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1 Einleitung 6

»--.the most wide spread and fatal of all acute diseases, pneumonia, is now captain of
the Man of Death” Sir William Osler 1901, Principles and Practice of Medicine (1).

1 EINLEITUNG

1.1 Die Pneumonie

Eine der haufigsten letalen Infektionskrankheiten ist trotz verfugbarer anti-mikrobieller
Therapeutika die Pneumonie, eine schwere Entzindung des Lungenparenchyms.
Unterschieden wird zwischen der nosokomial und der ambulant erworbenen Pneumonie
(community acquired pneumonia; CAP). Letztere ist definiert als jede
Lungenentzundung, welche im privaten oder beruflichen Umfeld bzw. innerhalb der
ersten zwei Tage eines Krankenhausaufenthaltes auftritt (2;3).

Besonders gefahrdet sind Patienten mit eingeschrankter Funktion des Immunsystems,
chronisch obstruktiver Lungenerkrankung, chronischen Leber- und
Nierenerkrankungen, hoherem Lebensalter (> 65 Jahren), Herzinsuffizienz, Diabetes
mellitus, aspirationsdisponierenden Erkrankungen, Nikotinexponierte sowie Sauglinge
und Kleinkinder (< 5 Jahren) (2;4). Dartber hinaus treten insbesondere Pneumokokken-
Pneumonien auch aulRerhalb der genannten Risikogruppen auf, bei denen sie ebenfalls
schwere Verlaufe nehmen konnen und trotz wirksamer Antibiotika eine hohere
Mortalitat als durch andere Erreger aufweisen (5).

Entsprechend des klinischen Verlaufes bzw. des Schweregrades werden die schwere
CAP und die schwere Sepsis abgegrenzt. Zur frihzeitigen Pradiktion und Einleitung
einer adaquaten Therapie (z.B. stationare Aufnahme, intensivmedizinische Versorgung)
stehen Bewertungskriterien wie der "PSI", "CURB" und der "CRB-65-Index" zur
Verfugung. Letzterer bezieht sich ausschliellich auf anamnestische und klinische
Kriterien (siehe Tab. 1.1) und ist entsprechend schnell anwendbar mit vergleichbarer
gruppenspezifischer Pradiktion (6;7).

Tab. 1.1 — Kriterien des CRB-65-Index flr die Beurteilung der ambulant erworbenen Pneumonie (8)

o Atemfrequenz = 30/min

e diastolischer Blutdruck < 60 mm Hg / systolischer Blutdruck < 90 mm Hg
. Bewusstseinstribung

e  Alter 265 Jahre
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Die CAP wird Uberwiegend bakteriell (ca. 75 - 90 %), in geringerem Malde auch durch
Viren (Nachweis in ca. 10 - 25 %) hervorgerufen (2;9). Als bedeutende bakterielle
Erreger sind mit einer Haufigkeit von 25-45 % Streptococcus pneumoniae
(S. pneumoniae, synonym: Pneumokokken), neben Haemophilus influenzae (10 - 20 %)
und Mycoplasma pneumoniae (10 - 12 %) bestimmend. Insbesondere bei schweren
Krankheitsverlaufen werden auch Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Legionella pneumophila sowie Influenza-Viren nachgewiesen (2;9). Im hdheren
Lebensalter gewinnen zusatzlich auch Enterobakterien und Pseudomonas aeruginosa
an Bedeutung (2).

Abhangig von der geographischen Lokalisation und der Altersgruppe sind ca. 6-22 %
aller Pneumonien mit Chlamydophila pneumoniae (C. pneumoniae) assoziiert, einer
meist subklinisch verlaufenden Infektion (10;11). In einer neueren Studie wurden in
Deutschland allerdings nur in 0,5 % der Falle C. pneumoniae nachgewiesen (12).
Bei C. pneumoniae handelt es sich um obligat intrazellulare, gramnegative Bakterien,
welche uber eine Infiltration der Epithelien Bronchitiden, Sinusitiden und Pharyngitiden
verursachen konnen. Des Weiteren wird ein Einfluss auf Otitis media, chronische

Lungenerkrankungen und Arteriosklerose diskutiert (13;14).

1.2 Das Bakterium Streptococcus pneumoniae

Das 1881 erstmals beschriebene extrazellulare Pathogen S. pneumoniae ist ein kugel-
formiges gram-positives Bakterium (1). Der Erreger kommt meist als Diplokokken vor
und besiedelt asymptomatisch den Nasen-Rachen-Raum. Neben der Ansteckung
weiterer Individuen durch Tropfcheninfektion kann es zur Dissemination des Erregers
im Wirt kommen (5;15;16).

Pneumokokken-Infektionen haben trotz zur Verfugung stehender Antibiotika oft schwere
Verlaufe, einschlieBlich Bakteriamien (15-17). In den letzten 10 - 15 Jahren ist die
Antibiotikaresistenz von S. pneumoniae signifikant angestiegen. Die Pravalenz von
S. pneumoniae fur eine Resistenz gegenuber Penicillin wird weltweit mit etwa 18 %
angenommen (5;18), jedoch besteht eine starke regionale Heterogenitat. Fur
Deutschland wird eine Pravalenz von 3 %, in Spanien jedoch von bis zu 50 %
angenommen (2). Zeitgleich stieg ebenfalls die Resistenz gegenuber den zunehmend
eingesetzten Makrolid-Antibiotika, Studien in Italien zeigten einen Anstieg von 6 %
(1993) auf 31,7 % innerhalb von nur 9 Jahren (19).
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Durch die Einfihrung des Impfstoffes Prevenar konnte seit dem Jahr 2000 in den USA
das Risiko lebensbedrohlicher Verlaufe bei Kleinkindern, Immunsupprimierten,
Patienten nach Splenektomie sowie bei Menschen Uber 65 Jahre deutlich reduziert
werden, wenn auch die respiratorische Infektion nicht verhindert werden konnten (2;20).
Der Impfstoff deckt die sieben bedeutendsten der Uber 90 Serotypen von
S. pneumoniae ab (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F). Eine Studie aus Cleveland, OH, USA
konnte einen deutlichen Ruckgang von Erkrankungen nachweisen. Jedoch zeigte sich
aufgrund des neu entstandenen Selektionsdruckes (20) auch eine Verdopplung der
Inzidenz fur den Serotyp 19A, gegen den die Impfung keinen Schutz bietet.

Bedingt durch den nur teilweisen Schutz der Impfung, die metastabile
Resistenzsituation, sowie die hohe Mortalitat der Pneumokokken-Pneumonie, ergibt
sich die Notwendigkeit, mittelfristig neue, molekulare Therapiestrategien jenseits der
Antibiotika zu entwickeln. Dabei stehen aktuell mehrere Aspekte im Fokus, wie die
negative Beeinflussung der bakteriellen Adhasion oder die Neutralisierung von
bakteriellen Toxinen/Noxen. Daruber hinaus gibt es Ansatze fur eine Balancierung
zwischen pro- und anti-inflammatorischer Wirtsabwehr (21;22). Diese fulRen auf den
derzeit bekannten pathophysiologischen Zusammenhangen flur die Etablierung einer
Pneumokokkeninfektion, wie zum Beispiel die Adharenz der Keime als ein wichtiger
initialer Schritt. Die meist asymptomatische Kolonisierung der Erreger im oberen und
unteren Respirationstrakt, wird dabei durch verschiedene Liganden der Zellwand, z.B.
das ,choline binding protein-a“ (CbpA) ermoglicht (16). Im Rahmen einer geschadigten
Zilienfunktion, z.B. durch Nikotinexposition oder eine vermehrte Mukosekretion bei
viralen Infektionen, welche zu einer verminderten mukoziliaren Clearance fuhrt, wird die
Ausbreitung von S. pneumoniae in die tiefen Atemwege erleichtert (2;16) und eine
charakteristische Pneumokokken-Lobarpneumonie induziert.

Zu Beginn des Infektionsprozesses kommt es zeitgleich mit der Adhasion der Erreger
an Epithelzellen zum Kontakt der Bakterien mit Zellen der angeborenen Immunitat.
Pathogenassoziierte molekulare Muster (PAMP), z.B. Zellwandbestandteile oder auch
RNA/DNA-Fragmente werden durch Rezeptoren wie die ,Toll-like-receptors® (TLR) und
zytosolische ,Nucleotide binding oligomerization domain like receptors® (NLR) erkannt
(23;24). Von den TLRs interagieren bei Infektionen mit Pneumokokken vor allem TLR-2
und TLR-6 mit den Peptidoglykanen (23;25-27). Eine Schlusselrolle in der Aktivierung

der Immunantwort gegenuber gram-negativen Bakterien nimmt TLR-4 ein, der
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Lipopolysaccharide (LPS) erkennt. Uber diesen Rezeptor wird jedoch auch
Pneumolysin (PLY) erkannt, welches eine zentrale Rolle in der Pathogenitat von
S. pneumoniae einnimmt (28). In vitro lie® sich die Abhangigkeit der durch PLY
induzierten Aktivierung von Makrophagen von TLR-4 nachweisen (29).

Klinisch relevante bakterielle Pneumonie-Erreger konnen sowohl Gewebe als auch
Immunzellen invadieren. Fur S. pneumoniae ist darlber hinaus ein Invadieren von
pulmonalen Epithelzellen bekannt (30;31). Zytosolische Rezeptoren der Wirtszellen wie
NLR konnen im Zytoplasma lokalisierte Pathogene bzw. deren Fragmente erkennen
(23;32). Weiterhin konnte bei S. pneumoniae die Funktion von Nod-Proteinen fur die
Erkennung durch die Wirtszelle nachgewiesen werden. Optiz et al. zeigten, dass die
Transfektion des Nod-2 Rezeptors zu einer gesteigerten Aktivierung des ,Nulcear factor
kappa B“ (NF-kB) fuhrt, wodurch wiederum eine pro-inflammatorische Signalkaskade
aktiviert wird (31).

Durch die Induktion zentraler pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren wie des
NF-kB oder ,Activating Protein 1“ (AP-1) steigen konsekutiv pro-inflammatorische
Zytokine wie Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa), Interleukin (IL) IL-1, IL-6, GM-CSF
oder IL-8 an (33). Der klassische Weg des Komplementsystems wird entweder direkt
durch die Bindung an C1q oder Uber die Fc-Region des Wirts-lmmunglobulin G (IgG)
aktiviert, so dass die komplementabhangige Immunitat zum Tragen kommt (34).

Diese Mechanismen finden im Rahmen der sogenannten Anschoppungsphase (Tag 1)
der charakteristischen Lobarpneumonie im unbehandelten Verlauf statt, welche
histopathologisch in vier Stadien eingeteilt wird. Diese ist durch ein reaktives,
eiweildreiches serbses Exsudat gekennzeichnet, welches den Bakterien im
Alveolarraum als Nahrmedium dient und deren weitere Ausbreitung fordert (16;35).
Zusatzlich erfolgt durch eine Autolyse der Pneumokokken die Freisetzung des zentralen
Pathogenitatsfaktors PLY, welcher durch Porenbildung in den cholesterolhaltigen
Zellmembranen die Invasion und Ausbreitung der Erreger weiter verstarkt (35;36). Im
Verlauf der Infektion kommt es zu einer Schadigung von pulmonalen Alveolarepithel-
und Endothelzellen, sowie deren Zell-Junktionen durch weitere Virulenzfaktoren (siehe
Tab. 1.2). Weiterhin tragen Wirtsfaktoren wie die Interaktion von Phosphorylcholin der
Bakterienzellwand mit dem Rezeptor des Plattchenaktivierenden Faktors (PAF) zu einer

Verstarkung der Invasion bei (5;35).



1 Einleitung 10

Tab. 1.2 — Ubersicht wichtiger Virulenzfaktoren von S. pneumoniae

Virulenzfaktor Wirkung

Polysaccharidkapsel Hemmt komplementvermittelte Phagozytose,
durch reduzierte C3b-Opsonierung der Bakterienzellen
(35;37;38)

Choline-binding proteins

- CbpA Adharenzfaktor zur Kolonisation im Nasopharynx und
Invasion (35;39)
- PspA Hemmt komplementvermittelte Phagozytose,

durch reduzierte C3b-Opsonierung (35)
- LytA,Bund C Autolyse (35)

IgA1-Protease Schutzt Pneumokokken vor spezifischen Antikdrpern wahrend
der Kolonisation durch Spaltung von IgA-Antikorpern der
Mukosa (35;40)

Pneumolysin Fordert Invasion und Ausbreitung der Pneumokokken (35;36),
Hemmt Zilienbewegung (35;36),
Zell-Lyse durch Porenbildung (35;36),
Aktiviert Komplement durch Bindung an die F.-Region von
lgG (35;36)

H202 Zytotoxisch, induziert Apoptose in Wirtszellen (35;41;42)

Die Phase der roten Hepatisation (Tag 2-3) ist durch eine zunehmende fibrinGse
Entzindungsreaktion mit Hyperamie der Kapillaren, erweiterten Lymphgefallen sowie
einem verbreiterten Interstitium charakterisiert. In den Alveolen finden sich ein dichtes
Fibrinnetz sowie abgeloste Alveolarepithelzellen. Erythrozyten, Makrophagen und
Granulozyten treten aus der alveolo-kapillaren Membran in den Alveolarraum uber,
gehauft treten Thrombosen der Lungengefalle auf (16;35). Es findet eine weitere
Proliferation von Pneumokokken statt (43). Dies induziert eine verstarkte Expression
des Chemokins PAF sowie des Leukozytenadhasionsmolekuils ,Cluster of Diffe-
rentiation® (CD) CD18, die Migration von Makrophagen, polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN) (15;44) beziehungsweise Naturlichen Killerzellen
(NK-Zellen) (45) und weiterer Leukozyten.

Eine erhohte Permeabilitat der GefalRendothelien bewirkt einen Serumeinstrom und ist

mit einem Anstieg von Komplement- sowie Akute-Phase-Proteinen wie dem C-reaktiven
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Protein verbunden. Diese fuhren uber die Opsonierung der Bakterien zu einer
verstarkten Phagozytose (16). Im Rahmen der adaptiven Immunantwort werden T- und
B-Lymphozyten aktiviert. Von aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen
produzierte Interleukine wie IL-12 bewirken eine Differenzierung der T-Lymphozyten mit
anschlieRender Sekretion von Interferon-gamma (INFy), IL-2 und TNFa. Diese Zytokine
steigern die Aktivitat der Makrophagen sowie der T- und B-Lymphozyten (46).
Spezifische, gegen die Bakterienkapsel gerichtete Antikorper (z.B. IgA und IgG gegen
Phosphorylcholin) und PspA erhdhen ebenfalls die Effizienz der Opsonierung fur die
Phagozytose der Bakterien (5;44).

Kommt es zu einer Ausheilung der Erkrankung, schlie3t sich die Phase der grauen
Hepatisation (Tag 4-6) an, die durch eine vermehrte Fibrinausflillung des
Alveolarlumens in Folge einer fibrindsen Exsudation gekennzeichnet ist. Im
histologischen Praparat stellen sich vermehrt Makrophagen und polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PMN) dar, die Lunge ist weil3lich-grau gekornt und leberartig
verfestigt.

Die anschlieRende ,Phase der Losung“ (Tag 7-11) ist gekennzeichnet durch eine hohe
Anzahl von Leukozyten und Antikorpern. Freiwerdende Zellwand-Proteine und PLY
fuhren vorubergehend zu einer verstarkten Entzindungsreaktion vor der Entfieberung
(Krise) (16;35;43). Durch den Abtransport nekrotischen Gewebes Uber die
Lymphbahnen sowie Abhusten steigert sich die Bellftung, die Alveolen kdonnen sich

wieder entfalten.

Durch die Freisetzung von bakteriellen Zellbestandteilen (Tab. 1.2) besteht neben der
erwahnten Resistenzentwicklung eine weitere Problematik der Antibiotika-Therapie von
S. pneumoniae-Infektionen. Hier wird eine weitere Steigerung der Entzundungs-
reaktionen bzw. der hierdurch induzierten Zellschadigungen angenommen (47;48).
Deshalb ist es notwendig, die Grundlage fur weitere Behandlungsmethoden zu
erarbeiten. In diesem Zusammenhang ist die vorliegende Arbeit der molekularen
Pathogenese der durch S. pneumoniae induzierten Pneumonie addressiert, bzw. der
Regulation des pro-inflammatorischen Zytokins IL-15 im pulmonalen Kompartiment.

1.3  Das Zytokin Interleukin-15

Das Zytokin IL-15 ist ein pleiotropes, pro-inflammatorisches Interleukin mit einem
zentralen Einfluss auf Homdostase und Aktivierung von Zellen der Immunabwehr (49).
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IL-15 nimmt unter anderem eine wichtige Rolle in der Bildung und Erhaltung von
NK-Zellen, yd-T-Zellen und T-Zellen mit dem Oberflachenprotein CD8 (CD8*-T-Zellen)
ein (50;51). Die Erstbeschreibung erfolgte 1994 durch zwei voneinander unabhangige
Arbeitsgruppen: Grabstein ef al. (52) und Bamford et al. (53). Beide identifizierten ein
Zytokin, welches nach der Elimination des ebenfalls pro-inflammatorischen Zytokins

IL-2 die Proliferation der T-Lymphozyten stimulierte.

IL-15 gehort ebenso wie IL-2 zu der 4a-Helix-Familie und hat eine Grofde von
15-17 kDa, im humanen Genom konnte das IL-15-Gen auf dem Chromosom 4q31
lokalisiert werden (52;54).

Es existieren zwei IL-15-mRNA-Isoformen, welche zum gleichen reifen |L-15-Protein
fuhren. Die beiden IL-15-Vorstufenproteine unterscheiden sich jedoch durch die
Signalsequenz: Zum einen ein Protein mit der langen N-terminalen Signalsequenz
(,Long Signal Peptide®, IL-15-LSP) von 48 Aminosauren, kodiert von Exon 4 und 5. Zum
anderen die kurze Form mit einer Signalsequenz von 21 Aminosauren (,Short Signal
Peptide®, IL-15-SSP), welche vom Exon 4a sowie 5 kodiert wird (55-58). Nishimura et
al. postulierten, dass die intrazellular vorkommende IL-15-SSP-Variante des
Vorlauferproteins durch Kolokalisation mit der Rezeptoruntereinheit IL-15Ra eine
negative Regulation auf die auch extrazellular vorkommende IL-15-LSP ausubt (59).
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Humanes IL-15 Gen

Exon (bp) 91 125 99/11 98 119 35/51 45 137 112/397
Intron (kb){l» 538 M 1 A 2.8 D
4 4A 5 6 7 8
LSP-IL-15 / \ SSP-IL-15
»Klassisch“ IL-15 mRNA Isoformen »HAlternativ*
5UTR Lsp IL-15 3'UTR 5‘U|T]R]> |:‘iSP IL-15 3‘UTR
12 3 4 56 7 In23 4 4A 5 6 7 8
IL-15 Vorlaufer-Protein
LSP IL-15 SSP IL-15
(48AA) (114AA) (21AA) (114AA)
N i I C NCOc NONOIET "
34,5 5,6,7,8 3,4 4A,5 5,6,7,8
IL-15 Protein
NEEE T C
5,6,7,8

Abb. 1.1 — Schematische Darstellung vom ,Gen zum Protein“: Das humane IL-15-Gen besteht aus
neun Exons und acht Introns. Es wurden zwei Isoformen der IL-15-mRNA beschrieben. Das IL-15-LSP
mit einer Startsequenz von 48 Aminosauren, kodiert durch Exon 4 und 5 sowie das alternative
IL-15-SSP mit einer Startsequenz von 21 Aminosauren, kodiert durch Exon 4a und 5. Das reife IL-15-
Protein ist identisch. Modifiziert nach Fehninger et al. (54).

Die Regulation des Zytokins konnte auf den Ebenen der Transkription, Translation
sowie der post-translationalen Modifikation und Translokation nachgewiesen werden.
Die Transkription wird mittels verschiedener Transkriptionsfaktoren in der
5"-stromaufwarts vom Transkriptionsstartpunkt liegenden Region reguliert: dem Interfe-
ron Regulatory Factor (IRF) 1 und 3, der NF-kB-Bindungsstelle an der Promotorregion
(60) sowie dem Interferon-Stimulated Response Element (50). Eine Hochregulation von
IL-15 konnte durch Bindung von NF-kB nachgewiesen werden (61). Verglichen mit
anderen Zytokinen einschlieBlich IL-2 besteht jedoch eine Diskrepanz zwischen dem
ubiquitaren Nachweis der IL-15-mRNA und dem vergleichsweise geringen Vorkommen
des Proteins (52;56).

IL-15 hat eine lange und komplexe untranslatierte Region am 5'-Ende der mRNA, die
multiple AUG-Sequenzen (5 im murinem, 10 im humanem Genom) einschliel3t (52;62).

Negativ regulatorische Mechanismen der multiplen AUG-Wiederholungen in der
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5’ -untranslatierten Region (UTR) stromaufwarts des eigentlichen Startcodons, des
Startcodons selbst sowie des inhibitorischen cis-Elements am 3’-Ende der IL-15-mRNA
sind nachgewiesen worden (56;63). Durch alternatives Splicing konnen Wirkung und
Regulation beeinflusst werden, ohne dass die Expression eines weiteren Gens
erforderlich ist (58). Das kurzere Signalpeptid zeichnet sich durch eine hohere Effizienz
bei der Translation und das Fehlen von hydrophoben Proteindomanen im Startpeptid
des Translationsproduktes im Vergleich zum IL-15-LSP aus. Das vom IL-15-SSP
abstammende reife IL-15-Protein wird vermutlich im Zellkern und Zytoplasma gelagert,
da keine Kolokalisation in Endosomen, Endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem

Golgi-Apparat nachgewiesen werden konnte (44;55;57;58).

Die intrazellulare Verteilung des IL-15-LSP wird ebenfalls durch posttranslationale
Modifikationen beeinfluRt. Nicht glykosyliertes IL-15 verbleibt zum grof3ten Teil im
Zytoplasma und wird abgebaut. Die Translokation in das ER, sowie die Sekretion ist
meistens mit einer N-Glykosylierung von IL-15 Protein verbunden. Ein weiterer Schritt
kann in einer Spaltung des IL-15-LSP bestehen, vermutlich durch eine Elimination von
29 Aminosauren der LSP-Form (44). Die beobachtete Kolokalisation der IL-15-LSP-
Isoform mit Endosomen, ER sowie dem Golgi-Apparat 1alt Kurys el al. postulieren,
dass dieses Protein sezerniert wird, anders als die IL-15-SSP-Isoform (44). Eine
Sekretion von IL-15-Protein der LSP-Form fuhrte bei transgenen Mausen zu einer
erhohten Resistenz gegenuber Salmonella choleraesuis bei angestiegener Anzahl von
CD8"-T-Zellen sowie einer erhdhten Expression von INFy. Dahingegen bildeten
transgene Mause mit einer cDNA von IL-15 analog zum IL-15-SSP zwar vermehrt
intrazellulares IL-15, das extrazellulare nahm jedoch ab. Gleichzeitig sank die Anzahl
der CD8"-T-Zellen und die Resistenz gegeniiber Salmonella choleraesuis (59). Diese
Beobachtung fuhrt auRerdem zu der Vermutung, dass das intrazellulare IL-15 zur

negativen Regulation von IL-15 beitragt (59).
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1.4 Der Interleukin-15-Rezeptorkomplex

Der IL-15-Rezeptor besteht ahnlich wie der IL-2-Rezeptor aus einem heterotrimeren
Proteinkomplex. An die Rezeptoruntereinheiten IL-2/IL-15Rf und die ,common gamma-
chain“ (y°) binden sowohl IL-2 als auch IL-15 (52;53). Spezifisch fir IL-15 ist die
Rezeptoruntereinheit IL-15Ra, welche IL-15 mit sehr hoher Affinitdt K,~10"" M bindet
(50;54), die Affinitat von IL-15RB/y® ist dagegen zwei Zehnerpotenzen geringer
(54;64;65). Die Aktivierung des IL-15RB/y*-Komplexes fiihrt zu einer Reihe von
Signalkaskaden, einschlieRlich der Aktivierung rezeptorstandiger Tyrosinkinasen der
Janus-Kinasen-Familie (JAK), JAK-1-Kinase uber IL-15RB sowie der JAK-3-Kinase
Uber y°. AnschlieBend erfolgt die Phosphorylierung von zytosolischen Proteinen ,signal
transducers and activators of transcription” (STAT) STAT5 bzw. STAT3 (54;66). Nach
der Phosphorylierung bilden die STAT-Proteine Dimere, welche im Zellkern Gene
aktivieren, z.B. fur die Induktion der T-Zell-Proliferation (50;67). Weitere Signalwege
erfolgen Uber die Src-abhidngige zytoplasmatische Tyrosinkinase p56'* und p72%
sowie die Induktion der Expression des anti-apoptotischen Proteins ,B-cell-leukemia 2°
Bcl-2. Eine Infektion mit S. pneumoniae induzierte in vitro eine Abnahme von Bcl-2
sowie eine verstarkte Apoptose, wohingegen eine Uberexpression von Bcl-2 der
Apoptose entgegenwirkte (68). Dartuber hinaus stimuliert IL-15 die Mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK) p38. Eine Hemmung von p-38 fuhrte im Tierversuch zu einer
Verringerung des septischen Schockes (69). Eine Aktivierung des in den Mastzellen
erst spater entdeckten IL-15-Rezeptors IL-15RX (70) fuhrt zu einer Phosphorylierung
von Jak-2 mit anschlieBender nuklearer Translokation von STATS (50;54;70).



1 Einleitung 16

Abb. 1.2 — Linke Abbildung: Das Protein IL-15 wird von Zellen sezerniert (oben), bindet an den IL-15-
Rezeptorkomplex der Zielzelle (unten) und I16st dort eine Signalkaskade aus. Rechte Abbildung: IL-15 ist
an der IL-15Ra-Rezeptoruntereinheit einer Zelle gebunden (oben) und wird der Zielzelle (unten)
prasentiert. Modifiziert nach Fehniger et al. und Schluns et al. (54;71).

Auf der Zellmembran von Monozyten wurde isoliert die IL-15Ra-Untereinheit
nachgewiesen, welche aufgrund ihrer hohen Affinitat far IL-15 mit dem Interleukin einen
Komplex bildete. Diese Bindung ermoglicht die Prasentation von IL-15 bzw. deren
Aktivierung (Abb. 1.2) Uber den IL-15RB/y*-Komplex ohne die Notwendigkeit einer
eigenen IL-15Ra-Untereinheit (54;64;71;72). So wird von aktivierten Monozyten IL-15
gebunden an die hochaffine Rezeptoruntereinheit IL-15Ra, CD8*-T-Zellen prasentiert

und vermittelt eine Hemmung der Apoptose (64).

1.5  Funktion von Interleukin-15 und seines Rezeptors

Eine gesteigerte Expression von IL-15 zeigte sich bei chronisch entzindlichen Erkran-
kungen wie rheumatoider Arthritis und chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
(50;73;74). Durch die gemeinsame Nutzung der B/y°-Rezeptoruntereinheiten von IL-2
und IL-15 bewirken beide Zytokine zum Teil ahnliche biologische Aktivitaten,
insbesondere als Wachstumsfaktor und Aktivator fir B-, T- und NK-Zellen (50;54).
Jedoch unterscheidet sich IL-15 in der Verbreitung seiner Expression und durch
unterschiedliche Phosphorylierungen von JAK-1, JAK-3 und STAT5 mit entsprechenden
Gentranskriptionen (50), so wirkt IL-15 unter anderem der Apoptose in vitro und in vivo
entgegen: Durch die Induktion anti-apoptotischer Proteine einschlieB3lich Bcl-2 (75) und
Bcl-xL (76), als auch durch Hemmung des Fas (77) und TNFa vermittelten Zelltodes

(78). Entsprechend zeigte eine Uberexpression von IL-15 in transgenen Mausen einen
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protektiven Effekt gegen die TNFa-induzierte Apoptose mit verbesserter Uberlebensrate
im gleichen Pathogenmodell (78). In vitro zeigten Hocke et al. an pulmonalen
Epithelzellen eine verminderte Apoptose durch Uberexpression von IL-15 (79). In vivo
konnte IL-15 an renalen Epithelzellen als autokriner Uberlebensfaktor nachgewiesen
werden (80).

Weiterhin besteht ein ko-stimulierender Einfluss von IL-15 auf aktivierte B-Zellen. Es
induziert die Produktion von polyklonalen IgM, IgG1 und IgA, welche zur Differenzierung
der B-1-Zellen in IgA-produzierenden Zellen in der Schleimhaut beitragen soll (81;82).
Nach dem Pathogenkontakt unterstutzt IL-15 durch die Expressionssteigerung von
Chemokinen wie z.B. IL-8 und deren Rezeptoren sowie Uber die Expression von
Adhasionsmolekllen die Rekrutierung immunkompetenter Zellen wie Lymphozyten,
NK-Zellen und PMN (83). IL-15 tragt zur Aktivierung und funktionellen Reifung von
phagozytierenden Zellen wie den antigenprasentierenden dendritischen Zellen,
Makrophagen (84), Mastzellen (70) und PMN (85) bei. Dies fuhrt zu einer gesteigerten
Produktion inflammatorischer Zytokine wie z.B. TNFa (84) und INFy (86) sowie einer
erhohten Phagozytosekapazitat polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (87).
Takano et al. wiesen im Mausmodell nach Neutralisierung von IL-15 eine verminderte
Resistenz gegenuber Escherichia coli bei zeitgleicher Reduzierung von intestinalen
intraepithelialen T-Lymphozyten (i-IEL) und einer geringeren Produktion von INFy nach
(88). Hirose et al. zeigten am Rattenmodell nach oraler Infektion mit Listeria monocyto-
genes eine verstarkte Expression von IL-15 sowie einen Anstieg von i-IEL und INFy und
nachfolgender Aktivierung von Makrophagen (89). Zu ahnlichen Ergebnissen gelangten
Nishimura et al.: Die Gabe von rekombinantem IL-15 fuhrte zu einer vermehrten
Stimulation der i-IEL der Darmmukosa mit anschlieRender Hochregulation von INFy
nach einer Infektion mit Salmonella choleraesuis (90). Diese Untersuchungen und
ebenso das hohe Mal} der IL-15-Expression in der intestinalen Mukosa zeigten, dass
IL-15 ein wichtiger Mediator des intestinalen Immunsystems, vor allem der mukosalen
Barriere darstellt, der bereits in einer fruihen Phase bedeutend zur effektiven Abwehr
mikrobieller Infektionen beitragt (89).

Das Epithel der Lunge gehort neben dem Darmepithel zu den gré3ten Oberflachen des
menschlichen Korpers, die direkten Kontakt zur Umwelt haben. Es konnte gezeigt
werden, dass IL-15 nicht nur von intestinalen Epithelzellen, sondern auch von
Bronchial- und Alveolarepithelzellen exprimiert wird (79;91;92). Bisher ist nur wenig

Uber die pulmonale zellulare Verteilung von IL-15, dessen Rezeptor, sowie der Funktion
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von IL-15 wahrend infektioser Lungenerkrankungen bekannt. Der pulmonale Nachweis
von IL-15 und dessen mRNA beim Menschen gelang in Alveolarmakrophagen (AM) und
PMN im Rahmen von Entzundungsreaktionen durch Sarkoidose oder Tuberkulose
(74;93;94).

Schwere und Haufigkeit der durch S. pneumoniae induzierten Pneumonien sowie die
Zunahme von Resistenzen gegenuber antibakteriellen Chemotherapeutika erfordern die
weitere Erforschung der pathogenetischen Mechanismen. Moglicherweise sind die
immunologischen Abwehrmechanismen in der Lunge auch durch Eigenschaften des
pro-inflammatorischen Zytokins IL-15 mit beeinflusst. Es sollen deshalb in der
vorliegenden Studie die konstitutive zellulare Verteilung von IL-15 und dessen Rezeptor
in der Lunge und die Regulation wahrend der Pneumokokken-Pneumonie am
Mausmodell genauer untersucht werden. Verglichen wird dartber hinaus der Verlauf mit
der durch die obligat intrazellular lebenden Bakterien C. pneumoniae induzierten
Lungeninfektion, welche einen subakuten Krankheitsverlauf aufweist (95;96).

Insbesondere soll auf folgende Fragestellungen eingegangen werden:

o Gibt es eine konstitutive Expression von |L-15-Protein und des hetero-
trimeren  Rezeptorkomplexes IL-15Ra, IL-15RB und Vy° im  murinen
Lungengewebe in vivo?

e Wie stellt sich das zelltyp-spezifische Expressionsmuster von IL-15 und dessen
Rezeptorkomplex im Lungengewebe von Mausen unter physiologischen
Bedingungen dar?

o Wie verandert sich die zellulare Expression von [L-15-Protein und des
Rezeptorkomplexes wahrend der Infektion mit S. pneumoniae im Mausmodell?

. Gibt es unterschiedliche Regulationsmechanismen wahrend der Infektion mit
S. pneumoniae im Vergleich zur Infektion mit dem intrazellularen Erreger

C. pneumoniae?
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2 MATERIAL UND METHODEN

21 Maus-Pneumonie-Modell

Fir die Tierversuche wurden weibliche Mause des Inzuchtstammes C57BL/6 von
Charles River (Sulzfeld, Deutschland) mit einem Alter von etwa 10 Wochen und einem
Durchschnittsgewicht von ca. 19 g eingesetzt. Die Versuche wurden nach den
Richtlinien zur Umsetzung des Tierschutzgesetzes an der Charité — Universitatsmedizin
Berlin unter Uberwachung der Aufsichtsbehdrde des Landes Berlin (Landesamt flr
Gesundheit und Soziales, LAGeSo) in der zentralen Versuchstierabteilung der Charité
unter pathogenfreien Bedingungen und 12 h hell-dunkel Rhythmus bei Futter und
Wasser ad libitum gehalten. Zur Versuchsdurchfuhrung wurden die Tiere in das Labor
transportiert.

211 Infektionsversuche mit Streptococcus pneumoniae

2.1.1.1 Vorbereitung der Infektion

Die Infektionsversuche wurden mit einem bekapselten S. pneumoniae Serotyp 3 Stamm
(NCTC 7978) durchgefuhrt. Die Keime wurden vor dem Versuch uber Nacht in Kultur
auf Blutagarplatten mit 5 % (v/v) Schaferythrozyten bei 37° C und 5 % CO,-Atmosphare
gehalten. Zwischen 5 und 10 einzeln stehende Kolonien wurden anschlie3end in Todd-
Hewlitt-Bouillion dberfuhrt, der 5 % Hefe und 10 % hitzeinaktiviertes fetales
Kalberserum zugesetzt war. Die Bakterien wuchsen in dieser Suspension fur ca. 4 h
(37° C, 5 % COy) bis zum Beginn der mittleren logarithmischen Wachstumsphase.
Dieser Zeitpunkt wurde photometrisch durch das Erreichen einer optischen Dichte von
0,30 bis 0,35 bei 600 nm Wellenlange definiert. Die Suspension wurde zentrifugiert
(15 min, 2000 x g), der Uberstand verworfen und der Riickstand in sterile PBS auf die
Infektionsdosis resuspendiert.

2.1.1.2 Bestimmung der Dosis fiir Infektionen mit Streptococcus pneumoniae

Die Infektionsdosis wurde durch Vorversuche bestimmt, in denen die Uberlebenszeit
der Tiere sowie die Anderung des Korpergewichtes in Abhangigkeit von der applizierten
Keimmenge (7,5x10* — 5x10° untersucht wurde. Die letale Dosis (LD) LDso lag
zwischen 7,5x10* und 1x10° Kolonie-Bildende-Einheiten (KBE). Entsprechend des
beobachteten Krankheitsverlaufes fur die unterschiedlichen Dosen wurde fur das
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murine Pneumokokken-Modell die Dosis auf 5 x 10° KBE festgelegt, um die Induktion
einer schweren Pneumonie in einem Zeitraum von bis zu 60 h post infectionem (p.i.)
sicherzustellen (Abb. 3.1).

2.1.1.3 Pneumonie-Modell

In die Experimente wurden drei Gruppen von Mausen eingeschlossen:

. Durch intranasale Applikation von 5x10° KBE S. pneumoniae (Serotyp 3, NCTC
7978) in 20 pl steriler PBS wurden die Tiere infiziert. Die intranasale Applikation
fand in leichter Anasthesie, durch intraperitoneale Applikation von 40 ul einer
Mischung aus funf Teilen Ketamin (50 mg/ml) und zwei Teilen Xylazin (2 %) statt.
Fur jeweils funf unabhangige Versuche wurde die Dauer auf 6, 12, 24, 48 und 60 h
p.i. festgelegt. Nach dem Erreichen des jeweils festgelegten Zeitpunktes wurden
die Lungenfligel in tiefer Anasthesie entnommen.

e Weitere Tiere erhielten eine intranasale Applikation von 20 pl steriler PBS, um den
Einfluss der Applikation selbst, des Puffers und der Narkose auf die Ergebnisse im
Erkrankungsverlauf zu kontrollieren bzw. auszuschlieRen. 6 bzw. 48 h nach der
Applikation wurden jeweils drei Tieren die Lungen in tiefer Anasthesie entnommen.

o In einer weiteren Kontrollgruppe, welche die Grundlage fur die Referenzwerte

bildete, wurden zehn unbehandelte Tiere untersucht.

Bis zum Ende des Versuches wurden die Tiere zweimal taglich insbesondere auf Ande-
rungen von Aktivitat, Sozialverhalten, Gewicht und Status des Fells als klinische
Zeichen einer Infektion untersucht. Tiere, die vor dem festgelegten Ende des Versuches
moribund wurden, sind in tiefer Anasthesie getotet und vom Versuch ausgeschlossen

worden.

21.2 Infektionsversuche mit Chlamydophila pneumoniae

Fir die Kultivierung von C. pneumoniae (TW-183; VR 2282; ATCC, Rockville, MD,
USA) wurden HEp-2-Zellen (CCL 23, ATTC) verwendet. Die Anzucht dieser Zellen
erfolgte in 80 cm? Zellkulturflaschen (37°C, 5% CQO2) in HEp-2-Kulturmedium (,Minimal
Essential Medium Eagle komplementiert mit: 10 % fetalem Kalberserum, 2 mM
L-Glutamin, nicht essentielle Aminosauren, 2,5 pg/ml Amphotericin B, 25 pg/mi
Gentamycin). Nach Ausbildung eines konfluenten Zellrasens wurde dieser passager mit

0,25% (w/v) Trypsin in PBS” behandelt um die Zellen abzulésen. Die Zellen aller
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Kulturflaschen wurden zusammengefuhrt und zur nachsten Passage im Verhaltnis 1:3

auf neue Kulturflaschen verteilt.

Fir die Infektion mit C. pneumoniae wurde das Kulturmedium modifiziert mit 1 pg/ml
Cycloheximid, jedoch ohne fetales Kalberserum. Zur Verbesserung des Kontaktes von
Wirtszellen und Erreger wurden die Kulturflaschen vor der Inkubation zentrifugiert
(45 min, 800 x g, 37° C). Nach 96 h wurde der Zellrasen mit einem sterilen Schaber
vom Boden der Kulturgefalde geldst und in sterile 50 ml Réhrchen Gberfuhrt.

Zur Freisetzung der Chlamydien bzw. Zerstorung der HEp-2-Zellen wurde die
Zellsuspension nach Zugabe von sterilen Glasperlen mit einem Laborschuttler fur 90 s
behandelt. Das chlamydienhaltige Zelllysat wurde zentrifugiert (45 min, 800 x g) und
nach Resuspension des Sedimentes in SPG-Puffer erneut zentrifugiert. Nach diesem
Waschschritt wurde das Sediment Pellet erneut in SPG-Puffer aufgenommen und in
50 pl Portionen bei -80° C gelagert.

Die Bestimmung der Konzentration von C. pneumoniae erfolgte mittels Giemsa-
Farbung infizierter HEp-2-Zellen, 48 h nachdem diese mit jeweils verschiedenen
Verdiinnungsstufen des Chlamydien-Uberstandes behandelt wurden. Nach Fixierung
der HEp-2-Zellen fur 10 min in Methanol (-20° C) und anschlieBendem Trocknen
wurden die Zellen fur 30 min in 1:10 verdunnter Giemsa-Losung gefarbt und die Anzahl
von Einschlusskorpern je 100 HEp-2-Zellen bestimmt, beziehungsweise die Anzahl der
sinclusion forming untis® pro Milliliter (ifu/ml) ermittelt.

Fir die Infektion mit C. pneumoniae wurden analog zu den Versuchen mit S. pneumo-
niae 5x10° KBE in einem Gesamtvolumen von 50 pl mittels eines Mikrosprayers (Penn-
Century, Philadelphia, PA, USA) intratracheal appliziert. Die Tiere der Kontrollgruppe
erhielten 50 pl einer Suspension von HEp-2-Zellen oder eines sterilen Puffers. Die
Infektionsdauer wurde auf 6 h, sowie 1, 3, 6 und 9 d p.i. fur jeweils funf Versuche

festgelegt, bei den Kontrollen lag sie bei 3 und 9 d p.i. fur jeweils funf Versuche.

213 Entnahme der Lungen und experimentelles Protokoll

Nach tiefer Narkotisierung durch intraperitoneale Applikation von 200 ul des Ketamin-
Xylazin-Gemisches wurde die Trachea durchtrennt und eine intratracheale Kanule
eingelegt. Diese wurde an ein Beatmungsgerat fir Mause (Mini Vent Typ 845, Hugo
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Sachs Elektronik, March-Hugstetten) angeschlossen und die Beatmung mit einem
Volumen von 120 ml/Hub Umgebungsluft (Frequenz: 150/min) durchgeflhrt.

Nach Laparotomie und Eroffnung des Diaphragmas wurden zur Antikoagulation 40 I.E.
Heparin intrakardial appliziert. Anschlieliend wurden die Tiere sternotomiert und durch
Eroffnung des rechten Ventrikels entblutet.

In der Pulmonalarterie wurde ein Katheter fixiert und zur Ermoéglichung eines pulmonal-
venosen Abflusses die Herzspitze entfernt. Die Lungen wurden 3 min mit ca. 4° C kalter
Kochsalzlésung (0,9 %) gespult, um Serum und Erythrozyten zu entfernen.
Anschlielend wurden die Praparate Uber flussigem Stickstoff getrocknet und fur die

weiteren Untersuchungen vorbereitet.

2.2 Nachweis des Proteins von IL-15 und seines
Rezeptors

221 Immunhistologie

In die enthommenen Lungen wurde ein Gefriermedium aus einem Gemisch von glei-
chen Teilen PBS und OCT-Tissue Tek intratracheal instilliert, anschliefend wurden sie
uber flussigem Stickstoff gefroren. Die Lungenfligel wurden an der trachealen
Bifurkation getrennt und jeweils separat bei -80° C gelagert.

Von den Praparaten beider Lungenflugel wurden mit dem Gefrierschnittmikrotom
(Kryostat HM560, Microm International, Walldorf) 10 ym Schnitte angefertigt und auf
Poly-L-Lysin  beschichteten = Objekttragern  (Menzel Glaser, Braunschweig)
aufgenommen. Praparate aller Lungen wurden in einer Hamalaun-Eosin-Farbung (HE)
standardisiert, nach Romeis (97) histologisch gefarbt und mikroskopisch auf einen
regelrechten Zustand der Organstrukturen hin Gberpruft.

2.2.1.1 Aufbereitung der Praparate

Zur Fixierung wurden die Praparate 5 min mit 3 %-iger Paraformaldehyd-L6sung behan-
delt und anschie3end 3 x 5 min in PBS (0,01 M, 150 mM NaCl, pH 7,6) gespdilt.

FUr intrazellulare Farbungen wurde zur Permeabilisierung der Zellmembranen 1 %
Triton X-100 in PBS fur 15 min verwendet. Bei extrazellularen Farbungen wurde dieser
Schritt Ubersprungen. Zur Reduzierung unspezifischer Antikdrperbindungen wurden die
Schnitte fur 30 min in PBS, die 5 % Serum der Spezies des sekundaren Antikdrpers
(AK), 1 % Bovines Serum Albumin (BSA) und 0,05 % Tween-20 enthielt, vorinkubiert.
Uber Nacht wurde mit einem polyklonalen primaren AK bei 4° C in PBS inkubiert,
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dem 1 % BSA und 0,05 % Tween-20 zugesetzt waren (Tab. 2.1). Die Schnitte wurden
3 x 5 min mit PBS gespult und mit dem entsprechenden sekundaren AK (Verdinnung
1:2000) zusammen mit 1 % BSA und 0,05 % Tween-20 erneut Uber Nacht inkubiert.
Diese affinitats-gereinigten I19G F)2, Fragmente von AK mit einer Speziesspezifitat
gegen Ziege (705-4513, Rockland, Gilbertsville, PA, USA) beziehungsweise Kaninchen
(711-1524, Rockland), waren kovalent an das Enzym alkalische Phosphatase (AP)
gebunden.

Diese Markierung wurde mit dem ,Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit*
entsprechend dem Protokoll des Herstellers nachgewiesen. Die endogene AP wurde
mit dem Substrat 2,5 mM Levamisol gehemmt. Die Zellkerne der Praparate wurden mit
Methylgrin gegengefarbt und in einer aufsteigenden alkoholischen Reihe entwassert.
Anschlieffend wurden sie mit dem LOosungsvermittler Roticlear behandelt und mit dem
permanenten Eindeckmedium Clarion unter einem Deckglas versiegelt.
Kontrollfarbungen, bei denen der primare sowie der primare und der sekundare AK

durch unspezifisches Serum ersetzt waren, wurden jeweils mitgefuhrt.

2.2.1.2 Antikérper

Der immunhistologische Nachweis von IL-15 und dessen Rezeptoruntereinheiten
IL-15Ra, IL-15RB und y° wurden polyklonale AK Santa Cruz (Heidelberg) verwendet,
sowie der monoklonale AK MAB647 von R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
(Tab. 2.1).

Tab. 2.1 — Auflistung der verwendeten primaren AK in der Immunhistologie und deren Verdiinnung
* AK MAB647 wurde primar markiert mit dem ,Zenon Alexa Flour 680 Mouse 1gG, Labeling Kit*

Protein Antikorper Bestell-Nr. Verdunnung
IL-15 goat anti-mouse sc-1296 1:100

IL-15 mouse anti-human MABG47 1:100*
IL-15Ra goat anti-mouse sc-5526 1:100
IL-2RB / IL-15RpB rabbit anti-mouse SC-672 1:20
IL-2Ry / IL-15Ry / y° rabbit anti-mouse sc-670 1:100

Tab. 2.2 — Auflistung der verwendeten sekundaren AK in der Immunhistologie

Spezifitat Label Hersteller, Bestell-Nr. Verdunnung

goat anti-rabbit AP Rockland, 711-1524 1:2000

Rabbit anti-goat AP Rockland, 705-4513 1:2000
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Als Negativkontrolle fur die Spezifitdt der Immunfarbung mit den AK von Santa Cruz
wurden Versuche mit den jeweils korrespondierenden blockierenden Peptiden des
gleichen Herstellers vorgenommen. Die primaren AK wurden entsprechend den
Protokollen von Santa Cruz vorinkubiert. Hierzu wurde vor der Verwendung der AK im
Verdinnungsmedium mit dem jeweiligen korrespondierenden ,Blocking Peptide® im
Uberschuss inkubiert. Fir alle vier untersuchten AK konnte eine erfolgreiche
Unterdrickung der AK-Bindung durch die jeweiligen spezifischen ,Blocking Peptide”
festgestellt werden.

Zur Bestatigung der zellularen Expression von IL-15 wurde ein weiterer, monoklonaler
Maus-anti-IL-15-AK von R&D Systems eingesetzt (Minneapolis, MN, USA). Dieser
wurde primar mit dem ,Zenon Alexa Flour 680 Mouse IgG Labeling Kit® (Z-25010,
70B1-1) von Molecular Probes (Leiden, Niederlande) entsprechend dem Protokoll des
Herstellers inkubiert. Dabei wurde der primare AK vor der Anwendung am Gewebe mit

einem Alexaflourochrom markiert.

2.2.1.3 Auswertung der Intensitat der Immunfarbung

Zur Dokumentation der Immunfarbungen in der Hell-Feld-Mikroskopie wurde eine
digitale Farbbildkamera (AxioCam HRc, Zeiss) benutzt. Die Intensitat der Immunfarbung
wurde in 200-facher Vergroferung semiquantitativ mit einer Skala von 0 bis 5 bewertet
[keine (0), sehr schwach (1), schwach (2), deutlich (3), stark (4), sehr stark (5)]. Die

Ergebnisse wurden durch einen zweiten Untersucher Uberpruft.
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Insgesamt wurden untersucht:

e  zehn Lungen unbehandelter Kontrolltiere

e jeweils drei Lungen von Tieren, denen sterile PBS intranasal instilliert wurde,
mit einer jeweiligen Versuchsdauer von 6 bzw. 48 h

e jeweils funf Lungen von Mausen zu den Zeitpunkten 6, 12, 24, 48 und 60 h
nach transnasaler Infektion mit S. pneumoniae

e jeweils funf Lungen von Mausen zu den Zeitpunkten 6 h, sowie 1, 3, 7 und 9 d
nach transnasaler Infektion mit C. pneumoniae

e jeweils funf Lungen von Tieren, denen HEp-2-Zellen intranasal instilliert wurden,
analog zu den Infektionsversuchen mit C. pneumoniae, mit einer jeweiligen

Versuchsdauer von 3 bzw. 9 d.

Mit immunhistologischen Farbungen wurde die Expression von IL-15, IL-15Ra, IL-15R
und y° an der Gewebeoberflaiche untersucht. Weiterhin wurde eine Farbung gegen
IL-15 an zuvor mit Triton X-100 permeabilisierten Schnitten durchgefuhrt, um die
intrazellulare Expression zu untersuchen. Von jeder Lunge wurden in beiden Flugeln
alle Bronchien sowie alle positiv gefarbten anderen Strukturen semiquantitativ

ausgewertet (Tab. 3.1-5).

2.2.1.4 Digitale Bildanalyse

Die gefarbten Praparate wurden nach erfolgter semiquantitativer Bewertung
anschlieBend mittels digitaler Bildanalyse ausgewertet. Alle Einstellungen am
Mikroskop (Objektiv: 40x / 1,3 Oil; Plan-Neofluar, Zeiss) wurden stets konstant
gehalten, als Lichtquelle diente eine stabilisierte Halogenlampe (HAL100, Zeiss, Jena).
Zur Messung wurde ein auf die Absorption des Vector Red Substrates abgestimmter
optischer Filter (zentrale Wellenlange: 525 nm, Halbbandbreite: 10 nm + 2 nm) von
Chroma Technology Corp. (Brattleboro, VT, USA) verwendet. Vor den Messungen ist
das System mit einem Referenz-Objekttrager Uberpruft worden.

Mit einer an das Mikroskop (Axioskop 2 mot, Zeiss) angeschlossenen digitalen
monochromen Kamera (AxioCam MRm, Zeiss) wurden von den zu untersuchenden
Strukturen Graustufenbilder hergestellt. Die Bilder wurden als 12-Bit Graustufen-Bilder
auf einem Pentium Il 1 GHz Computer (FSC, Paderborn) mit einer linearen
Modulations-Amplitude digitalisiert. Daraus ergab sich eine Skalierung der Grauwerte in
Intensitatsstufen von 0 bis 4095. Die Messung der mittleren Grauwerte der jeweils
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untersuchten Struktur wurde mit dem Programm ImagePro 4.5 (Media Cybernetics,
Del Mar, CA, USA) durchgefuhrt.

Zur Visualisierung wurde eine Falschfarbenskala gewahlt. Basierend auf Messungen
der Hintergrundfarbung, die verursacht wird durch unspezifische Absorption,
unspezifische Antikdrperbindung und falsch positives Farbsignal, wurden ausschlief3lich
Intensitaten jenseits von 995 Grauwertstufen als spezifische Signale in die Messungen
einbezogen und Signale unterhalb dieser als Hintergrund (Schwarz) definiert.

Nachdem sich in der konventionellen Auswertung der Immunfarbungen eine deutliche

Anderung der Expression von IL-15 nach Infektion mit S. pneumoniae darstellte,

schloss sich eine digitale Bildanalyse an. Bei den mit C. pneumonie behandelten

Lungen fand sich keine Anderung, weshalb diese von einer weiteren Bildanalyse

ausgeschlossen wurden. Insgesamt wurden gemessen:

J rechte und linke Lunge von zehn Tieren der unbehandelten Kontrollgruppe

o rechte und Ilinke Lunge von jeweils drei Tieren der Kontrollgruppe,
6 bzw. 48 h nach Applikation von steriler PBS

J rechte und linke Lunge von jeweils funf mit S. pneumoniae infizierten Mausen von
jedem Versuchsendpunkt (6, 12, 24, 48, 60 h p.i.).

Von der jeweils zu untersuchenden Gewebestruktur wurden fanf bis zehn
Graustufenbilder von einem Schnitt erstellt, der mittlere Grauwert bestimmt und in ein
Tabellenkalkulationsprogramm (Excel 9.0, Microsoft, UnterschleiRheim) Ubertragen. Die
Ergebnisse einer Lunge wurden gemittelt und als Ergebnis eines unabhangigen
Experimentes gewertet.

Die Ergebnisse der Kontrolltiere dienten als Bezugsgrofle fur die Skalierung der
Grauwerte des entsprechenden Kompartimentes der infizierten Tiere. Die Ergebnisse
der einzelnen unabhangigen Experimente wurden als Grauwerte in Prozent des
mittleren Grauwertes der entsprechenden Strukturart in der unbehandelten
Kontrollgruppe fir jedes untersuchte Kompartiment (proximales und distales
Bronchialepithel, Bronchialmuskulatur, GefalRmuskulatur von Arterien, Venen und
teilmuskularisierten Gefalien, Alveolarmakrophagen, Alveolarepithelzellen,
Alveolarsepten) angegeben.
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2.2.2 Westernblot

2.2.2.1 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Geleketrophorese (SDS-PAGE) wurden
die Proteine ihrem Molekulargewicht nach aufgetrennt. Dabei wurden die Proteine
(80 pg) in SDS-Ladepuffer (Glyzerin 200 ul, SDS 10 % (w/v) 0,4 ml, Bromphenolblau
1 % (w/v) 100 pl, A. bidest. 950 pl), der mit R-Mercaptoethanol (1 % (v/v) 100 ul)
versetzt wurde, zur Denaturierung fur 5 min bei 95° C erhitzt.

Es wurde ein diskontinuierliches Polyacrylamidgel nach Laemmli (98) mit einem nieder-
prozentigen Sammelgel (0,5 M, Tris-HCI, pH 6,8) und einem hdherprozentigem
Trenngel (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) verwendet. Fur IL-15 wurde ein 10 %-iger Acrylamid-
Anteil, fur Aktin ein von 13 %-iger Anteil benutzt. Das gegossene Sammelgel wurde mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde dieses entfernt, das
Sammel- Uber das Trenngel geschichtet und anschliefend Kdmme eingesetzt.

Die elektrophoretische Auftrennung im Laufpuffer (Glycin 14,4 g, Trizma Base 3 g,
SDS 1 g, A. bidest. ad 1000 ml) erfolgte bis zum Einlaufen der Proteine in das Trenngel
mit 100 V, dann weiter mit konstant 120 V. Als Standard fur das Molekulargewicht
wurde der Rainbow-Marker (Amersham Life Science, Braunschweig) verwendet.

Tab. 2.3 — Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele

Trenngel (10 %) Trenngel (13 %) Sammelgel

A. bidest. 4,85 ml 4 mi 6 ml
Trenngelpuffer 2,5 ml 2,5ml -
Sammelgelpuffer - - 2,5ml
SDS 10 % 100 pl 100 pl 100 pl
Acryl-/Bisacrylamid 40 % 2,5 ml 3,35 ml 1,3 ml
APS 50 i 50 i 50 i
TEMED 5 ul 5yl 10
2.2.2.2 Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese
auf eine Blotmembran aus Nitrozellulose (Hybond-ECL, Amersham Life Science)
Ubertragen, mit einer eisgekuhlten Nass-Apparatur bei 100 V fur 1 h in Transferpuffer
(14,4 g Glycin, 200 ml Methanol, A. bidest ad 1000 ml). Der Transfer wurde mit einer
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reversiblen Proteinfarbung der Membran durch Ponceau S (1 Spatelspitze, 5 ml
Eisessig; A. bidest. ad 100 ml) kontrolliert und anschlieend durch Waschen mit
A. bidest. wieder entfernt. Die verbliebenen Proteinbindungskapazitaten der Membran
wurden mit einem Blockierungspuffer (Odyssey™ Blocking Buffer LI-Cor Biosciences,
Bad Homburg), der zu gleichen Teilen mit PBS verdunnt wurde, fur 90 min abgesattigt.

Der immunologische Nachweis von IL-15 erfolgte mit einem polyklonalen AK (sc-1296,
Santa Cruz Biotechnologies, Heidelberg), verdinnt 1:2000 in einem Medium aus
gleichen Teilen Blockierungspuffer und PBS mit 0,1 % Tween. Am nachsten Tag wurde
die Membran mit PBS gespult und 1 h mit einem IRDye800-markiertem sekundaren AK
(Odyssey infrared imaging system, LI-Cor Biosciences) inkubiert, verdunnt 1:2000 in
dem gleichen Medium wie der primare AK. Die Messung und Dokumentation erfolgte
mit dem ,Odyssey Infrared Imaging Systems® (LI-Cor Biosciences), zur semi-
quantitativen Messung wurde die “Equal Protein Load“ bestimmt. Die gebundenen AK
wurden zunachst mit einem Stripping-Puffer (1,9 g Glycin, 1 % SDS, A. bidest.
ad 1000 ml, pH 2,0) von der Membran entfernt, anschlieRend gewaschen und dann
wurden erneut freie Proteinbindungskapazitaten abgesattigt. Fir die Messung wurde
das ,Extracellular-Signal-Related Kinase 2“ (ERK2) mit einem polyklonalen primar AK
(sc-154, Santa Cruz) und einem Cy5.5 markiertem sekundar AK (LI-Cor Biosciences)

nachgewiesen.

2.3 Nachweis der IL-15-mRNA

2.31 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Gefrorenes Lungengewebe wurde analog zum WB (2.2.2) homogenisiert. Die RNA
wurde mit dem ,RNEasy Mini Isolation Kit* (Quiagen, Hilden) entsprechend dem
Protokoll des Herstellers extrahiert und die Reinheit fotometrisch mittels des A260/A280
Quotient bestimmt. Fur die Synthese der cDNA wurden 2 ug RNA mit dem Pro Stare
First Strand Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) Kit
(Stratagene, Amsterdam, Niederlande) entsprechend dem Protokoll des Herstellers mit
einem Oligo (dT) Primer revers transkribiert. Es wurde jeweils eine PCR von murinem
IL-15 mit 40 Zyklen (jeweils 1 min 95° C, 63° C und 72° C) sowie von mG3PDH (murine
Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) zur Bestimmung der relativen Mengen
von cDNA durchgefihrt. Die Proben wurden in 1,2 % Agarose-Gel aufgetrennt. Als
Primer wurde flr murines IL-15 (5-GCC ATA GCC AGC TCA TCT TC-3’ und 5-GCA



2 Material und Methoden 29

ATT CCA GGA GAA AGC AG-3’) sowie fir mG3PDH (5’-TGA TGG GTG TGA ACC
ACG AG-3’ und 5-TCA GTG TAG CCC AAG ATG CC-3’) verwendet. Die erwartete
Lange des PCR-Produktes lag fur IL-15 bei 337 und entsprechend fur mG3PDH bei 496

Basenpaaren.

23.2 Mikroarray Transkriptom-Analyse

Fir die Extraktion der RNA wurden die entnommenen Lungen in 1 ml TRIzol (Invitro-
gen, Karlsruhe) mit dem Ultraturrax T8 Homogenisator (IKA, Staufen) homogenisiert.
Die Homogenate aus drei Lungen einer Gruppe wurden zusammengefuhrt, in
Fraktionen von je 1 ml in flussigem Stickstoff eingefroren und bei minus 80° C gelagert.
Die gesamte RNA wurde nach dem Auftauen des 1 ml Aliquots mit dem RNEasy-Kit
(Qiagen, Hilden) gereinigt, mit dem 2100 Bioanalyzer System (Agilent Technologies,
Boblingen) quantifiziert und die Integritat Gberpruft. 4 ug der gesamten RNA wurden mit
dem Oligo-dT-T7-Promotor-Primer entsprechend dem Protokoll des Herstellers (Agilent
Technologies) revers zu cDNA transkribiert. Gleichzeitig wurde bei dieser linearen
fluoreszenten Vervielfaltigungsreaktion die cRNA mit Cyanidin 3-CTP oder Cyanidin
5-CTP (NEB Life Science Products, Invitrogen) markiert. Zur Vermeidung von
farbspezifischen Artefakten sowie zur Verbesserung der Datenanalyse wurde ein ,Color
Swap® durchgefuhrt. Dafur wurde jeweils eine Halfte der vorbereiteten RNA eines
Ansatzes mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert. Nach der Vorbreitung, Reinigung
und Quantifizierung wurden 1,25 pg der jeweils markierten cRNA gemischt, fragmentiert
und auf einem ,8.4 Custom in situ Mouse Array“ entsprechend den Angaben des
Herstellers (Agilent Technologies) hybridisiert. Zum Auslesen des Chips wurde ein DNA
Mikroarray Laser Scanner (Agilent Technologies) mit einer Aufloésung von 5 pym mit dem
Bildanalyseprogramm des gleichen Herstellers (Version A4.045) in den
Standardeinstellungen benutzt. Die Datenanalyse erfolgte mit einer Rosetta
Inpharmatics Plattform (Resolver Built 3.0.0.3.22). Die Transkriptom-Analyse wurde mit
drei Replikationen von unabhangigen Proben einer Gruppe durchgefuhrt. Die
Praparation der RNA und die Hybridisierung wurden dreimal fur jede Gruppe

vorgenommen, die durch ,Color Swap® zu sechs unabhangigen Messungen fuhrte.
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24  Statistische Auswertung

Zur statistischen Beurteilung der Ergebnisse wurde der Kruskal-Wallis Test fur nicht
parametrische Daten angewendet. Fur den Vergleich der einzelnen Gruppen mit der
Normgruppe wurde der Mann-Whitney-Test eingesetzt. Als statistisch signifikant
wurden Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,05 akzeptiert.

Die Angabe von Mittelwerten erfolgte + SD (Standardabweichung). Die Auswertung und
Darstellung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm Prism 4.03 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).
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Tab. 2.4 — Auflistung der verwendeten Chemikalien

Acrylamid / Bisacrylamid 40 %

Serva, Heidelberg

Agarose

Invitrogen, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Serva, Heidelberg

Amphotericin B

Boehringer, Ingelheim am Rhein

3-Mercaptoethanol

Serva, Heidelberg

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Clarion

Biomeda, Foster City, CA, USA

Cycloheximid

Sigma-Aldrich, Miinchen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Dinatriumhydrogenphosphat

Becton Dickinson, Heidelberg

Eisessig

Merck, Darmstadt

Ethanol

Apotheke der Charité, Berlin

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco, Karlsruhe

Gentamycin

Sigma-Aldrich, Miinchen

Giemsas Farbeldsung

Merck, Darmstadt

Glycerin Merck, Darmstadt
Hefe Becton Dickinson, Heidelberg
Isopropanol Sigma-Aldrich, Miinchen

Kaliumchlorid

Becton Dickinson, Heidelberg

Kaliumdihydrogenphosphat

Becton Dickinson, Heidelberg

Kaninchen-Serum-Serum

Sigma-Aldrich, Miinchen

Ketamin Merck, Darmstadt
Levamisol Vector Laboratories, Peterborough, UK
L-Glutamin Biochrom, Berlin

May-Griinwalds Farbeldsung

Merck, Darmstadt

Methanol

Merck, Darmstadt

Methylgrin

Sigma-Aldrich, Miinchen

Minimal Essential Medium Eagle

Biochrom, Berlin

N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

R&D Systems, Wiesbaden

Natriumchlorid

Becton Dickinson, Heidelberg

Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfat, SDS)

Serva, Heidelberg

Nicht essentielle Aminosauren

Biochrom, Berlin

OCT Tissue Tek

Plano, Wetzlar

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt

Phenylmethylsulfonylifluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Phosphate buffered saline (PBS) -/- (ohne Ca2+ / Mg2+)

Biochrom, Berlin
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Ponceau S Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Roticlear Roth, Karlsruhe

Saccharose Sigma-Aldrich, Miinchen
Saccharose Sigma-Aldrich, Miinchen
Todd-Hewlitt-Bouillion Becton Dickinson, Heidelberg
Tris HCI Sigma-Aldrich, Miinchen

Triton X-100 Boehringer, Ingelheim am Rhein
Trizma Base Sigma-Aldrich, Miinchen

Trypsin EDTA Gibco, Karlsruhe

Tween 20 Sigma-Aldrich, Miinchen

Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit Vector Laboratories, Peterborough, UK
Xylazin Bayer Animal Health, Leverkusen

Ziegen-Serum Sigma-Aldrich, Miinchen
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3 ERGEBNISSE

3.1 Verlauf der murinen bakteriellen Pneumonie
3.1.1 Klinischer Verlauf der pulmonalen Infektion

Die Infektionsdosis fur Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) wurde
entsprechend des beobachteten Krankheitsverlaufes fur die unterschiedlichen Dosen
ermittelt (Abb. 3.1). Die Letale Dosis 50 (LDso) lag zwischen 7,5 x 10* und 1 x 10°
Kolonie-Bildende-Einheiten (KBE). Entsprechend des beobachteten Krankheits-
verlaufes fur die unterschiedlichen Dosen wurde fur das murine Pneumokokken-Modell
die Dosis auf 5 x 10° KBE festgelegt.

Die mit S. pneumoniae infizierten Mause zeigten in Abhangigkeit von der Versuchs-
dauer klinische Zeichen einer Pneumonie: Erschwerte Atmung, verminderte Aktivitat,
struppiges Fell mit Spuren von eitrigem Sputum. Ein Gewichtsverlust von ca. 10 - 20 %
konnte zwischen 48 - 60 h p.i. festgestellt werden (Abb. 3.2).

Dagegen fanden sich keine sichtbaren Veranderungen bei den Tieren die mit
Chlamydophila pneumoniae (C. pneumoniae) infiziert wurden sowie den
Kontrollgruppen (Daten nicht gezeigt).

3.1.2 Histopathologische Veranderungen des Lungengewebes

Leukozyteninfiltrate als Zeichen von entzundlichen Veranderungen im Lungengewebe
lieBen sich 24 h nach der Infektion mit S. pneumoniae nachweisen. Der Uberwiegende
Anteil der infiltrierenden Leukozyten bestand aus neutrophilen Granulozyten. Diese
waren sowohl im alveolaren Kompartiment als auch in perivaskularen und
peribronchialen Lungenanteilen vorhanden. In den perivaskularen und peribronchialen
Infiltrationen war dartber hinaus eine deutliche Anzahl von Lymphozyten nachweisbar.
Ausgepragte alveolare Destruktion von Teilen des Lungenparenchyms sowie eine wei-
tere Zunahme der Leukozyteninfiltration zeigten sich 48 h p.i. (Abb. 3.3).
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Diese Veranderungen waren nicht nachweisbar in den Praparaten:
° 6 und 12 h nach transnasaler Infektion mit S. pneumoniae,
o bei der unbehandelten Kontrollgruppe,

e  bei Mausen nach transnasaler Applikation von sterilem PBS (6 und 48 h).

Die Lungen der mit C. pneumoniae infizierten Tiere zeigten histopathologisch
Veranderungen ausschlief3lich in Form von mononuklearen peribronchialen Infiltraten

(HE-Farbung nicht gezeigt, siehe immunhistologische Abb. 3.11 b, d).

3.2 Nachweis von IL-15

3.2.1 Konstitutive Expression und Lokalisation von IL-15

Das IL-15-Protein konnte in pulmonalem Gewebe durch Westernblot (WB)
nachgewiesen werden (Abb. 3.4). Ebenfalls lieR sich die mRNA von IL-15 in der
Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) (Abb. 3.5 a) sowie der
Mikroarray Transkriptom Analayse (MTA) (Abb. 3.5 c) darstellen.

Durch indirekte immunhistologische Farbungen liel3 sich IL-15-Protein zelltypspezifisch
in mehreren pulmonalen Strukturen nachweisen. Eine intrazellulare Expression zeigte
sich deutlich in Bronchialepithelzellen (BEZ) der proximalen und distalen Atemwege
(Abb. 3.6 a). Eine positive Farbung konnte in einzelnen Zellen der Alveolarsepten
beobachtet werden, welche morphologisch Alveolarepithelzellen (AEZ) Typ |
entsprachen (Abb. 3.6 b). In Alveolarmakrophagen (AM) stellte sich ebenfalls das
Zytokin dar (Abb. 3.6 c). Zellen der glatten Gefalimuskulatur der Pulmonalarterien
und -venen im Bereich der Hili sowie der Bronchialarterien zeigten eine geringe
Expression von intrazellularem IL-15 (Abb. 3.6 a).

Vergleichend mit dem IL-15 AK von Santra Cruz wurden exemplarisch Immunfarbungen
mit dem monoklonalen AK von R&D Systems durchgefuhrt. Hierfur wurde der AK mit
einem roten Fluorochrom markiert. Das Signal entspricht dem des polyklonalen AK
(Abb. 3.6 €, f)

Extrazellular wurde IL-15 ebenfalls deutlich auf AM und BEZ nachgewiesen (Abb. 3.9),
jedoch konstitutiv nur auf der apikalen Seite der BEZ (Abb. 3.9 a). Eine schwache
extrazellulare Expression liel3 sich auch auf der Muskulatur von Bronchien und
Bronchialarterien darstellen. Keine Expression fand sich auf der Oberflache von AEZ
(Abb. 3.9 c).
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3.2.2 Streptococcus pneumoniae induzierte Regulation von IL-15

Nach der Infektion mit S. pneumoniae zeigte sich ein Anstieg von IL-15-Protein im WB
(Abb. 3.4 a). Durch Densitometrie der WB-Proteinbanden liel3 sich eine Zunahme der
Expression von IL-15 in den Proteinlysaten des Lungengewebes 24 h p.i. nachweisen,
die bis 48 h p.i. zunahm. Bei 60 h p.i. nahm jedoch die Konzentration im Vergleich zum
vorherigen Wert etwas ab (Abb. 3.4 b).

Auf der Ebene der mRNA konnte mit der RT-PCR bzw. deren Densitometrie fur alle
untersuchen Zeitpunkte (12, 24, 48 h p.i) eine Hochregulation gegenuber der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abb. 3.5 a, b). Die MTA zeigte ebenfalls eine
Hochregulation der mRNA des Zytokins, daruber hinaus liel3 sich auch eine Zunahme
der hochaffinen Rezeptoruntereinheit IL-15Ra darstellen (Abb. 3.5 c).

Entsprechend der im WB dargestellten Expressionssteigerung von IL-15-Protein
wurden die murinen Lungen einer zelltypspezifischen Analyse mittels Immunhistologie
unterzogen. Zunachst wurde untersucht, ob es zu einer de novo Expression in weiteren
Zelltypen im Vergleich zur Kontrollgruppe kam. An residenten Lungenzellen konnte dies
nicht nachgewiesen werden, es zeigte sich jedoch eine schwach positive Farbung von
PNMs in den alveolaren, perivaskularen und peribronchialen Infiltraten, die im Verlauf
der Pneumonie konstant blieb. Weitergehend wurden alle Lungenstrukturen
entsprechend der Immunfarbung semiquantitativ. mit einer Skala von 0 bis 5
[keine (0), sehr schwach (1), schwach (2), deutlich (3), stark (4), sehr stark (5)] bewertet
(Tab. 3.1). IL-15 wurde im Infektionsverlauf intrazellular verstarkt in den BEZ der
proximalen und distalen Atemwege sowie in den AM nachgewiesen. In den AEZ war
ausschlieBlich in Gebieten mit leukozytaren alveolaren, perivaskularen und
peribronchialen Infiltrationen ein allerdings nur maRiger Anstieg der Expression von
IL-15 feststellbar, die Expression in nicht infiltrierten Gebieten blieb dagegen
unverandert. Eine unveranderte Expression konnte in Zellen der glatten Muskulatur

gezeigt werden (Tab. 3.1).

Neben dem intrazellularen Nachweis von IL-15 gelang der Nachweis einer
extrazellularen Expression auf BEZ und AM, die nach der Infektion mit
S. pneumoniae ebenfalls deutlich zunahm (Abb. 3.9; Tab. 3.2). Bemerkenswert ist, dass
die BEZ nicht nur einen Anstieg von IL-15 auf der apikalen Seite im Vergleich zur
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konstitutiven Expression zeigten, sondern auch eine de novo Expression auf der
basolateralen Seite (Abb. 3.9 b). Infiltrierende Leukozyten wiesen eine schwache
extrazellulare Expression von IL-15 auf, deren Intensitat in den betroffenen Arealen im

Verlauf der Infektion unverandert blieb.

Im Gegensatz zu den infizierten Mausen konnten weder bei den unbehandelten Kon-
trolltieren noch bei den Mausen mit intranasaler PBS-Gabe (6 bzw. 48 h nach Applika-

tion) Veranderungen in der Expression von IL-15 nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der Immunfarbungen, die eine
deutliche Zunahme von intrazellularem IL-15 nach der Infektion mit S. pneumoniae
zeigten, wurden durch ein beobachterunabhangiges Verfahren Uberpraft. Hierflr ist die
etablierte Technik der semiquantitativen densiometrischen Bildanalyse angewendet
worden (99). Von den zu untersuchenden Strukturen wurden digitale Graustufenbilder
erstellt. Die entsprechenden Strukturen wurden einzeln umrandet, anschliel3end erfolgte
die Messung der mittleren Grauwerte der jeweiligen Struktur mit einem speziellen
Bildanalyseprogramm. Die gewonnenen Daten wurden statistisch ausgewertet.
Die digitale Bildanalyse fur die intrazellulare Regulation von IL-15 bestatigte die
Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung. Weiterhin konnte die zuvor beobachtete
Zunahme der Farbung in BEZ und AM statistisch signifikant gesichert werden. Die
Hochregulation der IL-15-Expression in BEZ und AM lief3 sich bereits innerhalb von 6 h
nach der transnasalen Infektion mit S. pneumoniae beobachten.

Im proximalen und distalen Bronchialepithel stellte sich eine zunehmende Expression
von IL-15-Protein dar, welche bis zum gewahlten Endpunkt von 60 h nach der
Applikation der Pneumokokken anstieg (Abb. 3.7 a, b). Zu den Zeitpunkten 48 und 60 h
p.i. war der statistische Anstieg bezogen auf die Kontrollgruppe hoch signifikant
(Abb. 3.8 a, b). Besonders ausgepragt war die Hochregulation in den BEZ in den
Gebieten, in denen leukozytare Infiltrate flachig den Bronchus beziehungsweise die
Bronchialarterien erfassten.

Fir die AEZ konnte ebenfalls eine deutliche Hochregulation des Zytokins nachgewiesen
werden, die ein Maximum 48 h p.i. erreichte (Abb. 3.7 c, d), jedoch nur in Regionen mit
leukozytaren Infiltraten. Eine statische Signifikanz liel3 nicht nachweisen (Abb. 3.8 c, d).
AM zeigten einen statistisch hoch signifikanten Anstieg von IL-15-Protein (Abb. 3.7 e, f),
das Maximum bestand hier bereits zwischen den Zeitpunkten 6 und 12 h p.i im
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weiteren Verlauf nahm die IL-15-Expression wieder ab und erreichte nach 60 h wieder
das Niveau der Kontrollgruppe (Abb. 3.8 e, f). In Gebieten mit leukozytaren Infiltraten
nahm die IL-15-Expression von AM langsamer ab und blieb bis zum letzten
untersuchten Zeitpunkt erhoht.

3.23 Nachweis der Spezifitat des Signals in der Inmunhistologie

Parallel zu den immunhistologischen Nachweisen von IL-15 wurden Kontrollfarbungen
ohne primaren AK bzw. ohne primaren und sekundaren AK durchgeflihrt, die kein
Signal ergaben. Fur die polyklonalen AK (Tab. 2.1) stellt der Hersteller (Santa Cruz) ein
spezifisches BP zur Verfugung, eine Signalunterdrickung konnte fur den gegen IL-15
gerichteten polyklonalen AK (sc-1296) erfolgreich nachgewiesen werden (Abb. 3.6 d).
Weiterhin wurden exemplarisch mit einem monoklonalen AK von R&D die
Immunfarbungen wiederholt. Der AK wurde zuvor mit einem roten Alexa-Fluorochrom
markiert. Durch die Uberlagerung mit der Autofluoreszenz des Gewebes (Griin) stellt
sich das IL-15-Protein Orange dar, mit einer analogen Verteilung im Vergleich zum AK
von Santa Cruz (Abb. 3.6 e, f).

Mit dem jeweiligen spezifischen BP wurden ebenfalls die drei weiteren polyklonalen AK
(anti IL-15Ra, anti IL-15RB, anti y°) Uberprift, hier wurde ebenfalls eine Signal-
unterdruckung bewirkt, welche auf die Spezifitat der AK hinweist (Abb. 3.10 ¢, f, i).

3.3 Nachweis des IL-15-Rezeptorkomplexes
3.31 Pulmonale Lokalisation der Rezeptoruntereinheiten

Der IL-15-Rezeptor besteht ahnlich wie der IL-2-Rezeptor aus einem heterotrimeren
Proteinkomplex. An die Rezeptoruntereinheiten IL-2/IL-15Rf und die common gamma-
chain (y°) binden sowohl IL-2 als auch IL-15. Spezifisch fir IL-15 ist die
Rezeptoruntereinheit IL-15Ra, die IL-15 mit sehr hoher Affinitat bindet. Erganzend zur
Bestimmung des Zytokins wurde deshalb auch die Expression und Regulation der drei
Rezeptoruntereinheiten untersucht.

Im Lungengewebe der nicht infizierten Mause wurde die IL-15Ra-Untereinheit auf den
BEZ, AEZ, GefalBmuskelzellen und AM nachgewiesen. An der Oberflache von BEZ
konnte es in den Kontrolllungen nur auf der apikalen Oberflache nachgewiesen werden,
ahnlich dem Interleukin (Abb. 3.10 a, Tab. 3.3).
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Die IL-15R-Untereinheiten B und y° wurden in der Kontrollgruppe auf den BEZ, den
Zellen der glatten Muskulatur, den AEZ sowie den AM nachgewiesen (Abb. 3.10 d,
Tab. 3.4 bzw. Abb. 3.10 g, Tab. 3.5).

3.3.2 Streptococcus pneumoniae induzierte Regulation der
Rezeptoruntereinheiten

Wahrend der Infektion mit S. pneumoniae erfolgte eine deutliche Hochregulation von
IL-15Ra auf den BEZ. Im stimulierten Lungengewebe konnte nach 24 h analog zum
Zytokin eine zusatzliche de novo Expression an der basolateralen Seite der BEZ
nachgewiesen werden, die jedoch im weiteren zeitlichen Verlauf konstant blieb
(Abb. 3.10 a, b, Tab. 3.3). AEZ zeigten in der spaten Phase der Infektion eine geringe
Zunahme der Expression von IL-15Ra. Eine veranderte IL-15Ra-Expression konnte
nicht auf den Zellen der glatten Muskulatur oder den AM nachgewiesen werden. Die auf
den infiltrierenden Leukozyten darstellbare Oberflachenexpression von IL-15Ra blieb
wahrend der Pneumokokken-Pneumonie ebenfalls konstant.

Die pulmonale Expression von IL-15Rf bliebt dagegen wahrend der Pneumokokken-
Pneumonie unverandert, auch die auf den infiltrierenden Leukozyten vorhandene
Oberflachenexpression von IL-15R[3 zeigte wahrend der Pneumonie mit S. pneumoniae
keine Anderung (Abb. 3.10 d, e; Tab. 3.4).

Die Expression von y° blieb ebenfalls im Verlauf der Pneumonie auf den BEZ, den AEZ,
den Zellen der glatten Muskulatur und auf den AM unverandert (Abb. 3.10 g, h;
Tab.3.5).

Die Untersuchung der mRNA von IL-15Ra mittels MTA zeigte eine Hochregulation auf
der Ebene der Transkription 12 h nach der Infektion mit S. pneumoniae, die 24 h bzw.
48 h p.i. weiter erhdht war (Abb. 3.5 c).
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3.4 Histologische Veranderungen und
immunhistologische Regulation des Zytokins im
Verlauf einer pulmonalen Infektion mit Chlamydophila
pneumoniae

Nach der pulmonalen Infektion mit C. pneumoniae lielen sich histologisch
peribronchiale Infiltrationen von mononuklearen Zellen nachweisen, die ein Maximum
nach 9 bis 12 Tagen p.i erreichten. Im Unterschied zu den mit S. pneumoniae
infizierten Lungen fand sich kein Einstrom von PMN in Form perivaskularer oder
perialveolarer Infiltrate.

Immunhistologisch blieb die pulmonale Verteilung von IL-15 in den BEZ, der Muskulatur
von Bronchien und Gefallen ebenso wie in den AEZ und AM wahrend der gesamten
Versuchsdauer von 9 d p.i. im Vergleich zu der Kontrollgruppe unverandert. Die
mononuklearen Infiltrationen zeigten keine IL-15 Expression (Abb. 3.11).
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Abb. 3.1 — Uberlebenszeit nach Infektion mit S. pneumoniae in unterschiedlichen Dosen. Die LDs, liegt
zwischen 7,5 x 10* und 1 x 10° KBE. Entsprechend den beobachteten Krankheitsverlaufen fir die
unterschiedlichen Dosen wurde fiir das murine Pneumokokken-Modell diese auf 5 x 10° KBE
festgelegt, um die Induktion einer schweren Pneumonie sicherzustellen.
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Abb. 3.2 — Anderung des Korpergewichts (Median) im Verlauf der Infektion mit S. pneumoniae, Angaben
in Prozent bezogen auf das Ausgangsgewicht. Jedes Versuchstier wurde bis zum Erreichen der
festgelegten Versuchsdauer an den Zeitpunkten 0, 6, 12, 24, 48, 60 h p.i. gewogen. Bereits 12 h p.i. war
eine Gewichtsabnahme zu beobachten, die im Verlauf der Infektion weiter fortschritt. Bei dem letzten
Untersuchungszeitpunkt, 60 h p.i. hatten die Tiere 15% des Gewichts verloren, weitere 12 h p.i. liel3 sich
ein Gewichtsverlust um nochmalige 5 % beobachten (nicht abgebildet).

Abb. 3.3 — Histologische Lungenpraparate in HE-Farbung. (a) Praparat aus der Gruppe unbehandelter
Tiere, Bronchus (Stern) mit begleitender Arterie (Pfeil). (b, ¢, d) Praparate aus Lungen, die 48h p.i. mit
5x10° KBE S. pneumoniae enthommen wurden. Neben starker alveolarer Destruktion, Zunahme von
Alveolarmakrophagen und leukozytaren Infiltraten zu beobachten. OriginalvergréRerung x400.
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Abb. 3.4 — Nachweis der pulmonalen Expression von IL-15 und dessen Anstieg im Verlauf der

Pneumokokken-Pneumonie mittels Westernblot und semiquantitativer Densitometrie.

(a) Die IL-15 entsprechenden Banden zeigen eine deutliche Verbreiterung in den Proben aus
Lungen 24, 48 und 60 h p.i. im Vergleich zu den Proben der Kontrollgruppe. Der ERK2-Standard
bleibt unverandert.

(b) In der semiquantitativen Densitometrie des IL-15-Signals im Verhaltnis zur ERK2- Kontrolle zeigt
sich 24 und 48 h p.i. eine starke Zunahme von IL-15, die im weiteren Verlauf wieder abnimmt.
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Abb. 3.5 — Transkriptionale Hochregulation von pulmonalem IL-15 im Verlauf einer Pneumokoken-

Pneumonie. Nach transnasaler Infektion mit 5 x 10° KBE S. pneumoniae wurde bei Erreichen der

vorgegebenen Versuchsdauer (12, 24, 48 h p.i.) in den entnommenen Lungen die RNA isoliert. Die

Daten basieren aus jeweils finf unabhangigen identischen Versuchen.

(@) Nachweis der Hochregulation von IL-15mRNA mittels RT-PCR, sowie semiquantitativer Messung
durch Bezug auf G3PDH-Referenz.

(b) Densitometrische Auswertung der semiquantitativen RT-PCR, deutlicher Anstieg der IL-15mRNA
in murinem Lungengewebe nach Infektion mit S. pneumoniae.

(c) In der Mikroarray Transkriptomanalyse von IL-15 und IL-15Ra zeigt sich jeweils eine statistisch
signifikante Hochregulation (p < 0.001) von IL-15 und IL-15Ra im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Definiert als 1).
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Abb. 3.6 — Intrazellulare Expression von IL-15 in murinem Lungengewebe. (a) Deutliche Farbung von
Bronchialepithelzellen (Pfeil) und leichte Farbung der glatten Muskulatur von Bronchialarterien
(Pfeilspitze), sowie (b) von Alveolarepithelzellen (Pfeil) und (c) Alveolarmakrophagen (Pfeilspitze).
(d) Durch Vorinkubation des IL-15-AK mit dem entsprechenden BP wurde die Spezifitdt des Signals
Uberpriift, die Intensitdt der Farbung war deutlich reduziert. (e, f) Reprasentativ, zur Kontrolle des
Signals des IL-15-AK von Santa Cruz wurden Farbungen mit dem monoklonalen AK von R&D
wiederholt. Hierfir wurde der AK mit dem ,Zenon™ One Alexa Labeling Kit A680“ zuvor mit einem
roten Fluorochrom entsprechend dem Protokoll des Herstellers markiert. Die Bilder sind jeweils eine
digitale Kombination aus dem Signal des AK (Rot), der Gegenfarbung mit DAPI (blaue Zellkerne) und
der griinen Autofluoreszens der Zellen. Durch Uberlagerung mit der Autofluoreszenz stellt sich das
Signal Orange dar, es entspricht dem des polyklonalen AK. (e) Deutliches Signal im Bronchialepithel
(Pfeil) und (f) in Alveolarepithelzellen (Pfeil). OriginalvergroRerung x400 (a, b, d, e, f), x630 (c).
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Abb. 3.7 — Ergebnisse der digitalen Bildanalyse als Falschfarbendarstellung zur intrazelluldren
Expression von IL-15 in Lungenschnitten aus der Kontrollgruppe (a, c, €) und 48 h nach transnasaler
Infektion mit S. pneumoniae (b, d, f). Reprasentative Auswahl von jeweils finf unabhangigen
Versuchen. OriginalvergroRerung x400.

(a, b) IL-15-Expression war stark erhoht in Bronchialepithelzellen (Pfeile), wahrend in glatter
Muskulatur von Bronchialarterien keine Veranderung beobachtet wurde. Infiltrierende
Leukozyten zeigten ein geringes Signal.

(c, d) Deutliche Hochregulation von IL-15 im Verlauf der Infektion an Alveolarepithelzellen (Pfeile).

(e, f)  Alveolarmakrophagen (Pfeile) zeigen ebenfalls einen Anstieg von IL-15.
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Abb. 3.8 - Ergebnisse der digitalen Bildanalyse zur intrazelluldaren Expression von IL-15 in
Bronchialepithel-,  Alveolarepithelzellen und in  Alveolarmakrophagen im  Verlauf der
Pneumokokkenpneumonie. Die Expression ist angeben als Mittelwert + Standardabweichung aus fiinf
unabhangigen Versuchen in Prozent der Graustufenskala bezogen auf die Messungen der
Kontrollgruppe (entspr. 100%). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

(a) Bronchialepithel der proximalen Atemwege. (b) Bronchialepithel der distalen Atemwege.
(c) Alveolarepithelzellen in Regionen ohne leukozytére Infiltrate, (d) in Regionen mit leukozytaren

Infiltraten. (e) Alveolarmakrophagen in Regionen ohne leukozytare Infiltrate, (f) in Regionen mit
leukozytaren Infiltraten.
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Abb. 3.9 — Extrazellulare Expression von IL-15 im murinem Lungengewebe unbehandelter Tiere (a, c),
und 48 h nach transnasaler Infektion mit S. pneumoniae (b, d). Die Abb. sind eine reprasentative
Auswahl aus jeweils finf voneinander unabhangigen Versuchen. Originalvergrofierung x400 (a, b),
x630 (c, d).

(a, b)

(c, d)

In unbehandeltem murinen Lungengewebe wurde IL-15 an der apikalen Seite von Bronchial-
epithelzellen exprimiert (a), im Verlauf der Infektion zeigte sich neben einem deutlichen Anstieg
auf der apikalen Seite auch eine starke de novo Expression an der basalen Seite (b).
Nachweis von IL-15 an der Oberflache von Alveolarmakrophagen (Pfeil) im Lungengewebe der
Kontrolltiere (c), deutliche Zunahme der IL-15-Expression 48 h nach Infektion mit
S. pneumoniae (d).
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Abb. 3.10 -

Immunhistologischer Nachweis des extrazelluldren IL-15-Rezeptorkomplexes im

Lungengewebe unbehandelter Tiere (a, d, g) und 48 h nach transnasaler Infektion mit S. pneumoniae
(b, e, h). Die Abb. sind eine reprasentative Auswahl aus jeweils funf (a, b, d, e, g, h) bzw. drei (c, f, i)
voneinander unabhangigen Versuchen. OriginalvergrofRerung x400 der Abb. a, b, d, e, g, h, bzw. x200
flr die Abb. ¢, f, i.

(a, b)

(d, e)

(9, h)

Bronchialepithelzellen in den Kontrolllungen exprimierten IL-15Ra an der apikalen Oberflache.
Wahrend der Pneumokokken-Pneumonie fand sowohl eine deutliche Hochregulation, als
auch eine de novo Expression an der basolateralen Seite statt. In der glatten GefalRmuskulatur
sowie in Alveolarmakrophagen zeigte sich ebenfalls eine deutliche IL-15Ra Expression, jedoch
keine Verénderung im Verlauf der Infektion. In den infizierten Lungen fanden sich leukozytéare
Infiltrate, an deren Oberflache sich IL-15Ra nachweisen lieR3. (c) Durch Vorinkubation des AK
mit dem entsprechenden BP wurde die IL-15Ra-Immunfarbung unterdruickt.

IL-2 RB / IL-15RB wurde im Lungengewebe der Kontrollgruppe jeweils an der Oberflache von
Bronchialepithelzellen, Zellen der glatten GeféalBmuskulatur und Alveolarmakrophagen
nachgewiesen. Die Expression blieb im Verlauf der Infektion mit S. pneumonie unverandert,
jedoch konnte es auf den infiltrierenden Leukozyten nachgewiesen werden. (f) Durch die
Vorinkubation des AK mit dem entsprechenden BP wurde die IL-15Rp-Immunfarbung
unterdrickt.

y° / IL-15Ry war konstitutiv an der Oberflache von Bronchialepithelzellen und Zellen der glatten
Gefalmuskulatur vorhanden. Durch die Infektion blieb die Expression unbeeinflusst. (i) Durch
Vorinkubation des AK mit dem entsprechenden BP wurde die IL-15Ry-Immunfarbung
unterdrickt.
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Abb. 3.11 — Immunhistologischer Nachweis von IL-15 im Verlauf nach transnasaler Infektion mit
C. pneumoniae, 9 Tage p.i im Vergleich zur mit HEp-2-Zellen behandelten Kontrollgruppe.
OriginalvergrofRerung x400.

(a, )

(b, d)

In der mit HEp-2-Zellen behandelten Kontrollgruppe stellte sich die Expression von IL-15
im Vergleich zu unbehandelten Lungengeweben identisch dar. Nachweis von IL-15 auf
Bronchialepithelzellen (Stern), Alveolarepithelzellen (Pfeil) und Alveolarmakrophagen
(Pfeilspitze).

Nach der Infektion mit C. pneumoniae manifestieten sich deutlich peribronchiale
Infiltrate, jedoch fand sich anders als bei S. pneumoniae keine Anderung der Expression von
IL-15. Unveranderte IL-15-Expression auf Bronchialepithelzellen (Stern), Alveolar-
epithelzellen (Pfeil) und Alveolarmakrophagen (Pfeilspitze).
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3.6 Ergebnistabellen der semiquantitativen Bildanalyse

Tab. 3.1-3.5 — Expression von intra- und extrazelluldarem IL-15 sowie seines Rezeptorkomplexes mittels
semiquantitativer Bildanalyse mit Bewertung auf einer Skala von 0-5 (0 Minimum, 5 Maximum). Normales
murines Lungengewebe (NML) entspricht Ergebnissen der Lungen unbehandelter Tiere. Die beiden an-
deren Kontrollgruppen erhielten sterile PBS, Uiber einen Zeitraum von 6 bzw. 60h.

SD: Standardabweichung; BEZprox: Bronchialepithelzelle, proximal; BEZdist: Bronchialepithelzelle,
distal; BM: Bronchialmuskulatur; gA: grosse Arterien, GefalBmuskulatur; BA: Bronchialarterie,
Gefalmuskulatur; gV: grosse Venen, GefaBmuskulatur; tmG: teilmuskularisierte Gefalle, GefalRmusku-
latur; pvl: perivaskulare Infiltrate, Gefalimuskulatur; AM: Alveolarmakrophagen;

AEZ: Alveolarepithelzelle; AS: Alveolarsepten;

Tab. 3.1 — Expression von intrazellularem IL-15-Protein

Kontrolle Infektion
NML 6 h 60 h 6 h p.i. 12hp.i. 24hp.. 48hp.i. 60h p.i

BEZprox 3,2 3,4 2,6 3,2 3,3 3,6 4,1 4,5
SD +0,71 +0,55 +0,63 +0,68 +0,57 +0,65 +0,20 +0,45
BEZdist 3,3 3,8 3,2 3,6 3,6 3,9 4,3 4,0
SD +0,44 +0,45 +0,45 +0,38 +0,49 +0,38 +0,42 +0,32
BM 1,6 2,0 1,3 1,7 1,5 1,7 1,7 1,7
SD +0,39 +0,00 +0,27 +0,41 +0,45 +0,41 +0,41 +0,52
gA 0,8 1,1 1,0 0,7 0,8 0,3 1,0 0,8
SD +0,35 +0,55 +0,35 +0,68 +0,84 +0,26 +0,63 +0,26
bA 1,9 2,0 1,7 1,8 1,7 1,9 2,0 1,8
SD +0,42 +0,00 +0,45 +0,26 +0,41 +0,20 + 0,00 +0,41
gVv 1,7 1,8 1,5 1,3 1,3 1,8 1,9 1,6
SD +0,43 +0,27 +0,50 +0,41 +0,61 +0,42 +0,20 +0,38
tmG 1,6 1,6 1,2 1,1 1.1 1,5 1,7 1,5
SD +0,46 +0,42 +0,27 +0,20 +0,38 +0,45 +0,41 +0,32
pvl 1,5 1,4 2,0 1,7 1,9 1,9 2,2 2,3
SD +0,50 +0,48 +0,00 +0,67 +0,38 +0,42 +0,26 +0,41
AM 2,9 2,9 2,9 3,1 3,3 3,3 3,2 3,2
SD +0,81 +0,22 +0,65 +0,58 +0,42 +0,42 +0,52 +0,52
AEZ 2,3 2,5 2,3 2,3 2,7 2,9 2,9 2,7
SD +0,83 +0,50 +0,97 +0,42 +0,88 +0,38 +0,38 +0,41
AS 0,9 0,9 0,7 0,8 0,8 0,9 1,1 1,1

SD + 0,49 +0,74 + 0,45 0,41 + 0,52 +0,20 + 0,20 + 0,58
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Tab. 3.2 — Expression von extrazellularem IL-15-Protein

Kontrolle Infektion
NML 6 h 60 h 6 h p.i. 12hp.i. 24hp.. 48hp.i. 60h p.i

BEZprox 2,0 2,5 1,5 2,3 2,3 2,7 3,4 3,3
SD +0,80 +0,71 +0,58 +0,67 +0,97 +0,57 +0,38 +0,42
BEZdist 3,2 3,4 2,4 3,0 2,9 3,2 4.0 4,2
SD +0,52 +0,42 +0,48 +0,32 + 0,66 +0,52 +0,52 +0,41
BM 1,9 1,7 1,6 1,6 1,5 1,7 2,2 2,3
SD +0,23 +0,27 +0,48 +0,42 +0,45 +0,41 +0,52 +0,45
gA 0,8 0,7 0,5 0,5 0,7 0,5 1,0 0,5
SD +0,37 +0,45 +0,41 +0,55 +0,67 +0,35 +0,63 +0,45
bA 1,9 2,0 1,8 1,7 1,7 1,8 2,1 2,0
SD +0,35 +0,35 +0,29 +0,41 +0,52 +0,52 +0,20 + 0,00
gVv 1,5 1,4 1,3 1,1 1,3 1,2 1,6 1,2
SD +0,38 +0,42 +0,50 +0,49 +0,69 +0,41 +0,29 +0,41
tmG 1,1 1,0 0,9 0,7 0,8 0,8 1,3 1,0
SD +0,26 +0,35 +0,25 +0,41 +0,52 +0,42 +0,69 +0,55
pvl 1,5 1,5 1,0 0,8 2,3 1,6 1,8 2,0
SD +0,71 +0,50 +0,00 +0,50 +1,26 +0,86 +0,34 + 0,00
AM 3,5 3,1 3,3 3,2 3,5 3,3 3,2 3,3
SD +0,46 +0,55 +0,50 +0,52 +0,45 +0,41 +0,40 +0,52
AEZ 1,3 0,9 0,9 0,7 1,3 0,8 1,3 1,5
SD +0,81 +0,22 +0,25 +0,27 +0,42 +0,61 +0,45 +0,63
AS 0,3 0,4 0,0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,9
SD +0,53 +0,42 + 0,00 +0,42 +0,42 +0,27 +0,29 +0,38

Tab. 3.3 — Expression von extrazellularem IL-15Ra-Protein

Kontrolle Infektion
NML 6 h 60 h 6 h p.i. 12hp.i. 24hp.. 48hp.i. 60h p.i

BEZprox 2,7 2,7 2,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
SD +0,82 +0,58 +1,15 + 0,00 +0,82 +0,71 + 0,00 +1,00
BEZdist 2,9 3,5 3,0 3,2 3,5 3,2 3,8 3,6
SD +0,69 +0,58 +0,82 +0,45 +1,00 +0,45 +0,50 +0,55
BM 1,7 2,0 1,3 1,6 1,8 1,8 1,8 1,6
SD +0,76 +0,00 +0,50 +0,55 +0,50 +0,45 +0,50 +0,55
gA 0,2 1,0 0,3 0,0 0,3 0,8 0,0 0,0
SD +0,41 +1,73 +0,50 + 0,00 +0,58 +0,84 + 0,00 + 0,00
bA 2,0 2,5 1,8 2,2 2,0 2,4 2,5 1,8
SD +0,82 +0,58 +0,50 +0,45 +0,82 +0,55 +0,58 +0,45
gVv 1,6 2,0 1,0 1,6 1,8 2,0 1,8 1,2
SD +0,53 +0,82 +0,00 +0,55 +0,96 +0,71 +0,50 +0,45
tmG 1,3 1,5 1,0 1,4 1,8 2,0 1,5 1,0
SD +0,49 +0,58 +0,00 +0,55 +0,96 +0,71 +0,58 + 0,00
pvl 0,0 0,0 1,0 1,0 1,3 1,6 1,5 1,2
SD +0,00 +0,00 +0,00 +0,82 +0,50 +0,55 +0,58 +0,45
AM 2,7 2,8 3,3 3,4 3,5 3,8 3,0 3,0
SD +0,95 +0,50 +0,50 +0,55 +0,58 +0,45 + 0,00 + 0,00
AEZ 1,6 2,0 1,8 1,6 1,8 2,2 1,8 1,8
SD +0,79 +0,00 +0,50 +0,55 +0,50 +0,84 +0,96 +0,45
AS 0,6 1,3 1,0 0,8 0,8 1,4 1,0 1,0

SD +0,79 + 0,50 + 0,00 + 0,45 + 0,50 + 0,55 + 0,82 + 0,00
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Tab. 3.4 — Expression von extrazellularem IL-15RB-Protein

Kontrolle Infektion
NML 6 h 60 h 6 h p.i. 12hp.i. 24hp.. 48hp.i. 60h p.i

BEZprox 1,6 2,5 1,7 1,2 2,0 1,0 2,5 1,6
SD +0,53 +0,71 +1,15 +0,84 +0,82 + 0,00 +0,58 +0,55
BEZdist 2.1 2,5 2,7 1,7 2,5 2,3 2,5 2,0
SD +0,57 +0,58 +0,58 +0,82 +0,58 +0,96 +0,58 +0,71
BM 1,7 2,0 2,0 1,5 2,3 1,5 2,3 1,6
SD +0,48 +0,00 +0,00 +0,55 +0,50 +0,58 +0,50 +0,55
gA 0,9 1,5 1,3 1,2 1,3 1,8 2,0 1,6
SD +0,78 +0,71 +1,15 +0,84 +0,96 +0,96 +1,15 +0,55
bA 2,6 2,3 2,7 1,8 2,3 2,5 3,0 2,6
SD +0,84 +0,50 +0,58 +0,98 +0,50 +0,58 + 0,00 +0,55
gVv 2,6 2,5 2,7 1,8 2,0 2,5 2,8 2,6
SD +0,88 +0,58 +0,58 +0,98 +0,82 +0,58 +0,50 +0,55
tmG 2,4 2,3 2,7 1,5 2,0 2,3 2,8 2,2
SD +0,73 +0,50 +0,58 +0,84 +0,82 +0,58 +0,50 +0,84
pvl 2,3 0,0 4.0 2,3 2,3 2,3 3,0 2,8
SD +0,50 +0,00 +0,00 +0,50 +0,58 +0,96 +0,82 +1,10
AM 3,6 3,8 3,7 3,5 3,8 3,5 4,0 3,6
SD +0,52 +0,50 +0,58 +0,55 +0,50 +0,58 + 0,00 +0,55
AEZ 2,4 2,5 2,5 2,0 2,3 2,8 2,8 2,4
SD +0,52 +0,58 +0,71 +0,63 +0,50 +0,50 +0,50 +0,89
AS 1,5 1,8 1,7 1,2 1,3 1,8 2,0 1,8
SD +0,71 + 0,96 +1,15 +0,41 + 0,50 + 0,50 +0,82 +0,84

Tab. 3.5 — Expression von extrazellulirem y°-Protein mittels semiquantitativer Bildanalyse

Kontrolle Infektion
NML 6 h 60 h 6 h p.i. 12hp.i. 24hp.. 48hp.i. 60h p.i

BEZprox 1,1 0,5 1,7 1,7 1,3 1,0 1,5 1,8
SD +0,69 +0,58 +0,58 +1,03 +0,58 + 0,00 +1,29 +1,10
BEZdist 1,8 2,0 2,0 1,8 1,8 1,8 1,8 2,2
SD +0,71 +1,00 +0,00 +0,75 +0,45 +0,84 +0,75 +0,84
BM 1,4 1,6 1,8 1,3 1,6 1,2 1,3 1,6
SD +0,52 +0,55 +0,50 +0,52 +0,55 +0,84 +0,52 +0,55
gA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0
SD +0,00 +0,00 +0,00 + 0,00 +0,55 + 0,00 + 0,00 + 0,00
bA 1,4 1,8 1,5 1,5 1,2 1,2 1,3 1,4
SD +0,52 +0,45 +0,58 +0,55 +0,45 +0,45 +0,52 +0,55
gVv 1,1 1,0 1,3 0,8 1,0 1,0 1,2 1,2
SD +0,64 +0,00 +0,50 +0,41 + 0,00 + 0,00 +0,41 +0,45
tmG 1,3 1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 1,0 0,8
SD +0,71 +0,00 +0,00 +0,41 + 0,00 + 0,00 + 0,00 +0,45
pvl 0,5 0,5 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 1,4
SD +0,71 +0,71 +0,00 + 0,00 + 0,00 +1,00 + 0,00 +0,55
AM 2,3 1,8 1,8 2,0 2,0 2,2 1,8 2,0
SD +0,71 +0,84 +0,96 +0,63 +0,71 +0,84 +0,75 +1,00
AEZ 1,5 1,2 1,0 1,3 1,0 1,4 0,8 1,2
SD +0,53 +0,45 +0,82 +0,52 + 0,00 +1,14 +0,75 +0,45
AS 0,1 0,0 0,5 0,0 0,0 0,8 0,2 0,2

SD +0,35 + 0,00 + 0,58 + 0,00 + 0,00 + 0,84 0,41 + 0,45
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4 DISKUSSION

Das Zytokin Interleukin-15 (IL-15) spielt eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung der
angeborenen Immunitat, insbesondere auf den Schleimhauten des Gastrointestinal-
und Urogenitaltraktes (73;89;90;92). In der vorliegenden Arbeit konnten weitere wichtige
Hinweise fur die Rolle von IL-15 und dessen Rezeptorkomplex in der Regulation des
pulmonalen Immunsystems aufgezeigt werden. So wurde in vivo im murinen
Lungengewebe eine konstitutive Expression des Zytokins nachgewiesen. Dieser
Nachweis gelang im alveolaren und bronchialen Kompartiment: Neben der
intrazellularen Expression in Alveolarmakrophagen (AM), Alveolar- (AEZ) und
Bronchialepithelzellen (BEZ) konnte das Zytokin auch extrazellular auf AM und der
apikalen Oberflache von BEZ lokalisiert werden.

Nach Induktion einer Pneumonie durch die transnasale Infektion mit Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae) kam es zu einem Anstieg auf der Gesamtproteinebene im
pulmonalen Homogenat. In nachfolgenden Experimenten zeigte sich auf zellularer
Ebene eine hochsignifikante Zunahme von IL-15 in AM und bronchialen Epithelzellen.
Uberraschend war eine de novo Expression an der basolateralen Seite von BEZ.
Zusatzlich wurde im Verlauf der Pneumonie eine Infiltration von polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN) beobachtet, die eine dezente Expression von IL-15
aufwiesen. Aktivierte Makrophagen zeigten ebenfalls eine geringe Expression des
Proteins.

Vergleichend wurde in dieser Arbeit die Regulation des Zytokins wahrend der
pulmonalen Infektion mit Chlamydophila pneumoniae (C. pneumoniae) betrachtet. Es
konnte keine Veranderung der IL-15-Expression wahrend dieser Infektion
nachgewiesen werden, so dass eine erregerspezifische Regulation des Zytokins in
pulmonalen Zellen angenommen werden muss.

Dariber hinaus gelang der konstitutive Nachweis des heterotrimeren
Rezeptorkomplexes IL-15Ra/B/y° im murinen Lungengewebe in vivo auf den BEZ, AM,
AEZ und Zellen der GefaBmuskulatur. Eine Expressionsanderung nach der Infektion mit
S. pneumoniae konnte nur fur IL-15Ra auf den BEZ, sowie gering auch den AEZ
gezeigt werden. Analog zum Zytokin fand sich bei der hochaffinen Rezeptoruntereinheit
IL-15Ra ebenfalls eine de novo Expression an der basolateralen Seite von BEZ.
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Im Gegensatz zum Protein IL-15 wurde die IL-15mRNA, hauptsachlich die
sezernierbare ,Long Signal Peptide Isoform® (LSP) bereits in vielen Zelltypen und
Geweben, einschliel3lich Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten, Skelettmuskulatur,
Herz, Niere und der Plazenta nachgewiesen (50;52;80). Diese wurde ebenfalls an
pulmonalen Zellen (isolierte humane BEZ) von Ge et al. nachgewiesen (91).

In Ubereinstimmung mit den bisherigen Studien konnte in der vorliegenden Arbeit die
IL-15mRNA auch im murinen Lungengewebe nachgewiesen werden, wobei durch den
verwendeten Primer nicht unterschieden werden konnte, ob es sich um die lange bzw.
kurze ,Short Signal Peptide Isoform® (SSP) handelte. Weiterhin gelang hier auch fur
IL-15mRNA der Nachweis einer gesteigerten pulmonalen Konzentration nach der
Infektion mit S. pneumoniae.

Im pulmonalen Kompartiment besteht eine kontinuierliche Exposition gegenuber
Bakterien und anderen Noxen, die sich auf eine grol3e Oberflache verteilen. Dies
erfordert eine besonders schnelle und effiziente Immunreaktion. Die nachgewiesene
konstitutive und induzierte Expression von IL-15 auf BEZ und AEZ weist diese als

wichtige Quelle fur IL-15 in der Lunge aus.

Die epitheliale Expression von IL-15 ist in mehreren Publikationen beschrieben worden,
die vorliegende Arbeit fugt sich hier mit dem intra- und extrazellularem Nachweis auf
BEZ ein. Die Expression von pulmonalem IL-15 wurde von Muro et al. an
Bronchialbiopsien gesunder Probanden sowie von Patienten mit entzundlichen
Lungenerkrankungen dargestellt (74). Ge et al. zeigten an isolierten BEZ eine
Proteinexpression von IL-15, jedoch nicht konstitutiv, sondern erst nach Stimulation der
Zellen mit Interferon-gamma (INFy) (91).

Epithelien anderer Kompartimente exprimieren ebenfalls IL-15, insbesondere im Verlauf
von inflammatorischen Prozessen. Dabei wurde fur renales Epithel eine protektive
Wirkung von IL-15 nachgewiesen (80), fur Darmepithelien konnte eine wichtige
Funktion des Zytokins bei der Aktivierung von Leukozyten im Rahmen der Infektabwehr
nachgewiesen werden (90).

IL-15 nimmt eine wichtige Rolle in der Bildung und Erhaltung von NK-Zellen,
yd-T-Zellen und T-Zellen mit dem Oberflachenprotein CD8 (CD8*-T-Zellen) ein (50;51).
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Die beobachtete Zunahme der Expression von IL-15 bzw. der Rezeptoruntereinheit
IL-15Ra im Verlauf der pulmonalen Infektion mit S. pneumoniae wirft im
Zusammenhang mit den bekannten Regulationsmechanismen auf den Ebenen der
Transkription, Translation, intrazellularen Verteilung und Sekretion (44;55-58) die Frage

auf, welche Ebenen beeinflusst wurden.

Eine transkriptionale Aktivierung des IL-15-Gens konnte von Washizu et al. an
Makrophagen nach der Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) (61), sowie von Azimi
et al. an L929 Zellen nach viraler Infektion nachgewiesen werden (100). In der
vorliegenden Studie zeigte sich ebenfalls nach der Infektion mit S. pneumoniae eine
Steigerung der bereits konstitutiv vorhandenen mRNA im pulmonalen Kompartiment
innerhalb von 12 Stunden. Die mRNA-Konzentration blieb im weiteren Verlauf deutlich
erhoht. Dies deutet auf eine anhaltende Genaktivierung zur Aufrechterhaltung der IL-15-
Proteinsynthese hin.

Die bereits konstitutiv vorhandene Konzentration von IL-15mRNA stitzt das von
Bamfort et al. beschriebene Konzept eines inaktiven mRNA ,Pools” (56). Nach einer
Stimulation kann die Translation mit der vorhandenen IL-15mRNA sehr schnell erfolgen,
so dass innnerhalb kurzer Zeit ausreichend IL-15-Protein zur Verfugung steht. Durch
die besonders schnelle Steigerung der Proteinexpression kdnnte eine entsprechende
Aktivierung des Immunsystems ermoglicht werden.

Die in der vorliegenden Studie beobachtete schnelle Zunahme von IL-15-Protein nach
der Infektion mit S. pneumoniae fugt sich hier ein. Die ebenfalls nachgewiesene
Steigerung der mRNA scheint dieser Hypothese jedoch zu wiedersprechen, da
zunachst durch die Transkription von mRNA ein Konzentrationsabfall zu vermuten
ware. Aufgrund der bereits beschriebenen schnellen Genaktivierung mit entsprechender
Zunahme der mRNA konnte der mRNA ,Pool® im Sinne eines Nachschubs aufrecht

erhalten werden.

Neben der gesteigerten IL-15-Proteinsynthese erfolgte die Zunahme an der
Zelloberflache von IL-15 und der Rezeptoruntereinheit IL-15Ra innerhalb von 12h p.i.
vermutlich durch Transferierung von bereits vorhandenem intrazellularem Protein nach
extrazellular. Der beobachtete weitere deutliche Anstieg (24 h p.i.) sowohl von

intrazellularem als auch von extrazellularem IL-15 (sowie der hochaffinen
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Rezeptoruntereinheit Ra) konnte durch die Genaktivierung und Proteinsynthese von

IL-15 im Rahmen der pulmonalen Infektion mit S. pneumoniae begrindet sein.

Die Regulation des in dieser Studie dargestellten Anstiegs von extrazellularem IL-15
erfolgt vermutlich auch uUber die beiden Isoformen des unreifen Vorlauferproteins
(55;57;58). Nishimura postuliert, dass die SSP-Isoform, die nur intrazellular
nachgewiesen werden konnte, durch intrazellulare Kolokalisation mit IL-15Ra eine
negative Regulation auf die IL-15-LSP-Form ausubt, die sowohl intra- als auch
extrazellular nachgewiesen wurde (59).

In Ubereinstimmung mit diesem Modell wurde in der vorliegenden Studie IL-15 sowohl
intra- als auch extrazellular nachgewiesen mit vor allem gesteigerter intrazellularer
Expression im Verlauf der Pneumonie mit S. pneumoniae. Dabei entsprachen das
intrazellulare Zytokin der SSP- und der LSP-lIsoform, dagegen das zellmembran-
assoziierte der LSP-Isoform. In diesem Modell ware analog zu Nishimura et al. (58) die
gesteigerte Konzentration von IL-15 auf der Zelloberflache (IL-15-LSP-Isoform)
funktionell einer Unterstitzung der Immunantwort zuzuordnen.

Die zunehmende intrazellulare Expression konnte die LSP-Isoform darstellen, welche
im Verlauf sezerniert wird. Die Beobachtung, dass sich auf der Oberflache von BEZ in
Lungenabschnitten mit peribronchialen Infiltrationen eine kontinuierliche Steigerung von
IL-15 fand, wahrend im Ubrigen Kompartiment diese auf einem niedrigen Niveau
verblieb lasst vermuten, dass IL-15 auch pulmonal zur lokalen Aufrechterhaltung der
Immunkompetenz beitragt.

Zum anderen lielRe sich das intrazellular nachgewiesene Protein der SSP-lsoform
zuordnen, als Ausdruck der von Nishimura et al. und Hiromatsu et al. postulierten
Schutzmechanismen, um eine fiir den Organismus schadliche Uberexpression zu
minimieren (78).

So konnte man vermuten, dass intrazellulares IL-15-LSP an intrazellulare
IL-15-Rezeptoren gebunden wird. Alternativ konnte die SSP-Isoform zu einer negativen
Regulation im Sinne eines Feedbacks beitragen, um die Expression des extrazellularen
IL-15 zu begrenzen. Dadurch wird die durch IL-15 induzierte Entzindungsreaktion
begrenzt bzw. eine inadaquate starke Immunantwort vermieden. Die Hypothese von
Hiromatsu et al. wird durch die gesteigerte Expression von IL-15 bei chronisch
inflammatorischen  Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis und chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen gestutzt (50;73;74). Weiterhin konnten Villadsen et
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al. bei der Psoriasis, einer chronischen inflammatorischen Erkrankung der Haut, einen
Ruckgang der Symptome durch Eliminierung des IL-15-Rezeptors im Maus-Modell
herbeifuhren (101).

Die hier beobachtete akzentuierte Expression von IL-15 in Regionen mit peribronchialen
Infiltraten konnte neben einer gesteigerten Pro-Inflammation auch durch die protektiven
Eigenschaften des Zytokins erklart werden. In diesem Sinne wuirde IL-15 der durch
S. pneumoniae induzierten Apoptose entgegenwirken, wie sie von Schmeck et al. (68)
und Hocke et al. (79) in vitro an BEZ und AEZ beschrieben wurde. Weiterfuhrende
Ergebnisse von Hocke et al. zeigten an den alveolaren- und tracheo-bronchialen
Zelllinien A549 und BEAS-2B eine signifikante Abnahme der durch S. pneumoniae
induzierten Apoptose nach Transfektion mit sezernierbarem Protein IL-15-LSP (79).

Die in dieser Studie beobachtete epitheliale Hochregulation sowie die basolaterale
de novo Expression von IL-15 und IL-15Ra wahrend der Infektion mit S. pneumoniae
konnte demzufolge der durch S. pneumoniae induzierten Apoptose, mit einer
entsprechenden Verlangerung der Uberlebensdauer dieser Zellen, entgegenwirken.

An humanen AEZ zeigten Schmeck und Hocke et al. in vitro eine ausgepragte
Apoptose im Verlauf einer Infektion mit S. pneumoniae (68;79). Die Auslosung des
programmierten Zelltodes durch die Infektionen mit Pneumokokken ist dartber hinaus
auch fur pulmonale Endothelzellen (42), Monozyten/Makrophagen (102) und neutrophi-
le Granulozyten (103) beschrieben. Hierdurch freigesetzte Mediatoren I6sen Uber
Entzindungsreaktionen, durch die Aktivierung des auf der Oberflache der Pneumozyten
exprimierten Fas-Proteins, ebenfalls Apoptose aus (104).

Im unbehandelten murinen Lungengewebe fand sich in der vorliegenden Studie auf
Alveolarepithelzellen lediglich eine schwache Expression von IL-15. Im Verlauf der
Infektion mit S. pneumoniae konnte 24 h p.i. neben einer zunehmenden Destruktion des
Parenchyms auch eine gesteigerte Expression von IL-15 nachgewiesen werden, jedoch
nur in Regionen mit granulozytaren Infiltraten. Die fur das Zytokin bekannten
Eigenschaften einer Steigerung der epithelialen Zellproliferation (92) bzw. autokrine
Hemmung der Apoptose (80) lassen in Zusammenhang mit dieser Beobachtung
vermuten, dass die gesteigerte Expression Ausdruck einer protektiven Gegenregulation
ist.
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IL-15 induziert verschiedene anti-apoptotische Signalwege, unter anderem eine ver-
mehrte Expression des Bcl-2 (75) und hemmt hierdurch den Fas vermittelten Zelltod
(77). Schmeck et al. wiesen nach, dass Uber einen Caspasen-abhangigen Signalweg
die durch S. pneumoniae induzierte Apoptose mit einer Reduktion des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 einhergeht, und zeigten darlber hinaus in vitro an
pulmonalen Epithelzellen die lebensverlangernde Wirkung einer Uberexpression von
Bcl-2 (68). Analog publizierten Bouchard et al. eine IL-15-induzierte Steigerung von
Bcl-2 sowie eine Abnahme der Apoptose an neutrophilen Granulozyten (105). An
renalem Epithel wurde von Shinozaki et al. das Zytokin als autokriner Uberlebensfaktor
beschrieben (80). In vitro wies Hocke et al. die anti-apoptotische Wirkung einer IL-15
Uberexpression nach (79).

Die akzentuierte Zunahme der Proteinexpression von IL-15 auf AEZ im Verlauf der
Infektion mit S. pneumoniae legt Analogien zu der bereits erwahnten besonders starken
Expression auf BEZ in Regionen mit granulozytaren Infiltraten nahe. Entsprechend ist
eine autokrine Hemmung der Apoptose sowie eine Steigerung der epithelialen
Zellproliferation als Ausdruck eines protektiven Mechanismus der Epithelzellen
anzunehmen, welche gegen die durch S. pneumoniae induzierte Parenchymschadigung
gerichtet sein konnte. Jedoch sind erhohte Konzentrationen des Zytokins auch im
Rahmen von pathologischen Prozessen wie rheumatoider Arthritis, chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen und Psoriasis beschrieben (50;73;74;101). Es bleibt
zu diskutieren, ob die lokale Hochregulation Ausdruck einer gesteigerten protektiven
Apoptosehemmung ist, oder sich ihr Korrelat in einer Uberschiefenden
Entzindungsreaktion findet. Letztlich kann vermutet werden, dass IL-15 sowohl zur
Aufrechterhaltung der Entzindung im Rahmen der Immunabwehr gegen
S. pneumoniae als auch gegen die durch S. pneumoniae induzierte Apoptose zum
Erhalt des pulmonalen Gewebes beitragt.

Die von Hocke et al. beschriebene Expression von IL-15 und IL-15Ra an der humanen
Alveolarepithelzelllinie A549 und der Bronchialepithelzelline BEAS-2B blieb im
Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen wahrend der Infektionsversuche mit
S. pneumoniae unverandert (79). Allerdings konnte eine Steigerung der IL-15mRNA
erreicht werden, indem die BEZ- und AEZ-Zelllinien zusatzlich mit [INFy,
Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) und IL-1B stimuliert wurden. Nach einer Infektion mit
S. pneumoniae an BEZ in vitro konnten Schmeck et al. zudem andere pro-
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inflammatorischer Zytokine wie GM-CSF, INFy, IL-183, IL-4, IL-6, IL-8 und IL-17 induziert
bzw. die Expression gesteigert werden (106). Hieraus zeigt sich, dass die Infektion mit
S. pneumoniae verschiedene pro-inflammatorische Zytokine induziert, wenn auch der
Nachweis von IL-15 in vitro nicht gelang. Die in vivo beobachte Steigerung von IL-15
bzw. der hochaffinen Rezeptoruntereinheit IL-15Ra auf BEZ und AEZ wird somit
vermutlich nicht direkt durch die Pneumokokken-Infektion ausgeldst, sondern von den
aktivierten  Epithelzellen durch zytokinvermittelte Interaktionen mit anderen

Zellkompartimenten bewirkt.

Auf humanen AM wurde das Protein von IL-15 in mehreren Veroffentlichungen
beschrieben, insbesondere im Verlauf von inflammatorischen Prozessen, z.B.
Sarkoidose, chronisch obstruktiver Lungenkrankheit, Tuberkulose und HIV-Infektion
(74;93;94). In dieser Arbeit konnte eine deutliche konstitutive Expression von IL-15 und
der drei Rezeptoruntereinheiten auf murinen AM in vivo gezeigt werden. Weiterhin
stellte sich im Verlauf der pulmonalen Infektion mit S. pneumoniae eine gesteigerte
Expression von IL-15 und IL-15Ra dar. Vermutlich tragt das Zytokin im alveolaren
Kompartiment zur initialen Immunabwehr, Induktion von Entzindungsreaktionen und
Erhaltung der Homdostase von intrapulmonalen Leukozyten bei. Entsprechend dieser
Hypothese konnte von Ratthe et al. in vitro an PMN neben der Expression des Zytokins
und der hochaffinen Rezeptoruntereinheit IL-15Ra eine Steigerung der
Phagozytoseaktivitat und Adharenz durch die Hochregulation von Adhasionsmolekuilen

gezeigt werden (85).

Fur IL-15 und seinen Rezeptorkomplex IL-15Ra/B/y® werden bidirektionale, autokrine
und juxtakrine Signalwege angenommen. Dubois et al. wiesen auf Monozyten IL-15 und
isoliert die IL-15Ra-Untereinheit nach, durch ihre sehr hohe Affinitat bildeten das
Zytokin und die Rezeptoruntereinheit einen Komplex (64). Durch diese Bindung kann
das Zytokin Zellen, die einen IL-15RB/y°-Komplex ausbilden, prasentiert werden
(Abb. 1.2) und zu deren Aktivierung beitragen, ohne dass hierfur die Untereinheit
IL-15Ra notwendig ist (54;64;71;72). Es wird postuliert, dass dieser Komplex sowohl
eine autokrine SignalUbertragung induziert als auch das Zytokin durch die Bindung an
die IL-15Ra-Untereinheit benachbarten immunkompetenten Zellen prasentiert wird
(64;72). Somit kann das Interleukin effektiv Zellen stimulieren, welche entweder den
IL-15Ra/B/y° oder den IL-15RB/y° ausgebildet haben.
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Die unter physiologischen Bedingungen nachgewiesene IL-15-Konzentration auf den
Zellen liegt wahrscheinlich in membrangebundener Form vor, worauf der seltene
Nachweis des freien Proteins schlie3en lasst (52). Die in dieser Studie nachgewiesene
Expression von IL-15 und seines Rezeptorkomplexes an der Oberflache von
Leukozyten und Epithelzellen, dessen epitheliale Hochregulation sowie die basolaterale
de novo Expression von IL-15 und IL-15Ra wahrend der Infektion mit S. pneumoniae
fugen sich hier ein und legen die Induktion von bidirektionalen, autokrinen oder
juxtakrinen Signalwegen zur Regulation einer schnellen und effektiven Immunantwort
nahe. Hierdurch kann das Zytokin via ,trans-presenting“ benachbarte Zellen stimulieren
und pro-inflammatorische Prozesse vermitteln bzw. aufrecht erhalten (Abb. 1.2). Die
nachgewiesene kontinuierliche Steigerung der Zytokinexpression in Regionen mit
peribronchialen Infiltraten, wahrend diese in den Uubrigen Abschnitten auf einem
unveranderten Niveau verblieb (60 h p.i.), ist wahrscheinlich Ausdruck dieser autokrinen
Signalubertragung bzw. der Prasentaton von IL-15, gebunden an die
IL-15Ra-Untereinheit gegenlber benachbarten immunkompetenten Zellen.

Der zunehmende Einstrom von PMNs in das alveolare Kompartiment 24 h nach
pulmonaler Infektion mit S. pneumoniae konnte durch einen IL-15/IL-15Ra-Komplex der
Epithelzellen in vivo gefordert worden sein. Bouchard et al. zeigten an isolierten
humanen neutrophilen Granulozyten eine durch IL-15-induzierte verminderte Aktivitat
von Caspase-3 und Caspase-8, sowie eine Hemmung der Apoptose (105). In
Verbindung mit den bekannten anti-apoptotischen Eigenschaften von IL-15 an
pulmonalen Epithelien (79) deutet dies auf einen protektiven Mechanismus hin. Dieser
konnte zum einen der durch S. pneumoniae induzierten Apoptose in vivo ent-
gegenwirken, als auch zur HomoOostase von migrierenden Leukozyten und zur

Lebensverlangerung dieser Zellen beitragen.

Weitere wichtige Schritte in der Entzindungsreaktion sind Chemotaxis und
Zelladhasion von Leukozyten. Besonders hohe IL-15-Konzentrationen lieRen sich in
Regionen mit granulozytaren Infiltraten nachweisen. In einer kurzlich veroffentlichten
Untersuchung konnte in vitro gezeigt werden, dass IL-15 an der Adhasion von
neutrophilen Granulozyten an pulmonalen Epithelzellen durch Modulation der
Oberflachenexpression der Adhasionsmolekule beteiligt ist (87). Nach der Behandlung
von neutrophilen Granulozyten mit IL-15 erhohte sich die Oberflachenexpression der
Adhasionsmolekile CD11b und CD18 (87). DarUber hinaus induzierte es an der
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humanen Alveolarepithelzelllinie die Expression des Adhasionsmolekuls CD54, woraus
eine gesteigerte Adhasion von vorstimulierten neutrophilen Granulozyten an den
A549-Zellen resultierte (87). Die ausgepragte Expressionssteigerung von IL-15 auf den
BEZ und AEZ wahrend der Infektion mit S. pneumoniae sowie die nachgewiesene
Oberflachenexpression von IL-15 und IL-15Ra auf den infiltrierenden Leukozyten lasst
vermuten, dass dieses Zytokin wahrend der Infektion mit S. pneumoniae chemotaktisch
auf Leukozyten wirkt und die Leukozytenadhasion an pulmonalen Epithelzellen steigert.
Jedoch zeigten weiterfUhrende Experimente der eigenen Arbeitsgruppe, dass eine
Neutralisierung von IL-15 durch slL-15Ra zwar zu einer erhohten Mortalitat der mit
S.  pneumoniae infizierten  Tiere fuhrte, allerdings keine reduzierte
Leukozytenkonzentration wahrend der Pneumokokken-Pneumonie festzustellen war
[unverodffentlichte Daten]. Daraus kann man schlieRen, dass neben IL-15 weitere
Faktoren die Leukozytenmigration wahrend der Infektion mit S. pneumoniae fordern.
Fur die Rekrutierung von PMN in der Lunge wahrend der frGhen Phase der bakteriellen
Infektion ist die Aktivierung von ,Nuclear factor kappa B (NF-kB) durch TNFa und IL-1
notwendig (107). Ferretti et al. wiesen CD4*-T-Zellen als wichtige Quelle fiir IL-17 nach,
zeigten ein Zunahme des LPS-induzierten Einstroms von PMNs durch IL-17 in das
pulmonale Kompartiment und postulieren eine positive Regulation von IL-17 durch IL-15
(108). Dieser Hypothese entsprechend nimmt IL-15 wahrend der bakteriellen
Pneumonie indirekt Einfluss auf die spate Phase der PMN-Infiltration im Sinne einer
funktionellen Achse von IL-15/IL-17 far die Infiltration von PMN.

Neben der Migration wurden auch andere Funktionen von IL-15 auf die Leukozyten
beschrieben. Es wird angenommen, dass auf den PMN eine autokrine Aktivierung zur
Hemmung der Apoptose und Steigerung der Abwehrfunktion stattfindet (85;105). Die
basale und durch S. pneumoniae induzierte Expression von IL-15 tragt zur Aktivierung
von pulmonalen Leukozyten, insbesondere der Phagozytose bei (85). An i-IEL konnte
nachgewiesen werden, dass IL-15 deren Proliferation erhoht, das potenteste Zytokin fur
die Aktivitatssteigerung von i-IEL darstellt und zu einer vermehrten INFy-Produktion und
Zytotoxizitat fihrt (86;92).

Die Stimulation des IL-15-Rezeptors, vermutlich Uber einen Syk-abhangigen
Mechanismus, induziert eine Steigerung der Phagozytoseaktivitdt von neutrophilen
Granulozyten (85). Eine gehemmte Entwicklung von antigenspezifischen
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CD8"-T-Gedé&chtniszellen konnte im Mausmodell nach der Infektion mit Toxoplasma
gondii gezeigt werden, nachdem IL-15 neutralisiert wurde (109). In Speicheldrusen ist
IL-15 als wichtiger Faktor fur die Differenzierung von B1-Zellen in IgA produzierenden
Zellen nachgewiesen (82). Polyvalentes IgA ist einer der wichtigsten humoralen
Faktoren der angeborenen Immunantwort im unteren Respirationstrakt. Die
nachgewiesenen hohen Mengen von IL-15-Protein in BEZ lassen eine Mitwirkung
dieser Zellen bei der Synthese von |0slichem IgA vermuten, weitere Studien liegen
hierzu noch nicht vor.

In der gastrointestinalen Mukosa aktiviert IL-15 die Proliferation der Lymphozyten.
Untersuchungen an Mausen mit IL-15- und IL-15Ra-Mangel zeigten eine stark
verminderte Konzentration von i-IEL gegenuber der entsprechenden Kontrollgruppe,
sowie ein ausgepragtes Defizit an NK-, NK-T-Zellen und CD8*-T-Gedachtniszellen
(110;111). Fur die Bedeutung von IL-15 in der antimikrobiellen Abwehr der
Schleimhaute spricht auch die Hochregulation und Stimulation von i-IELs durch IL-15
wahrend einer akuten Entzindung mit Listeria monocytogenes (89). In diesem Sinne
beeinflusst IL-15 wahrscheinlich nicht vorrangig die Migration und Proliferation von
Leukozyten, sondern verstarkt vielmehr die Phagozytosekapazitat und Zytotoxizitat der
Leukozyten sowie die Aktivierung antigenspezifischer Lymphozyten wahrend der

Infektion mit S. pneumoniae.

Die Expression des heterotrimeren Rezeptorkomplexes IL-15Ra/B/y® auf der
Zelloberflache sowohl von AM als auch von BEZ und AEZ [analog zu Epithelzellen
anderer Kompartimente] (80) wurde in dieser Arbeit in unbehandeltem murinen
Lungengewebe nachgewiesen. Das Vorhandensein dieser fur die Signaltransduktion
notwendigen Rezeptoruntereinheiten impliziert einen Einfluss von extrinsischem IL-15
auf die Zellen selbst. Es liellen sich jedoch bisher kaum relevante Mengen von
sezerniertem IL-15 im Alveolarsekret nachweisen (94). Daher ist davon auszugehen,
dass membrangebundenes IL-15 anderer Zellen zur Stimulierung der AM sowie der
Epithelzellen beitragt. Entsprechend dieser Hypothese wurde in der vorliegenden Studie
an der Zelloberflache von AM sowohl das Zytokin als auch die Rezeptoruntereinheit
IL-15Ra nachgewiesen, beide sind obligat fir das ,trans-presenting” (Abb. 1.2).

Weiterhin steht der Nachweis von IL-15 und IL-15Ra an der Zelloberflache in Einklang
mit der Hypothese des ,molecular sink™: Die Rezeptoruntereinheit IL-15Ra bewirkt ein
Abfangen des sezernierten IL-15-Proteins, bedingt durch die sehr hohe Affinitat (112),
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um dessen Wirkung lokal zu begrenzen und ein UberschieBen der durch das Zytokin
induzierten Regulation zu verhindern (113). Im Zusammenhang mit dieser Hypothese
der rezeptorvermittelten Endozytose sowie des ,trans-endosomalen Recyclings® von
Dubois et al. kann daruber hinaus angenommen werden, dass nach der Sekretion ein
Teil des IL-15/IL-15Ra-Komplexes von der Zelloberflache wieder aufgenommen wird
(64;71;72). Nach der Endozytose persistiert der Komplex im Zytoplasma und wird nach
einem externen Stimulus an die Zelloberflache transferiert (64), hierdurch kann das
Zytokin schnell erneut benachbarten Zellen prasentiert werden (72). Der
immunhistologische Nachweis einer Zunahme von membranstandigen bzw.
extrazellularem IL-15 und IL-15Ra an BEZ in der vorliegenden Studie bei unveranderter
Expression der weiteren Rezeptoruntereinheiten IL-15RB und y°¢ fligt sich in dieses
Modell ein. Auch konnte epitheliales IL-15 durch eine bidirektionale SignalUbertragung
in Kolokalisation mit IL-15Ra auf benachbarte Immunzellen wirken (Abb. 1.2). Sowonhl
die Hypothese der Endozytose, als auch des ,trans-endosomalen Recyclings® lassen
sich im Sinne einer schnellen und ausreichenden Darstellung des Zytokins zur
Initierung der Immunantwort interpretieren, kdnnten aber auch zur Begrenzung von

moglichen schadlichen Eigenschaften dienen.

Auf den Zellen der glatten Muskulatur der Bronchialgefal’e konnten in dieser Studie
IL-15 und IL-15Ra, IL-15RB und y° konstitutiv lokalisiert werden. Fir die
Skelettmuskulatur sind die Expression von IL-15 neben anderen Zytokinen, sowie
anabole Effekte des Zytokins beschrieben. Weiterhin wird eine wichtige Rolle in der
Regulierung des Stoffwechsels vermutet (114). IL-15 wurde auch in glatten
Gefallmuskelzellen der Aorta von Mausen dargestellt (115). Zur Funktion des Zytokins
in Zellen der glatten Gefalmuskulatur ist bisher nur wenig bekannt. Aufgrund der
erhohten Expression von IL-15 in arteriosklerotisch veranderten Lasionen wird
vermutet, dass IL-15 dort zur Rekrutierung von T-Zellen und deren Aktivierung beitragt
(115). Kramer et al. wiesen in Prostata-Praparaten mit benigner Hypertrophie Infiltrate
vorwiegend von CD4-"T-Lymphozyten nach und spekulierten, dass die benigne
Hypertrophie durch eine chronische Entzindung bedingt ist, unterhalten durch IL-15
und INFy aus der glatten Muskulatur (116). Aufgrund der nur geringen Expression und
der fehlenden Expressionsanderung von IL-15 und seines Rezeptors scheint eine
aktivierende und chemotaktische Funktion die fur das Zytokin wahrend der
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Pneumokokken-Pneumonie vermutet wird, an der glatten Muskulatur keine wesentliche

Bedeutung zu haben.

Durch die pulmonale Infektion mit C. pneumoniae liel3 sich im Gegensatz zur Infektion
mit S. pneumoniae keine Hochregulation von IL-15-Protein und IL-15Ra induzieren.
Dies legt die Vermutung nahe, dass eine Hochregulation von IL-15 und seines Rezeptor
kein generelles Merkmal von bakteriellen Pneumonien ist. Wahrscheinlich sind der
unterschiedliche Aufbau der beiden Bakterien sowie deren Entwicklung (insbesondere
der biphasische, obligat intrazellulare Vermehrungszyklus von C. pneumoniae und der
damit verbundenen Abwehrmechanismen) fur die hier festgestellte unterschiedliche
Induktion von IL-15 nach der pulmonalen Infektion verantwortlich. C. pneumoniae ist ein
obligat intrazellulares Bakterium und damit besonders stark von den Umgebungs-
bedingungen des Wirtsorganismus abhangig. Es beeinflusst aktiv die Wirtszellen, nimmt
Einfluss auf deren Apoptose und fuhrt unter anderem zur Bildung von spezifischen
Vakuolen, die zur Replikation notwendig sind (10;96). Es lieRe sich spekulieren, dass
die Kontrolle der Wirtszelle fur C. pneumoniae bei einer hohen intrazellularen
Konzentration von IL-15 nicht mdglich ist und daher das Zytokin supprimiert wird.
Gerard et al. wiesen nach, dass die IL-15-mRNA durch C. trachomatis, jedoch nicht
durch C. pneumoniae im Infektionsmodell mit Synovialgewebe in vitro hochreguliert
wurde (95). Eine Interaktion des Mikroorganismus mit pathogen-spezifischen
Rezeptoren wurde fur Mycobacterium leprae beschrieben (117).

Beide hier untersuchten Pathogene, C. pneumoniae und S. pneumoniae werden durch
teilweise Ubereinstimmende Rezeptoren (z.B. TLRs, NODs) erkannt (11;32). Dagegen
wurde eine pro-inflammatorische Wirkung fur Zellwandbestandteile von S. pneumoniae,
z.B. CD14 und Peptidoglykane, nachgewiesen (35;43). Daher ist zu vermuten, dass die
gemeinsamen Rezeptoren nicht die Ursache fur die Induktion einer IL-15-Expression
nach der Infektion mit S. pneumoniae darstellen.

Des Weiteren unterscheidet sich der Infektionsverlauf der beiden Keime. Die pulmonale
Infektion mit C. pneumoniae in dieser Studie fuhrte zu einer pulmonalen Entzindung,
die sich erst nach mehreren Tagen manifestierte, wahrend die Infektion mit
S. pneumoniae zu akuten, schweren Krankheitszeichen fuhrte. Eine optimale Induktion
von IL-15 erfordert vermutlich einen ausreichend effektiven Stimulus (51). Es lasst sich
vermuten, dass dieser beim prolongierten Infektionsverlauf durch C. pneumoniae nicht

gegeben ist.
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Ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Faktoren beeinflusst die Ablaufe der pul-
monalen Infektion mit S. pneumoniae. In diesem Sinne ist auch die Beobachtung zu
werten, dass IL-15 und die hochaffine Rezeptoruntereinheit IL-15Ra zwar in vivo nach
der Infektion mit S. pneumoniae hochreguliert werden, in vitro sich hingegen keine
wesentliche Expressionsanderung zeigte (79). Vermutlich fuhrt erst eine durch den
Erreger induzierte Immunantwort zu einer erhdhten Expression von IL-15 und seines
Rezeptors. Es ist publiziert, dass die Vorstimulation mit den pro-inflammatorischen
Zytokinen IL-1B3, TNFa und INFy zu einer Hochregulation von IL-15 in BEZ fuhrt (79;91).
In diesem Sinne erfolgt erst nach einer Aktivierung von Makrophagen in vivo eine
Steigerung von IL-15-mRNA und IL-15-Protein (91).

In vivo 16sen Bestandteile von S. pneumoniae wie z.B. Zellwandfragmente und
Pneumolysin (PLY) eine ausgepragte Entzindungsreaktion mit Aktivierung der
Komplementkaskade sowie der Phagozytose durch Monozyten/Makrophagen und
neutrophile Granulozyten aus (35;43). Im Mausmodell konnten bereits in der
Anfangsphase der Infektion die Zytokine TNFa, IL-6 und IL-1 nachgewiesen werden,
innerhalb von 12 h p.i. erreichten TNFa und IL-1 ein Maximum und fielen dann wieder
ab. IL-6 dagegen bildete nach 12 h ein Plateau, welches uUber langere Zeit anhielt (43).
Wahrend der Infektion mit S. pneumoniae wurde auch ein Anstieg von IL-8 und INFy
beschrieben (35). Der frihe Nachweis der pro-inflammatorischen Zytokine sowie die
fehlende Expressionsanderung von IL-15 nach der Infektion mit S. pneumoniae in vitro
lassen auch hier vermuten, dass die vermehrte IL-15-Expression nicht direkt durch
S. pneumoniae induziert wird. Entsprechend wird eine adaquate Expressionsanderung
von IL-15 und IL-15Ra erst durch die Vorstimulation der Immunzellen erreicht. Offenbar
reicht die Vorstimulation durch eine Infektion mit einem meist klinisch subaktuem
Krankheitsverlauf mit C. pneumoniae nicht aus, um eine Expressionssteigerung von |L-

15 zu erreichen.

Zusammengefasst zeigt die vorliegende Studie eine zellspezifische Expression und
Regulation von IL-15 und IL-15Ra im Verlauf einer durch S. pneumoniae induzierten
Pneumonie. Dies legt eine wichtige Rolle des Zytokins fur die homoostatische
Regulation in der Lunge sowohl fur die Immunzellen als auch fur das Parenchym selbst
nahe. Die Ergebnisse dieser Studie unterstitzen die Annahme der funktionellen
Relevanz des Zytokins IL-15 im Rahmen der Infektion mit S. pneumoniae. Die vielfach
beschriebenen Wirkungen von IL-15 von lokalen bis hin zu systemischen Reaktionen
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zeigen ein uberaus komplexes Zusammenspiel von Zellen und Mediatoren im Rahmen
von entzundlichen Veranderungen.

Die Synthese von IL-15 und IL-15Ra im Respirationstrakt wird vermutlich nicht direkt
durch S. pneumoniae induziert, sondern hangt von zusatzlichen Faktoren der
bronchialen und alveolaren Umgebung ab. IL-15 I6st sowohl eine ausgepragte pro-
inflammatorische Reaktion als auch anti-apoptotische Mechanismen aus. Es wirkt nicht
nur auf Zellen lymphatischen Ursprungs, sondern auch auf Zellen nicht lymphatischen
Ursprungs und integriert diese in die Immunantwort (92).

Zukunftsausblick

Es liegt nahe, die Ergebnisse dieser Studie auf humanes Lungengewebe zu
ubertragen - dies ist bereits Gegenstand aktueller Untersuchungen. Hocke et al. fuhrten
inzwischen an humanen Lungenepithelzelllinien Infektionen mit S. pneumoniae durch
(79). WeiterfUhrend werden entsprechende Untersuchungen an ex vivo Praparaten
vorgenommen, um auch die Interaktionen verschiedener Zellpopulationen zu
bericksichtigen. Hier sind insbesondere ,Bioplex-Arrays® zu erwahnen, die eine
schnelle und sichere Bestimmung von Zytokin-Konzentrationen ermoglichen und seit
kurzem auch fr IL-15 zur Verfugung stehen.

Regulation und Funktion des Zytokins IL-15 finden vermutlich ihren Platz in einem
komplexen Zusammenspiel mit weiteren Zykotinen. Hocke et al. beobachteten im
Gegensatz zu den in vivo Ergebnissen dieser Studie in vitro keine Hochregulation von
IL-15 durch die Infektion mit S. pneumoniae, aber durch die Stimulation mit INFy, TNFa
und IL-1P.

Die vorliegende Studie zeigte im pulmonalen Parenchym eine positive Regulation nach
der Infektion mit den gram-positiven Streptokokken, jedoch nicht durch die gram-
negativen Chlamydien. Hier waren ergadnzende Untersuchungen mit weiteren Noxen zu
erwagen, um EinflussgroRen auf die Regulation und Interaktion von IL-15 zu
erforschen. Durch weitere Einblicke in das Zusammenspiel von IL-15 mit anderen
Zytokinen lielRen sich moglicherweise Einflussgro3en auf die durch S. pneumoniae
induzierte Sepsis identifizieren und moglicherweise therapeutische Optionen durch
deren Modulation ableiten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Interleukin-15 (IL-15) hat besonders im Bereich der Mukosa durch Aufrechterhaltung
der Homdostase und Aktivierung von NK, NKT, yd-T und CD8"-T-Zellen
entscheidenden Anteil an der antimikrobiellen Abwehr. Der Respirationstrakt besitzt
eine grof3e Schleimhautoberflache und verfugt dber grof3e Reservoirs an Lymphozyten.
Uber das Muster der Expression von IL-15 in der Lunge und seine Rolle in der lokalen
Immunabwehr ist jedoch wenig bekannt. In dieser Studie wurden die Expression von
IL-15 und des IL-15-Rezeptorkomplexes in der Lunge der Maus untersucht und eine
deutliche konstitutive Expression in Bronchial- und Alveolarepithelzellen, in
Alveolarmakrophagen und der glatten Muskulatur der grolen Gefalle der Lunge
nachgewiesen. Dies impliziert bereits unter physiologischen Bedingungen die
Beteiligung von IL-15 an der Homoostase der pulmonalen Immunzellen. Bei der
Infektion mit Streptococcus pneumoniae kam es anders als bei der Infektion mit
Chlamydophila pneumoniae zu einem signifikanten Anstieg von IL-15 in Alveo-
larmakrophagen und Bronchialepithelzellen. Die Bronchialepithelzellen zeigten daruber
hinaus eine de novo IL-15-Synthese an ihrer basolateralen Oberflache.

Parallel hierzu zeigte sich fur IL-15Ra ebenfalls eine Zunahme der Expression, sowie
eine de novo Synthese an der basolateralen Oberflache der Bronchialepithelzellen.
Weiterhin konnte eine positive Regulation des Zytokins auf der Ebene der mRNA
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten auf die funktionelle Bedeutung von
IL-15 und seines Rezeptorkomplexes fur die pulmonale Immunantwort auf die durch

Streptococcus pneumoniae induzierte Pneumonie hin.
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51 Abstract

Interleukin-15 (IL-15) has a critical impact on the antimicrobial defences particularly at
mucosal sites due homeostasis and activation of NK, NKT, y3-T and CD8"-T-cells. The
respiratory tract also comprises a large mucosal surface and harbors significant
amounts of lymphocytes, but the expression pattern of IL-15 in the lung and its role in
local immune responses are largely unknown. This study analyzed the differential
expression of IL-15 and the IL-15 receptor (IL-15R) complex in the lungs of mice, and
demonstrated substantial constitutive expression in bronchial and alveolar epithelial
cells, alveolar macrophages, and vascular smooth muscle cells, implicating contribution
to pulmonary immune cell homeostasis already under normal conditions. The induction
of pneumonia due transnasal infection with Streptococcus pneumoniae contrast to
Chlamydophila pneumoniae evoked a significant up-regulation of IL-15 on alveolar
macrophages and bronchial epithelial cells, with the latter presenting de novo
expression of IL-15 on their basolateral surface. IL-15Ra showed a similar up-regulation
including a de novo expression on the basolateral surface bronchial epithelial cells.

Furthermore a positive regulation of IL-15mRNA indicated at least partial transcriptional
regulation. Finally the results are suggesting a functional impact of IL-15 and the IL-15

receptor the on the pulmonary immune response in pneumococcal pneumonia.
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Polymerase-Kettenreaktion
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S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae

SC
SD
SDS
SSP
STAT

Tab.
TEMED

TLR
tmG

TNFa
wWB

Santa Curz™ Biotechnologies
Standardabweichung
Sodiumdodecylsulfat

Short Signal Peptide (IL-15)
Signal Transducers and
Activators of Transcription
Tabelle

N,N,N*,N"-
Tetramethylethylendiamin
Toll-like-receptors

teilmuskularisierte Gefalte
Volt

Tumornekrosefaktor-alpha
Westernblot
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7.2 Eigenstandigkeitserklarung

.lch, Matthias Paul Lampe, erklare, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem
Thema: ,Pulmonale Expression und Regulation von IL-15 und den
Rezeptoruntereinheiten IL-15Ra, IL-15RB und y° in der durch Streptococcus
pneumoniae induzierten Mauspneumonie® selbst verfasst und keine anderen als die
angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzulassige) Hilfe Dritter

verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.”

23. September 2010 Matthias Paul Lampe
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7.3 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

Matthias Paul Lampe
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7.4  Veroffentlichungen

° Hocke, A. C., Lampe M. P., Witzenrath M., Mollenkopf H., Zerrahn J., Schmeck B.,
Kessler U., Krull M., Hammerschmidt S., Hippenstiel S., Schutte H., Suttorp N.,
Rosseau S. 2007. Cell-specific interleukin-15 and interleukin-15 receptor subunit
expression and regulation in pneumococcal pneumonia-comparison to chlamydial

lung infection. Cytokine. 38:61-73.
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