–F: CD68-positive Zellen in der IHC-Färbung, Balken 20 µm 
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4.1.5 Arg1 

Besonders in den stark verdichteten, entzündeten Arealen waren hochgradige Ansammlungen 

stark positiver Zellen sichtbar (Abb. 6 B sowie Abb. 8 C-F). In den entzündeten Lungenarealen 

konnte in der AcB-Gruppe ein 1,7-facher, hochsignifikanter Anstieg (2,2 – 1,3, p<0,001) der 

für Arg1-positiv gefärbten Zellen von 24 zu 48 h hin beobachtet werden (24 h: 657,4 (+Z)/mm², 

48 h: 1106 (+Z)/mm²). Zudem lagen diese Werte 3,8-mal (5,1 – 2,8, p<0,001, bei 24 h) bzw. 

6,4-mal (8,5 – 4,8, p<0,001, bei 48 h) höher als in den entsprechenden PBS-Kontrollgruppen, 

welche im zeitlichen Verlauf keinerlei Veränderung der Anzahl der positiven Zellen zeigten 

(24h-PBS: 172,6 (+Z)/mm², 48h-PBS: 173,5 (+Z)/mm²). Verglichen mit den unaffected Areas 

wurden ca. 50 bis 80 % mehr positive Zellen pro mm² in den affected Areas gezählt. Für die 

unaffected Areas konnte lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen der 48h-AcB und der 

48h-PBS Gruppe ermittelt werden (Faktor 0,6 (0,9 – 0,4), p=0,015, Abb. 8 H). Bei der Betrach-

tung der gesamten Lungenparenchymfläche zeigte sich ein ähnliches Bild zu den bereits bei 

den affected Areas beobachteten Verhältnissen. Auch bei diesem Antikörper war kein Unter-

schied zwischen den verschiedenen Behandlungen der Tiere mit Phagen oder Puffer erkenn-

bar (Tabelle 13 im Anhang).  
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Abb. 8: Ergebnisse der IHC für Arg1 im Acinetobacter-Modell 

A-B, H: rot = Acinetobacter, blau = PBS, ▲= Puffer, •= Phagen, geom. MW mit 95% KI; B: 

ungepaarte Messungen; C–G: Arg1 positive Zellen in der IHC-Färbung, Balken: C und D 50 

µm, E-G 20 µm 
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4.1.6 iNOS 

Im zeitlichen Verlauf konnte keine Veränderung der für iNOS positiven Zellsignale in den ent-

zündeten Bereichen der AcB-Gruppen beobachtet werden (24 h: 161,9, 48 h: 191,2 (+Z)/mm²). 

Ein deutlicher Unterschied zeigte sich aber zu den entsprechenden PBS-Kontrollgruppen, die 

nur sehr vereinzelt positive Zellen aufwiesen (5,7 (24 h) bzw. 2,8 (48 h) (+Z)/mm²)). So ent-

sprach die Anzahl positiver Zellen nur 4 % (8 – 2 %, 24 h) bzw. 2 % (3 - 1 %, 48 h) der 

jeweiligen AcB-Gruppe (p<0,001). Hochsignifikante Unterschiede fanden sich zudem auch 

zwischen den entzündeten und den nicht entzündeten Bereichen. In den unaffected Areas der 

AcB-Gruppe konnten nur 13,0 (+Z)/mm² (24 h) bzw. 14,1 (+Z)/mm² (48 h) detektiert werden. 

In den affected Areas zeigten sich somit ca. 92 % (97 – 83 %, p<0,001, 24 h) bzw. 93 % (97 – 

84 %, p<0,001, 48 h) mehr positive Zellen, als in den unaffected Areas. Bei den PBS Gruppen 

waren hingegen keine Unterschiede zwischen den affected und den unaffected Areas erkenn-

bar. Auch bei diesem Antikörper konnte kein Unterschied zwischen den 2 verschiedenen Be-

handlungsgruppen (Phage oder Puffer) ermittelt werden (Tabelle 14 im Anhang). 
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Abb. 9: Ergebnisse der IHC für iNOS im Acinetobacter-Modell 

A-B: rot = Acinetobacter, blau = PBS, ▲= Puffer, •= Phagen, geom. MW mit 95% KI; C–F: 

iNOS positive Zellen in der IHC-Färbung, Balken: C und D 50 µm, E und F 20 µm 
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4.1.7 CD163 

Die für CD163 positiven Zellen unterschieden sich deutlich durch ihr fast ausschließlich peri-

bronchiales und perivaskuläres Verteilungsmuster von den übrigen Markern (Abb. 10 C). In 

den entzündeten Arealen fanden sich nur in der 48h-AcB-Gruppe bei 1 Tier (Nr. 14) vermehrt 

positive Zellen (Abb. 10 E). Dieses Tier hat auch mit 166 (+Z)/mm² Lungenparenchymfläche 

(affected plus unaffected Area) den höchsten Wert bei der Analyse erreicht. Weitere 4 Tiere 

derselben Gruppe und 1 Tier der 24h-AcB-Gruppe zeigten vereinzelt positive Signale im ent-

zündeten Lungenparenchym. Dabei handelt es sich auffällig nur um Tiere aus den mit Puffer 

behandelten Gruppen. Die mit Phagen-behandelten Tiere zeigten keine positiven Zellsignale 

in den affected Areas (Abb. 10 F). Dieser Unterschied zwischen den 2 Behandlungsgruppen 

war bei der Auswertung der digital gezählten positiven Zellen/mm² jedoch nicht nachvollzieh-

bar (Tabelle 6). 

Beim Vergleich zwischen den mit AcB infizierten Tieren und den PBS-Kontrollgruppen zeigten 

die PBS-Gruppen mit 1,8- (2,4 – 1,3, 24 h) bzw. 1,6-mal (2,2 – 1,2, 48 h) mehr CD163-positive 

Zellen pro mm² affected Area einen signifikanten Unterschied (p<0,001). Vergleicht man die 

CD163-positiven Zellen pro gesamter Lungenschnittfläche (affected + unaffected Area) ist die-

ser Unterschied jedoch nicht mehr erkennbar. Aufgrund des spezifischen Verteilungsmusters 

der vorrangig peribronchialen bzw. -vaskulären Signale, erschien eine alleinige Auswertung 

der affected Area als nicht repräsentativ, da die Werte stark von der Anzahl und Fläche der 

jeweils angeschnittenen Bronchien und Gefäße beeinflusst wurden. Aus diesem Grund wurde 

eine zusätzliche Auswertung der Bronchen und Bronchioli durchgeführt. Dafür  wurden bei je 

6 Tieren (zufällig ausgewählt, à 3 Phagen und 3 Puffer) pro Gruppe (24h-AcB, 48h-AcB, 24h-

PBS, 48h-PBS) die kleineren Bronchioli und größeren Bronchen der entzündeten bzw. nicht-

entzündeten Bereiche annotiert und nochmals mittels Nuclearcount analysiert, Übergangsbe-

reiche (vom entzündeten hin zum nicht entzündeten Gewebe) wurden dabei ausgespart. Bei 

dieser alleinigen Analyse der luftleitenden Wege waren keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Gruppen sowie zwischen Bronchioli und Bronchi erkennbar (Abb. 10 D). 
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Abb. 10: Ergebnisse der IHC für CD163 im Acinetobacter-Modell 

A, B und D: rot = Acinetobacter, blau = PBS, ▲= Puffer, •= Phagen, geom. MW mit 95% KI; 

D: gefüllte Symbole Bronchi, ungefüllte Symbole Bronchioli; C, E und F: CD163 positive Zellen 

in der IHC-Färbung, C und E: Tier Nr. 14 (442/17) 48h-AcB-Gruppe mit Phagenbehandlung, 

F: Tier Nr. 21 (501/17) 48h-AcB-Gruppe mit Pufferbehandlung; Balken: C 50 µm; E und F 20 

µm 
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Tabelle 6: Phagen- vs. Pufferbehandlung -CD163-positive Zellen/mm² Lungenparenchymflä-

che im Acinetobacter-Modell 

  
(+Z)/mm²* Faktor der 

Differenz  
Oberes KI Unteres KI p-Wert 

Puffer Phagen 

24h-AcB 87,1 87,2 1,00 1,42 0,71 >0,9999 

48h-AcB 95,3 93,6 0,98 1,40 0,69 0,9999 

24h-PBS 108,6 96,2 0,89 1,41 0,56 0,9354 

48h-PBS 110,8 78,4 0,71 1,09 0,46 0,1556 

*(+Z)/mm² Lungenparenchymfläche (affected plus unaffected Area), Geometrischer Mittelwert 

 

4.2 Staphylococcus aureus 

4.2.1 Tatsächliche Gruppengröße 

In der Tabelle 7 sind die Gruppengrößen dargestellt. *Für den Arg1-Antikörper waren nur 3 

Tiere aus der 24 h Staph-Gruppe auswertbar. Aufgrund unzureichenden FFPE-Materials 

musste von einer wiederholten Färbung dieses Tieres (Tier Nr. 1) abgesehen werden. 

Tabelle 7: Gruppengröße Staphylokokken-Modell 

Gruppe Zeitpunkt Anzahl der Tiere (n) 

S. aureus 
24 h 4 (3)* 

48 h 4 

PBS 
24 h 4 

48 h 4 

 

4.2.2 Histopathologische Beurteilung 

Eine umfassende histopathologische Beurteilung wurde wie auch für das AcB-Modell zuvor 

bereits durch eine erfahrene Fachtierärztin für Pathologie im Rahmen einer anderen Studie 

durchgeführt. In den HE Schnitten zeigte sich dabei eine nicht expansive Bronchopneumonie, 

welche jedoch multifokal ausgedehnter auftrat. Dominierend war eine Infiltration mit neutrophi-
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len Granulozyten erkennbar, neben Makrophagen. Zudem fanden sich große nekrotische Be-

reiche mit Blutungen. Perivaskulär zeigten sich Lymphozyten und weniger neutrophile Gra-

nulozyten (Dietert et al., 2017). Diese Befunde konnten bei einer erneuten Sichtung bestätigt 

werden und sind exemplarisch in Abb. 11 dargestellt. 

 

 

Abb. 11: Histopathologie der Staphylokokken-Pneumonie  

A) Multifokale, betont Hilus-nahe Anteile der Lunge mit interstitieller, eitriger sowie histiozytärer 

Pneumonie, B) Hochgradige Infiltration mit neutrophilen Granulozyten und Makrophagen; HE-

Färbung, A und B: Tier Nr. 1 (932/13), 24h p. inf., Balken: A = 3 mm, B = 20 µm 

4.2.3 Anteil der affected Area 

Beim Vergleich der absoluten Werte der als affected Area erkannten Flächen für die 4 ver-

schiedenen Antikörperfärbungen lagen die Variationskoeffizienten der einzelnen Tiere im Me-

dian bei 26,5 % (45,8 – 18,3 %). Im Staph-Modell zeigten sich somit etwas größere Abwei-

chungen als sie im AcB-Modell beobachtet wurden. So fand sich zum Beispiel bei dem Tier 

Nr. 4 mit einem Variationskoeffizienten von 52,2 % eine größere Abweichung zwischen den 4 

Schnitten. Bei genauerer Überprüfung zeigte sich in diesem Fall eine Unterschätzung der als 

affected Area erkannten Fläche in der Arg1-Färbung verglichen mit den 3 übrigen Antikörpern, 

was evtl. durch die etwas blasse Kerngegenfärbung des Schnittes erklärbar ist. Ähnliches Bild 

zeigte sich bei dem Tier Nr. 16 ebenfalls bei Arg1, sowie bei dem Tier Nr. 15 in der iNOS-

Färbung (Abb. 12). Diese größeren Abweichungen wurden bei der weiteren Auswertung und 

Interpretation der Daten berücksichtigt. Weitere geringere Abweichungen ergaben sich aus 

den wie auch bereits beim AcB-Modell beschriebenen Gründen.  
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Abb. 12: Affected Area im Staphylokokken-Modell -Antikörper Vergleich 

Fläche der vom Genie Algorithmus erkannten entzündeten Bereiche („affected Area“) in mm²; 

Linie = Median 

Der Anteil der affected Area an der gesamten Lungenparenchymfläche wurde wie auch beim 

AcB-Modell exemplarisch anhand der Analysen der CD68-Scans ermittelt und ist in der Abb. 

13 dargestellt. Er betrug bei den infizierten Tieren in der 24 h Gruppe im Median 18,1 % (37,5 

– 13,9 %). Die Tiere der 48h-Staph-Gruppe zeigten mit 41,6 % einen etwa doppelt so hohen 

Anteil (55,0 – 33,1 %, ns). Die Kontrollgruppe hatte einen vergleichbaren Ausgangswert und 

zeigte bei 48 h sogar eine etwas stärkere Zunahme des Anteils der entzündeten Fläche (24 h: 

17,0 % (17,2 – 14,7%), 48 h: 44,0 (55,4 – 31,4 %), p=0,046). 

Abb. 13: Anteil der affected Area an der 

Gesamtschnittfläche der Lunge im 

Staphylokokken-Modell  

grün = Staphylokokken, blau = PBS, Dar-

stellung Median mit IQA 
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Alle Marker zeigten im Staph-Modell ebenfalls ein Zytoplasmasignal (Abb. 14). 

 

Abb. 14: Beispielhafte IHC-Färbungen im Staphylokokken-Modell 

IHC verschiedener Antikörper: A) CD68, B) Arg1, C) iNOS, D) CD163; A-D: Tier-Nr. 7 (243/13) 

aus der 48h-Staph-Gruppe, Balken 50 µm 

4.2.4 CD68 

Bei den für CD68-positiven Zellen konnten im Staph-Modell keine statistisch signifikanten Un-

terschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Die infizierten Tiere zeigten von 24 zu 

48 h lediglich einen geringen, 1,4-fachen (4,3 – 0,5, ns) Anstieg der positiven Zellen in der 

affected Area (24 h: 96,4 (+Z)/mm2, 48 h: 135,6 (+Z)/mm2), Abb. 15 A und B). Im Vergleich 

dazu zeigten die 24h-PBS-Kontrolltiere einen nur geringfügig niedrigeren Ausgangswert, wo-

bei die Anzahl der positiven Zellsignale zum 2. Zeitpunkt hin noch weiter abnahm (24 h: 85,0 

(+Z)/mm2, 48 h: 69,8 (+Z)/mm2). Ein ähnliches Bild zeigte sich bei der Auswertung der gesam-

ten Lungenfläche (exklusive „glass“, Abb. 15 C). In den unaffected Areas waren in allen Grup-

pen weniger positive Zellen/mm² als in den affected Areas nachweisbar. Am deutlichsten war 
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dies aber in der 48h-Staph-Gruppe, bei der in der unaffected Area etwa 60% (30 – 90 %) 

weniger CD68-positive Zellen/mm² detektiert wurden als in der affected Area (p=0,0054).  

 

 

Abb. 15: Ergebnisse der IHC für CD68 im Staphylokokken-Modell 

A-C: Grün = Staphylokokken, blau = PBS, geom. MW mit 95% KI; D: CD68 positive Zellen in 

der IHC-Färbung, Tier Nr. 1 (932/13) aus der 24h-Staph-Gruppe, Balken 20 µm 

4.2.5 Arg1  

Arg1-positive Zellsignale fanden sich deutlich konzentriert in den entzündeten Arealen ( Abb. 

16 A) der beiden Staph-Gruppen, in den PBS-Gruppen waren derartige Infiltrationen nicht er-

kennbar. In den unaffected Areas zeigten sich nur vereinzelte und zumeist nur schwach posi-

tive Signale. Bei der digitalen Analyse konnten bei den infizierten Tieren 183,4 (+Z)/mm2 in der 

affected Area zum Zeitpunkt 24 h detektiert werden. 48 h post inf. zeigte sich ein ähnlicher 

Wert mit 163,0 (+Z)/mm2 (Faktor 0,9, (2,3 - 0,4)). In den Kontrollgruppen lag die Zahl der po-

sitiven Zellen ca. 70 (+50 – (-30)%; 24 h) bzw. 60 % (+40 – (-30)%; 48 h) unter den Werten 

der entsprechenden Infektionsgruppe (Abb. 16 B). Die Unterschiede zwischen den Gruppen 

waren jedoch statistisch nicht signifikant. Da der Algorithmus bei den Proben Nr. 4 und 16 
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(orange markiert in Abb. 16 B – D) die affected Area unterschätzt hat, wurde auch ein beson-

deres Augenmerk auf die Werte der gesamten Lungenschnittfläche gelegt (affected + unaffec-

ted Areas, exklusive der als „glass“ identifizierten Bereiche, Abb. 16 D), dabei konnten eben-

falls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen ermittelt werden. 

 

 

Abb. 16: Ergebnisse der IHC für Arg1 im Staphylokokken-Modell 

A: Arg1 positive Zellen in der IHC-Färbung, Tier Nr. 1, Balken 20 µm; B-D: Grün = Staphylo-

kokken, blau = PBS, geom. MW mit 95% KI; B-D: Tier Nr. 4 (24h-Staph.) und Nr. 16 (48h-PBS) 

orange markiert 

4.2.6 iNOS 

Die Lungen im Staph-Modell zeigten auffallend wenig für iNOS positive Signale, was sich auch 

sehr deutlich durch die niedrigen Werte der digitalen Auswertung in allen Gruppen widerspie-

gelte. Lediglich in den stärker verdichteten Arealen der Staph-Gruppen zeigten sich sehr ver-

einzelt stark positive Zellen und einige wenige schwach positive Zellen (Abb. 17 A). Bei der 

digitalen Auswertung der Daten konnten jedoch nur die stark positiven Zellen berücksichtigt 

werden. In der 24h-Staph-Gruppe konnten bei einem Tier in einem fokal-expansiven, stark 

entzündeten Bereich der Lunge vermehrt iNOS-positive Zellen nachgewiesen werden (Tier Nr. 
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1, Abb. 17 B, orange markiert in Abb. 17 C und D), daneben zeigten sich aber auch weitere 

entzündete Areale ohne derartige Signale. Bei den infizierten Tieren waren mit 5,2 (24 h) bzw. 

4,3 (48 h) +Z/mm2 der affected Area zwischen den 2 Zeitpunkten keine signifikanten Unter-

schiede ersichtlich. In der PBS-Kontrollgruppe lagen die Werte mit 2,2 +Z/mm2 (24 h) zu Be-

ginn sogar noch etwas niedriger. In der 48h-PBS-Gruppe konnten mit 4,5 +Z/mm2 etwa doppelt 

so viele positive Zellen detektiert werden (10,4 – 0,4-fach, ns). Für die unaffected Areas konn-

ten mit 3,8 (24 h) und 3,5 (48 h) +Z/mm2 für die Staph-Gruppen ähnlich niedrige Werte iNOS-

positiver Zellen detektiert werden. 

 

 

Abb. 17: Ergebnisse der IHC für iNOS im Staphylokokken-Modell 

A - B: iNOS positive Zellen in der IHC-Färbung, Balken 20 µm, A: Tier Nr. 7 (48h-Staph), stark 

entzündetes und verdichtetes Lungenparenchym mit vereinzelter , stark positiver Zelle (Pfeil) 

und Nachweis einiger, schwach positiver Zellen (Pfeilspitzen), B: Tier Nr. 1 (24h-Staph), ent-

zündetes Lungenparenchym mit multifokalem Nachweis stark positiver Zellen, C - D: Grün = 

Staphylokokken, blau = PBS, Tier Nr. 1 orange markiert, geom. MW mit 95% KI 
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4.2.7 CD163 

Für CD163-positive Zellen zeigten sich wie auch im AcB-Modell fast ausschließlich perivasku-

lär und peribronchial (Abb. 18 A und D). Einzige Ausnahme stellte wiederum das Tier Nr. 1 

aus der 24h-Staph-Gruppe dar, bei dem fokal in einem hochgradig entzündeten Areal mit Abs-

zessformation positive Zellen nachweisbar waren (Abb. 18 B und C). Der Vergleich der positi-

ven Zellen pro affected Area zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 19 A - 

B). Bei der Analyse der gesamten Lungenparenchymfläche (exklusive „glass“) ergab sich ein 

ähnliches Bild (Abb. 19 C). Auch bei diesem Modell wurden kleinere Bronchioli und größere 

Bronchen der affected bzw. unaffected Areas gesondert annotiert und die Analyse mittels Nu-

clearcount wiederholt (exklusive der „glass“- Bereiche). Hierbei waren ebenfalls keine signifi-

kanten Unterschiede erkennbar (Abb. 19 D). In einigen Lungenschnitten waren jedoch nicht 

alle oder z.T. nur vereinzelt alle 4 Annotationsgruppen (affected bzw. unaffected; Bronchioli 

bzw. größerer Bronchus) vorhanden, sodass dies zusätzlicher bei der Interpretation der ohne-

hin kleinen Datenmenge berücksichtigt werden muss.  

 

 

Abb. 18: CD163 IHC-Färbungen im Staphylokokken-Modell 

A – D: CD163-positive Zellen in der IHC-Färbung, A: exemplarische perivaskuläre und –bron-

chiale Signale, Tier Nr. 10 (930/13, 48h-PBS), B-D: exemplarische affected Areas vom Tier 

Nr. 1 (932/13, 24h-Staph) mit positiven Signalen in der Abszessformation (B: Macroview, C: 

Detail) und ohne Signale in anderen entzündlichen Bereichen (D); A,C und D: Balken 20 µm; 

B: Balken 300 µm 
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Abb. 19: Ergebnisse der IHC für CD163-positive Zellen im Staphylokokken-Modell 

A – D: grün = Staphylokokken, blau = PBS, Linie = geom. MW mit 95% KI; B: ungepaarte 

Messungen; D: CD163 positive Zellen/mm² der affected + unaffected Bronchie (▲) oder Bron-

chioli (★)  
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4.3 Antikörper im Vergleich 

In der Tabelle 8 und Tabelle 9 sind die positiven Zellen/mm² Lungenparenchymfläche als ge-

ometrische MW für die jeweiligen AK gegenübergestellt. Zwar ist ein direkter 1:1 Vergleich 

nicht möglich, u.a. da jeder Algorithmus spezifisch für jeden AK in den beiden Modellen trai-

niert wurde, jedoch werden hierbei insbesondere die Dimensionen der detektierten Expressi-

onen und auch Unterschiede zwischen den beiden Modellen deutlich. Besonders auffällig da-

bei ist die hohe Anzahl Arg1-positiver Zellen in den AcB-Gruppen, welche auch deutlich über 

den Werten der CD68-Färbungen liegt. Im Staph-Modell war dies weniger deutlich ausgeprägt. 

Neben Arg1 konnte insbesondere für den Marker iNOS ein großer Unterschied zwischen den 

Modellen ermittelt werden. Im Gegensatz zum AcB-Modell, bei dem eine deutlich erhöhte Ex-

pression von iNOS nachweisbar war, konnten im Staph-Modell wie auch in den PBS-Gruppen 

nur sehr vereinzelt positive Signale detektiert werden.  

Tabelle 8: Antikörper im Vergleich im Acinetobacter-Modell 

 +Zellen/mm
2

 gesamter Lungenparenchymfläche  

(exklusive „glass“)* 

Antikörper 24h-AcB 48h-AcB 24h-PBS 48h-PBS 

CD68 171,3 419,5 202,0 165,7 

Arg1 367,1 693,6 114,7 118,6 

iNOS 78,9 111,4 6,0 2,8 

CD163 87,1 94,4 101,4 93,2 

*Geom. MW 

Tabelle 9: Antikörper im Vergleich im Staphylokokken-Modell 

 +Zellen/mm
2

 gesamter Lungenparenchymfläche  

(exklusive „glass“)* 

Antikörper 24h-Staph  48h-Staph  24h-PBS 48h-PBS 

CD68 56,2 81,5 43,3 66,3 

Arg1 73,4 90,9 53,9 56,1 

iNOS 4,9 3,9 2,3 3,8 

CD163 16,2 21,5 15,9 24,7 

*Geom. MW 
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5 Diskussion 

5.1 Makrophagen-Markeretablierung in der IHC und IF 

Makrophagen zeigen ein ganzes Spektrum an unterschiedlichsten Aktivierungszuständen im 

lebenden Organismus, welche durch unzählige Faktoren der Umgebung, dem sog. Microen-

vironment stimuliert werden. In vitro Versuche sind (bislang) nicht in der Lage derart komplexe 

Interaktionen der Zellen mit ihrer Umgebung zu simulieren, sodass in vivo Studien weiterhin 

unverzichtbar sind um konkrete Abläufe des Immunsystems im Organismus zu untersuchen. 

Die möglichst genaue Kenntnis dieser stellt eine wichtige Grundvoraussetzung für gezielte, 

therapeutische Interventionen dar, die sich durch die unterschiedlichen Aktivierungszustände 

der Makrophagen bieten. Eine in situ Phänotypisierung von Makrophagensubtypen stellt die 

Wissenschaft jedoch vor zahlreiche Herausforderungen, sodass umfangreiche immunhisto-

chemische Untersuchungsansätze bislang fehlen und zuverlässige in vitro Marker erst noch 

etabliert werden müssen.  

Grundlegendes Ziel dieser Arbeit war eine umfangreiche Etablierung eines Panels verschie-

dener Makrophagenmarker zur in situ Phänotypisierung von Makrophagen in Entzündungsre-

aktionen im Mausmodell. Dazu wurden 23 verschiedene AK in murinen, akuten Entzündungs-

modellen (1 Wundheilungsmodell und 3 Pneumoniemodelle) getestet. Von diesen 23 AK zeig-

ten leider nur 4 AK (CD68, Arg1, iNOS und CD163) eine gute Qualität der Färbungen in den 

getesteten Modellen. Die übrigen 19 Antikörper lieferten trotz verschiedenster Vorbehandlun-

gen und Verdünnungen in den getesteten Geweben nur unzureichende Ergebnisse, mit i.d.R. 

zu viel unspezifischen Hintergrundsignalen oder zu schwachen spezifischen Signalen und 

mussten daher exkludiert werden. Insbesondere die Lungenproben des Legionellen-Modells 

lieferten fast durchgängig qualitativ schlechtere Färbergebnisse aller Antikörper mit einer ho-

hen unspezifischen Hintergrundfärbung. Ursächlich hierfür kommen insbesondere ver-

schiedenste präanalytische Faktoren in Betracht, die einen Einfluss auf die Intensität und Aus-

maße der Immunsignale sowie unspezifischer Hintergrundsignale nehmen und demnach mög-

lichst standardisiert sein sollten. Zu diesen Faktoren zählen u.a. ein verzögerter Beginn der 

Fixierung, eine verlängerte Fixierdauer, die Konzentration und der pH-Wert des Fixationsmit-

tels, die Bedingungen bei der Dehydratation, Reinigung und Paraffineinbettung der Gewebe-

proben sowie auch die Dauer und Temperatur bei der Trocknung der Schnitte bzw. der Lage-

rung ungefärbter Schnitte (Engel & Moore, 2011). Da die in dieser Arbeit verwendeten Gewebe 

aus Archivmaterial (FFPE Gewebeblöcke) stammen und nicht selbst entnommen und aufbe-

reitet wurden, lassen sich präanalytische Faktoren nicht mit letzter Sicherheit ausschließen, 

jedoch werden zu untersuchende wissenschaftliche Proben in unserem Institut seit Jahren 
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nach einem standardisierten Protokoll entnommen, fixiert und weiter bearbeitet. Auch ein mög-

licher Einfluss des Alters der Gewebeproben des Legionellen-Modells, welche zum Zeitpunkt 

der Untersuchung bereits 4 Jahre im Archiv eingelagert waren, wäre denkbar, erscheint jedoch 

eher unwahrscheinlich, da die Dauer der Lagerung von FFPE-Gewebeblöcken (im Gegensatz 

zu bereits geschnittenen Proben) laut Literatur bei den meisten Antigenen keinen Einfluss auf 

die Immunfärbung hat (Engel & Moore, 2011).  

Zu den analytischen Faktoren zählen u.a. neben der Art der Vorbehandlung und der verwen-

deten AK-Verdünnung auch der Antikörper selbst. So haben beispielsweise polyklonale AK 

zwar eine höhere Affinität gegenüber dem Zielprotein, sind aber weniger spezifisch als mono-

klonale AK und liefern somit auch stärkere Hintergrundfärbungen (Ramos-Vara & Miller, 2014). 

In den hier getesteten Proben zeigten jedoch sowohl mono- als auch polyklonale AK geringe 

bis starke Hintergrundsignale.  

Neben einem umfangreichen Makrophagenmarker-Panel in der IHC war auch die Etablierung 

von Doppelfärbungen in der IF geplant, da einzeln eingesetzte Marker wie iNOS und Arg1 

keine sichere Identifizierung der Makrophagensubtypen erlauben (Barros et al., 2013). Leider 

zeigten die AK jedoch (bis auf Anti-CD68) in der IF trotz sehr hoher AK-Konzentrationen (1:10 

bis 1:25) nur eine sehr geringe Signalstärke, die sich als zu schwach für eine Doppelfärbung 

darstellte. Bei der Interpretation der Daten muss demnach bedacht werden, dass die durchge-

führten Analysen nicht allein für Makrophagen spezifisch sind, so färbten sich beispielsweise 

bei CD68, Arg1 und iNOS auch Endothel und Bronchialepithelien mehr oder weniger stark an, 

welche jedoch durch umfangreiche Annotationen exkludiert wurden.  

Schließlich wurden die erfolgreich etablierten Marker CD68, Arg1, iNOS und CD163 in zwei 

unterschiedlichen, akuten Pneumoniemodellen (A. baumannii sowie S. aureus), eingesetzt 

und ihr zeitlicher Verlauf anhand zwei verschiedener Zeitpunkte (24 und 48 h post inf.) evalu-

iert.  

 

5.2 Marker im Acinetobacter-Modell 

5.2.1 CD68 

Im AcB-Modell zeigte sich im zeitlichen Verlauf von 24 zu 48 h ein hochsignifikanter, 2,8-facher 

Anstieg der für CD68-positiven Zellen in den affected Areas. In den nicht entzündeten Berei-

chen waren im Gegensatz dazu nur etwa halb so viele Zellen/mm² positiv und es zeigte sich 

ein nur geringfügiger, nicht signifikanter Anstieg der positiven Zellsignale. In den PBS-Kontroll-

gruppen waren derartige Veränderungen nicht erkennbar. Somit fand sich insbesondere in den 
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entzündlich veränderten Arealen eine deutliche Infiltration mit CD68-positiven Zellen, die im 

zeitlichen Verlauf stark zunahm.  

CD68 gilt in der Literatur als Pan-Makrophagenmarker, der alle Makrophagensubtypen anfärbt 

(Gordon et al., 2014; Wynn et al., 2013). Bei Mäusen sind neben Makrophagen zwar auch 

dendritische Zellen positiv für CD68, jedoch spielen diese bei Infektionen mit A. baumannii nur 

eine untergeordnete Rolle, da neutrophile Granulozyten und Makrophagen als Haupteffektor-

zellen gelten (Chen, 2020; Zaynagetdinov et al., 2013). Demnach kann davon ausgegangen 

werden, dass es sich bei den detektierten CD68-positiven Zellen größtenteils um infiltrierende 

Alveolarmakrophagen handelt. Vergleichend finden sich in der Literatur vielfache Studien, in 

denen eine starke Infiltration mit AM bei experimentellen Infektionen mit A. baumannii be-

schrieben sind. So konnten beispielsweise Qiu et al. eine signifikante Infiltration mit AM 24 h 

post inf. in der BALF infizierter Mäuse detektieren (Qiu et al., 2012). Die Forschergruppe von 

Lee at al. zeigte in ihrem Modell mit dem Pan-Marker F4/80 ebenso eine deutliche Infiltration 

mit Makrophagen sowohl 24 als auch 48 h post inf. (Lee et al., 2020). In einer weiteren länger 

angelegten Studie zeigte sich mittels Durchflusszytometrie eine maximale Infiltration mit Mak-

rophagen 3 d post inf., wobei die Makrophagenanzahl erst 7 Tage post inf. wieder die Aus-

gangswerte erreichte (Tsuchiya et al., 2012). Qui et al. zeigten zudem, dass die Depletion von 

AM z.B. mittels Clodronat-Liposomen u.a. zu einer vermehrten Bakterienlast führt, mit einer 

stärkeren Schädigung des Lungenparenchyms und einer erhöhten Mortalität der Tiere einher-

geht (Qiu et al., 2012). Dies verdeutlicht die Bedeutung der AM für eine effektive Abwehr der 

Acinetobacter. Der Panmarker CD68 erlaubt dabei einen generellen Überblick über die Anzahl 

der infiltrierenden Makrophagen und kann bei der Einschätzung des Infektionsverlaufes hilf-

reich sein. Er sagt jedoch nichts über den Aktivierungsstatus der Makrophagen aus und spie-

gelt u.U. auch nicht die gesamte Makrophagenpopulation im Gewebe wider, was zu einer Un-

terschätzung der wahren Makrophagenanzahl führen könnte wie es in der Studie von Barros 

et al. beschrieben wurde (Barros et al., 2013). 

Ein Unterschied zwischen den mit Phagen und den mit Puffer behandelten Tieren konnte nicht 

nachvollzogen werden. 

Zusammenfassend war eine deutliche Infiltration mit CD68-positiven Alveolarmakrophagen 

in den entzündeten Bereichen der Lunge der Acinetobacter-infizierten Tiere erkennbar, die im 

zeitlichen Verlauf von 24 zu 48 h noch weiter anstieg.  
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5.2.2 Arg1 

In den entzündlich veränderten Bereichen der Lunge konnten bei den Acinetobacter-infizierten 

Mäusen hochgradige Infiltrationen Arg1-positiver Zellen detektiert werden. Derartig starke Ver-

änderungen waren bei keinem anderen AK sichtbar. In den affected Areas zeigte sich des 

Weiteren auch ein hochsignifikanter Unterschied zu den PBS-Kontrollgruppen, die etwa 75 

bzw. 85% weniger Arg1-positive Zellen aufwiesen. Zusätzlich fand sich beim Vergleich der 

beiden Acinetobacter-Gruppen auch ein hochsignifikanter, 1,7-facher Anstieg der für Arg1-

positiven Zellen von 24 zu 48 h hin. Bei den PBS-Kontrollgruppen war eine derartige zeitliche 

Veränderung nicht erkennbar. Die Analysen der unaffected Areas ergaben verglichen mit den 

affected Areas 50 bis 80% weniger positive Zellsignale pro mm². Dabei zeigte sich lediglich 

zwischen der 48h-AcB- und der 48h-PBS-Gruppe in den unaffected Areas ein Unterschied. 

Der trainierte Genie-Algorithmus kann nur zwischen affected und unaffected Areas (sowie 

„glass“) unterscheiden. Diese Areas sind im Gewebe jedoch mehr oder weniger scharf vonei-

nander abgegrenzt, sodass beispielsweise auch Übergangsbereiche mit nur sehr geringgradi-

gen, entzündlichen Veränderungen vom Algorithmus als unaffected Area gewertet werden 

könnten. Dies könnte zu diesem geringfügigen Anstieg der Arg1-positiven Zellen in der 48h-

AcB-Gruppe geführt haben.  

Einen Einfluss einer Behandlung mit Phagen oder Puffer fand sich bei diesem Antikörper nicht.  

Arg1 wird bei Mäusen in der Lunge in geringerem Umfang auch von anderen Zellen (Endothel-

zellen, glatte Muskelzellen, Alveolar- und Bronchialepithel, mononukleäre / lymphoide Zellen 

der Lymphknoten) exprimiert, wobei z.B. die distalen Alveolarepithelien nur eine sehr geringe 

bis keine Arg1-Expression zeigen (Hochstedler et al., 2013). Die Lymphknoten, größere Ge-

fäße sowie Bronchien und Bronchioli wurden durch die Annotationen exkludiert und zudem 

wurden nur die stark positiven Zellen für die Auswertung herangezogen. Zusätzlich spricht die 

Morphologie der angefärbten Zellen dafür, dass es sich größtenteils um Makrophagen handelt. 

Eine eindeutige und sichere Zuordnung der Arg1-positiven Zellen könnte jedoch nur mittels 

einer Doppelfärbung mit einem Pan-Makrophagenmarker erfolgen, welche leider nicht erfolg-

reich etabliert werden konnte.  

Die Expression von Arg1 stellt sich als klassisches Merkmal für M2-polarisierte Makrophagen 

dar, sodass Arg1 als Marker häufige Verwendung findet (Orecchioni et al., 2019; Semba et al., 

2016; van den Bossche et al., 2016; Porta et al., 2015; Rőszer, 2015; Martinez & Gordon, 

2014; Biswas & Mantovani, 2010). In der Literatur finden sich bis dato keine Untersuchungen 

zur Expression von Arg1 im AcB-Modell. Genexpressionsanalysen haben gezeigt, dass so-

wohl gramnegative als auch grampositive, bakterielle Erreger eine recht einheitlich verlau-

fende Immunantwort des Körpers auslösen, die primär proinflammatorisch sowie bakterizid 

und somit vorrangig M1-dominiert ist und im späteren Verlauf zur Auflösung der Entzündung 
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durch die antiinflammatorischen M2-Makrophagen abgelöst wird (Benoit et al., 2008). Dies 

steht auch im Einklang mit den hier vorliegenden Daten, welche zu dem späteren Zeitpunkt 

deutlich mehr Arg1-positive Zellen gezeigt haben.  

In einem anderen akuten, Bakterien-induzierten Pneumoniemodell mit Pseudomonas aerugi-

nosa zeigte sich, dass die Arginaseproduktion von myeloische Zellen wesentlich zur Regulie-

rung der Entzündungsreaktion beiträgt und Lungenparenchymschäden reduziert. Eine Dele-

tion des Arginase-1-Gens myeloischer Zellen von C57BL/6 Mäusen führte dabei zu einer hö-

heren Morbidität, vermehrter Entzündungszellinfiltration und einer verlängerten Rekonvales-

zenz der Tiere, kontrovers dazu wurde bei BALB/c Mäusen ein schlechterer, klinischer Verlauf 

beobachtet (Haydar et al., 2021).  

Zusammenfassend war eine hochgradige Infiltration mit Arg1-positiven Zellen in den entzün-

deten Bereichen der Lunge der AcB-infizierten Tiere erkennbar, die im zeitlichen Verlauf von 

24 zu 48 h noch weiter anstieg und somit die Arbeitshypothese eines Zeit-assoziierten Phäno-

typenwechsels stützt. Bei den positiven Zellen handelt es sich aufgrund der Morphologie wahr-

scheinlich zu großen Teilen um AM, für eine zweifelsfreie Diskriminierung bedarf es jedoch 

einer Doppelfärbung mit einem Pan-Makrophagenmarker. Zudem stellt die alleinige Verwen-

dung von Arg1 kein sicheres Differenzierungskriterium für M2-polarisierte Makrophagen dar. 

Dennoch zeigen die vorliegenden Ergebnisse erstmals im AcB-Modell eine erhöhte Arginase-

Aktivität der Zellen, die im zeitlichen Verlauf von 24 zu 48 h noch weiter ansteigt. Diverse 

Studienergebnisse in der Literatur deuten sowohl auf eine immunregulierende und heilungs-

fördernde als auch auf eine profibrotische Wirkungsweise einer gesteigerten Arginase-Expres-

sion hin, sodass ihre konkrete Rolle bei bakteriellen Pneumonien und insbesondere im AcB-

Modell noch geklärt werden muss. 

5.2.3  iNOS 

Zwischen den AcB infizierten Tieren und den PBS-Kontrollgruppen zeigte sich in den affected 

Areas ein hochsignifikanter Unterschied der Anzahl iNOS-positiver Zellen. Dabei waren bei 

den infizierten Tieren mit 161,9 (24 h) und 191,2 (48 h) (+Z)/mm² knapp 30- bzw. 70-mal mehr 

iNOS-positive Zellen nachweisbar als in der entsprechenden Kontrollgruppe. In den PBS-

Gruppen konnten demnach nur sehr wenig positive Zellen detektiert werden (5,7 (24 h) bzw. 

2,8 (48 h) (+Z)/mm²). Ebenso zeigten sich in den unaffected Areas nur sehr vereinzelte iNOS-

positive Zellsignale. Im Verlauf konnte zwischen den untersuchten Zeitpunkten von 24 und 48 

h jedoch in keiner Gruppe ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Wie auch be-

reits bei den Untersuchungen zu Arg1 ist eine zweifelsfreie Identifizierung der iNOS-positiven 

Zellen als Makrophagen mit der alleinigen Verwendung des iNOS-Antikörpers nicht möglich. 
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Jedoch spricht auch hier das morphologische Erscheinungsbild der positiven Zellen für einen 

zumindest großen Anteil an Makrophagen unter den iNOS-positiven Zellen. Des Weiteren 

zeigten sich auch bei diesem Marker keine Unterschiede zwischen einer Phagen- oder Puffer-

Behandlung.  

Acinetobacter gehört zu den gramnegativen Bakterien, deren äußere Membran zu großen Tei-

len aus LPS besteht, welches bei einer Infektion auch in großen Mengen freigesetzt wird (Lee 

et al., 2020). Paul-Clark et al. konnten zeigen, dass gramnegative E. coli über den TLR4, wel-

cher der PRR für LPS ist, zur Expression von iNOS und einer TNF-α Produktion bei Makro-

phagen führen und sich damit von den TLR2-dominierten Immunreaktionen bei grampositiven 

Bakterien unterscheiden (Paul-Clark et al., 2006). So konnte ebenfalls für A. baumannii eine 

für die Immunabwehr essentielle TLR4-abhängige Aktivierung der Makrophagen belegt wer-

den, die zu einer erhöhten Produktion von TNF-α, IL-6 und IL-12 sowie einer mRNA Expres-

sion von iNOS führt und somit einen M1-ähnlichen Phänotyp widerspiegelt (Kim et al., 2013). 

Qiu et al. konnten zudem in ihrer Mausstudie 24 h nach intranasaler Applikation der A. 

baumannii eine Rekrutierung und Aktivierung (Expression von CD80, CD86, MHCII) der AM 

nachweisen und in weiteren in vitro Studien eine erhöhte NO-Produktion zum Zeitpunkt von 

24 und 48 h post infectionem in A. baumannii-infizierten Makrophagen belegen, wenn auch A. 

baumannii nur eingeschränkt empfindlich gegen den bakteriziden Effekt von NO zu sein 

scheint (Qiu et al., 2012). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den hier vorliegenden 

Ergebnissen einer AcB-assoziierten, erhöhten iNOS-Expression zum Zeitpunkt von 24 und 48 

h.  

Des Weiteren ist in der Literatur nach einer Stimulation mit LPS in Makrophagen eine Koex-

pression von Arg1 und iNOS beschrieben (Murray et al., 2014; Mori et al., 1998). Zwar wurde 

in der hier vorliegenden Studie keine direkte Koexpression in ein und denselben Zellen darge-

stellt (dies bedarf ebenfalls einer Doppelfärbung), jedoch konnten sowohl für Arg1 als auch für 

iNOS im Vergleich zu den PBS-Kontrollgruppen signifikant mehr positive Zellsignale detektiert 

werden, sodass eine Koexpression der beiden Marker in einigen Zellen ebenfalls möglich er-

scheint und vermutet werden könnte.  

In einer Studie von Mould et al. konnten mittels single cell RNA sequencing in einem LPS-

induzierten, akuten Lungenentzündungsmodell 5 verschiedene Transkriptionsmuster der AM 

identifiziert werden, welche vorrangig durch die Herkunft der AM geprägt waren. Dabei zeigten 

sich 3 Tage nach der LPS Instillation (zum Peak der Entzündung) insbesondere rekrutierte AM 

und diese wiesen eine erhöhte Expression M1-assoziierter Gene auf. Residente AM hingegen 

zeigten sowohl unter homöostatischen Bedingungen (Tag 0) als auch bei starker Entzündung 

(Tag 3) eher eine erhöhte Expression M2-assoziierter Gene. Wie bereits zuvor beschrieben, 

konnte auch hier ebenfalls eine LPS-induzierte Koexpression von Arg1 und iNOS in den Mak-

rophagen detektiert werden. Eine Expression dieser beiden Marker war zu allen Zeitpunkten 
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(Tag 0, Tag 3 und Tag 6) nachweisbar, aber am stärksten an Tag 3. Zudem konnte keine 

Korrelation zwischen iNOS und M1- bzw. Arg1 und M2-assoziierten Genen nachgewiesen 

werden (Mould et al., 2019). Auch diese Ergebnisse passen zu den hier beobachteten AcB-

assoziierten, hohen iNOS- bzw. Arg1-positiven Zellzahlen. Zudem könnte anhand der Studie 

von Mould et al. vermutet werden, dass eine Analyse zum Zeitpunkt 32 h post inf. weiterhin 

hohe Werte für beide Marker liefert und es sich bei den positiven Zellen vermutlich größtenteils 

um rekrutierte und nicht um residente AM handelt.  

Eine Infektion mit gramnegativen Bakterien ist jedoch weitaus komplexer, als eine rein isolierte 

Stimulation mit LPS, sodass neben dem TLR4 auch andere PRR (wie z.B. Dectin-1) an der 

Erkennung und Phagozytose bakterieller Strukturen beteiligt sind und ebenfalls einen Einfluss 

auf den Aktivierungsstatus der Makrophagen nehmen können (Rőszer, 2015; Taylor et al., 

2005).  

Zusammenfassend konnte sowohl zum Zeitpunkt von 24 als auch 48 h post infectionem ein 

AcB-assoziierter, deutlich erhöhter Gehalt iNOS-positiver Zellen in den entzündeten Lun-

genarealen detektiert werden, deren Morphologie größtenteils für Makrophagen spricht und 

eine Infiltration dieser vermutet werden kann. Dies konnte jedoch aufgrund der fehlenden Dop-

pelfärbung nicht zweifelsfrei bestätigt werden. Im zeitlichen Vergleich der iNOS-positiven Zel-

len zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 24 und 48 h. Somit kann die Ar-

beitshypothese, dass zu einem früheren Zeitpunkt (24 h) mehr iNOS-positive Zellen vorhanden 

sind, als zu einem späteren Zeitpunkt (48 h), für den M1-assoziierten Marker iNOS im AcB-

Modell nicht belegt werden. Die Auswahl der Zeitpunkte konnte leider nicht beeinflusst werden, 

da ausschließlich Archivmaterial für diese Arbeit zur Verfügung stand. Hier wären zusätzliche 

Zeitpunkte äußerst wünschenswert gewesen. Beispielweise zur Darstellung initialer Vorgänge 

nach 12 h, 3 Tage als mutmaßlicher Peak sowie 4 und 6 Tage zur Darstellung der regenerati-

ven Phase.  

A. baumannii ist als gramnegatives Bakterium reich an LPS, welches Makrophagen zur Koex-

pression von Arg1 und iNOS anregt. Dies kann demnach die hier gleichzeitig beobachtete, 

hohe Expression von Arg1 und iNOS erklären, sodass insbesondere diese beiden Marker zur 

Diskriminierung von M1- bzw. M2-ähnlichen Makrophagensubtypen in Infektionsmodellen mit 

gramnegativen Bakterien als ungeeignet erscheinen.  

 

5.2.4 CD163 

Die für CD163-positiven Zellen unterschieden sich in ihrem Verteilungsmuster deutlich von 

den anderen verwendeten Markern und konnten bei allen Gruppen betont peribronchial und 
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perivaskulär nachgewiesen werden. Im entzündlich verdichteten Lungenparenchym waren bei 

allen Gruppen, bis auf bei einigen Tieren der Puffer-behandelten AcB-Gruppen keine CD163-

positiven Zellen erkennbar. So zeigten die PBS-Gruppen bei der digitalen Zählung der affected 

Areas zwar 1,8- bzw. 1,6-mal mehr positive Zellen/mm², jedoch ist dieser Unterschied bei der 

Analyse der gesamten Lungenparenchymfläche nicht mehr nachvollziehbar. Dies kann durch 

das beobachtete Gefäß- und Bronchien-assoziierte Verteilungsmuster und dem Fakt, dass die 

infizierten Tiere eine absolut größere entzündliche Fläche haben (ca. 40 bis 50 % der Lungen-

schnittfläche im Vergleich zu ca. 30 % bei den PBS-Gruppen), die für die Berechnung der 

positiven Zellen/mm² verwendet wird, erklärt werden. Demnach wird zur Interpretation der 

CD163-Färbungen die Analyse der gesamten Parenchymfläche (exklusive „glass“) herange-

zogen. Bei dieser waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen und Zeitpunkten erkenn-

bar. Des Weiteren ergab sich bei dem beschriebenen Verteilungsmuster die Frage, ob die 

positiven Zellen eher zentral entlang größerer Bronchien / Gefäße oder eher peripher entlang 

kleinerer Bronchioli / Gefäße gelegen waren, sodass diese Bereiche durch eine zusätzliche 

Annotation untersucht wurden. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen den Bronchien 

oder Bronchioli, den Zeitpunkten sowie auch zwischen den beiden Behandlungsgruppen-

Gruppen (Phage vs. Puffer) ermittelt werden. 

Bei 5 Tieren aus der 48h-AcB-Puffer-Gruppe und 1 Tier aus der 24h-AcB-Puffer-Gruppe wa-

ren, im Gegensatz zu allen anderen Tieren, vereinzelt positive Zellsignale im verdichteten Lun-

genparenchym erkennbar, die jedoch zu gering waren, als dass sie bei der digitalen Auswer-

tung ins Gewicht gefallen wären. Zeit-assoziierte Veränderungen konnten demnach mit Hilfe 

der digitalen Zählung nicht nachgewiesen werden, jedoch könnten die Beobachtungen bei den 

Puffer-behandelten Gruppen hinweisend für einen dezenten Anstieg der CD163-positiven Zel-

len zum Zeitpunkt 48h post inf. in den entzündeten Bereichen sein, sodass die Arbeitshypo-

these für CD163 in diesem Modell auch nicht widerlegt werden kann. Zudem zeigte sich somit 

scheinbar auch ein Einfluss der Phagentherapie auf die CD163-Expression. 

Bis dato sind keine anderen Studien zur Expression von CD163 im Zusammenhang mit AcB-

Infektionen bekannt. Fabriek et al. konnten jedoch zeigen, dass CD163 sowohl grampositive 

(S. aureus und Strep. mutans) als auch -negative Bakterien (E. coli) bindet und somit eine 

Rolle bei der Erkennung von Pathogenen spielt sowie auch einen Einfluss auf die Zytokinpro-

duktion hat (Fabriek et al., 2009). Im Gegensatz zu antiinflammatorischen Signalen, führen 

proinflammatorische Mediatoren wie TNF-α, IFN-γ sowie auch eine Stimulation mit LPS zu 

einer reduzierten Expression von CD163 in den AM (Abdullah et al., 2012). Bei einer Infektion 

mit gramnegativen Bakterien, wie in diesem Fall Acinetobacter, wäre demnach sogar in den 

PBS-Kontrollgruppen im Vergleich zu den AcB-Gruppen eine höhere Zelldichte CD163-positi-

ver Zellen denkbar gewesen. Diese konnte bei der Analyse der gesamten Parenchymflächen 

jedoch nicht nachvollzogen werden. 
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In der Literatur wurde eine hohe Expression von CD163 insbesondere bei chronischen Erkran-

kungen (wie z.B. Sarkoidose oder COPD) sowie in der Heilungsphase von akuten Entzündun-

gen oder von Wunden nachgewiesen. Zudem ist eine erhöhte Expression des Rezeptors durch 

antiinflammatorische Signale wie Dexamethason und IL-6 beschrieben, sodass CD163 als 

Marker für M2-Makrophagen gilt (Abdullah et al., 2012). Sehr interessant wäre demnach auch 

die Analyse von Gewebeproben der Heilungsphase des AcB-Modells, z.B. 4 und 6 Tage post 

infectionem, in der ein Anstieg CD163-positiver Zellen möglich erscheint.  

Wie auch in dieser Arbeit konnten Yamazato et al. in ihrer Lungenstudie bei Ratten ebenfalls 

eine hauptsächlich perivaskuläre Verteilung der CD163-positiven Zellen sowohl geringgradig 

in den Kontrollgruppen und vermehrt auch in den Behandlungsgruppen ihres Monocrotalin-

induzierten Modells der pulmonalen Hypertension nachweisen. Dabei reduzierte eine intrat-

racheale Applikation autologer Knochenmarkszellen die Gefäßumbauvorgänge und Entzün-

dungsreaktionen der Lunge und war assoziiert mit vermehrt nachweisbaren, per ivaskulären 

CD163-positiven Zellen und einem erhöhten IL-10-Gehalt. Dies spricht ebenfalls für die vas-

kuloprotektive und immunregulatorische Funktion der CD163-positiven Zellen, welche der Ak-

tivität M2-ähnlicher Makrophagen entspricht (Yamazato et al., 2018). Eine ähnlich protektive 

Wirkung der perivaskulären CD163-positiven Zellen kann demnach auch im AcB-Modell ver-

mutet werden. Darüber hinaus beschrieben Gibbings et al. erstmals 3 definierte Subtypen in-

terstitieller Makrophagen, die unter homöostatischen Bedingungen in der Mauslunge existie-

ren. Diese waren u.a. durch eine hohe Expression von CD163 und weiterer Monozyten -asso-

ziierter Gene gekennzeichnet, welche auf ihren monozytären Ursprung hindeuten. Alle IMs 

waren ausschließlich im bronchialen Interstitium und in bronchovaskulären Bündeln lokalisiert. 

AM, die im steady state vorrangig nicht monozytären Ursprungs sind, exprimierten im Gegen-

satz dazu kein CD163 (Gibbings et al., 2017). Dieses Verteilungsmuster der IMs stimmt mit 

dem hier vorgefundenen überein und lässt vermuten, dass es sich bei den hier detektierten 

CD163-positiven Zellen ebenfalls um IMs handelt und evtl. um (phänotypisch sehr ähnliche) 

rekrutierte Monozyten. 

Zusammenfassend konnte kein Anstieg der Anzahl CD163-positiver Zellen von 24 zu 48 h 

mittels digitaler Zählung im AcB-Modell nachgewiesen werden. Es ergaben sich jedoch Hin-

weise in der pufferbehandelten AcB-Gruppe, die für eine Zeit-assoziierte Zunahme CD163-

positiver Zellen in den entzündeten Bereichen sprechen und demnach weitere Untersuchun-

gen, z.B. mit anderen Zeitpunkten post infectionem zur fundierten Evaluierung der Arbeitshy-

pothese im AcB-Modell nötig erscheinen lassen. Zudem fanden sich Anzeichen für eine Pha-

gentherapie-assoziierte, reduzierte CD163-Expression in den entzündeten Arealen. Aufgrund 

des betont perivaskulären und peribronchialen Verteilungsmusters der CD163-positiven Zellen 

kann vermutet werden, dass es sich hierbei um IMs und evtl. auch rekrutierte Monozyten han-

delt. Die genaue Rolle dieser Zellen im Rahmen der AcB-Infektion bleibt unklar und geht auch 
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über die Reichweite dieser Arbeit hinaus, jedoch erscheint eine antiinflammatorische und im-

munregulatorische Wirkung der CD163-positiven Zellen im AcB-Modell denkbar.  

 

5.3 Marker im Staphylokokken-Modell 

Im Staph-Modell zeigten sich verglichen mit dem AcB-Modell in den Lungen zumeist deutlich 

schwächer ausgeprägte Pneumonien. Für die 4 untersuchten Antikörper konnten in diesem 

Modell keine signifikanten Unterschiede zwischen den Infektions- und den PBS-Kontrollgrup-

pen bzw. zwischen den untersuchten Zeitpunkten ermittelt werden. Jedoch erschweren in die-

sem Modell insbesondere die kleinen Gruppengrößen eine zuverlässige Interpretation der Da-

ten. Dennoch lassen sich anhand geringfügiger Unterschiede gewisse Tendenzen erkennen 

und geringe Unterschiede vermuten. 

5.3.1 CD68 

Für den Pan-Makrophagenmarker CD68 konnte zwischen den Staph-Gruppen lediglich ein 

sehr geringer, nicht signifikanter Anstieg der CD68-positiven Zellen/mm² von 24 zu 48 h hin 

sowohl für die affected Area als auch für die gesamte Lungenparenchymfläche detektiert wer-

den. Die Zunahme der als affected Area erkannten Bereiche der Lunge von 24 zu 48 h in den 

Infektionsgruppen (ns, da ein Tier bereits zum Zeitpunkt von 24 h großflächigere Entzündun-

gen zeigte) belegt eine Expansion und somit Verschlimmerung der Lungenentzündung im zeit-

lichen Verlauf, bei der eine konstant erhöhte Makrophagendichte nachweisbar war. Des Wei-

teren zeigte die 48h-Staph-Gruppe im Vergleich zur 48h-PBS-Gruppe etwa doppelt so viele 

CD68-positive Zellen/mm² (0,2 – 1,5, ns) in der affected Area, wobei dies durch die große 

Streuung der Werte ebenfalls statistisch nicht signifikant war. Die zur Kontrolle durchgeführte 

PBS-Applikation führte somit, wie auch im AcB-Modell, ebenfalls zu einer Immunreaktion, die 

jedoch im Vergleich mit den infizierten Tieren schwächer ausgeprägt war. Für PBS-Kontroll-

tiere ist eine hilusnahe Infiltration mit Makrophagen beschrieben. In anderen Studien konnte 

in den PBS-Kontroll-Lungen insbesondere eine Infiltration mit T-Zellen, neben einigen Makro-

phagen und B-Zellen nachgewiesen werden (Dietert et al., 2014, 2018).  

Makrophagen spielen bei Infektionen mit S. aureus insbesondere bei der Initiation und Koor-

dination der Immunabwehr eine elementare Rolle (Pidwill et al., 2021). Sie selbst besitzen eine 

Vielzahl an Rezeptoren um Bestandteile grampositiver Bakterien, wie z.B. Peptidoglykane und 

Lipoteichonsäuren zu erkennen und senken nachweislich bereits 5 h post inf. die Bakterienlast 

in der Lunge (Yajjala et al., 2016; Plüddemann et al., 2006). In der Literatur ist zusätzlich eine 
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Rekrutierung und Aktivierung weiterer Makrophagen durch die Freisetzung verschiedener pro-

inflammatorischer Zytokine wie GM-CSF, M-CSF, monocyte chemotactic protein 1, macro-

phage inflammatory protein 3α, IL-6, IL-1β und IL-8 für murine Infektions-Modelle mit S. aureus 

beschrieben (Pidwill et al., 2021). 

Der Verlauf der S. aureus-induzierten Pneumonie im murinen Modell wird dabei maßgeblich 

durch die verwendete Infektionsdosis und der Virulenz des verwendeten Stammes bestimmt 

(Yajjala et al., 2016; Wardenburg et al., 2007). Bei der hier intranasal applizierten Dosis von 5 

x 107 CFU des Stammes Newman handelt es sich um eine sublethale Dosis. Wardenburg et 

al. schilderten bei ihren Versuchen für 8 x 107 CFU respiratorische Symptome bei allen Tieren, 

welche aber bereits 48 h p. inf. wieder abgeklungen waren. Eine histologische Auswertung 

fand leider nur für eine Gruppe mit einer Infektionsdosis von 3 bis 4 x 108 CFU statt, in der 

bereits 6 h nach der Applikation eine geringfügige Infiltration mit Immunzellen nachweisbar 

war. Sowohl 24 als auch 48 h post inf. zeigte sich eine starke Infiltration mit Immunzellen. 

Zudem konnten alveoläre Destruktionen, sowie auch eine Proliferation der Erreger in Form 

von großen Bakterienherden 24 h post inf. nachgewiesen werden. Nach 48 h waren diese 

Bakterienherde nicht mehr nachweisbar und es zeigten sich wieder vermehrt belüftete Berei-

che (Wardenburg et al., 2007). Derartige Bakterienwolken waren bei der hier verwendeten 

Infektionsdosis nicht erkennbar, zudem zeigte sich 48 h post inf. eine Ausdehnung der Pneu-

monie und noch keine Hinweise für eine Genesung. Interessant wäre demnach auch in diesem 

Modell die Untersuchung zusätzlicher Zeitpunkte, sowohl in der Initialphase, z.B. 6 h post inf. 

als auch zu späteren Zeitpunkten (z.B. 4 und 6 Tage post inf.) zur umfassenderen Darstellung 

des Verlaufes der Immunreaktion und Rekrutierung CD68-positiver Zellen.  

Zusammenfassend konnte eine erhöhte Anzahl CD68-positiver Zellen in den entzündlich ver-

änderten Arealen der S. aureus infizierten Tiere detektiert werden. Von 24 zu 48 h post inf. 

konnte in den Infektionsgruppen im entzündeten Lungenparenchym eine konstant erhöhte 

Makrophagendichte ermittelt werden, wobei der Anteil der affected Area der Lunge in der Zeit 

zunahm und für eine Expansion der Pneumonie spricht. 

 

5.3.2 Arg1 

Im Staph-Modell konnte ähnlich zu dem AcB-Modell, wenn auch etwas schwächer, ebenfalls 

eine vermehrte Ansammlung Arg1-positiver Zellen in den entzündlich verdichteten Bereichen 

der Lunge nur in den Infektionsgruppen, nicht aber bei den PBS-Kontrollgruppen nachgewie-

sen werden. Damit übereinstimmend war auch die Anzahl der digital detektierten Arg1-positi-

ven Zellen pro mm² Lungenparenchymfläche in den Staph-Gruppen größer, als in den PBS-
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Gruppen, wobei aber, mutmaßlich aufgrund der geringen Gruppengrößen, kein statistisch sig-

nifikanter Unterschied belegt werden konnte. Die Analyse der gesamten Parenchymfläche (ex-

klusive „glass“) zeigte zwischen den Staph-Gruppen einen geringfügigen, 1,3-fachen Anstieg 

der Arg1-positiven Zellen von 24 zu 48 h hin, welcher jedoch nicht signifikant war, die PBS-

Werte blieben hingegen mit 53,9 (24 h) bzw. 56,5 (48 h) Arg1-positiven Zellen/mm² auf einem 

sehr konstanten Niveau. 

Humane AM zeigen in der Initialphase einer Infektion mit S. aureus einen proinflammatori-

schen, M1-ähnlichen Aktivierungszustand, der 12 h post inf. durch eine erhöhte Sekretion von 

TNF-α, IL-6 und IL-8 gekennzeichnet ist und somit eine robuste proinflammatorische Immun-

antwort auslöst. Bereits 24 h post inf. wiederum zeigen die AM eine Verringerung ihrer proin-

flammatorischen Zytokinproduktion und entwickeln im weiteren Verlauf der Infektion häufiger 

einen M2-ähnlichen Phänotyp, der durch S. aureus gefördert wird. Dieser ist gekennzeichnet 

durch eine geringere mikrobizide Aktivität und begünstigt somit das intrazelluläre Überleben 

der Bakterien (Brann et al., 2019). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass Mak-

rophagen nach Stimulation mit Hitze-abgetöteten S. aureus einen M2b-ähnlichen immunregu-

latorischen Phänotyp entwickeln, der u.a. durch eine TLR2-abhängige, gesteigerte Expression 

von IL-10, Arg1 aber auch iNOS und TNF-α gekennzeichnet war und mutmaßlich durch die 

Peptidoglykane der Bakterienwand getriggert wurde (Frodermann et al., 2016). Dies steht im 

Einklang mit dem vorliegenden Nachweis vermehrter Arg1-positiver Zellen in den entzündeten 

Bereichen der Staph-infizierten Tiere. Wiederum wären auch hier zusätzliche Untersuchungs-

zeitpunkte höchst interessant. Zu erwarten wäre demnach eine deutlich geringere Anzahl 

Arg1-positiver Zellen zum Zeitpunkt 12 h im Vergleich zum Zeitpunkt von 24 h post inf..  

Pang et al. konnten in ihrer Maus-Studie nach intravenöser Infektion mit S. aureus eine gestei-

gerte Expression von Arg1 und in geringerem Maße der NOS Isoenzyme in der Leber, den 

Nieren und im Blut nachweisen und ermittelten zudem dass eine Metaboliten-Applikation (L-

Prolin, L-Isoleucin, L-Leucin, and L-Valin) zur Inhibition der Arginase-Aktivität führte, was auf-

grund einer erhöhten phagozytotischen Erregerelimination zugleich mit einem protektiven Ef-

fekt einherging (Pang et al., 2020).  

Zusammenfassend konnte eine S. aureus-assoziierte, vermehrte Expression von Arg1 ins-

besondere in den entzündlich verdichteten Lungenarealen nachgewiesen werden. Signifikante 

Unterschiede zwischen den beiden Zeitpunkten ergaben sich jedoch nicht.  Somit kann die 

Arbeitshypothese, dass zum Zeitpunkt 48 h post inf. mehr Arg1-positive Zellen nachweisbar 

sind, als zum Zeitpunkt von 24 h post inf. für Arg1 im Staph-Modell nicht bestätigt werden. Wie 

auch bereits bei dem AcB-Modell diskutiert, ist eine zweifelsfreie Identifikation der Arg1-posi-

tiven Zellen als Makrophagen hierbei ebenfalls nicht möglich. Die genaue Rolle von Arg1 bei 

Infektionen mit S. aureus ist noch nicht abschließend geklärt, jedoch kann vermutet werden, 
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dass eine erhöhte Aktivität der Arg1 zur vermehrten Proliferation der Erreger sowie zur Immu-

nevasion führen kann und somit mit einem ungünstigeren Infektionsverlauf assoziiert ist und 

demnach eine gezielte Inhibition dieser Enzymaktivität als Therapieansatz denkbar erscheint.  

 

5.3.3 iNOS 

Im Gegensatz zu dem AcB-Modell konnten im Staph-Modell in allen Gruppen nur sehr verein-

zelt iNOS-positive sowie schwach positive Zellen nachgewiesen werden. Lediglich bei einem 

Tier aus der 24h-Staph-Gruppe waren fokal in einem hochgradig entzündlich veränderten Lun-

genbereich deutlich vermehrt positive Zellsignale erkennbar. Auch zwischen den entzündlich 

veränderten und unveränderten Bereichen waren keine signifikanten Unterschiede ersichtlich. 

Wie auch im AcB-Modell zuvor kann auch hier keine zweifelsfreie Identifikation der iNOS-po-

sitiven Zellen als Makrophagen erfolgen, wenngleich die Morphologie bei der Mehrheit der 

Zellen hinweisend dafür ist. 

S. aureus zählt anders als Acinetobacter zu den grampositiven Bakterien, deren Zellwände 

nicht aus LPS sondern zu großen Anteilen aus Peptidoglykanen und Lipoteichonsäuren be-

stehen. Diese werden vom Immunsystem insbesondere durch den TLR2 erkannt (Paul-Clark 

et al., 2006; Plüddemann et al., 2006). Paul Clark et al. wiesen in ihren in vitro Studien an 

murinen Knochenmarks-abgeleiteten Makrophagen unterschiedliche Effekte durch gramposi-

tive und gramnegative Bakterien bzw. LPS-Stimulation nach. Dabei zeigte sich nach 24 h bei 

den mit S. aureus behandelten Makrophagen über die Aktivierung des TLR2 eine erhöhte Pro-

duktion von TNF-α und erst nach 48 h eine TNF-α-abhängige Produktion von iNOS. Im Ge-

gensatz dazu führte eine Stimulation mit E. coli oder LPS über den TLR4 bereits nach 24 h zu 

einem erhöhten Gehalt von iNOS (TNF-α unabhängig) und TNF-α (Paul-Clark et al., 2006). 

Eine Stimulation mit TNF-α führt neben IFN-γ und LPS bei Makrophagen wiederum zu einem 

proinflammatorischen M1-ähnlichen Aktivierungszustand, welcher durch eine vermehrte Pro-

duktion von iNOS gekennzeichnet ist (Rőszer, 2015). Demnach wäre auch konträr zu der Ar-

beitshypothese eine TNF-α getriggerte Zunahme der iNOS-positiven Zellsignale von 24 zu 48 

h denkbar gewesen, welche hier aber ebenfalls nicht nachweisbar war. Xu et al. wiederum 

wiesen in ihren in vitro Versuchen einen Anstieg der iNOS und TNF-α Genexpression bereits 

12 h nach einer Exposition mit S. aureus nach (Xu et al., 2013). In einer anderen Studie bei 

der die Makrophagen 24 h lang mit Hitze-abgetöteten S. aureus stimuliert wurden, konnte ne-

ben einem erhöhten Gehalt an iNOS und TNF-α auch eine ebenfalls TLR2-abhängige, ver-

mehrte Produktion von IL-10, Arg1 und anderen antiinflammatorischen Markern (wie z.B.  

CCL22) nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe ordnete die so aktivierten Makrophagen als 
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M2b-ähnliche immunregulatorische Subtypen ein (Frodermann et al., 2016). Dieses Beispiel 

verdeutlicht auch die im Microenvironment vorherrschenden, komplexen Wechselwirkungen 

zwischen den aktivierenden Stimuli und den sekundär freigesetzten Zyto- und Chemokinen, 

die sich gegenseitig beeinflussen und somit zu einem dynamischen Geschehen führen, wel-

ches sich nicht durch einzelne Marker wie iNOS oder Arg1 in eine definierte Schublade ste-

cken lässt.  

S. aureus führt demnach bei Makrophagen, wenn auch im Vergleich zu gramnegativen Bak-

terien etwas verzögert, zu einer erhöhten iNOS-Produktion. Dies konnte durch die vorliegende 

immunhistochemische Studie nicht nachgewiesen werden, wobei jedoch insbesondere Zellen 

mit einer schwachen Expression aufgrund der mangelnden Sensitivität der verwendeten Me-

thodik nicht berücksichtigt werden konnten. Lediglich bei einem Tier aus der 24h-Staph-

Gruppe konnten vermehrt stark iNOS-positive Zellen fokal in einem entzündeten Areal nach-

gewiesen werden, der Grund dafür bleibt jedoch unklar. Zudem verdeutlicht diese Einzeltier-

beobachtung nochmals die durch die geringen Gruppengrößen eingeschränkte Aussagefähig-

keit der Ergebnisse.  

Darüber hinaus sind für S. aureus eine Reihe an Virulenzfaktoren beschrieben, die zu einer 

gewissen Resistenz gegenüber dem mikrobiziden Effekt von NO und assoziierter reaktiver 

Stickstoffspezies führen, sodass die iNOS-Expression von phagozytierenden Immunzellen als 

Abwehrmechanismus bei Infektionen mit S. aureus eher eine untergeordnete Rolle spielt 

(Pidwill et al., 2021; Grayczyk & Alonzo, 2019). 

Zusammenfassend zeigten sich in dem S. aureus-induzierten Pneumoniemodell sowohl in 

den Kontrollgruppen als auch in den Infektionsgruppen nur sehr vereinzelt iNOS-positive Zel-

len. Eine S. aureus-assoziierte, deutlich vermehrte iNOS-Expression war demnach nicht nach-

weisbar und auch zwischen den beiden Zeitpunkten von 24 und 48 h konnten keine signifikan-

ten Unterschiede nachgewiesen werden. Die Arbeitshypothese, dass zum Zeitpunkt von 24 h 

post inf. mehr iNOS-positive Zellen als zum Zeitpunkt 48 h nachweisbar sind, konnte somit in 

diesem Modell nicht bestätigt werden.  

5.3.4 CD163 

In dem Staph-Modell konnten für den Marker CD163 keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Gruppen ermittelt werden. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich bei der Analyse der 

gesamten Lungenparenchymfläche lediglich eine sehr geringfügige, nicht signifikante Zu-

nahme der CD163-positiven Zellen von 24 zu 48 h hin, sowohl bei den Staph-Gruppen als 

auch bei den Kontrollgruppen. Wie auch in dem AcB-Modell waren die CD163-positiven Zellen 

ausschließlich perivaskulär bzw. -bronchial lokalisiert, mit Ausnahme eines Tieres aus der 24 



 

87 
 

h-Staph-Gruppe, welches auch Infiltrationen in einem entzündlich veränderten Lungenbereich 

zeigte. Auch in diesem Modell wurden aufgrund des spezifischen Verteilungsmusters zusätz-

lich die Bronchien bzw. Bronchioli mit den umliegenden Gefäßen annotiert und ausgewertet, 

wobei ebenfalls keine Unterschiede bei der Anzahl der CD163-positiven Zellen zwischen zent-

ralen und peripher gelegenen Bereichen oder aber der Infektions- und Kontrollgruppe erkenn-

bar waren. 

Fabriek et al. belegten in ihrer Studie die Rolle von CD163 als Makrophagen-Rezeptor für S. 

aureus und andere Bakterien, dem somit eine Sensorfunktion zukommt und der so zu einer 

gesteigerten Zytokinproduktion (TNF-α) und damit zur Aktivierung lokaler Entzündungspro-

zesse führt (Fabriek et al., 2009). Beim Menschen existiert auch eine lösliche (soluble) Form 

von CD163 (sCD163), welches beispielsweise im Rahmen einer Sepsis von aktivierten Mak-

rophagen in großen Mengen durch proteolytische Spaltung ins Blutplasma freigesetzt wird und 

auch prognostischen Wert besitzt. Kneidl et al. konnten zeigen, dass sCD163 an bestimmte 

Fibronectine von S. aureus bindet, was zu einer zusätzlichen Opsonisierung des Erregers 

führt, sodass es zu einer verstärkten Phagozytose und Abtötung der Bakterien kommt und 

CD163 somit eine wichtige Rolle bei der Abwehr spielt (Kneidl et al., 2012). Mäuse sind jedoch, 

wie auch alle anderen nicht-Primaten, nicht in der Lage das Protein abzuspalten (Etzerodt et 

al., 2014). CD163-/--Mäuse zeigen sich dennoch hoch empfänglich für Infektionen mit S. au-

reus, zugleich treten bei diesen Tieren aber auch deutlich stärkere Entzündungsanzeichen bei 

allergischen Kontaktdermatitiden auf. CD163 spielt folglich sowohl bei der Pathogenabwehr 

als auch der Immunregulation eine wichtige Rolle (Fischer-Riepe et al., 2020). Die genaue 

Beteiligung von CD163 im S. aureus-Modell muss aber erst noch geklärt werden.  

Wie bereits bei dem AcB-Modell ausführlicher dargelegt, fanden Yamazato et al. in ihrer Rat-

tenstudie eine ähnliche perivaskuläre Verteilung der CD163-positiven Zellen (Yamazato et al., 

2018). Ebenso kann anhand der Beobachtungen von Gibbings et al. wieder eine Klassifizie-

rung der detektierten CD163-positiven Zellen als IMs und evtl. rekrutierte Monozyten vermutet 

werden (Gibbings et al., 2017).  

Zusammenfassend konnten für CD163 im S. aureus-induzierten Pneumoniemodell keine sig-

nifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen oder den untersuchten Zeitpunkten ermitt elt 

werden. Auch eine nähere Untersuchung der perivaskulären und -bronchialen Areale zeigte 

keine Unterschiede zwischen peripher und zentral gelegenen Bereichen, den Gruppen oder 

Untersuchungszeitpunkten. Auffällig war, wie auch bereits im AcB-Modell beobachtet, das 

spezifische perivaskuläre und peribronchiale Verteilungsmuster der CD163-positiven Zellen, 

welches vermuten lässt, dass es sich bei den detektierten Zellen um IMs und evtl . auch rekru-

tierte Monozyten handelt.  

 



 

88 
 

5.4 Die 4 Antikörper im Vergleich 

Bei der vergleichenden Betrachtung der für die jeweiligen AK detektierten positiven Zellzahlen 

fällt insbesondere die hohe bis sehr hohe Anzahl Arg1-positiver Zellen in den Infektionsgrup-

pen auf, welche in beiden Modellen von 24 zu 48 h auch noch weiter anstieg, wobei dies im 

Staph-Modell jedoch statistisch nicht signifikant war. Ein erhöhter Gehalt iNOS-positiver Zellen 

konnte ebenfalls in den AcB-infizierten Tieren nachgewiesen werden, der von 24 zu 48 h ge-

ringfügig anstieg (ns). Im Gegensatz dazu zeigten sich nur vereinzelt iNOS-positive Zellen in 

den Staph-Gruppen und den PBS-Kontrollgruppen beider Modelle. Des Weiteren sind deutlich 

mehr Arg1-positive Zellen als CD68-positive Zellen bei den infizierten Tieren erkennbar, ob-

wohl CD68 als Pan-Makrophagen-Marker gilt. Denkbar ist dabei, dass es sich bei den Arg1-

positiven Zellen nicht allein um Makrophagen handelt. In der Literatur wird die spezifische Ex-

pression des Markers CD68 kontrovers diskutiert, so ist er vielfach als exklusiver Marker für 

Makrophagen beschrieben, zum anderen ist aber auch eine Expression durch dendritischen 

Zellen, Monozyten sowie sogar durch nicht myeloid-abgeleitete, humane Zellen beschrieben 

(Zaynagetdinov et al., 2013). Barros et al. detektierten zudem weniger CD68-positive Zellen 

als CD163-positive Zellen und schlussfolgerten daraus, dass nicht alle Makrophagen CD68 

positiv sind und seine alleinige Verwendung zur Unterschätzung der wahren Makrophagenan-

zahl in humanen Proben führen kann (Barros et al., 2013). Dies konnte in den hier untersuch-

ten murinen Modellen nicht nachvollzogen werden, da in allen Gruppen deutlich weniger Zellen 

für CD163 als für CD68-positiv waren und CD163 zudem ausschließlich im bronchialen In-

terstitium nachweisbar war.  

 

5.5 Limitationen der Studie 

Grundlegendes Anliegen dieser Arbeit war die Erarbeitung eines umfassenden Panels ver-

schiedener Makrophagenmarker in der IHC bzw. IF, welches insbesondere durch Doppelfär-

bungen mit einem Pan-Marker zur Immunphänotypisierung von Makrophagen in situ dienen 

sollte. Leider war es trotz umfangreicher Versuche nicht möglich eine Doppelfärbung der ge-

testeten Marker zu etablieren. Die erfolgreich etablierten Antikörper Arg1 und iNOS werden, 

wenn gleich z.T. nur schwach, auch von anderen Zellen exprimiert und erlauben demnach 

keine eindeutige Zuordnung aller positiven Zellen als reine Makrophagen. Dies ist nur durch 

eine Doppelfärbung möglich. Aufgrund morphologischer Kriterien kann zwar darauf geschlos-

sen werden, dass es sich bei den positiven Zellen zumeist um Makrophagen handelt, jedoch 

kann der verwendete Algorithmus bei der digitalen Zählung nicht zwischen Makrophagen und 
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Zellen mit einer abweichenden Morphologie unterscheiden. CD68 und CD163 hingegen wer-

den häufig als spezifische Makrophagenmarker eingesetzt. Jedoch können auch einige Mo-

nozyten sowie dendritische Zellen diese Antigene exprimieren. Eine zuverlässige Differenzie-

rung dieser verschiedenen Zelltypen ist nur mittels multipler Parameter, wie sie beispielsweise 

in der Durchflusszytometrie eingesetzt werden, möglich und gestaltet sich demnach in der 

Immunhistochemie schwierig. 

Des Weiteren erlauben immunhistochemische Färbungen aufgrund ihrer eher geringen Sen-

sitivität keine zuverlässige Identifizierung schwacher Antigen-Expressionssignale bzw. sichere 

Differenzierung unterschiedlicher Expressionslevel, welche unter Umständen für eine spezifi-

sche Phänotypisierung der Zellen notwendig ist (Zaynagetdinov et al., 2013). So waren auch 

hier schwache bis z.T. kaum sichtbare, positive Zellsignale bei allen Markern erkennbar, wel-

che jedoch nicht zuverlässig identifiziert werden konnten und demnach nicht in die quantitative 

Auswertung mit einbezogen wurden. Demnach konnten schwache Antigenexpressionen der 

Zellen in dieser Arbeit nicht beurteilt werden. 

Wie bei anderen Tierversuchen auch schränken insbesondere die kleinen Gruppengrößen die 

Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse stark ein, wobei insbesondere einzelne „Ausreißer“ 

signifikante Unterschiede unter Umständen maskieren können. Zudem ergaben sich wie z.B. 

beim Tier Nr. 1 aus der 24h-Staph-Gruppe auch Einzeltierbeobachtungen, die keine sichere 

Interpretation erlauben und deren Relevanz fraglich bleibt. In dieser Studie wurde zudem le-

diglich eine Schnittebene der Lungen untersucht, welche aufgrund des multifokalen Vertei-

lungsmusters der Pneumonien unter Umständen nicht repräsentativ für das gesamte Organ 

ist.  

Eine weitere Einschränkung stellte das Versuchsdesign der beiden Modelle dar. Da es sich 

hierbei ausschließlich um Archivmaterial handelte, waren die Untersuchungszeitpunkte von 24 

und 48 h bereits vorgegeben. Diese sind jedoch für die Untersuchung einer zeitlichen Verän-

derung der Expression verschiedener Makrophagenmarker nicht ganz ideal gewählt, sodass 

eine größere Zeitspanne bzw. zusätzliche Zeitpunkte wünschenswert gewesen wären , um so-

wohl die Initialphase (z.B. 12 h post inf.), aber auch die Heilungsphase (z.B. 4 d post inf.) 

besser abbilden zu können. Zudem wäre auch der Zeitpunkt „0“ für eine vergleichende Be-

trachtung des homöostatischen Expressionsmusters interessant gewesen.  

Des Weiteren handelt es sich bei den untersuchten Modellen ausschließlich um akute Pneu-

moniemodelle und für die Evaluierung der Arbeitshypothese wären neben anderen Zeitpunk-

ten evtl. auch andere Modelle, beispielsweise von Th1- oder Th2-dominierten Erkrankungen 

interessant gewesen.  
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6 Schlussfolgerung 

Eine in situ Phänotypisierung von Makrophagen mittels immunhistochemischer Färbungen 

konnte trotz umfangreicher Etablierungsversuche im Rahmen dieser Studie nur begrenzt 

durchgeführt werden. Erschwerend kommt die enorme Diversität der Aktivitätszustände der 

Makrophagen hinzu, die sich zumeist nicht allein durch die vereinzelte Expression eines spe-

zifischen Markers definieren lässt, sondern eine ganze Palette an Variablen bietet. Zudem ist 

die Immunhistochemie nicht sensitiv genug, um geringe Expressionsveränderungen, welche 

ebenfalls phänotypische Relevanz besitzen können, zuverlässig erfassen zu können.  Die Im-

munhistochemie erscheint demnach als eher weniger geeignet zur umfassenden Phänotypi-

sierung von Makrophagen, wenngleich sie interessante Einblicke zur Verteilung der Zellen lie-

fern kann, wie beispielsweise auch für den hier untersuchten Marker CD163 deutlich wurde. 

Darüber hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit die Expressionshäufigkeit und -verteilung der 

Marker CD68 (Pan-Makrophagenmarker), Arg1 und CD163 (M2-assoziiert) sowie des Markers 

iNOS (M1-assoziiert) in einem A. baumannii-induzierten und einem S. aureus-induzierten, 

akuten Pneumonie-Modell analysiert und diese insbesondere hinsichtlich Zeit-assoziierter 

Veränderungen untersucht werden. Hierzu sind bislang keine vergleichbaren Studien bekannt. 

 

CD68 gilt als Pan-Makrophagenmarker und gibt demnach Aufschluss über die zahlenmäßige 

Beteiligung der Makrophagen am Infektionsgeschehen. In allen Gruppen konnten in den ent-

zündlich veränderten Lungenbereichen mehr CD68-positive Zellen pro mm² als in den nicht 

entzündlich veränderten Arealen nachgewiesen werden. Eine intranasale Applikation von PBS 

bei den Kontrolltieren führt ebenfalls zu einer Immunreaktion des Körpers, sodass die bei die-

sen Tieren beobachteten geringfügigen Entzündungsanzeichen erklärt werden können.  Bei 

den AcB-infizierten Tieren konnte zudem zusätzlich ein deutlicher Anstieg der CD68-positiven 

Zellen 48 h post inf. und somit zu diesem Zeitpunkt eine erhöhte Makrophageninfiltration de-

tektiert werden. Dabei handelt es sich höchst wahrscheinlich zu großen Teilen um rekrutierte, 

monozytär abgeleitete Makrophagen, wie sie im Rahmen akuter Entzündungsgeschehen auf-

treten. In dem Staph-Modell war lediglich ein geringer tendenzieller, jedoch nicht signifikanter 

Anstieg erkennbar. Makrophagen spielen insbesondere in der initialen Phase der Staphylo-

kokken-Infektion eine essentielle Rolle, indem sie die Erregeranzahl durch Phagozytose redu-

zieren und durch die Produktion verschiedener chemotaktischer Zytokine weitere Immunzellen 

rekrutieren. Dabei handelt es sich v.a. um neutrophile Granulozyten, welche Hauptverantwort-

lich für die Immunabwehr der Staphylokokken sind und das Entzündungszellbild dominieren. 

Für den Marker Arg1, der meist als M2-spezifisch gilt, konnte die Arbeitshypothese, dass zu 

einem späteren Zeitpunkt (48 h) mehr Arg1-positive Zellen als zu einem früheren Zeitpunkt 
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(24 h) in den entzündlich veränderten Bereichen nachweisbar sind, im AcB-Modell bestätigt 

werden. Im Staph-Modell konnte ebenfalls eine vermehrte Expression von Arg1 in den entzün-

deten Lungenarealen nachgewiesen werden, welche sich jedoch nicht so deutlich von den 

PBS-Kontrollgruppen abgrenzte und auch im zeitlichen Verlauf keine signifikanten Änderun-

gen zeigte. Die konkrete Bedeutung dieser erhöhten Arginase-Aktivität im AcB- und im gerin-

geren Umfang auch im Staph-Modell bleibt zunächst unklar, da sowohl antiinflammatorische 

und heilungsfördernde, als auch profibrotische Effekte in anderen Pneumonie-Modellen be-

schrieben sind. 

In umgekehrter Weise stand die Theorie, dass zu einem früheren Zeitpunkt mehr für iNOS-

positive Zellen (M1-assoziierter Marker) vorliegen als zu einem späteren Zeitpunkt. Dies 

konnte sowohl im AcB- als auch im Staph-Modell für den untersuchten Zeitraum von 24 zu 48 

h hin nicht bestätigt werden. Zusätzliche Untersuchungszeitpunkte wären hier jedoch hilfreich 

um Zeit-assoziierte Veränderungen aufzudecken. Dennoch konnten große Unterschiede zwi-

schen den beiden Modellen ermittelt werden. So zeigte sich im AcB-Modell eine deutlich er-

höhte iNOS-Expression in den Infektionsgruppen, welche in den Staph-Gruppen nicht erkenn-

bar war. Dies kann durch den unterschiedlichen Aufbau der Zellwand erklärt werden. Acineto-

bacter gehören zur Gruppe der gramnegativen Erreger und besitzen demnach große Mengen 

an LPS, welches als Antigen vom Körper erkannt wird. Staphylokokken hingegen zählen zu 

den grampositiven Bakterien, deren Zellwand zu großen Teilen aus den ebenfalls antigenwir-

kenden Proteoglykanen- und Lipoteichonsäuren besteht. Bereits bekannt ist, dass eine Stimu-

lation mit LPS bei Makrophagen sowohl eine Arg1 als auch eine iNOS-Expression induziert 

und diese beiden Marker demnach zur Differenzierung zwischen M1- und M2-ähnlicher Sub-

typen insbesondere bei Infektionen mit gramnegativen Erregern als ungeeignet erscheinen. 

Darüber hinaus gibt es für Infektionen mit S. aureus aber ebenfalls Berichte über eine TNF-α-

abhängige, erhöhte iNOS-Expression, wobei die zeitlichen Angaben hier zwischen 24 und 48 

h schwanken. Diese war in der vorliegenden Studie nicht nachvollziehbar. Geringfügig erhöhte 

Antigen-Expressionen konnten jedoch mit der verwendeten Methode nicht dargestellt und so-

mit auch nicht beurteilt werden. 

CD163, wird nur von Makrophagen sowie einigen Monozyten und DZ exprimiert und wird häu-

fig als M2-assoziierter Marker verwendet. Demnach wäre nach der Arbeitshypothese ein An-

stieg der CD163-positiven Zellen von 24 zu 48 h hin zu erwarten. Dies konnte in keiner Gruppe 

durch die digitale Zählung nachgewiesen werden. In den entzündlich veränderten Arealen wa-

ren nur bei einigen wenigen Tieren im AcB-Modell CD163-positive Zellen nachweisbar. Dabei 

handelte es sich auffallend um 5 von 6 Tieren der 48h-Puffer-Gruppe und nur 1 Tier der 24h-

Puffer-Gruppe, sodass dennoch ein zeitlicher Zusammenhang sowie auch ein Einfluss der 

Phagentherapie vermutet werden kann. Diese Zellsignale waren jedoch in ihrer Anzahl zu ge-

ring, als dass sie bei der digitalen Zählung ins Gewicht gefallen wären. Darüber hinaus zeigte 
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sich bei allen Tieren ein sehr spezifisches Verteilungsmuster der CD163-positive Zellen, wel-

che fast ausschließlich perivaskulär und peribronchial nachgewiesen werden konnten. Dies 

lässt aufgrund anderer Studienergebnisse die Vermutung zu, dass es sich dabei vorrangig um 

interstitielle Makrophagen und evtl. auch einige rekrutierte Monozyten handelt.  
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7 Zusammenfassung 

In situ Phänotypisierung von Makrophagen in akuten Entzündungs-

reaktionen 

Makrophagen stellen als spezialisierte Immunzellen einen essentiellen Bestandteil des ange-

borenen Immunsystems dar. Sie übernehmen neben der Phagozytose und Antigenpräsenta-

tion von Pathogenen vielfältigste Aufgaben bei der Erhaltung homöostatischer Körperfunktio-

nen, Gewebeumbauprozessen und der Immunregulation. In den letzten 20 Jahren zeigte sich 

zunehmend die enorme Diversität dieser einstig homogen geglaubten Zellpopulation , die sich 

in ihrem ontogenetischen Ursprung, ihrem Metabolismus, ihrer Funktion und ihrer Oberflä-

chenmarkerexpression äußert. Den Grundstein dafür legten Mills et al. mit ihrer Arbeit, in der 

sie erstmals ein dichotomes Modell postulierten, bei dem Makrophagen durch verschiedene 

Stimuli (IFN-γ und/oder LPS bzw. IL-4) zwei konträre Aktivitätszustände annehmen konnten 

und als M1- oder M2-polarisierte Makrophagen bezeichneten. M1-Makrophagen wirken proin-

flammatorisch und sind durch eine erhöhte iNOS-Expression und damit vermehrte NO-Pro-

duktion gekennzeichnet. Demgegenüber stehen die antiinflammatorischen und heilungsför-

dernden M2-Makrophagen mit einer erhöhten Arginase-Expression und damit verbundener 

Ornithinproduktion. In den folgenden Jahren wurden immer weitere Stimuli und Aktivierungs-

zustände bei Makrophagen entdeckt und insbesondere die Gruppe der M2-Makrophagen in 

weitere Subtypen unterteilt. Mittlerweile geht die Forschung davon aus, dass zwischen den 

beiden konträren Extremen M1 und M2 ein ganzes Spektrum an Aktivierungszuständen exis-

tiert. 

Von Bedeutung sind diese gegensätzlichen Aktivierungszustände insbesondere beim physio-

logischen Ablauf von Immunreaktionen, welche sich ebenfalls grob in eine initiale, entzün-

dungsfördernde Phase und einer sich anschließenden antiinflammatorischen und heilungsför-

dernden Phase einteilen lassen. Störungen bei dem hierfür erforderlichen Phänotypen-Wech-

sel der Makrophagen oder auch eine andauernde Dominanz eines Subtyps sind häufig mit 

Pathologien assoziiert, sodass deskriptive Analysen verschiedener Phänotypen bei Erkran-

kungen zunehmend in das Interesse der Wissenschaft gerückt sind. Zwar sind bislang zahl-

reiche Marker für verschiedene Phänotypen beschrieben, jedoch beruhen die meisten Ergeb-

nisse lediglich auf In-vitro-Versuchen oder auf zytometrischen Messungen, die die genaue 

Verteilung der Zellen im Gewebe nicht wiedergeben können. 

Ziel dieser Arbeit war es, ein umfassendes Panel verschiedener Makrophagen-Marker in der 

Immunhistochemie zu entwickeln, um eine Immunphänotypisierung der Makrophagen in Ent-

zündungsreaktionen in situ durchführen zu können. Ferner sollte festgestellt werden, ob an-

hand dieser Färbungen auch ein Zeit-assoziierter Phänotypenwechsel in situ darstellbar ist. 



 

94 
 

Zu einem frühen Zeitpunkt einer akuten Entzündungsreaktion wäre demnach eine vermehrte 

Expression M1-spezifischer Marker zu erwarten, welche im zeitlichen Verlauf abnimmt und 

entsprechend vice versa mit einem Anstieg der M2-Marker-Expression einhergeht.  

Hierfür wurden 23 verschiedene, in der Literatur publizierte Makrophagenmarker an murinen 

FFPE-Gewebeproben (Lunge und Haut) mit histiozytären Immunzellinfiltraten getestet, wobei 

eine erfolgreiche Etablierung der immunhistochemischen Färbungen trotz umfassender Ver-

suche nur für 4 AK (CD68, Arg1, iNOS, CD163) möglich war.  

Zur Beurteilung des Phänotypenwechsels wurden die erfolgreich etablierten AK-Färbungen an 

Archivmaterial von zwei Bakterien-induzierten, murinen Pneumoniemodellen durchgeführt, bei 

denen deutliche Makrophageninfiltrationen nachweisbar waren. Dabei handelte es sich um 

Infektionen mit gramnegativen Acinetobacter baumannii (AcB) und grampositiven Staphy-

lococcus aureus (Staph), von denen jeweils Gewebeproben zum Zeitpunkt 24 h und 48 h post 

inf. zur Verfügung standen. Die Auswertung erfolgte digital mit Hilfe von Algorithmen, welche 

zusätzlich zwischen entzündlich und nicht entzündlich veränderten Lungenbereichen unter-

scheiden konnten.  

In dieser Studie gelang es somit nicht, ein umfassendes Untersuchungspanel für die immun-

histochemische Phänotypisierung von Makrophagensubtypen zu etablieren. Demnach konnte 

auch die Beurteilung eines Zeit-assoziierten Phänotypenwechsels in den untersuchten Ent-

zündungsreaktionen lediglich anhand der M2-assoziierten Marker Arg1 und CD163 sowie dem 

M1-assoziierten Marker iNOS durchgeführt werden und besitzt daher nur eine begrenzte Aus-

sagekraft. Signifikante Zeit-assoziierte Veränderungen der Expression dieser drei Marker 

konnten lediglich für Arg1 im AcB-Modell nachgewiesen werden, wobei sich hier, wie erwartet, 

ein Anstieg der Arg1-positiven Zellzahlen pro mm² in den entzündlich veränderten Bereichen 

von 24 zu 48 h hin zeigte. Für iNOS und CD163 waren hingegen keine deutlichen Zeit-asso-

ziierten Veränderungen in den Modellen erkennbar. 

Dennoch konnte eine umfangreiche Analyse der Verteilung und Expressionshäufigkeit von 

CD68, Arg1, iNOS und CD163 in dem AcB- und dem Staph-induzierten Pneumoniemodell 

durchgeführt werden, wozu bislang keine vergleichbaren Studien bekannt sind.  

Für den Pan-Makrophagenmarker CD68 konnte dabei in allen Gruppen und Modellen ein ge-

genüber den unveränderten Arealen erhöhter Gehalt CD68-positiver Zellen in den entzündlich 

veränderten Bereichen ermittelt werden. Insbesondere beim AcB-Modell war zudem ein zu-

sätzlicher Anstieg der positiven Zellsignale von 24 zu 48 h deutlich und somit eine vermehrte 

Makrophageninfiltration zu diesem Zeitpunkt nachweisbar.  

Arg1-positive Zellen konnten im hochgradigen (AcB) bis mittelgradigen (Staph) Umfang in den 

entzündlich veränderten Lungenarealen der Infektionsgruppen nachgewiesen werden. Ein er-

höhter Gehalt iNOS-positiver Zellen in den entzündlich veränderten Arealen war in den AcB-

Infektionsgruppen, nicht aber in den Staph- oder PBS-Kontrollgruppen nachweisbar. In der 
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Literatur ist eine Koexpression der Marker Arg1 und iNOS durch eine Stimulation mit LPS 

beschrieben, sodass diese Marker insbesondere zur Identifizierung M1- oder M2-ähnlicher 

Subtypen bei Infektionen mit gramnegativen Bakterien als eher ungeeignet erscheinen.  

Besonders auffallend war in dieser Studie das fast ausschließlich peribronchiale und perivas-

kuläre Verteilungsmuster der CD163-positiven Zellen, welches sich deutlich von den anderen 

AK unterschied und anhand der Literatur die Vermutung erlaubt, dass es sich dabei vorrangig 

um interstitielle Lungenmakrophagen handelt. In den entzündlich veränderten Bereichen konn-

ten hingegen bis auf wenige Ausnahmen keine CD163-positiven Zellen nachgewiesen werden.  

 

Eine umfangreiche Phänotypisierung von Makrophagensubtypen mittels immunhistochemi-

scher Färbungen in situ stellt sich somit weiterhin als sehr herausfordernd dar. Infektionen mit 

Acinetobacter baumannii und Staphylococcus aureus sind häufig aufgrund ihrer multiplen Re-

sistenzen nur schwer therapierbar, sodass es dringend neuer Therapien bedarf. Dabei sind 

neben der Entwicklung neuer Antibiotika auch gezielte, immunmodulatorische Therapiean-

sätze in das Interesse der Forschung gerückt. Mit dieser Studie konnte ein erster Einblick zur 

Expression der Marker CD68, CD163, iNOS und Arg1 gewonnen werden, wobei insbesondere 

bei den Acinetobacter-induzierten Pneumonien eine vermehrte Beteiligung von Arg1 und iNOS 

auffallend war, deren genaue Wirkungsweise und Bedeutung in diesem Zusammenhang aber 

erst noch geklärt werden muss.  
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8 Summary 

In situ phenotyping of macrophages in acute inflammatory re-

sponses 

As specialized immune cells, macrophages are an essential component of the innate immune 

system. In addition to phagocytosis and antigen presentation of pathogens, they perform a 

wide variety of tasks in the maintenance of homeostatic body functions, tissue remodeling 

processes and immune regulation. Over the last 20 years, the enormous diversity of this once 

homogeneous cell population has become increasingly apparent in its ontogenetic origin, me-

tabolism, function and surface marker expression. The foundation for this was laid by Mills et 

al. in their work, in which they postulated for the first time a dichotomous model in which mac-

rophages could adopt two contrasting states of activity in response to different stimuli (IFN-γ 

and/or LPS or IL-4) and termed them M1- or M2-polarized macrophages. M1 macrophages 

have a proinflammatory effect and are characterized by increased iNOS expression and thus 

increased NO production. In contrast, M2 macrophages are anti-inflammatory and promote 

healing, with increased arginase expression and associated ornithine production. In the follow-

ing years, more and more stimulation scenarios and activation states were discovered in mac-

rophages and in particular the group of M2 macrophages was subdivided into further subtypes. 

In the meantime, research assumes that a whole spectrum of activation states exists between 

the two contrary extremes M1 and M2. 

These opposing activation states are of importance in the physiological course of immune re-

actions, which can also be roughly divided into an initial, inflammatory phase and a subsequent 

anti-inflammatory and pro-healing phase. Disturbances in the necessary switch of the macro-

phage phenotype or a persistent dominance of a subtype are often associated with patholo-

gies, so that descriptive analyses of different phenotypes in diseases have increasingly at-

tracted the interest of science. Although numerous markers for different phenotypes have been 

published to date, most results are based only on in vitro experiments or on flow cytometric 

measurements, which cannot reflect the exact distribution of cells in the tissue.  

The aim of this work was to develop a comprehensive panel of different macrophage markers 

in immunohistochemistry in order to perform immunophenotyping of macrophages in inflam-

matory responses in situ. Furthermore, by using the established stains to determine whether 

time-associated phenotype change can also be visualized in situ. At an early stage of an acute 

inflammatory reaction, an increased expression of M1-specific markers would be expected, 

which decreases over time and is accompanied by an increase of M2-marker expression.  
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For this purpose, 23 different published macrophage markers were tested on murine FFPE 

tissue samples (lung and skin) with histiocytic immune cell infiltrates. Despite extensive exper-

iments, successful establishment of immunohistochemical staining was only possible for 4 an-

tibodies (CD68, Arg1, iNOS, CD163).  

To assess phenotype change, the successfully established stainings were performed on ar-

chival material from two bacteria-induced murine pneumonia models in which clear macro-

phage infiltration was detectable. These were infections with gram-negative Acinetobacter 

baumannii (AcB) and gram-positive Staphylococcus aureus (Staph), from each of which tissue 

samples were available at 24 h and 48 h post-infection. The evaluation was performed digitally 

with the help of algorithms, which could additionally distinguish between inflammatory and non-

inflammatory altered lung areas.  

Thus, this study failed to establish a comprehensive examination panel for immunohistochem-

ical phenotyping of macrophage subtypes. Accordingly, the assessment of a time-associated 

phenotype change in the investigated inflammatory responses could only be performed using 

the M2-associated markers Arg1 and CD163 as well as the M1-associated marker iNOS and 

therefore has limited significance. Significant time-associated changes in the expression of 

these three markers could only be detected for Arg1 in the AcB model, where, as expected, 

an increase in Arg1-positive cell numbers per mm² in the inflammatory areas from 24 to 48 h 

was observed. For iNOS and CD163, however, no clear time-associated changes were de-

tectable in the models. Nevertheless, a comprehensive analysis of the distribution and expres-

sion frequency of CD68, Arg1, iNOS and CD163 was performed in the AcB- and Staph-induced 

pneumonia model, for which no comparable studies are known to date.  

For the pan-macrophage marker CD68, an increased content of CD68-positive cells in the 

inflammatory altered areas could be determined in all groups and models compared to the 

unaltered areas. In the AcB model in particular, an additional increase in positive cell signals 

from 24 to 48 h was also evident and thus a further increased macrophage infiltration at this 

time point was detectable.  

Arg1-positive cells could be detected in high (AcB) to moderate (Staph) extent in the inflam-

matory altered lung areas of the infection groups. Increased levels of iNOS-positive cells in the 

inflamed areas were detectable in the AcB infection groups but not in the Staph or PBS control 

groups. Coexpression of the markers Arg1 and iNOS by stimulation with LPS has been de-

scribed in the literature, so that these markers appear to be rather unsuitable, especially for 

the identification of M1- or M2-like subtypes in infections with gram-negative bacteria.  

Particularly striking in this study was the almost exclusively peribronchial and perivascular dis-

tribution pattern of the CD163-positive cells, which differed markedly from the other antibodies 
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and, based on the literature, allows the assumption that these are primarily interstitial lung 

macrophages. In contrast, with few exceptions, no CD163-positive cells could be detected in 

the areas with inflammatory changes.  

 

A comprehensive phenotyping of macrophage subtypes by immunohistochemical staining in 

situ is therefore still very challenging. Infections with Acinetobacter baumannii and Staphylo-

coccus aureus are commonly difficult to treat due to their multiple resistances, so that new 

therapies are urgently needed. In addition to the development of new antibiotics, targeted im-

munomodulatory therapeutic approaches have also become the focus of research. With this 

study, a first insight into the expression of the markers CD68, CD163, iNOS and Arg1 could 

be gained. Especially in Acinetobacter-induced pneumonias, an increased involvement of Arg1 

and iNOS was striking, but their exact mode of action and significance in this context still has 

to be clarified.  
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10 Anhang 

Tabelle 10: Einstellungen der verwendeten Algorithmen im AcB-Modell 

  Acinetobacter 

  CD68 Arg1 iNOS CD163 

*** Algorithm Inputs ***         

Algorithm Nuclear v9 Nuclear v9 Nuclear v9 Nuclear v9 

Version 9.2 9.2 9.2 9.2 

Image Zoom 1 1 1 1 

Classif ier 
27_IHC affected 

_unaffected 

27_IHC affected 

_unaffected 

27_IHC affected 

_unaffected 

27_IHC affected 

_unaffected 

Class List* affected| affected| affected| affected| 

Classif ier Neighborhood 52 52 52 52 

Pixel Size (um) 0.2533 0.2533 0.2533 0.2533 

Clear Area Intensity 240 240 240 240 

Counterstain Red OD 0.697 0.697 0.697 0.697 

Counterstain Green OD 0.643 0.643 0.643 0.643 

Counterstain Blue OD 0.318 0.318 0.318 0.318 

Biomarker 1 Red OD 0.245 0.245 0.245 0.245 

Biomarker 1 Green OD 0.509 0.509 0.509 0.509 

Biomarker 1 Blue OD 0.825 0.825 0.825 0.825 

Biomarker 2 Red OD 0 0 0 0 

Biomarker 2 Green OD 0 0 0 0 

Biomarker 2 Blue OD 0 0 0 0 

Type All Stains All Stains All Stains Default 

Method Automatic Automatic Automatic Automatic 

-- Threshold Low er Limit 0 0 0 0 

-- Threshold Upper Limit 230 210 210 230 

Smoothing (um) 1 1 1 1 

Smoothing (Pixels) 4 4 4 4 

Merging 1.8 1.9 1.9 2.1 

Trimming Medium Medium Medium Medium 

Min Size (um^2) 7 7 7 7 

Min Size (Pixels) 109 109 109 109 

Max Size (um^2) 1000000 1000 1000 1000 

Max Size (Pixels) 15585800 15586 15586 15586 

Roundness 0.1 0.1 0.1 0 

Compactness 0 0 0 0 

Elongation 0.1 0.1 0.1 0 

Remove Light Objects 0 0 0 0 

Weak (1+) Threshold 200 200 200 185 

Moderate (2+) Threshold 187 180 187 177 

Strong (3+) Threshold 165 160 170 165 

Dark Nuclei Removal 0 0 0 0 

Display Plots No No No No 

*Darstellung der Analysen der affected Areas. Für die Analysen der unaffected Areas wurde 

unter Class-List „unaffected“ ausgewählt. 
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Tabelle 11: Einstellungen der verwendeten Algorithmen im Staph-Modell 

  Staphylokokken 

  CD68 Arg1 iNOS CD163 

*** Algorithm Inputs ***         

Algorithm Nuclear v9 Nuclear v9 Nuclear v9 Nuclear v9 

Version 9.2 9.2 9.2 9.2 

Image Zoom 1 1 1 1 

Classif ier 
27_IHC affected 

_unaffected 

27_IHC affected 

_unaffected 

27_IHC affected 

_unaffected 

27_IHC affected 

_unaffected 

Class List* affected| affected| affected| affected| 

Classif ier Neighborhood 52 52 52 52 

Pixel Size (um) 0.2533 0.2533 0.2533 0.2533 

Clear Area Intensity 240 240 240 240 

Counterstain Red OD 0.696858 0.696858 0.696858 0.697 

Counterstain Green OD 0.643073 0.643073 0.643073 0.643 

Counterstain Blue OD 0.317563 0.317563 0.317563 0.318 

Biomarker 1 Red OD 0.244583 0.244583 0.244583 0.245 

Biomarker 1 Green OD 0.509334 0.509334 0.509334 0.509 

Biomarker 1 Blue OD 0.825081 0.825081 0.825081 0.825 

Biomarker 2 Red OD 0 0 0 0 

Biomarker 2 Green OD 0 0 0 0 

Biomarker 2 Blue OD 0 0 0 0 

Type All Stains All Stains All Stains Default 

Method Automatic Automatic Automatic Automatic 

-- Threshold Low er Limit 0 0 0 0 

-- Threshold Upper Limit 230 210 210 230 

Smoothing (um) 1 1 1 1 

Smoothing (Pixels) 4 4 4 4 

Merging 1.8 1.9 1.9 2.1 

Trimming Medium Medium Medium Medium 

Min Size (um^2) 7 7 7 7 

Min Size (Pixels) 109 109 109 109 

Max Size (um^2) 1000000 1000 1000 1000 

Max Size (Pixels) 15585800 15586 15586 15586 

Roundness 0.1 0.1 0.1 0 

Compactness 0 0 0 0 

Elongation 0.1 0.1 0.1 0 

Remove Light Objects 0 0 0 0 

Weak (1+) Threshold 220 200 220 185 

Moderate (2+) Threshold 215 190 205 177 

Strong (3+) Threshold 190 180 185 165 

Dark Nuclei Removal 0 0 0 0 

Display Plots No No No No 

*Darstellung der Analysen der affected Areas. Für die Analysen der unaffected Areas wurde 

unter Class-List „unaffected“ ausgewählt.   
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Tabelle 12: Phagen- vs. Pufferbehandlung -CD68-positive Zellen/mm² affected Area im AcB-
Modell 

 CD68 
(+Z)/mm²* Faktor 

der Dif-
ferenz  

Oberes KI 
Unteres 

KI 
p-Wert 

Puffer Phagen 

24h-AcB 244,7 199,4 0,82 2,08 0,32 0,96490 

48h-AcB 524 720,4 1,38 3,50 0,54 0,8474 

24h-PBS 311,5 313,9 1,01 3,47 0,29 >0,9999 

48h-PBS 310,9 238,9 0,77 2,42 0,25 0,9581 

*(+Z)/mm² Geometrischer Mittelwert 

 

Tabelle 13: Phagen- vs. Pufferbehandlung –Arg1-positive Zellen/mm² affected Area im AcB-
Modell 

Arg1  
(+Z)/mm²* Faktor 

der Dif-
ferenz  

Oberes KI Unteres KI p-Wert 
Puffer Phagen 

24h-AcB 649,2 665,6 1,03 1,49 0,70 0,99960 

48h-AcB 1211 1010 0,83 1,21 0,57 0,6101 

24h-PBS 167,8 176,3 1,05 1,73 0,64 0,9982 

48h-PBS 178,7 168,6 0,94 1,50 0,60 0,9955 
*(+Z)/mm² Geometrischer Mittelwert 

 

Tabelle 14: Phagen- vs. Pufferbehandlung -iNOS-positive Zellen/mm² affected Area im AcB-
Modell 

iNOS  
(+Z)/mm²* 

Faktor der 
Differenz  

Oberes KI 
Unteres 

KI 
p-Wert 

Puffer Phagen 

24h-AcB 181,9 144,1 0,79 2,20 0,29 0,95990 

48h-AcB 169,4 215,8 1,27 3,55 0,46 0,9536 

24h-PBS 5,499 5,781 1,05 4,07 0,27 >0,9999 

48h-PBS 2,862 2,804 0,98 3,43 0,28 >0,9999 

*(+Z)/mm² Geometrischer Mittelwert 
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