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Zusammenfassung

Der Hirnabszess stellt trotz Einfihrung der Antibiotikatherapie und moderner Diagnostik
auch heute noch eine relevante Erkrankung des ZNS dar, insbesondere in
Entwicklungslandern. Es handelt sich um eine fokale Entzindung des
Zentralnervensystems, die als Reaktion auf eine erregerbedingte Zerstérung von
Hirnparenchym entsteht und in einer fibrésen Abkapselung des Entziindungsherdes
zum Schutz des umliegenden gesunden Gewebes resultiert. Er bietet ein ideales Modell
zur Untersuchung des Zusammenspiels immunstimulatorischer und -regulatorischer
Reaktionen im Verlauf einer Infektion mit einer akuten und einer chronischen Phase mit
abschlieRender fibroser Reaktion.

Die Entwicklung des Hirnabszesses verlauft sowohl im humanen ZNS als auch im fur
diese Arbeit verwendeten, murinen Modell des Staphylococcus aureus-induzierten
Hirnabszess in charakteristischen, aufeinanderfolgenden Stadien. So zeigte sich bei der
Untersuchung von infizierten C57BL/6-M&ausen (Wildtyp) eine auf die Infektion folgende
massive Einwanderung von CD11b- bzw. F4/80-positiven Entzindungszellen wie
Granulozyten und Makrophagen, sowie eine Aktivierung von Mikroglia. Begleitet wurde
diese  von einer  Hochregulation der  Genexpression  Tyl-assoziierter
proinflammatorischer und bakterizider Mediatoren wie 1l12a, Tnf, Ifng, sowie No0s2
(INOS). Es bildete sich in der Folge aus einer diffusen Zerebritis ein nekrotisches
Zentrum mit zwischen Granulozyten und iINOS-exprimierenden M1-Makrophagen
eingelagerten Bakterienkolonien, gesaumt durch infiltrierende CD4-positive T-Zellen.
Nach, z.T. aber auch tberlappend mit der initialen Tyl/M1-dominierten Immunreaktion
konnte eine Umstellung der Zellpopulationen und deren Sekretionsmuster hin zu einer
antiinflammatorischen Ty2/M2-Antwort beobachtet werden, welche die Heilungsphase
und fibrése Abkapselung des Hirnabszesses bestimmte. Dies zeigte sich in der
Genexpression Ty2- bzw. M2-assoziierter Mediatoren wie 114 und 1113, sowie Mrcl
(CD206), Clecl0a (CD301), Chi3l3 (Yml) und Ccll7 und zuséatzlich von
fibroseinduzierenden Zytokinen wie 1110 und Tgfbl. Zudem konnten sogenannte
alternativ aktivierte CD206"-Makrophagen in direkter Umgebung der schiitzenden
Kollagenkapsel nachgewiesen werden und zeigten eine raumliche Assoziation mit dem

Wachstumsfaktor VEGF-A. Basierend auf diesen Ergebnissen postulierten wir, dass



derart aktivierte M2-Makrophagen fur die Kapselbildung in der Ty2-mediierten
Reparaturphase notwendig sind.

Die anschlieRende Untersuchung IL-4Ra-defizienter Mause, denen der gemeinsame
Rezeptor fur die Schlusselzytokine IL-4 und IL-13 der Ty2-Immunreaktion fehlt, ergab
keinen von der Wildtyp-Maus differenten spezifischen klinischen Phanotyp. Allerdings
zeigte sich eine signifikante Herabregulation der Ty2-Zytokine 1113 und 115, sowie der
profibrotischen Mediatoren 1110, Tgfbl und Ccl17. Diese fuhrte morphologisch zwar zu
einer alterierten M2-Antwort und Fibrosereaktion, dennoch konnte eine Expression der
charakteristischen Marker und eine konsekutive Kapselbildung im chronischen Stadium
detektiert werden. Eine mogliche Induktion kompensatorischer Immunmechanismen fur
eine IL-4Ra-unabhangige alternative Aktivierung bzw. Bildung der Kollagenkapsel
konnte durch die Analyse potentieller Signalwege uber IL-13/IL-13Ra2, IL-10R,
IL-17A/IL-17Ra, sowie TLR/MyD88 jedoch nicht gezeigt werden.

Vi



Abstract

Despite the introduction of antibiotics and improved diagnostics brain abscess still is a
serious, life-threatening infection, especially in developing countries. It is a focal
inflammation of the central nervous system, which develops as a reaction to the
destruction of cerebral tissue by invading pathogens and results in a fibrous
encapsulation to protect the surrounding healthy brain parenchyma.

The development of brain abscess in humans, matching our model of murine
Staphylococcus aureus-induced brain abscess, is characterized by a distinctive
sequence of morphological and immunological events.

The present work examining C57BL/6 mice (wildtype) showed a massive invasion of
granulocytes and macrophages as well as an activation of microglia as an initial
inflammatory reaction to the infection. This process was accompanied by an
upregulation of gene expression of Tyl-associated proinflammatory and bactericidal
mediators such as 1l12a, Tnf, Ifng and Nos2 (iNOS). Subsequently, a focal inflammatory
lesion developed, characterized by a central necrosis comprising bacteria, granulocytes
and iINOS-positive M1-macrophages, surrounded by several layers of CNS-invasive
CD4" lymphocytes. Partially overlapping, the early Tyl/M1-dominated immune
response was followed by antiinflammatory Ty2/M2-mediated mechanisms, leading to
capsule formation during advanced stages of disease. Accordingly, qPCR-analysis
showed an increase of key Ty2-dependent markers such as 114, 1113, Mrcl (CD206),
Clecl0a (CD301), Chi3I3 (Ym1) and Ccl17 as well as an upregulation of 1110 and Tgfb1,
two main cytokines associated with fibrosis. Furthermore, CD206-positive alternatively
activated macrophages (M2) were found in the immediate vicinity of the protective
capsule and were closely associated with VEGF-A.

Based on these findings, we hypothesized that alternatively activated macrophage
polarization is crucial for beneficial capsule formation during the healing phase of brain
abscess formation.

Remarkably, IL-4Ra-deficient mice, which do not signal via the Ty2-master cytokines
IL-4 and IL-13 did not show a distinctive clinical phenotype although they developed a
brain abscess morphology divergent from identically infected wildtype mice.
Downregulation of gene expression of the Ty2-associated cytokines 1113 and II5 in

addition to downregulation of the profibrotic mediators 1110, Tgfbl and Ccll7
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morphologically altered the response of M2 macrophages and fibroblasts. Nevertheless,
expression of CD206 on macrophages along with a fibrous capsule could be detected.

This indicated the possibility of IL-4Ra-independent alternative activation of
macrophages and IL-4Ra-independent formation of a fibrous capsule in brain abscess.
However, gene expression of known potential compensatory immune mechanisms
acting via the IL-13/IL-13Ra2-, IL-10R-, IL-17A/IL-17Ra- or TLR/MyD88-axis were not

significantly  different in IL-4Ra” mice as compared to wildtype mice.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Der humane Hirnabszess

Der Hirnabszess ist eine lokale Entzindung des Zentralnervensystems, die mit
erregerbedingter Zerstérung von Gewebe, zentraler Eiterbildung und anschlieRender
bindegewebiger Abgrenzung des umgebenden Gewebes einhergeht.

Mit einer jahrlichen Inzidenz von ca. 1 pro 100 000 Einwohner stellt der Hirnabszess
heute in sogenannten Industrielandern eine relativ seltene Erkrankung dar. In
Entwicklungs- und Schwellenlandern wie Indien und Afrika sind die Menschen jedoch
weitaus haufiger betroffen (1-5). Aufgrund der frihzeitigen Diagnosestellung und
modernen Therapiemoglichkeiten von zugrundeliegenden entziindlichen Prozessen wie
Sinusitiden oder Otitiden schien das Auftreten von Hirnabszessen bis in die frihen
90er Jahre langsam zu sinken (1). Allerdings belegen einige Studien auch einen
Anstieg der Inzidenz, welcher durch die steigende Zahl von opportunistischen
Infektionen bei Immunsupprimierten, speziell bei HIV-Patienten, aber auch durch die
bessere Diagnostik mit hochmodernen bildgebenden Verfahren erklart wird (2-4).
Fortschritte in der Diagnostik und Therapie flhrten im Laufe der Zeit zudem zu einer
Senkung der Morbiditdt und Letalitdit des Hirnabszesses. Ein Durchbruch in der
Behandlung gelang dabei erstmals dem schottischen Chirurgen William Macewen, der
Ende des 19. Jahrhunderts die Notwendigkeit der frihzeitigen Diagnose und
Lokalisation des Abszesses sowie der neurochirurgischen Intervention erkannte (6).
Weitere Meilensteine waren die Einfuhrung der modernen Antibiotikatherapie um 1950,
der Computertomographie 1974, neuer stereotaktischer Biopsie- und Aspirations- sowie
verbesserter mikrobiologischer Untersuchungsmethoden (7). Trotz der deutlichen
Reduktion der Letalitait des Hirnabszesses von nahezu 100% vor dem spéaten
19. Jahrhundert auf je nach Studie 4 - 40% in den 70er Jahren bis heute - v.a. abhangig
vom initialen neurologischen Befund, von Ursache und Behandlung - bleibt der
Hirnabszess als potentiell lebensgefahrliche Infektion vor allem in Entwicklungslandern
ein ernstzunehmendes Gesundheitsproblem (3,5,8-13).

Ein Hirnabszess entsteht grundsatzlich, wenn bestimmte Mikroorganismen in das
Parenchym des ZNS gelangen und diese nicht wieder komplett eliminiert werden
konnen. Zuséatzlich werden in diesem speziellen Fall Abwehrmechanismen in Gang

gesetzt, die den Erreger an der Ausbreitung in das Gehirnparenchym hindern.



Einleitung

Das Erregerspektrum ist dabei abhéngig vom infektiosen Primarherd und Immunstatus
des Patienten. Ursache ist in etwa 50% der Félle eine Absiedlung von Bakterien eines
nahe gelegenen Entziindungsherdes wie beispielsweise einer Otitis media, Sinusitis,
Mastoiditis oder einer Entziindung der Zahne (14-17). Hierbei entstehen meist solitare,
rindennah gelegene Abszesse im Frontal- oder Temporallappen sowie im Cerebellum.
Es handelt sich dabei vorwiegend um Mischinfektionen aerober Streptokokken,
Enterobakterien, Staphylokokken, Haemophilus sp., Pseudomonas sp. bzw. anaerober
Bacteroides sp. (4). Bei 10 - 25% der Betroffenen kommt es zu einer hamatogenen
Streuung von Erregern, wodurch oftmals multifokale Abszesse im Versorgungsbereich
der Arteria cerebri media entstehen. Als Primarherd lassen sich hierfir vor allem
Endokarditiden und pulmonale Infekte, aber auch intraabdominelle Infektionen,
Osteomyelitiden oder Hautinfektionen identifizieren (3-5,12,14,18). Auch in diesem
Kontext stellen Streptokokken und Staphylokokken die haufigsten Erreger dar. Eine
weitere Eintrittspforte fir Erreger bieten penetrierende Kopfverletzungen oder
neurochirurgische Eingriffe, wobei der Abszess nachfolgend am Ort des Traumas
entsteht. Staphylococcus aureus (S. aureus) ist bei diesem Infektionsmechanismus das
am haufigsten isolierte Bakterium (3,4,7,19). Bei immunsupprimierten Patienten wie
HIV-Infizierten oder Transplantatempfangern ist das Erregerspektrum deutlich breiter;
sie erleiden Infektionen durch z.B. Toxoplasma gondii, Candida albicans, Aspergillus
spp. oder Cryptococcus neoformans (2). Neben den beschriebenen Infektionswegen
wird in ca. 20 - 30% der Falle keine Ursache gefunden; man bezeichnet solche
Hirnabszesse als kryptogen (7).

Ist die Integritdit des Gehirns einmal verletzt und kénnen sich Erreger im Gehirn
absiedeln, vollzieht sich die Entwicklung des Hirnabszesses in einer typischen
Stadiensequenz, welche mittels neuropathologischer Untersuchungen und bildgebender
Verfahren charakterisiert wurden. Nach dem initialen Stadium, in dem es zu einer
diffusen Entziindung sowie zur Bildung eines Odems kommt, entwickelt sich der
Abszess Uber einen Zeitraum von etwa zwei Wochen mit seinem typischen,
geschichteten Aufbau, d.h. der zentralen, konfluierenden Nekrose umgeben von
eingewanderten Entziindungszellen und einer bindegewebigen Kapsel (20,21).

Die Symptome, die ein Hirnabszess hervorrufen kann, sind u.a. abh&ngig von der
GrofRe und Lokalisation der Lasion, von der Virulenz der Erreger sowie der Schwere
des umliegenden Odems, allerdings meistens unspezifisch. Kopfschmerzen sind das

am haufigsten berichtete Symptom, oftmals begleitet von Ubelkeit und Erbrechen als
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Einleitung

Zeichen des erhohten intrakraniellen Drucks (7,8,12). Je nach Studie leiden 20 - 80%
der Patienten unter Fieber, was ebenso darauf hindeutet, wie wenig diagnostisch
kalkulierbar und unspezifisch sich das Beschwerdebild beim Hirnabszess darstellt (4).
Weiterhin kénnen Bewusstseinsstorungen, Papillenédem, Meningismus und fokale
neurologische Symptome wie Hemiparese, Aphasie, Sehstbrungen, Ataxie sowie
Krampfanfalle auftreten (2,12).

Die geringe Spezifitat der Symptome erklart, warum der Hirnabszess schwer zu
diagnostizieren und schlecht von anderen raumfordernden Prozessen im ZNS
abgrenzbar ist. Zudem geben weder Laborwerte wie die Leukozytenzahl oder die
Blutsenkungsgeschwindigkeit, noch eine Untersuchung des Liquors einen klaren
Hinweis auf einen sich entwickelnden oder bestehenden Abszess (2,10). Das
Anzichten der Erreger in Blutkulturen gelingt ebenfalls nur selten (5,10). Die
diagnostischen Methoden der Wahl sind deshalb heutzutage die Darstellung des
Hirnabszesses mittels kranialer Computertomografie (cCT) oder
Magnetresonanztomografie (cMRT), insbesondere mit Diffusionsgewichtung (DWI), bei
denen sich im  fortgeschrittenen  Stadium  eine  typisch  ringférmige
Kontrastmittelanreicherung zeigt, sowie die Sicherung der Diagnose durch eine
stereotaktische Hirnbiopsie. Neuere Methoden wie die Diffusions-Tensor-Bildgebung
und die Protonen-MR-Spektroskopie koénnen in Zukunft helfen, den Hirnabszess
differentialdiagnostisch insbesondere vom Glioblastom oder zerebralen Tumoren
anderer Genese abzugrenzen (5).

Das Behandlungskonzept fur den Hirnabszess besteht im Wesentlichen aus einer
frhzeitigen Verabreichung antimikrobieller Wirkstoffe, meist in Kombination mit einer
chirurgischen Intervention, wenn der Patient operationsfahig ist. Mit Hilfe der minimal-
invasiven CT-gestltzten stereotaktischen Feinnadelaspiration kann der Abszess
entlastet, der Erreger isoliert und eine gezielte intravendse antibiotische Behandlung
begonnen werden. Diese dauert in der Regel sechs bis acht Wochen und ihr Erfolg wird
durch bildgebende Verfahren (z.B. CT-Aufnahmen) alle zwei Wochen kontrolliert.
Kommt es durch die Drainage zu keiner Besserung oder wurde ein multiresistenter
Keim nachgewiesen, kann der Abszess auch chirurgisch komplett entfernt werden.
Diese Methode wird aufgrund ihrer Invasivitat allerdings nur noch selten angewandt.
Neben der umstrittenen adjuvanten Gabe von Glucocorticoiden zur Therapie des
umgebenden Hirnédems, wird der prophylaktische temporare Einsatz von

Antikonvulsiva zur Vorbeugung von zerebralen Krampfanfallen empfohlen (5,7). Eine
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weitere geflrchtete, in der Regel todliche Komplikation ist die Ruptur des eitrigen
Abszessinhalts in das Ventrikelsystem mit Entstehung einer Ventrikulitis (5).

Zusammengefasst stellt der Hirnabszess noch immer eine schwerwiegende, klinisch
relevante Erkrankung des ZNS dar, dessen zugrundeliegende
infektionsimmunologische Vorgéange bisher nur unzureichend untersucht sind und

dessen therapeutische Versorgung komplex und oftmals schwer zu managen ist.

1.2 Der Hirnabszess im Tiermodell

Tierexperimentelle Modelle haben entscheidend dazu beigetragen das Verstandnis
Uber die Entstehung des Hirnabszesses zu verbessern. Dabei wurden Modelle in
verschiedenen Tierarten wie Primaten, Katzen und Kaninchen etabliert (22-26). Richard
Britt, Dieter Enzmann und Kollegen untersuchten um 1980 erstmals die genauen
histopathologischen Vorgénge bei der Entwicklung eines durch alpha-hamolysierende
Streptokokken induzierten Hirnabszesses bei Hunden und korrelierten die Befunde mit
ihren aus CT-Untersuchungen und Autopsien gewonnenen Erkenntnissen lber den
humanen Hirnabszess (20,27).

Der Verlauf der Entstehung eines Hirnabszesses wird seitdem in vier Stadien eingeteilt.
In der Initialphase, der frihen Zerebritis, kommt es nach dem Eindringen der Bakterien
in den ersten drei Tagen zunéchst zu einer diffusen Entziindung des Hirnparenchyms
mit Einwanderung von Entzindungszellen wie neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen. Es bildet sich in der Folge eine zentral
einschmelzende Nekrose, die von gut vaskularisiertem Gewebe und einem stetig
wachsenden Odem umgeben wird. In der Phase der spaten Zerebritis, an den Tagen
vier bis neun nach der Infektion (post infectionem, p.i.), erreicht die
Entzindungsreaktion ihr Maximum, eingewanderte Makrophagen und T-Lymphozyten
bilden einen Randsaum um das eitrige Zentrum, Fibroblasten beginnen mit der Bildung
von Retikulin als Vorlaufer der Kollagenkapsel und es entwickelt sich eine periphere
Aktivierung von Astrozyten. Das sich anschlieRende Stadium der frihen Kapselbildung
(Tag 10 bis 13 p.i.) ist charakterisiert durch den Riuckgang der zentralen Entziindung
und die Ausbildung der bindegewebigen Kapsel, wodurch die Erregerausbreitung
verhindert und das umliegende Hirnparenchym geschitzt wird. Ab Tag 14 p.i. beginnt
die Phase der spaten Kapselbildung, in der sich der endgdiltige, typische Aufbau des

Hirnabszesses herausbildet: Im Zentrum entsteht eine eitrige Nekrose, gesaumt von
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eingewanderten Entziindungszellen und Fibroblasten. Diese sind umgeben von einer
Kollagenkapsel an die sich eine Zone aus prominenter astrozytarer ,Gliose", reaktiver
Mikrogliaaktivierung und 6dematésem Hirngewebe anschliel3t (21,28).

Diese Stadien der Hirnabszessentstehung konnten auch im experimentellen Modell mit
Nagetieren nachvollzogen werden (29,30). Nicolas A. Flaris und William F. Hickey
veroffentlichten 1992 ein Modell des Staphylococcus aureus-induzierten Hirnabszesses
in der Ratte, dessen histopathologische Eigenschaften denen des humanen,
traumatisch bedingten Hirnabszesses sehr nahe kommen (28). Die Weiterentwicklung
dieses Modells und dessen Ubertragung auf die Maus brachten weitere wichtige
Erkenntnisse Uber die infektionsimmunologischen Mechanismen wahrend der
Entstehung eines Hirnabszesses, insbesondere da hier eine Vielzahl gentechnisch

modifizierter Tiere zur Verfigung steht (31-40).

1.3 Die zerebrale Inmunantwort

Das Immunsystem wird in zwei Anteile untergliedert, die angeborene, unspezifische
Immunabwehr und die erworbene, adaptive Immunabwehr, die sehr eng miteinander
interagieren.

Vermittler der angeborenen Immunabwehr sind dabei hauptséachlich Granulozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen), welche u.a.
durch Phagozytose und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine die
Erreger bekdmpfen und weitere Effektorzellen anlocken, aber auch Epithelien, die eine
anatomische und physiologische Barriere darstellen, sowie das Komplementsystem.
Eine spezifische Bindung/Erkennung krankheitsassozierter Molekule von z.B. Bakterien,
Viren und Pilzen erfolgt u.a. Uber sogenannte ,Toll-like Rezeptoren® (TLR), die u.a. auf
Makrophagen und dentritischen Zellen exprimiert werden. Korpereigene Zellen kann
das angeborene Immunsystem hingegen durch das Vorhandensein des
,2Haupthistokompatibilitatskomplex“ (MHC) erkennen, der fur die MHC-Klasse-I- und
Klasse-II-Rezeptoren kodiert und damit auch eine Verbindung zwischen unspezifischer
und spezifischer Abwehr darstellt. Uber MHC-I, das sich auf allen kernhaltigen Zellen
des Korpers befindet, kdnnen CDB8-positive zytotoxische T-Lymphozyten aktiviert
werden wahrend der MHC-II-Komplex der Présentation aufbereiteter Antigene auf
Zelloberflachen  professioneller  Antigen-prasentierender  Zellen (APC) wie
Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Lymphozyten dient. Diese werden mit Hilfe

des T-Zell-Rezeptors von T-Helferzellen (Ty-Zellen) erkannt, die in der Folge einerseits
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B-Lymphozyten zur Antikdrper-Produktion (humorale Immunitat) stimulieren,
andererseits Uber die Ausschittung von Zytokinen wiederum Makrophagen aktivieren
(zellvermittelte Immunitat) (41).

Das ZNS galt lange als immunprivilegiertes Organ, das ohne ortsstandige APC und
ohne ein konventionelles lymphatisches System eine ,herabregulierte” bzw. ,nicht
effiziente" Aktivierbarkeit des Immunsystems aufweist (42). Der Umstand, dass im ZNS
die Produktion vieler antiinflammatorischer Mediatoren nachgewiesen werden konnte,
sowie die Existenz einer Blut-Hirn-Schranke, die das Eindringen von Zellen,
Antikorpern, Zytokinen und Komplementfaktoren in zentralnervoses Gewebe zum
Grol3teil verhindert, unterstitzt diese Theorie (43). Inzwischen ist aber gesichert, dass
aktivierte Leukozyten wie Lymphozyten, Granulozyten und Makrophagen die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden kénnen um dort direkt eine Immunantwort auf Krankheitserreger
hervorzurufen. Zudem sind ZNS-spezifische Makrophagen, d.h. Mikroglia, perivaskulare
und meningeale Makrophagen, zur Phagozytose und Préasentation von ins Gehirn
eindringenden Erregern befahigt, sodass dem Gehirn heute eine ,spezielle”, aber

durchaus sehr effektive Immunabwehr zugeschrieben wird (44-46).

1.3.1 Das Tyl/Ty2-Konzept

Bei den im vorherigen Abschnitt erwahnten Ty-Zellen handelt es sich um naive
T-Lymphozyten (Tx0), die den CD4-Rezeptor tragen (CD4" T-Zellen). Mosmann et al.
beschrieben dabei 1986 erstmals zwei Subpopulationen dieser Zellen, die die Autoren
abhangig von ihrem Zytokinprofil als Tyl- bzw. Ty2-Zellen bezeichneten und deren
Existenz auch im Menschen nachgewiesen wurde (47-49). In den Folgejahren stellte
sich heraus, dass die T-Zell-Aktivierung Uber die Ty1/Ty2-Dichotomie hinaus eine hohe
Diversitat zeigt. So wurden immer neue Typen von T-Zellen, die Ty3-Zellen,
Twl7-Zellen und die regulatorischen T-Zellen (T.) entdeckt, deren sich zum Teil
Uberlappende Funktionen im Rahmen der Immunantwort bis heute intensiv untersucht
werden (41,50).

Nach Bindung einer CD4" T-Zelle an den MHC-II-Rezeptor einer APC und unter
Mitwirkung kostimulatorischer Faktoren kommt es zur Polarisation der naiven Ty-Zellen
hin zu einer der verschiedenen Effektorzellen (41). Welcher Weg der T-Zell-Aktivierung
eingeschlagen wird, ist entscheidend abhangig von der Art des eindringenden Erregers
sowie der Antigendosis (51). Unter dem Einfluss von Interleukin-12 (IL-12) und Gamma-

Interferon (IFN-y), die u.a. von Makrophagen, dendritischen Zellen und NK-Zellen
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sezerniert werden, entwickelt sich aus einer naiven Ty0-Zelle eine aktivierte Tyl-Zelle,
die ihrerseits v.a. die proinflammatorischen Zytokine IFN-y, IL-2 und TNF-a produziert
(41). Die ZzZytokinausschittung durch Tyl-Zellen flhrt nicht nur zu einer weiteren
Stimulation von Ty0-Zellen, Makrophagen und anderen APCs in Richtung einer Tyl-
Antwort, sondern es kommt gleichzeitig Gber IFN-y zu einer Unterdrickung der T,2-
Polarisation und damit zu einem sich selbst verstarkenden Regulationskreis (41,52,53).
Diese Tyl-induzierte Hochregulation der zellvermittelten Immunantwort stellt den
effektivsten Mechanismus fur die Abwehr von intrazellularen Pathogenen, aber auch
von Krebszellen dar (51,54).

Demgegendber fuhrt der Ty2-Weg Uber eine Aktivierung von B-Lymphozyten,
Mastzellen und eosinophilen Granulozyten zur Produktion von Zytokinen und
Antikdrpern, insbesondere IgE, die insbesondere der Bekampfung von Allergenen und
Parasiten, v.a. Wiurmern, dienen. Unter dem Einfluss von IL-4 und IL-13 differenzieren
TxO-Zellen zu Ty2-Zellen, die daraufhin selbst IL-4, aber auch IL-5, IL-6, IL-10, IL-11
und IL-13 ausschitten (41,51,53-55). Fir die Vermittlung der Effekte von IL-4 und IL-13
sind der IL-4-Rezeptor (IL-4R) sowie die Transkriptionsfaktoren STAT6 und GATA3 von
entscheidender Bedeutung (53,56,57)

Eine UberschieRende Aktivierung oder Fehlregulation sowohl des Tyl- als auch des
Th2-Weges kann Krankheiten auslosen. So ist die Tyl-Antwort zwar wichtig fur die
Wirtsabwehr, sie fuhrt aber auch zu einer vom Pathogen induzierten Inflammation und
dadurch zu Gewebeschaden. Zudem soll die Tyl-vermittelte Zellaktivierung
organspezifischen Autoimmunerkrankungen wie z.B. der Multiplen Sklerose, dem
Typ 1 Diabetes mellitus, der Arthritis oder dem Morbus Crohn zugrunde liegen. Die
Tn2-Polarisation wird oft als Antwort des Immunsystems auf eine Ubertriebene
proinflammatorische Reaktion angesehen und flihrt nachfolgend zur Wundheilung. Eine
Uberstimulation der Ty2-Antwort wird hingegen beispielsweise mit Atopie und Asthma
oder auch mit einer Granulombildung im Rahmen z.B. parasitarer Infektionen in
Verbindung gebracht (51,58,59).

Kommt es schlie3lich zur Differenzierung der Ty-Zellen in Richtung einer der beiden
Subpopulationen, wird der eingeschlagene Weg durch autokrine Sekretion der
jeweiligen Zytokine sowie durch Aktivierung nachfolgender Effektorzellen stimuliert und
gleichzeitig der kontrare Weg inhibiert, sodass jeweils eine der Ty-Antworten dominant
ist (51-53,60).
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Den erst spater entdeckten regulatorischen T-Zellen (CD4"CD25" Teq-Zellen) werden
immunmodulatorische Eigenschaften nachgesagt. Im Rahmen einer Parasiteninfektion
konnten suppressive Effekte von Tg-Zellen sowohl auf die Tyl- als auch auf die
Tn2-Antwort nachgewiesen werden (61). Nachfolgende Studien erkannten die Rolle des
Transkriptionsfaktors FoxP3 flr die Tg-Differenzierung und deren Fahigkeit zur
Suppression von Effektorzellen der angeborenen und erworbenen Immunantwort, die
sie in vivo vor allem tber die Sekretion von IL-10 und TGF-B vermitteln (62-64). Beide
Zytokine sind dabei in der Lage die T-Zellen und Makrophagen sowie die Produktion
der entzindungsfordernden Mediatoren wie TNF-a, IFN-y, IL-12 und INOS zu
unterdriicken (65-69).

1.3.2 Die phanotypische Plastizitat aktivierter Makrophagen

Makrophagen tben als hamatopoetische Zellen, deren Vorlaufer im Blut zirkulierende
Monozyten sind, vielseitige Aufgaben im Rahmen der Immunantwort aus. Als mobile,
einwandernde oder ortsstandige, organspezifische Makrophagen kénnen sie, abhéngig
vom lokalen Mikromilieu, flexibel auf physiologische Stimuli reagieren und je nach
Kontext und Stadium einer Erkrankung auf unterschiedliche Weise ,aktiv® werden
(70,71). So sind sie mit ihren zytotoxischen, bakteriziden und phagozytierenden
Eigenschaften nicht nur an der unspezifischen und spezifischen Immunabwehr im
Rahmen u.a. von Entzindungsreaktionen, Infektionen, Tumorerkrankungen sowie im
Allgemeinen an der Gewebshomoostase z.B. im Fettgewebe beteiligt, sondern spielen
auch eine wichtige Rolle bei der Wundheilung. Um diese vielfaltigen Aufgaben erfillen
zu kénnen, sind spezialisierte Aktivierungsmechanismen notig.

In Anlehnung an das Tpl/Ty2-Modell wurde auch fir Makrophagen eine Dichotomie
sich gegenseitig regulierender Polarisierungsformen beschrieben. Michael Stein,
Siamon Gordon und Kollegen etablierten in diesem Zusammenhang die Bezeichnungen
,Klassisch aktiviert® und ,alternativ aktiviert® bzw. zur Vereinfachung auch M1- und
M2-Makrophagen (72-74). Ty-Zellen und ihre sezernierten Zytokine haben im Rahmen
der spezifischen Immunantwort entscheidenden Einfluss auf die unterschiedliche
Differenzierung von Makrophagen (41,60,75,76). Analog zu Tyl-Zellen besitzen
M1-Makrophagen vorwiegend proinflammatorische Eigenschaften. Sie erkennen u.a.
Uber Toll-like-Rezeptoren  kérperfremde  Bestandteile, Bakterien (u.a. das
Zellwandmolekul LPS), Viren und andere Erreger, phagozytieren diese und

prasentieren sie mittels MHC-II-Molekllen auf ihrer Oberflache den Ty-Zellen. Durch
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eine gegenseitige Aktivierung insbesondere dber IFN-y und TNF-a kommt es
nachfolgend zur Ausschittung entzindungsfordernder Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-12
sowie TNF-a durch die M1-Makrophagen. Diese steigern auf3erdem ihre Fahigkeit zur
Antigen-Prasentation und ihre antimikrobielle Kompetenz durch Hochregulation von
MHC-II, der induzierbaren NO-Synthase (INOS) sowie der Sekretion radikaler
Sauerstoffmetabolite (41,76,77). Neben der Art der Stimulation ist die Expression der
INOS ein wesentliches Merkmal zur Abgrenzung von M1- zu M2-Makrophagen im
Immunsystem der Maus. Durch Katalysierung des Abbaus von L-Arginin zu Citrullin und
Stickstoffoxid, welches wiederum zu reaktiven Stickstoffspezies reagieren kann, tragt
die INOS zu den fur die Erregerabwehr so wichtigen zytotoxischen und bakteriziden
Fahigkeiten bei (78-80).

Analog zu einer UberschielRenden Tyl-Antwort kann auch eine zu starke Aktivierung
proinflammatorischer M1-Makrophagen zu einer Gewebszerstorung fuhren und muss
daher eng kontrolliert werden. Dieser unerwinschte Nebeneffekt kann nach
erfolgreicher Elimination des Erregers reversibel sein. Liegt allerdings eine chronische
oder wiederholte Entzindung vor, fallt das AusmalR der Gewebszerstérung deutlich
gréRer aus. Nicht selten kommt es dann zu einer unkontrollierten Zytokinausschuttung
und Hyperinflammation, die u.a. zu Krankheitsbildern wie der Sepsis oder, wie schon
erwahnt, zu organspezifischen Autoimmunerkrankungen fihren kénnen (36,81).

Im Gegensatz zu den M1-Makrophagen wurden zunachst alle Makrophagen, die nicht
den Kiriterien der klassisch durch IFN-y aktivierten Population entsprachen, als
alternativ aktivierte Makrophagen oder M2-Makrophagen bezeichnet. Da sich diese
Gruppe in ihren Aktivierungsmechanismen und ihrem Zytokin-Sekretionsmuster
allerdings als sehr heterogen herausstellte, stie? das M1/M2-Konzept sehr schnell an
seine Grenzen. In der Folge wurden verschiedenste Bezeichnungen wie
immunregulatorische, antiinflammatorische oder Wundheilungsmakrophagen sowie
unterschiedliche Einteilungen gepréagt, darunter die oft benutzte Unterscheidung von
M2a-, M2b- und M2c-Makrophagen (71,82-84). Sogenannte alternativ aktivierte M2a-
Makrophagen differenzieren sich dabei im Rahmen einer Ty2-Antwort unter dem
Einfluss von IL-4 und IL-13 (74). Ihre bakteriziden und inflammatorischen Eigenschaften
sind stark eingeschrankt, daftr zeichnen sie sich durch die Expression des Enzyms
Arginase-1 aus, welches sie befahigt L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff
umzuwandeln. Da Ornithin eine Vorstufe von Polyaminen und Prolin ist, wirken M2

proliferativ und tragen zur Produktion von Extrazellularmatrix wie Kollagen bei (84).
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Dieser Mechanismus ist dabei nicht nur wichtig fur den Heilungsprozess, sondern stellt
auch einen kompetitiven Stoffwechselweg zur iINOS der M1 dar. So kommt es nicht nur
zu einer gegenseitigen Regulation durch Zytokine, wobei IFN-y in der Lage ist Arginase-
1 zu unterdricken wéahrend Ty2-Zytokine effektiv INOS supprimieren, sondern auch
zum Wettbewerb um das Substrat L-Arginin, zu dem Arginase-1 eine hohere Affinitat
besitzt (85). IL-4 und IL-13 induzieren dartber hinaus die Bildung verschiedener
sogenannter ,Marker der alternativen Aktivierung® von Makrophagen. Kontrovers
diskutiert wird die Sekretion von IL-10 und TGF-B. Wahrend einige Autoren diese
Fahigkeit den M2a-Makrophagen zuschreiben, betonen Andere die immunsuppressiven
Eigenschaften der beiden Zytokine, die sich deutlich von IL-4 und IL-13 unterscheiden
und beschreiben eine separate Makrophagensubpopulation, die méglicherweise von
Treg-Zellen durch die Ausschittung von IL-10 und TGF-B selbst oder durch
Glucocorticoide aktiviert wird (M2c bzw. regulatorische Makrophagen) (74,83,84).
Besagte regulatorische Makrophagen (MR) werden dabei durch eine besonders starke
Sekretion von IL-10 und TGF-B sowie nachfolgende Suppression von T-Zellen
charakterisiert (84). Das Spektrum wird erweitert durch M2b-Makrophagen, die sich
womdglich unter dem Einfluss von Immunkomplexen oder IL-1R/TLR-Liganden
differenzieren (82,83,86).

Als Folge einer Dysregulation kbnnen M2 eine unkontrollierte und damit fir den Wirt
schadliche Fibrose verursachen, allergische Reaktionen hervorrufen oder sogar
Erregern ein Uberleben in ihrem Zytoplasma erméglichen (87-89)

Die Tatsache, dass die Makrophagen-Subpopulationen im Gegensatz zu T-Zellen auch
nach erfolgter Differenzierung abhangig u.a. vom lokalen Zytokinmilieu in einander
umwandelbar sind, vergroRert die Komplexitat der Makrophagen-Phanotypen und deren

funktionelle Plastizitat weiterhin (51,70).

In der vorliegenden Arbeit verwende ich die Begriffe ,M2-Makrophagen® und ,alternativ
aktivierte Makrophagen® gleichbedeutend fur unter dem Einfluss von IL-4 und IL-13

stehende, polarisierte Makrophagen.

1.3.2.1 Struktur und Funktion des IL-4-Rezeptors
Der IL-4-Rezeptorkomplex ist ein Zytokinrezeptor, der von T- und B-Lymphozyten,
Granulozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Hepatozyten und Muskelzellen sowie in

Endothelien, Epithelien und Hirngewebe exprimiert wird (57). Es gibt zwei Typen des
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IL-4-Rezeptors, die wiederum jeweils aus zwei Untereinheiten bestehen. Der
Typ | IL-4R setzt sich dabei aus der IL-4Ra-Kette (CD124) und der yc-Kette (gamma
common bzw. CD132) zusammen wahrend der Typ Il IL-4R neben der IL-4Ra-Kette
das IL-13Ra1-Protein, eine Komponente des IL-13-Rezeptors, besitzt (Abbildung 1).

Die Wirkungen des IL-4R werden durch die Bindung von IL-4 und IL-13 vermittelt. Die
IL-4Ra-Kette, ein transmembranes Glykoprotein, stellt dabei die hochaffine
Bindungsstelle fur IL-4 dar, wahrend IL-13 an IL-13Ra1 koppelt. Die Bindung des
Liganden an seinen Rezeptor fihrt zur Heterodimerisation der IL-4Ra-Kette mit der
yc-Kette bzw. der IL-13Ra-Kette und zur Aktivierung nachfolgender Signalwege. Es
kommt zur Phosphorylierung der rezeptorassoziierten Jak 1 und 3, die wiederum direkt
oder durch Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste der zytoplasmatischen Region
der IL-4Ra-Untereinheit eine Aktivierung von STAT6 sowie der IRS-1/2-Signalkaskade
initiieren (57). Die entscheidende Rolle von STAT6 bei der Vermittlung IL-4-abhangiger
Effekte wurde in Experimenten mit STAT6-defizienten M&usen belegt, in denen es u.a.
zu einer verminderten Ty2-Antwort kam (90,91).

Sowohl das unterschiedliche Expressionsmuster der zwei Rezeptortypen als auch die
Existenz verschiedener Signalwege sind Grund fur die sich zum Teil Uberlappenden,
zum Teil exklusiven pleiotropen Effekte, die durch IL-4 und IL-13 hervorgerufen werden.
Gemeinsam ist IL-4 und IL-13 beispielsweise die Fahigkeit, die Expression von
MHC-1I-Molekilen und die Ausschittung von Chemokinen zu induzieren sowie die
Produktion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine in Makrophagen zu
unterdricken.

Da IL-4 und IL-13 als klassische Vertreter der Ty2/M2-Antwort gelten, die an der
Induktion alternativ aktivierter Makrophagen malRgeblich beteiligt sind, wird das
Vorhandensein des IL-4-Rezeptors als Voraussetzung dafir angesehen, dass

Makrophagen ,alternativ aktiviert® werden kdnnen (92).
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Abbildung 1: Struktur des IL-4-Rezeptors und IL-13-Rezeptors mit nachfolgendem Signalweg (abgewandelte Darstellung
einer Grafik von Oh et al. (93)).

1.3.2.2 Alternative Aktivierung von Makrophagen

Als Marker der alternativen Aktivierung von Makrophagen wurden verschiedene
Zytokine, Oberflachenmolekile, Enzyme und Transkriptionsfaktoren beschrieben, deren
Induktion in Makrophagen u.a. von IL-4 und IL-13 abhangt (74).

Michael Stein berichtete dabei 1992 erstmals von einer IL-4-induzierten Expression des
Mannose-Rezeptors CD206 als charakteristisches Merkmal einer Makrophagen-
Population, die sich von klassisch aktivierten Makrophagen durch die verminderte
Sekretion proinflammatorischer Zytokine und die Hemmbarkeit durch IFN-y unterschied
(72). Daruber hinaus wurden neben dem schon erwahnten IL-4Ra, dem
Schlusselenzym Arginase-1 sowie STAT6 eine Vielzahl von weiteren Markern entdeckt,
deren Bedeutung fir die alternative Aktivierung jedoch zum Teil umstritten ist. So
wurden unzahlige Chemokine bzw. Chemokinrezeptoren beschrieben, die von
M2-Makrophagen exprimiert werden und die fur die Aktivierung und Rekrutierung
weiterer Effektorzellen des Immunsystems von Bedeutung sind. Unter ihnen CCL18,
CCL17 und CCL22, die im Rahmen einer M2-Antwort induziert und gleichzeitig von
Tul-Zytokinen inhibiert werden konnen (82). Von IL-4 und IFN-y wiederum
antagonistisch kontrollierte Proteine sind Ym1, ein Chinitase-ahnliches Lektin, und
FIZZ1 (auch Restin-like Molecule alpha, RELMa), die antientzindliche Eigenschaften
besitzen sowie, vergleichbar mit dem Mannose-Rezeptor, an der rezeptorvermittelten

Endozytose durch Erkennen von Kohlenhydratstrukturen beteiligt sein sollen (74,94,95).
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In einem experimentellen Modell mit Parasiten wiesen Raes et al. 2005 dazu die
Expression eines weiteren Proteins der Lektin-Familie, MGL (CD301), auf humanen und
murinen Peritoneal- und Alveolarmakrophagen nach, das ebenso von der
Signaltransduktion tber den IL-4-Rezeptor abhangig war und mit anderen Markern der
alternativen Aktivierung koexprimiert wurde (96). Weitere Untersuchungen wiesen
CD301 auf Bindegewebsmakrophagen u.a. der Haut, des Gastrointestinaltraktes, der
Lunge und in perivaskularen Regionen nach, wo sie der Phagozytose glykosylierter
Antigene dienen, aber auch entscheidenden Einfluss auf die Bildung von

Granulationsgewebe im Rahmen chronischer Entziindungen haben (97,98).

1.3.3 Die Rolle alternativ aktivierter Makrophagen in verschiedenen
Krankheitsmodellen

Der Verlauf und der Ausgang vieler Krankheiten héngt entscheidend von der
Twl/2-Polarisierung sowie der nachfolgenden Differenzierung von M1- oder
M2-Makrophagen ab, d.h. davon wie das Immunsystem es schafft, eine adaquate
Immunantwort auf ein spezielles Pathogen zu generieren. Krankheitserreger kénnen
allerdings selbst auf unterschiedliche Weise mit den Zellen der unspezifischen
Immunabwehr  interagieren, die  Zytokinausschuttung und damit  das
Th1/2-Gleichgewicht beeinflussen und so ihr eigenes Uberleben bestimmen (49,51,84).
Die Bedeutung der alternativen Aktivierung von Makrophagen wurde insbesondere in
chronischen Erkrankungen, bei Allergien, Protozoen-, Wurm- sowie Pilzinfektionen mit
Hilfe von IL-4Ra-Knockout-Mausen gezeigt. Abhangig von der Art des Pathogens stellte
sich dabei eine Ty2/M2-Differenzierung fur die Immunabwehr als nutzlich oder
schadlich heraus (49,84,99). Generell wird vermutet, dass eine Infektion mit
intrazellularen Erregern wie Mykobakterien, Toxoplasmen, Leishmanien oder
Trypanosomen eine Tyl/M1-Antwort hervorruft um eine erfolgreiche Immunantwort zu
generieren, wahrend die Abwehr extrazellularer Pathogene wie Wiurmer eher von einer
funktionierenden Ty2/M2-Antwort abhangt (100,101).

Entscheidend zu diesen Erkenntnissen beigetragen haben die Untersuchungen von
Reiner und Kollegen zur Immunantwort im Rahmen der murinen Leishmaniose, einer
Infektion durch intrazellulare protozoische Parasiten. Sie konnten zeigen, dass die
Elimination des Erregers und damit das Uberleben des Wirtes von einer ,robusten*
Tyl-Antwort abhangig war, wahrend eine Ty2-Polarisierung zu einer Exazerbation der
Erkrankung fihrte (75). Die Tatsache, dass es in IL-4-, IL-13-, IL-4Ra- sowie
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STAT6-defizienten Méausen zu einer Kontrolle der Leishmanien-Infektion kam,
bestétigte den Verdacht auf einen ungunstigen Einfluss der Ty2-Antwort auf eine frithe
Erregerbekampfung (102,103). Dennoch wurde nachgewiesen, dass in den resistenten
Mausen nicht eine verminderte Ty2-Entwicklung, sondern vielmehr die gestorte
Differenzierung von alternativ aktivierten Makrophagen Grund fir die Kontrolle der
akuten Infektion war, da u.a. die Synthese von Polyaminen durch das M2-Enzym
Arginase-1 das intrazellulare Wachstum der Parasiten forderte (103-105). Auch das
bessere Uberleben des Parasiten Trypanosoma cruzi sowie der Bakterien
Mycobacterium tuberculosis und Franciscella tularensis wurde auf die Ty2/M2-Antwort
zurlUckgefuhrt (84,106).

Eine M1-Makrophagen-vermittelte proinflammatorische Immunreaktion ist ebenfalls
assoziiert mit der Kontrolle akuter Bakterieninfektionen. So sind deren bakterizide
Fahigkeiten entscheidend fir die Elimination u.a. von Listeria monocytogenes,
Mycobakterium tuberculosis, Streptococcus spezies oder Salmonellen wahrend die
Entwicklung chronischer Infektionen und das Uberleben von Erregern mit der Induktion
alternativ aktivierter Makrophagen in Verbindung gebracht wird. Einigen Bakterien
gelingt es durch die Beeinflussung der Makrophagenpolarisation hin zu einer
M2-Antwort beispielsweise dem nitrosativen Stress zu entgehen (89).

Im Gegensatz zu Infektionen durch Protozoen und Bakterien, flr deren Kontrolle eine
Tr1-Antwort mit proinflammatorischen Zytokinen und zytotoxischen M1-Makrophagen
essentiell ist, rufen Allergene und Helminthen (Widrmer) im Wirt vornehmlich eine
Tw2-polarisierte  Immunreaktion hervor (100,108). In Experimenten mit den
gastrointestinalen Nematoden (Fadenwirmer) Nippostrongylus brasiliensis sowie
Trichinella spiralis konnte die Abhangigkeit der erfolgreichen Wurmbek&mpfung vom
IL-4Ra gezeigt werden (109,110). Dabei waren IL-4Ra-Knockout-Mause allerdings
schwerer von der Wurminfektion betroffen als IL-4-defiziente Mause, sodass die
Autoren IL-13 eine entscheidende Rolle zuwiesen (111,112). Weitere Untersuchungen
konnten die Existenz alternativ aktivierter Makrophagen durch den Nachweis
gesteigerter Expression von CD206, Yml, FIZZ1 und Arginase-1 sowie deren
Beteiligung an einer wirksamen Immunreaktion bestétigen (113,114).

Im Rahmen einer Schistosomiasis, einer Infektion mit Trematoden (Saugwirmer),
kommt es durch die Eiablage von erwachsenen Wirmern zur Polarisation der frihen
Tpl-Antwort hin zu einer Ty2-Antwort. Obwohl diese mit Hilfe von Versuchen mit

IL-4- sowie IL-4Ra-Knockout-Mausen als essentiell fir die Regulation der akuten,
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zytotoxischen Immunreaktion, fur die Bildung von Granulomen um die Wurmeier und
somit fur das Uberleben beschrieben wurde, filhrte eine zu lang anhaltende
Tu2-Antwort  gleichzeitig zu chronischer Morbiditdt und Fibroseentstehung
(109,115,116). Vor allem IL-13 und nachfolgend aktivierte Arginase-1-exprimierende
M2-Makrophagen wurden in diesem Kontext als wesentliche Mediatoren einer
unkontrollierten Organfibrose identifiziert (87,117). Ein ahnlicher Mechanismus wird fir
die Entstehung von chronischen Atemwegserkrankungen, von Asthma und Allergien
angenommen (118,119).

Auch eine bronchiale Hyperreaktivitdit im Rahmen einer Cryptococcus neoformans-
induzierten Infektion wurde mit der UberschielRenden Sekretion von IL-13 in Verbindung
gebracht (120). In weiteren Experimenten mit diesem Pilz konnte zudem gezeigt
werden, dass eine unkontrollierte zerebrale Kryptokokkose mit einer IL-4-
Rezeptor alpha-abhéngigen Differenzierung alternativ  aktivierter Makrophagen
assoziiert war (121).

Die Bedeutung der IL-4Ra-vermittelten Aktivierung von Makrophagen wurde neben den
intensiven Studien am Infektionsmodell zudem in Autoimmunerkrankungen, so zum
Beispiel im Mausmodell der Multiplen Sklerose oder des Diabetes mellitus Typ 1 sowie
im Rahmen von Allergien und Asthma und in Tumorerkrankungen untersucht. Auch hier
zeigten sich vielfaltige, zum Teil kontrare Wirkungen dieser Makrophagen auf den
Krankheitsverlauf (122-124).

1.3.4 Bedeutung der Ty2/M2-Antwort fur die Wundheilung und Fibrose

Eine erfolgreiche Immunreaktion als Antwort auf einen eindringenden Erreger, ein
Trauma oder korpereigene, veranderte Zellen umfasst nicht nur eine reaktive
Entzindungsreaktion, sondern auch die zeithahe Beendigung derselben durch die
aktive Induktion antiinflammatorischer Signale und der Reparatur des meist
begleitenden Gewebeschadens. Damit der Vorgang der Wundheilung erfolgreich
ablauft, braucht es eine gut gesteuerte Immunreaktion mit Einwanderung von
Immunzellen, Bildung von Granulationsgewebe, Sekretion von Wachstumsfaktoren,
Zytokinen und Chemokinen sowie eine geordnete Ablagerung von Extrazellularmatrix
und Induktion von Angiogenese. Im Idealfall resultiert daraus eine vollstandige
Ausheilung und Widerherstellung der urspringlichen Gewebsphysiologie. Kommt es
jedoch zu einer Fehlregulation der Immunreaktion bzw. zu einer chronischen

Entziindung, konnen je nach Kausalitat der =zugrunde liegenden Erkrankung
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Narbengewebe, Granulome oder eine Fibrose entstehen (125). Obwohl Gewebsumbau
und Reparaturprozesse initial eine wichtige Reaktion auf einen persistierenden
Entzindungsreiz sind, kénnen sie eine UberschieBende, schadliche Ablagerung von
Extrazellularmatrix zur Folge haben. Beispielhafte Erkrankungen hierfir sind die
Lungenfibrose, die Leberzirrhose, die systemische Sklerose oder das allergische
Asthma (126).

Eine entscheidende Rolle fir die Herabregulation einer Immunreaktion spielen
Makrophagen. Sie phagozytieren einerseits am Ort des Geschehens apoptotische
Entziindungszellen und nekrotisches Gewebe, andererseits sind sie an
immunregulatorischen Vorgangen und Wundheilungsprozessen beteiligt. Dartber
hinaus kann eine gegenseitige Aktivierung von Makrophagen und Lymphozyten aber
auch zu einer persistierenden Entziindungsreaktion fuhren.

Die verschiedenen Makrophagen-Subpopulationen besitzen pro- und antifibrotische
Eigenschaften (127,128). Wichtige Vermittler von Reparaturmechanismen und Fibrose
sind Ty2/M2-Zytokine, wéahrend IFN-y und IL-12 diesen entgegensteuern (129-131).
IL-4 und IL-13 sind dabei in der Lage Uber den IL-4-Rezeptor auf Fibroblasten die
Produktion von Kollagen und Fibronektin zu induzieren (129,132). Versuche mit
STATG6-defizienten M&usen und der Einsatz von Antikdrpern gegen IL-13 unterstrichen
die fibrotischen Effekte einer funktionierenden Ty2-Antwort im Rahmen einer
Schistosoma-Infektion (58,129,133). In der Lunge konnte gezeigt werden, dass IL-13
zudem Uber die Stimulation der Sekretion von TGF-B durch Makrophagen zur Fibrose
beitragt (134,135). IL-10 und TGF-B fordern auflerdem die Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten, die Synthese von Kollagen sowie des
Wachstumsfaktors VEGF und hemmen gleichzeitig den Abbau von Extrazellularmatrix
(128,136,137). Durch gezielte Depletion von Makrophagen konnte im murinen
Wundheilungsmodell eine reduzierte Produktion von VEGF und TGF-B mit einer
attenuierten Reepithelialisierung, Kollagenablagerung sowie gestdrter Angiogenese in
Verbindung gebracht werden (138).

Die durch Ty2-Zytokine induzierte Arginase-1 stellt das Schlisselenzym sowohl in
alternativ aktivierten Makrophagen als auch in Fibroblasten fir die Produktion von Prolin
dar, welches wiederum essentiell fur die Kollagensynthese ist (87,92,139).
M2-Makrophagen kénnen daher selbst profibrotische Mediatoren und Kollagenvorstufen

sezernieren, zudem aber auch durch die Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen
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Fibroblasten anlocken sowie diese uber IL-4, IL-13 und TGF-B direkt aktivieren
(130,140,141).

In der Folge wurde der Begriff ,Wundheilungsmakrophagen® fur via IL-4 und IL-13
aktivierte Makrophagen etabliert, die die klassischen Marker alternativer Aktivierung
exprimieren und dadurch die Kollagensynthese, den Gewebsumbau, die
Neovaskularisation und letztendlich die Wundheilung maf3geblich férdern (84,92).

1.4 Bisherige Erkenntnisse am Modell des S.aureus-induzierten Hirnabszesses
Wie bereits erwéhnt, wurden die histopathologischen Vorgdnge im Rahmen des
Hirnabszesses zunachst im Hund untersucht, spater aber auch auf Modelle in der Ratte
und Maus Ubertragen, die den Krankheitsverlauf des traumatisch bedingten humanen
Hirnabszesses sehr genau widerspiegeln (20,28,32).

In den ersten Stunden nach der intrazerebralen Infektion durch S. aureus kommt es zur
Induktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1a, IL-13, IL-6 und TNF-a sowie zu einer
starken Invasion von neutrophilen Granulozyten. Da die Abszessgrofe und
Bakterienbelastung durch Depletion von Neutrophilen bzw. Neutrophilen-anlockenden
Chemokinen signifikant zunahmen, wurde ihnen eine entscheidende Rolle fur die
Erregerbekédmpfung in der akuten Phase des Hirnabszesses zugesprochen. Die
zusatzliche Ausschuttung multipler Chemokine wie CCL3, CCL4, CXCL1 und CCL2
durch aktivierte Astrozyten und Mikroglia sowie durch eingewanderte Leukozyten fuhrt
innerhalb der Folgetage zur Anlockung von F4/80-positiven Makrophagen und CD4-
sowie CD8-positiven Lymphozyten zum Ort der Entzindung. Deren Einwandern wird
zudem durch eine erhdhte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fur bis zu 14 Tage
auf Grund u.a. der Expression der Adhasionsmolekile PECAM und ICAM-1 auf
GefalRendothelzellen erleichtert (31,32,142). Die Frihphase der
Hirnabszessentwicklung wird somit dominiert durch die reaktive Aktivierung
ortsstandiger Zellen, die Rekrutierung wichtiger Effektorzellen des Immunsystems aus
der Peripherie sowie die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine.
Dieser Vorgang ist essentiell fir eine erfolgreiche Bakterienelimination, fuhrt aber auch
zu einer lokal Uberschiel3enden und anhaltenden Entziindungsreaktion mit erheblichem
Untergang von umgebenen Hirnparenchym (142). Unerlasslich scheint daher die
konsequente Herabregulation der Entziindungsreaktion nach der Akutphase.

Weitere vergleichende Studien von Wildtyp- mit GFAP-, IL-1-, bzw. TNF-a-defizienten

Mausen zeigten grol3ere, schlechter demarkierte Hirnabszesse, eine starkere Infiltration
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CD45-positiver Leukozyten, erhdhte Erregerzahlen sowie eine gesteigerte Morbiditat
und Mortalitdt bei den Knockout-Méausen (33,34,36). Eine Expression der
immunstimulatorischen Mediatoren TNF-a, IFN-y, IL-12 und iINOS konnte bei
Wildtyp-Mausen in stark abnehmender Auspragung an den Tagen 1 bis 21 p.i.
beobachtet werden wéahrend eine TNF-a-Defizienz zu einer deutlich reduzierten
Transkription von iNOS bei F4/80-positiven Leukozyten mit resultierender uneffektiver
Bakterienelimination fiihrte (36,38). Mit Hilfe von TLR-Knockout-Mausen konnte
aulBerdem eine entscheidende Rolle von Toll-like-Rezeptoren fiir eine erfolgreiche
Immunantwort nachgewiesen werden (37,38).

Die immunregulatorische Rolle von IL-10 im Rahmen des Hirnabszesses wurde mit
Hilfe von IL-10-defizienten Mausen untersucht. Auch hier konnte eine stark erhdhte
Rekrutierung von Leukozyten, Granulozyten und Makrophagen in der Akutphase sowie
eine gesteigerte, wenn auch etwas verzogerte, Expression proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine nachgewiesen werden. Da IL-10 wie auch TNF-a die
Apoptose von Neutrophilen, Makrophagen und T-Zellen férdern, konnte in den
entsprechenden Knockout-Mausen eine persistierende Hyperinflammation festgestellt
werden (35,36). Dass es dennoch in allen Untersuchungen zu einer erhdhten
Bakterienbelastung kam, unterstreicht wie wichtig die Balance zwischen pro- und
antiinflammatorischen Signalen fir eine effektive Immunantwort ist.

Die definitive Kapselbildung mit Ablagerung von Kollagen, Fibronektin, die Existenz von
Myofibroblasten und Einsprossung von Kapillaren konnte ca. ab Tag 7 p.i., als Reaktion
auf die inflammatorische, zytotoxische Tyl-Antwort, nachgewiesen werden, um das
umliegende Gehirnparenchym zu schitzen (28). In einer weiteren Studie ausschlief3lich
der Akutphase bis Tag 10 p.i. wurde zudem gezeigt, dass aus dem Knochenmark
stammende fibrozytenartige Zellen mit der Kollagenkapsel assoziiert sind und dass
Fibrose-vermittelnde Mediatoren wie TGF- sowie Marker der alternativen Aktivierung
an Tag 7 p.i. maximal exprimiert werden (143).

Neueste Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit Fokus auf die IL-12- bzw.
IL-17-abhéngige Immunantwort sowie Granulozyten konnten zudem bei infizierten
Wildtyp-Mausen eine Hochregulation von Ty2/M2-Mediatoren in der chronischen Phase
mit maximaler Expression an Tag 21 p.i. sowie eine Koexpression von Markern

alternativer Aktivierung mit angiogenen Faktoren wie VEGF detektieren (39).
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15 Ziel des Forschungsprojektes

Aus den dargelegten bisherigen Erkenntnissen resultierte eine Reihe von
Fragestellungen:

Lassen sich im Verlauf der murinen Hirnabszessentwicklung unterschiedlich polarisierte
Makrophagenpopulationen nachweisen?

Konnen einzelnen Makrophagen-Phanotypen spezifische Rezeptor-, Zytokin- sowie
Chemokinexpressionsmuster zugeordnet werden?

Haben Makrophagen der Spatphase ein flir den Hirnabszess spezifisches
Polarisationsprofil oder lassen sie sich einem M2-Subtyp zuordnen?

Welche Zellpopulationen und Mediatoren beeinflussen die Differenzierung der
Makrophagen im Verlauf der Abszessentstehung und (ber welche Mechanismen
geschieht die Signaltransduktion?

Existiert eine zeitliche und funktionelle Uberlappung im Auftreten verschiedener
Makrophagen-Subpopulationen?

Falls es zur Differenzierung von M2-Makrophagen kommt, spielen diese eine Rolle fur
die Konsolidierung und Abkapselung des Abszesses?

Sind die Ty2-Zytokine IL-4 und IL-13 auch im Rahmen des Hirnabszesses relevant fur
die Polarisierung von M2-Makrophagen?

Findet in Abwesenheit des IL-4-Rezeptors eine funktionelle Aktivierung von
M2-Makrophagen statt und gibt es Unterschiede in der Immunantwort sowie der

Kapselbildung?

Basierend auf diesen Fragen entwickelten wir zwei zentrale Hypothesen, fir deren
Beantwortung wir verschiedene Methoden zur qualitativen und quantitativen Analyse
von beteiligten Zellpopulationen, Rezeptoren, Zytokinen und Chemokinen anwandten
(siehe Methodenteil):

Hypothese 1. Im Verlauf der Abszessentwicklung sind verschiedene Makrophagen-
Subpopulationen aktiv, die ein definiertes Markerprofil aufweisen und spezifische
Funktionen besitzen.

Hypothese 2: Die Differenzierung zu M2-Makrophagen im Spéatstadium der
Abszessentwicklung ist an der Bildung einer fibrosen Kapsel beteiligt, die fir das
Uberleben der infizierten Maus entscheidend ist. Sie ist zudem abhangig von der
funktionellen Signaltransduktion, vermittelt durch Ty2-Zytokine IL-4 und IL-13 Uber
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deren gemeinsamen Rezeptor IL-4Ra. In Abwesenheit des IL-4Ra entsteht keine oder

nur eine alterierte Abszesskapsel.

Zusammengefasst stellt der Hirnabszess trotz Einfihrung der Antibiotikatherapie und
verbesserter Diagnostik auch heute noch eine relevante Erkrankung des ZNS dar,
insbesondere in  Entwicklungslandern und aufgrund der stetig steigenden
HIV-Pravalenz. Wesentliche Grundlage des Uberlebenswichtigen Prozesses der
Abkapselung des Infektionsherdes ist eine koordiniert ablaufende Immunreaktion mit
enger Interaktion aller beteiligten Zellpopulationen und Mediatoren. Daher bietet der
murine experimentelle Hirnabszess ein ideales Modell zur Untersuchung des
Zusammenspiels immunstimulatorischer und -regulatorischer Reaktionen im Verlauf
einer Infektion mit einer akuten und einer chronischen Phase mit abschlieRender
Wundheilung bzw. fibréser Reaktion.

In der Literatur sind zahlreiche Kasuistiken menschlicher Hirnabszesse zu finden. Noch
nicht ausreichend bekannt sind jedoch die funktionelle Relevanz individueller Zellen des
ZNS und des Immunsystems sowie deren Interaktionen und gegenseitige Regulation
wahrend der Entwicklung eines Hirnabszesses. Insbesondere die Rolle der
Makrophagenaktivierung im Rahmen einer akuten bakteriellen Infektion des ZNS ist
bisher nicht und in der Kérperperipherie nur in Ansatzen erforscht. Zudem wurde in den
bisher begrenzt durchgefuhrten Studien zum Hirnabszess das chronische Stadium, in
dem es zu Reparaturmechanismen wie der lebenswichtigen Abkapselung des
Entziindungsherdes kommt, kaum untersucht.

Ziel des Projektes ist die Charakterisierung der Makrophagen-Polarisation im Rahmen
der Hirnabszessentstehung, deren Bedeutung fur die Kapselbildung sowie der
zugrunde liegenden Rolle der Signaltransduktion tber den IL-4Ra.

Therapeutische Relevanz konnte dabei die Modulation der einzelnen beteiligten
Zellpopulationen und Mediatoren hin zu einer verbesserten Erregerelimination sowie
einer verringerten Schadigung umliegenden Hirngewebes durch eine frihzeitige

Abkapselung haben.
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2 MATERIAL

2.1  Allgemeine Chemikalien

Produkt Hersteller/Handler

Agarose SERVA, Heidelberg, Deutschland
Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
EDTA Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
Ethanol JT Baker, Center Valley, USA

Ethidiumbromid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Glykogen UltraPure RNase-frei 20ug/ul

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ketamin Actavis, Miinchen, Deutschland
LB-Agar Roth, Karlsruhe, Deutschland
LB-Medium Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mineral6l (Heavy Mineral Oil 400-5)

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Natriumazid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchloridlésung

Fresenius, Schweinfurt, Deutschland

TAE-Puffer 10x

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Xylazin

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

Tabelle 1: Allgemeine Chemikalien und ihre Hersteller

2.2 Molekulargewichtsmarker

Produkt

Hersteller/Handler

Easy Ladder |

Bioline GmbH, Luckenwalde, Deutschland

Hyper Ladder Il

Bioline GmbH, Luckenwalde, Deutschland

Tabelle 2: Molekulargewichtsmarker fur die Genotypisierung und ihre Hersteller

2.3  Zellkulturreagenzien

Produkt

Zusammensetzung

Erythrozytenlysepuffer

155mM Ammoniumchlorid
10mM Kaliumbikarbonat
0.086mM EDTA

FACS Puffer

PBS (pH 7.4)
1% FCS

Fixationspuffer

PBS (pH 7.4)
1% FCS
5% PFA

Tabelle 3: Pufferldsungen und ihre Zusammensetzung

Produkt

Hersteller/Handler

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

DPBS Pulver (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline) mit /ohne Ca** / Mg**

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

PAA, Paschin, Osterreich

Hanks gepufferte Salzlésung (HBSS)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin

Invitrogen, Carlsbad, USA

Percoll

GE Healthcare Live Science, Freiburg, Deutschland

RPMI 1640 Zellkulturmedium mit L-Glutamin

PAA, Pasching, Osterreich

Streptomycin

Invitrogen, Carlsbad, USA

Trypan Blau

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 4: Zellkulturreagenzien und ihre Hersteller
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2.4 Reagenzien fur die Histologie
Produkt Hersteller/Handler
Aceton Merck, Darmstadt, Deutschland

Aquatex Einschlussmittel

Merck, Darmstadt, Deutschland

Aluminiumkaliumsulfatdodecahydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Chloralhydrat Merck, Darmstadt, Deutschland
Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland
Eosin-Y Brunschwig Chemie, Amsterdam Niederlande
Ethanol JT Baker, Center Valley, USA

Fetales Kalberserum (FCS)

PAA, Paschin, Osterreich

Grams Kristallviolett, Fertiglésung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Lésung

Chroma/Waldeck, Minster, Deutschland

Lugols Ldsung, Fertiglésung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Mayers Hamatoxylin L6sung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumjodat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Normales Eselserum

AbD Serotec, Raleigh, USA

Normales Kaninchenserum

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Normales Ziegenserum

Vector Laboratories, Burlingame, USA

PBS Biochrom AG,Berlin , Deutschland
ROTI-HISTOKITT Il Einschlussmittel Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tissue Tek Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Xylol JT Baker, Center Valley, USA

VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Tabelle 5: Reagenzien fir die Immunhistologie und ihre Hersteller

2.5  Antikorper
Antigen Klon Spezifitat Verdiunnung | Hersteller/Handler
CD4 GK1.5 Ratte anti Maus | 1:100 BD Biosciences, San Jose, USA
CD11b M1/70 Ratte anti Maus | 1:100 BD Biosciences, San Jose, USA
CD31 MEC13.3 Ratte anti Maus | 1:200 BD Biosciences, San Jose, USA
CD206 MR5D3 Ratte anti Maus | 1:100 AbD Serotec, Raleigh, USA
F4/80 Cl:A3-1 Ratte anti Maus | 1:100 AbD Serotec, Raleigh, USA
. Kaninchen anti . Calbiochem, Beeston,
INOS polyklonal Maus 1:500 GrolR3britannien
Kaninchen anti . Abcam, Cambridge,
Kollagen VI polyklonal Maus 1:500 GroRbritannien
VEGF-A polyklonal :\(/laarlljlgchen ant 1:100 Santa Cruz, Biotechnology; USA
Tabelle 6: Primére Antikorper fir die Immunhistochemie
Spezifitat Verdinnung | Hersteller/Handler
Cy3 Esel anti Ratte 1:300 Dianova, Hamburg, Deutschland
Cy3 Zieg_e anti 1:500 Dianova, Hamburg, Deutschland
Kaninchen ) ’ ’
DyLight 649 Ziege anti Ratte | 1:300 Dianova, Hamburg, Deutschland
. . . . ) GE Healthcare, Freiburg,
Meerrettichperoxidase Ziege anti Ratte | 1:100 Deutschland
: . Ziege anti . .
Meerrettichperoxidase Kaninchen 1:100 Dianova, Hamburg, Deutschland

Tabelle 7: Sekundéare Antikdrper fur die Immunhistochemie
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Antigen Fluorochrom | Klon Verdinnung | Hersteller/Handler

APC- ) . .
CDh4 eFluor780 RM4-5 1:150 eBioscience, San Diego, USA
CD11b PE M1/70 1:400 BD Biosciences, San Jose, USA
CD16/CD32 - 2.4G2 1:100 BD Biosciences, San Jose, USA
CD45 APC-Cy7 30-F11 1:200 BD Biosciences, San Jose, USA
IFN-y FITC XMG1.2 1:200 eBioscience, San Diego, USA
IL-4Ra Biotin f/lliAe"l/MlMR' 1:100 BD Biosciences, San Jose, USA
CD3e - 145-2C11 BD Biosciences, San Jose, USA
CD28 - 37.51 BD Biosciences, San Jose, USA

Tabelle 8: Antikdrper fiir die Durchflusszytometrie

Sekundarreagenz

Konjugat

Hersteller/Handler

Streptavidin

APC

BD Biosciences, San Jose, USA

Tabelle 9: Sekundéarreagenz fur die Durchflusszytometrie

2.6 PCR-Sonden

TaqMan® Gene Expression Assay

Referenznummer

Argl MmO01190441 g1

Ccl17 MmO00516136_m1
Chi3I3 MmO00657889_mH
Clecl0a MmO00546124 m1l
Hprt MmO00446968_m1
Ifng MmO00801778 ml
114 MmO00445260_m1
ll4ra MmO01275139 ml
115 MmO00439646_m1
1110 MmO00439616_m1
l110r MmO00434151 ml
l112a MmO00434165 ml
1113 MmO00434204 m1l
l113ra2 MmO00515166_m1
l117a MmO00439619 ml
l117ra Mn00434222_ml

Mrcl MmO00485173 g1

Myd88 MmO00440338_m1
Nos2 MmO00440485 m1l
Tnf MmO00443258 m1l
TIr2 MmO00442346_m1
Stat6 MmO01160477_m1l
Tgfbl MmO00441724 ml

Tabelle 10: TagMan® Sonden und deren Referenznummer, erworben von Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
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2.7 Kommerzielle Kits und Enzyme

Produkt

Hersteller/Handler

2x Red PCR Master Mix

Stratec, Birkenfeld, Deutschland

CompBeads ,Compensation Particles Anti-
Rat/Anti-hamster Ig, K" set

BD Biosciences, San Jose, USA

Cytofix / Cytoperm Kit

BD Biosciences, San Jose, USA

Cytofix / Cytoperm Fixation / Permeabilizytion Kit

BD Biosciences, San Jose, USA

DAKO ARK KIT Peroxidase K3954

DAKO, Hamburg, Deutschland

DNase free Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

GolgiStop

BD Biosciences, San Jose, USA

High-Capacity cDNA Archive Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

Liguid DAB+ Substrat Chromogen System

DAKO, Hamburg, Deutschland

peqGOLD TriFast

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Proteinase K

Roche, Mannheim, Deutschland

TagMan Fast Universal PCR Master Mix

Life Technologies, Darmstadt

Tabelle 11: Kommerzielle Kits und Enzyme und ihre Hersteller

2.8 Laborausristung und Hilfsmittel
Produkt Hersteller/Handler
FACS Canto Il BD Biosciences, San Jose, USA

Gelelektrophoresekammer horizontal

Biozym Diagnostic GmbH, Hessisch Oldendorf

Hamilton-Spritze 700 MIKROLITER 10ul

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Kryostat Cryo-Star Microm HM560

Microm, Walldorf, Deutschland

Microplate Reader TECAN Infinite 200

Tecan, Grodig, Osterreich

Neubauerzahlkammer

Assistent, Sondheim, Deutschland

Olympus BX50

Olympus, Tokio, Japan

PCR-Thermocycler Uno-Cycler

VWR, Darmstadt, Deutschland

Real-Time PCR System 7900 HT

Applied Biosystems, Foster City, USA

Stereotaxierahmen

Stoelting, Wood Dale, USA

Sterile Werkbank

Heraeus Christ, ZUrich, Schweiz

Transluminator G:Box Syngene

VWR, Darmstadt, Deutschland

Zeiss Observer Z1 Fluoreszenzmikroskop

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Tabelle 12: Laborausriistung und Hilfsmittel sowie ihre Hersteller
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3 METHODEN

Alle Versuche wurden gemald den Bestimmungen des Tierschutzgesetztes § 8 und
nach Genehmigung durch das Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin
(Aktenzeichen G0325/09) durchgefiihrt. Bei allen Experimenten und der Erstellung der
Doktorarbeit wurden die ,Grundsatze der Charité zur Sicherung guter

wissenschaftlicher Praxis“ eingehalten.

3.1 Mause

Es wurden homozygote C57BL/6-Mause (erworben bei der Forschungseinrichtung fr
Experimentelle Medizin, FEM, Charité-Universitatsmedizin Berlin), welche uns als
Wildtyp (WT) dienten und IL-4Ra”-Mause desselben genetischen Hintergrundes
(erworben beim Max-Planck-Institut fir Evolutionare Anthropologie, Leipzig) im Alter
von 8 bis 12 Wochen verwendet. Die Haltung der Méause erfolgte wahrend der Zucht
und Experimente nach Standardrichtlinien in der FEM.

3.2  Genotypisierung der IL-4Ra”-Mause
Zur Genotypisierung jeder Knockout-Maus diente ein Stick Schwanzspitze (2 mm).
Schwanzspitzenlyse:

Die Schwanzspitzen wurden in 300 pl Schwanzspitzenlyse-Puffer (Tris HCIl, pH 9
10 mM, KCI 50 mM, NP40% 0,5%, Tween 20 0,5%) unter Zugabe von 0,1 mg/ml
Proteinase K Uber Nacht bei 55°C auf einem Schittler inkubiert. Es folgte die
Inaktivierung der Proteinase K durch Erhitzen der Proben auf 95°C fur 10 Minuten
sowie eine abschlieRende Zentrifugation bei 14000 rpm fur 10 Minuten.

PCR:

Fur die PCR wurden 2 pl des Uberstandes jeder Probe 1:10 verdinnt. 1 pl der
verdinnten DNA wurde mit den entsprechenden Primerpaaren (Tabelle 14) sowie dem
2x Red PCR Master Mix (Stratec) angesetzt.

Im PCR-Cycler erfolgte die Vervielfaltigung der DNA unter folgenden Bedingungen:
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Temperatur Zeit Anzahl Zyklen Vorgang
94°C 1 min Initiale Denaturierung
94°C 30s 40 DNA-Denaturierung
57°C 20s 40 Primerhybridisierung
72°C 45s 40 Elongation
72°C 10 min Finale Elongation

Tabelle 13: PCR-Bedingungen fiir die Genotypisierung der IL-4Ra”-Mause
Mausstamm Primersequenz [5'-3'] Aplikon-GréRRe [bp] Konzentration
IL-4Ra”’s GGC TGC TGA CCT GGA ATA ACC 500 0,75 pl
IL-4Ra” as CCTTTG AGAACT GCGGGCT 10 yM
WT s GTA CAG CGCACATIGTITTT 168 0,75 pl
WT as CTC GGC GCACTG ACCCATCT 10 yM

Tabelle 14: Primersequenzen fur die Genotypisierung

Gelelektrophorese:

15 pl der PCR-Produkte wurden auf einem 1-2%igen Agarosegel in TAE-Puffer
aufgetragen. Die Laufzeit betrug 40 Minuten bei 100 Volt. Durch Behandlung des Gels
mit Ethidiumbromid (10 mg/ml) konnten die DNA-Banden unter UV-Licht nach der
elektrophoretischen Auftrennung der Proben sichtbar gemacht werden. Die
Wildtyp-Bande erschien bei 168 bp und die Knockout-Bande bei 500 bp (Abbildung 2).

WT IL-4R Ko H0
bp
—— w— — 1000
fe— e — 750
— — o— o . — 500
— 250
-—

- 100

Abbildung 2: Gelelektrophoresebild fiir die Genotypisierung der IL-4Ra™-Mause.

3.3 Infektionsmodell
Zur Beantwortung der Fragestellungen wurde die von Flaris und Hickey 1992 publizierte
Methode des experimentellen Staphylococcus aureus-induzierten Hirnabszesses

(urspringlich bei Ratten, von uns fir ein Mausmodell adaptiert) benutzt (28,34).
3.3.1 Kultivierung der Bakterien

Staphylococcus aureus (Referenzstamm ATCC25923) wurde bei 37°C fur 24 Stunden
in LB-Medium unter wiederholter spektrometrischer Bestimmung der optischen Dichte
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angezuchtet. Nach Erreichen einer optischen Dichte von 0,5 - entsprechend der
exponentiellen Wachstumsphase der Bakterien - wurde das beimpfte Medium aliquotiert
und bei -80°C gelagert.

Die Bakterienkonzentration wurde durch Ausplattieren serieller Verdinnungsreihen als
Dreifachbestimmung auf LB-Agarplatten und Anzucht fur 24 Stunden bei 37°C
bestimmt. Die berechnete Bakterienkonzentration betrug ca. 1x10%/ml.

3.3.2 Herstellung der Bakterien-Agarose-Kugelchen

Zu 200 pl der gezlchteten Staphylokokken und 1,4%iger Low Melt-Agarose wurde
vorgewarmtes steriles Mineraldl tropfenweise und unter standigem Ruhren hinzugefugt
und langsam abgekihlt. Nach dreimaligem Zentrifugieren des Bakterien-Agarose-
Gemisches in PBS bei Raumtemperatur fir je 10 Minuten wurden die fertigen Agarose-
Kigelchen in 500 pl PBS bei -80°C gelagert.

Die Bakterienkonzentration der Agarose-Kuigelchen wurde durch erneutes Ausplattieren
serieller Verduinnungsreihen als Dreifachbestimmung auf LB-Agarplatten und Anzucht
fur 24 Stunden bei 37°C bestimmt.

Die so hergestellten Bakterien-Agarose-Kugelchen entsprachen einer Konzentration
von ca. 1-2x10* KBE/5 pl (KBE = Kolonie bildende Einheiten).

3.3.3 Injektion der mit S. aureus beladenen Agarose-Kugelchen

Fur die intrazerebrale Injektion der Staphylococcus aureus-beladenen Agarose-
Kigelchen wurden die Versuchstiere mit einer Dosis von 0,1 ml pro 10 g Kérpergewicht
des Narkosemittels intraperitoneal anasthesiert. Als Narkosemittel diente dabei eine

Mischung aus Ketamin und Xylazin in einem 10 ml-Ansatz (Tabelle 15).

Wirkstoff Menge
Ketamin (50 mg/ml) 1.6 ml
Xylazin (Rompun 2%) | 0.7 ml
NaCl 0,9% 7.7 ml

Tabelle 15: Zusammensetzung des Narkosemittels

Nach einer etwa 5-minttigen Wartezeit wurde der Schadel der Maus frontal mit einem
jodhaltigen Desinfektionsmittel gereinigt um dann einen ca. 1 cm langen Hautschnitt in
longitudinaler Richtung zwischen den Ohren zu setzen. Anschlieliend erfolgte die
Offnung des kndchernen Schadels durch manuelles Bohren eines kleinen Loches mit
Hilfe eines Skalpels 1,5 mm lateral und 1 mm rostral des Bregmas. Jeder Maus wurden,

nach Einspannen in einen Stereotaxierahmen durch Fixierung der Schneidezdhne und
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Ohren, unter Verwendung einer in einem  Spritzenhalter befestigten
10 pl Hamilton®-Spritze, 5 ul der Bakterien-Agarose-Mischung in die weile Substanz
der rechten frontalen Hemisphare in 3 mm Tiefe injiziert (Abbildung 3). Um ein
druckbedingtes Heraustreten der Bakterien-Kiigelchen zu verhindern, wurde die Kanile
ca. 5 Minuten in der angegebenen Position fixiert und erst dann vorsichtig entfernt. Die
Wunde wurde daraufhin mit einem Stich zugenaht. Zur Schmerzstillung und
Fllssigkeitssubstitution wurde jeder Maus postoperativ 1 ml einer Kochsalz-Tramal-
Losung appliziert.

Zur Kontrolle der Infektionsdosis wurde eine Probe der jeweils verwendeten
Staphylococcus aureus-beladenen Agarose-Klgelchen nach erfolgter Injektion wie in

Abschnitt 3.3.2 beschrieben, angeztichtet, ausgezéahlt und berechnet.

Abbildung 3: Stereotaktische Applikation der Bakterien-Agarose-Kiigelchen.

3.3.4 Klinische Uberwachung der Krankheitsaktivitéat

Fur die Erhebung der klinischen Daten wurden die Versuchstiere vor der Operation
sowie an den Tagen 1 und 3 nach der Operation und ab Tag 7 einmal wdchentlich
gewogen und Kklinisch begutachtet. Zur objektiven Beurteilung der Krankheitsaktivitat
wurden Punktwerte entsprechend der unten aufgefihrten Kriterien verwendet
(Tabelle 16) (34,40).
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Punktwert Klinisches Kriterium

0 Keine Ausfalle Keine Symptome

normale Atmung,
Gewichtverlust <10%, kein
struppiges Fell

normale Atmung,

2 Hemiparese, maRig eingeschrankte Mobilitat Gewichtverlust <10%, leicht
struppiges Fell

Gering erschwerte Atmung,

Gangunsicherheit, aber beweglich (z.B. normales

1 Fluchtverhalten beim Umsetzen)

3 Hemiparese, mittelgradig eingeschrénkte Mobilitat Gewichtverlust >10%,
struppiges Fell
4 Hemiparese, deutlich eingeschrénkte Mobilitat, Sofortiger Abbruch

Atemnot, Gewichtverlust >20 %,
5 Tod oder moribund Sofortiger Abbruch

Tabelle 16: Klinische Krankheitsaktivitat zur Evaluation des klinisch-neurologischen Befundes.

3.3.5 Sektion der Mause und Gehirnentnahme

Die Sektion der Versuchstiere erfolgte je nach Versuchsaufbau am 3., 14. oder 28.
postoperativen Tag. Dafir wurden die Mause zundchst mit einer letalen Dosis des
Narkosemittels narkotisiert und in Ruckenlage auf einer Styroporunterlage an allen vier
Extremitaten fixiert. Der Desinfektion der Bauchdecke mit 70%igem Ethanol folgte die
Eroffnung des Abdomen durch einen V-formigen Schnitt bis zu den Axillae unter
Durchtrennung des Diaphragmas sowie der Rippen mit Hilfe von Schere und
anatomischer Pinzette. Der Brustkorb wurde nach oben geklappt und das noch
pulsierende Herz freigelegt. Unter Verwendung einer 21 G Butterflykanile, die in den
apikalen Pol des linken Ventrikels gestochen wurde und nach Inzision des rechten
Vorhofes, wurde die Maus anschlieRend mit isotoner Kochsalzlosung so lange
perfundiert, bis es zu einer ausreichenden Entfarbung von Leber und Nieren kam und
kein Blut mehr aus dem rechten Vorhof austrat. Um das Gehirn entnehmen zu kénnen,
wurde die Maus von der Unterlage gelost und der Kopf kaudal des kndchernen
Schadels abgesetzt. Die Haut wurde nach rostral gestilpt und der Schadelknochen vom
Foramen magnum aus vorsichtig mit Hilfe einer anatomischen Pinzette abpréapariert.

Nach Durchtrennung der Hirnnerven konnte das komplette Gehirn entnommen werden.

3.3.5.1Konservierung fur histologische Untersuchungen
Fur die histopathologischen Untersuchungen wurden die frisch entnommenen Gehirne
in Tissue Tek auf einem Korkplattchen eingebettet, in Isopentan auf Trockeneis

schockgefroren und bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.
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3.3.5.2Weiterverarbeitung fur die Durchflusszytometrie
Die Gehirne wurden nach der Entnahme einzeln durch ein steriles 70 um Zellsieb
gepresst und in HBSS/3% FCS suspendiert.

3.3.6 Ausplattieren der Zellsuspension fur die Bestimmung der KBE

Zur  Untersuchung der intrazerebralen Bakterienkinetik im  Verlauf der
Hirnabszessentwicklung wurden die Zellsuspensionen der infizierten Mausgehirne
beider Genotypen einzeln in einer Verdlinnungsreihe auf LB-Agar-Platten ausplattiert.
Pro Verdinnung wurden jeweils 50 pl ausplattiert, bei 37°C im Brutschrank inkubiert,
nach 24 Stunden die KBE gezéhlt und auf die Gesamtmenge der Zellsuspension

hochgerechnet.

3.4 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kénnen einzelne Zellpopulationen in einer Probe
gemessen und anschlielBend separiert werden. Dies geschieht zum einen durch die
Messung der GroRe und Granularitéat jeder Zelle, zum anderen durch die spezifische
Bindung Fluorochrom-gekoppelter Antikorper an charakteristische Oberflachen- bzw.
intrazellulare Antigene einer Zellart. Beim Passieren eines Laserstrahls kommt es dabei
im Durchflusszytometer zur Anregung der Fluorochrome und zur nachfolgenden
Emission von Fluoreszenzlicht einer spezifischen Wellenlange. Diese wird vom Geréat
gemessen und lasst Ruckschlisse auf die Art und Anzahl der in der Probe
vorhandenen Zellen zu.

So kénnen beispielsweise die Makrophagen/Mikroglia- und T-Zell-Populationen in einer

Probe quantitativ bestimmt und wiederum in einzelne Subpopulationen sortiert werden.

Die folgende Tabelle zeigt die untersuchten Zellen mit ihren charakteristischen
Rezeptoren sowie deren fir unsere Fragestellung interessantes Zytokin- bzw.

Transkriptionsfaktor-Expressionsmuster.

intrazellulares
Expressionsmuster
Tyl Zellen CD4 IFN-y

aktivierte Mikroglia/Makrophagen | CD11b"'CD45™%", IL-4Ra -
Tabelle 17: Expressionsmuster der im Durchflusszytometer analysierten Antigene.

Zellpopulation Expression der Oberflachenrezeptoren

Alle Arbeitsschritte im Rahmen der Zellpraparation und -farbung fur die

Durchflusszytometrie wurden auf Eis durchgefihrt.
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3.4.1 Zellseparation mit Hilfe eines Percoll-Gradienten

Bevor die fur den Versuchsaufbau relevanten Zellen durch Antikbrper markiert werden
konnten, musste zunachst die Leukozytenpopulation mittels eines Dichte-Gradienten
von den Ubrigen zerebralen Zellen getrennt werden. Dies erfolgte nach einem von Ford
et al. 1995 beschriebenen Protokoll (144). Durch Zentrifugation sammeln sich dabei die
Leukozyten entsprechend ihrer spezifischen Dichte zwischen zwei Dichten des
Gradientenmediums an. Mehrmaliges Waschen fiihrt zudem zu einer erhéhten Reinheit
der gewiinschten Zellpopulation.

Die Percolllésung wurde unter Zugabe von 1.5 M NaCl im Verhéltnis 1:10 angesetzt
und die einzelnen Dichten durch anschlieRendes verdinnen mit HBSS/3% FCS
hergestellt. Die, wie in Abschnitt 3.3.5.2 beschrieben, aufbereitete Zellsuspension
wurde flir 8 Minuten bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert und das entstandene Zellpellet
in 2,8 ml der Dichte 1.098 resuspendiert, anschlieBend mit 1,4 ml der Dichte 1.122
unterschichtet und dann mit jeweils 2,5ml der Dichten 1.072, 1.05 und 1.03
Uberschichtet. Den Abschluss bildeten 2,5 ml HBSS/3% FCS (Abbildung 4). Der
entstandene Percoll-Gradient wurde fir 30 Minuten bei 2700 rpm und 4°C mit
geringster Beschleunigung sowie Auslauf ohne Bremse zentrifugiert. Die sich zwischen
den einzelnen Percolldichten gebildeten Interphasen wurden separat entnommen; die
obersten Schichten 1 und 2, bestehend aus Myelin und Zelldebris wurden dabei
verworfen, Schicht 3, 4 und 5 (zerebrale Leukozyten) getrennt abgenommen, in
HBSS/3% FCS gewaschen und wieder vereint. Zur Berechnung der
Gesamtleukozytenzahl jeder Gehirnprobe wurden 10 pl der gereinigten Zellsuspension
in eine Neubauer Zahlkammer gegeben und unter dem Lichtmikroskop die vitalen
Zellen in vier Quadranten gezahlt. Es folgte die Farbung und durchflusszytometrische

Messung der Zellen.

HBSS / 3% FCS

Debris
1.03

Debris
1.05

1.072

Leukozyten
1.098

R 2R 2

1.122

Abbildung 4: Aufbau des Percoll-Gradienten.
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3.4.2 Zellfarbungen
Zusatzlich zu der Farbung von Oberflachen-Antigenen und von intrazellularen
Antigenen der Leukozyten infizierter Mause wurden Isotyp-Kontrollen und ungefarbte

Kontrollen mitgefuhrt.

3.4.2.1Kultivierung und Stimulation der T-Zellen

Die Zellen wurden zunachst mit 1 ml RPMI (Hinzugabe von Penicillin/Streptomycin
1:100, 5% FCS) in Kultur genommen und Gber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
Am nachsten Morgen erfolgte die Stimulation der T-Zellen mit jeweils 1 pg/ml anti-CD3
und anti-CD28 Antikorper und anschlielend die Akkumulation der Zytokine mittels
Zugabe von Monensin-haltigem GolgiStop. Durch die Blockierung des intrazellularen
Proteintransports sammeln sich die Zytokine und Transkriptionsfaktoren dabei im Golgi-
Apparat an, wodurch sich die Detektierbarkeit der Zellen im Durchflusszytometer
erhoht. Nach Inkubation fur 4 bis 6 Stunden bei 37°C wurden die Zellen nochmals
zentrifugiert, der Uberstand wurde abgegossen und die Zellen wieder in HBSS/3% FCS

aufgenommen.

3.4.2.2Farbung von Oberflachen-Antigenen

Zu Beginn der Farbeprozedur wurden die Leukozyten fur 8 Minuten bei 4°C und
1200 rpm in PBS und 1% FCS gewaschen. Der selbe Waschvorgang erfolgte nach
jedem im Weiteren beschriebenen Inkubationsschritt mit der Ausnahme, dass fur die
Intrazellularfarbungen als Waschpuffer Perm/Wash-Puffer verwendet wurde anstelle
von PBS/1% FCS. Die Inkubation der Zellen fand ab Zugabe Fluorochrom-markierter
Antikdrper unter Lichtausschluss statt.

Zur Blockierung unspezifischer Antikorperbindungen durch Fc-Rezeptoren wurden die
Zellen zuerst mit anti-Fc CD16/CD32 Antikorper (20 pg/ml) far 10 Minuten und
anschlieBend mit den Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern (siehe Tabelle 8 in Material
2.5) fir 20 Minuten inkubiert. Biotin-gekoppelte Antikérper wurden abschlieRend mit
Streptavidin-APC fur 15 Minuten inkubiert. Es folgte das Fixieren der Zellen durch
Zugabe von PFA 5%/PBS/1% FCS und Inkubation fir 15 Minuten.

Die gefarbten Zellen wurden zuletzt in PBS/1% FCS/Azid 1:500 aufgenommen und bis

zur Messung im Durchflusszytometer unter Lichtausschluss bei 4°C gelagert.
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3.4.2.3Féarbung intrazellularer Antigene

Zur Fixierung der zuvor geknipften Antikdrper-Oberflachenantigen-Bindungen und zur
gleichzeitigen Permeabilisierung wurden die Zellen fir 20 Minuten mit Cytofix/Cytoperm
inkubiert.  Durch  den anschlieBend verwendeten Perm/Wash-Puffer als
Verdunnungsmittel fur die Antikbrper sowie als Waschpuffer fur die Zellen wurde die
reversible saponinvermittelte Zellpermeabilisation wéahrend der gesamten Farbung
fortgesetzt. Die weitere Farbung erfolgte analog der in Abschnitt 3.4.2.2 fir die

Oberflachenantigene beschriebenen Prozedur.

3.4.3 Kompensationsbeads

BD™ CompBeads dienen der Kompensation der gemessenen Fluoreszenzen im
Durchflusszytometer. Es handelt sich dabei um Polystyrol-Mikropartikel, die einerseits
als positive Kompensationsbeads an die Kappa-leichte Kette der Fluorochrom-
gekoppelten Antikdrper binden, andererseits als negative Kompensationsbeads mit
FCS gekoppelt keinerlei Bindungsaktivitat aufweisen. Dadurch kann die spektrale
Uberlappung der Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe (positive Beads), sowie
die unspezifische Hintergrund-Fluoreszenz (negative Beads) eingeschatzt werden. Die
Farbeprozedur erfolgte entsprechend der Anleitung des Herstellers (BD Biosciences).

3.4.4 Messung mit dem Durchflusszytometer

Die Analyse erfolgte in einem FACS Canto Il Durchflusszytometer mit Hilfe der Software
CELLQuestPro (BD Biosciences) sowie anschlielender Darstellung in FlowJo (Tristar,
Ashland, USA). Fur die Gerateeinstellung wurden einfach  gefarbte
Kompensationsbeads mit allen gebrauchten Fluorochromen verwendet. In einer
Dotplot-Darstellung wurden die erfassten Zellen zunéchst nach ihrer GréRe (Forward
Scatter) und Granularitat (Sideward Scatter) aufgetragen und so die Leukozyten
(Abbildung 5 A) von restlichen Bestandteilen wie Zelltritmmern getrennt. Anschliel3end
wurden die Leukozyten entsprechend ihres Antigen-Expressionsmusters, wie in Tabelle
17 dargestellt, quantifiziert. Die mitgefihrten ungefarbten Kontrollen und Isotyp-
Kontrollen dienten dabei der Abgrenzung von unspezifischer und spezifischer

Fluoreszenzfarbung (Abbildung 5 B-D).
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Abbildung 5: ,,Gating Strategie* fiir die Durchflusszytometrie nach Isolation der Zellen mittels Percoll-Gradient.
Reprasentative ,zebra plot“-Darstellung einer WT-Maus an Tag 14 und die dazugehdrigen Isotypen. Abgebildet sind die
Leukozytenpopulation (A), die aktivierte Mikroglia/Makrophagen-Population mit Isotypen (B), die CD4" T-Zellen mit Isotypen (C)
sowie die IL-4Ra-positive Makrophagen- und Mikroglia-Population mit entsprechender ungefarbter Kontrolle (D).

3.5 Histopathologie

3.5.1 Herstellung der Gefrierschnitte, allgemeine Vor- und Nachbehandlung

Die, wie in Kapitel 3.3.5.1 beschrieben, jeweils auf einem Korkplattchen in Tissue Tek
eingebetteten Gehirne wurden im Kryostat in 7 um dinne horizontale Scheiben
geschnitten und diese auf einem Objekttrager platziert. Nach einer Trocknungszeit von
24 Stunden bei 4°C wurden die Schnitte fur 10 Minuten in Aceton fixiert, in dinne

Alufolie eingewickelt und bei -80°C gelagert.
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Vor jeder histologischen Farbung wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten fir
ca. 20 Minuten an Raumtemperatur adaptiert und dann 10 Minuten in Aceton und
7 Minuten in  Chloroform fixiert. Im Anschluss an die H&E-, Gram- und
immunhistochemischen Farbungen erfolgte die Entwasserung der Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (20 Sekunden in 70%, je 1 Minute in 80%, 96% und 100%
Alkohol), das Klaren mittels Xylol sowie das Eindeckeln mit Hilfe eines
Einschlussmediums (ROTI-HISTOKITT II). Die Immunfluoreszenz-Farbungen wurden
direkt wassrig eingedeckt (VECTASHIELD Mounting Medium mit DAPI).

3.5.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E)

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde zur Ubersicht angefertigt, bevor genauere
immunhistochemische Farbungen durchgefuhrt wurden. Sie diente vor allem der
Beurteilung von Lage und Grof3e des Abszesses. Hamatoxylin farbt dabei Zellkerne
blau, wahrend Eosin Zytoplasma, Kollagen und andere Bestandteile der
Extrazellularmatrix rosa farbt.

Die Farbung des Gewebeschnitts erfolgte anfangs fur 3 Minuten in gereiftem Hamalaun,
gefolgt vom Spilen des Objekttragers in Leitungswasser fur 2 bis 5 Minuten.

Im zweiten Schritt wurde das Praparat fur 30 Sekunden in Eosin gefarbt, erneut gefolgt
vom Spullen des Objekttragers in Leitungswasser fur 15 Sekunden. AbschlieRend

erfolgte die Entwasserung in Alkohol und das Eindeckeln wie in 3.5.1 beschrieben.

3.5.3 Gram-Farbung

Die Gram-Farbung dient der Unterscheidung von Bakterien mit einer dicken,
mehrschichtigen Mureinhille (grampositive Bakterien) von Bakterien mit einer nur
einschichtigen Mureinhtlle (gramnegative Bakterien). Wahrend der Farbung bildet das
Kristallviolett (Gentianaviolett) mit der jodhaltigen Lugols L6sung einen dunkelvioletten
Farbstoff-lod-Komplex, der durch Alkohol aus einer mehrschichtigen Mureinhtlle nicht
ausgewaschen werden kann. Mit Hilfe der Gram-Farbung kdnnen aul3erdem Aussagen
Uber die Morphologie der Bakterien getroffen werden. Wir nutzten die Farbung zur
Detektion von S. aureus in den Gehirnschnitten infizierter Mause.

Durch das 3-minitige Farben mit Grams Kristallviolett kam es zur Anfarbung der
Bakterien. Nach einem Spdulschritt in Leitungswasser erfolgte die Behandlung des
Gewebes fur 3 Minuten mit Lugols L6sung, wodurch sich ein wasserunldslicher

Farbkomplex bildete. Nach erneutem Spiilen in Leitungswasser wurde das Praparat mit
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Aceton entfarbt, wobei sich nur gramnegative Bakterien entfarben lassen. Es folgte das
Spulen mit Aqua dest. und die Kernfarbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Losung fur
2 Minuten sowie nochmaliges Spilen mit Leitungswasser. Abschlie3end erfolgte die
Entwasserung in Alkohol und das Eindeckeln wie in 3.5.1 beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit stellten sich die Staphylokokken mittels der Gram-Farbung
als grampositive, rundliche Bakterien dunkelviolett dar.

3.5.4 Immunhistochemische Farbungen

Die immunhistochemische Farbung dient der selektiven Darstellung von u.a. Zellen,
Zellbestandteilen oder Geweben sowie deren rédumlicher Verteilung innerhalb des
Gewebes. Dabei wird ein Antigen mittels eines Enzym- oder Fluorochrom-gekoppelten
Antikdrpers detektiert. Im Falle eines Enzym-markierten Antikdrpers wird die
Farbentstehung durch eine Enzym-Substrat-Reaktion ausgelost. Die Mehrfach-
Immunfluoreszenztechnik ermoglicht es mittels Fluorochrom-markierter Antikorper die
Kolokalisation mehrerer Antigen-Strukturen direkt nachzuweisen.

Nach 30-mindtigem Blockieren mit PBS/5% BSA und 10% speziesangepasstem
Normalserum zum Verhindern unspezifischer Bindungen, wurde der Gewebeschnitt fur
60 Minuten mit dem primaren Antikorper (siehe Tabelle 6 in Material 2.5) und
anschlieBend fir 40 Minuten mit dem speziesspezifischen sekundéaren Antikérper
(Meerrettichperoxidase-gekoppelt) (siehe Tabelle 7 in Material 2.5) inkubiert. Es folgte
die Entwicklung durch die Enzym-Substrat-Reaktion mittels DAB wie in der Anleitung
des Herstellers beschrieben unter Lichtausschluss fur 1 bis 10 Minuten. Der Anfarbung
der Zellkerne diente die zusatzliche Behandlung mit gereiftem Hamalaun fur
5 Sekunden und anschlieBendes Spulen mit warmem Leitungswasser. AbschlieRend
erfolgte die Entwasserung in Alkohol und das Eindeckeln wie in 3.5.1 beschrieben.

Alle Farbungen erfolgten, wenn nicht anders erwahnt, in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur. Die Immunfluoreszenzfarbungen fanden ab der Zugabe eines
Fluorochrom-markierten Antikdrpers unter Lichtausschluss statt. Nach jeder Inkubation
erfolgte ein Waschschritt fiur 10 Minuten in PBS, sowie nach der Entwicklung ein
Abstoppen der DAB-Reaktion in destilliertem Wasser.

Negativ-Kontrollen, ohne Applikation des Erstantikorpers, bestatigten die Spezifitat der
Reaktion. Die entstandenen Farbungen wurden mithilfe eines Olympus BX50
Mikroskopes und der cell®D Software (Olympus, Tokio, Japan) analysiert und

fotografiert.
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3.5.4.1Immunfluoreszenz-Farbungen

Zunachst erfolgte ein 30-minutiges Blockieren der analog der fir die Immunhistochemie
vorbehandelten Gehirnschnitte mit PBS/5% BSA und 10% speziesangepasstem
Normalserum. Die primaren Antikorper (siehe Tabelle 6 in Material 2.5) wurden
anschlieBend bei 4°C uber Nacht inkubiert, die Schnitte gewaschen und jeweils mit
einem sekundaren Antikorper (siehe Tabelle 7 in Material 2.5), welcher mit einem der
Fluorochrome DyLight 649 (in allen Abbildungen rot dargestellt) oder Cy3 (in allen
Abbildungen grin dargestellt) gekoppelt war, fir 1 Stunde inkubiert. Fur
Doppelimmunfluoreszenzen wurde die oben beschriebene Prozedur wiederholt, bevor
die Schnitte wassrig mit VECTASHIELD Mounting Medium, welches DAPI zur
Anfarbung der Zellkerne enthielt, eingedeckelt wurden. Die Schnitte wurden
anschlieBend versiegelt und mit Hilfe des Zeiss Observer Z1 Mikroskops (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) und der Software Axio Vision 4 (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) analysiert und fotografiert. Negativ-Kontrollen, ohne Applikation der

Erstantikorper, bestatigten erneut die Spezifitdt der Reaktion.

3.6  Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung und gleichzeitigen
Quantifizierung von cDNA, basierend auf dem Prinzip der konventionellen PCR. Die
Quantifizierung erfolgt dabei durch Messung des Fluoreszenz-Signals der Reporter-

Sonde in der exponentiellen Amplifikationsphase jedes PCR-Zyklus.

3.6.1 RNA-Isolation

Zur Analyse der Genexpression der verschiedenen Rezeptoren, Zytokine, Chemokine
und Transkriptionsfaktoren erfolgte zunachst die Extraktion der RNA aus dem
Hirngewebe an den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten.

Pro Gehirn wurden 30 bis 60 7 um dicke Schnitte verwendet, die im Bereich der fir die
Histologie abgenommenen Schnitte lagen, also auf Hohe des jeweiligen Hirnabszesses.
Die RNA-Extraktion erfolgte nach der Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode wie in der
Anleitung der Reagenz TriFast beschrieben. Dabei wurde das Hirngewebe zunachst in
1000 pl Trizol homogenisiert und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das in
der Reagenz enthaltene Guanidinisothiocyanat lysiert die Zellen und inaktiviert
gleichzeitig RNasen wahrend das Phenol DNA und Proteine I6st. Durch die

anschlieBende Inkubation mit 200 yl Chloroform sowie die Zentrifugation (13000 rpm,
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4°C, 10 Minuten) kommt es zur Phasentrennung wobei sich die RNA in der oberen
wassrigen Phase anreichert. Nach Uberfiihren des wassrigen Uberstandes in ein neues
ReaktionsgefalR erfolgte die Prazipitation der RNA durch Zugabe von 0,5 pl RNase-
freiem Glykogen als Fallungsmittel sowie von 500 ul Isopropanol. Das nach
10-minatiger Inkubation und Zentrifugation entstandene gelartige RNA-Pellet wurde
vom Uberstand befreit, mit 75%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und
nochmals vom Uberstand getrennt. Es folgte die Trocknung des Pellets fir ca.
20 Minuten und als letzter Schritt die Resuspension der RNA in 60 ul Nuklease-freiem
Wasser durch Inkubation bei 55°C bis 60°C fur 10 Minuten.

Der Reinheitsgrad (Azeo2s0-Quotienten von 1.6-2.1) sowie die Konzentration der RNA
wurden anschlielBend photometrisch mit Hilfe des Infinite M200 Microplate Reader und

der korrespondierenden Software i-control (Tecan, Mannedorf, Schweiz) bestimmt.

3.6.2 cDNA-Synthese

Bevor die PCR durchgefuhrt werden konnte, musste die isolierte RNA zunéchst mittels
Reverser Transkription zur komplementaren DNA (cDNA) umgeschrieben werden.

Die Vorbehandlung der RNA erfolgte mit Hilfe des DNase free Kit zur Entfernung noch
vorhandener DNA und DNasen aus der Probe. Hierzu wurde ein DNase
Verdauungsreagenz (DNAse-Puffer und rDNAse) hinzugefiigt und mit den Proben fir
30 Minuten bei 37°C inkubiert. Es folgte die Zugabe eines DNase Inaktivierungsreagenz
mit dem die Proben fur 2 Minuten bei Raumtemperatur behandelt und abschliel3end bei
13000 rpm fir 2 Minuten zentrifugiert wurden.

Die anschlieRende Reverse Transkription der RNA wurde nach der Anleitung des High-
Capacity cDNA Archive Kit durchgefuhrt. Fur die Umschreibung von 2 uyg RNA-Probe
wurden zu 50 pl der vorbehandelten RNA 50 ul eines doppelt konzentrierten
Mastermixes bestehend aus je 10 yl 10x RT Puffer und 10x RT Random Primer, 4 pl
25x dNTP Mix, 5yl Reverse Transkriptase sowie 21 yl Nuklease-freiem Wasser
hinzugegeben.

Im PCR-Cycler erfolgte die cDNA-Synthese unter folgenden Bedingungen:

Temperatur Zeit Vorgang

25°C 10 min Hybridisierung der Primer
37°C 2h Reverse Transkription
85°C 5 min Inaktivierung des Enzyms
4°C Bereithaltung zur Analyse

Tabelle 18: Reaktionsbedingungen fir die cDNA-Synthese.
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3.6.3 gPCR

Die anschlieBende gPCR wurde mit 20 ng cDNA unter Zugabe des TagMan FastStart
Universal PCR Master Mix, eines TagMan Gene Expression Assay (siehe Tabelle 10 in
Material 2.6) sowie Nuklease-freiem Wasser in einem 7900HT Fast Real-Time PCR

System unter folgenden Bedingungen durchgefinhrt.

Temperatur Zeit Anzahl Zyklen Vorgang

95°C 20s Initiale Denaturierung

95°C 1s 45 Denaturierung

60°C 20s 45 Primerhybridisierung und Elongation

Tabelle 19: Reaktionsbedingungen fir die qPCR.

3.6.4 Analysemethode und Auswertung

Fur alle eingesetzten TagMan Sonden wurde mit jeder DNA-Probe eine
Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Fur die Berechnung des Expressionsmusters der jeweiligen Zielantigene benutzen wir
die relative Quantifizierung mittels der komparativen AACt-Methode (145). Der Cy-Wert
(Schwellenwert-Zyklus; englisch: cycle of threshold) entspricht dabei der Zyklenanzahl,
bei der das Fluoreszenzsignal erstmals die in den ersten Zyklen (ca. 3 bis 15)
gemessene Hintergrundfluoreszenz Uberschreitet. Geht man von einer hundertprozentig
effizienten PCR aus, so verdoppelt sich mit jedem Zyklus das DNA-Produkt und damit
auch das Fluoreszenzsignal. Je mehr DNA also zu Beginn der Reaktion vorhanden war,
desto geringer ist die Anzahl an Zyklen, die erforderlich ist, um den Schwellenwert-
Zyklus zu erreichen, d.h. desto niedriger ist der Ct+-Wert. Die relative Quantifizierung
beinhaltet den Bezug der Cr-Werte der Zielantigene von infizierten Tieren zu denen
einer endogenen Kontrolle, einem sogenannten ,Housekeeping-Gen®, das ubiquitar und
immer gleichmafig exprimiert wird (AC+; siehe Abbildung 6, Schritt 1), sowie zu der
Expression der Zielantigene in nicht infizierten Kontrolltieren (Kalibrator) (AAC+; siehe
Abbildung 6, Schritt 2). Der relative Expressionsunterschied (RQ-Wert) der Probe-DNA
zwischen infizierten Tieren und dem Kalibrator, normalisiert zu einem Housekeeping-
Gen, ergibt sich anschliel3end aus der Formel 2725CT Diese Berechnungen wurden mit
Hilfe der Software SDS 2.4. sowie Relative Quantification (RQ) Manager 1.2.1
durchgeftihrt. In unserem Versuch verwendeten wir als Housekeeping-Gen das
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-Gen (Hprt).

Fur die Auswertung stellten wir die berechneten RQ-Werte anschliel3end logarithmisch
in einem Diagramm dar, sodass die relative Expression eines Zielantigens in der

Infektionsgruppe im Vergleich zu nicht infizierten Kontrolltieren abgelesen werden kann.
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Schritt 1: Bezug zur endogenen Kontrolle
Ct Zielgen — Ct Referenzgen = ACt Probe

Schritt 2: Normalisierung beztiglich der Kontrollprobe
ACt Probe — Ct naive Kontrolle — AACt

Schritt 3: Relative Genexpression (RQ)
2 -AACt
Abbildung 6: Die ,,delta-delta-Ct“ (AACt) Methode.

3.7  Statistische Auswertung

Die statistische Analyse und graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe der Software
GraphPad Prism 5.0.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

Als statistisch signifikant galten p-Werte <0,05. Die dargestellten Diagramme zeigen
den jeweiligen Mittelwert (MW) und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von
einzelnen Mausgehirnen.

Die statistische Analyse des Gewichtsverlaufes sowie der klinischen Krankheitsaktivitat
erfolgte mit dem Wilcoxon Matched Pairs Test. Der Mantel-Cox Test wurde fiur die
statistische Auswertung der prozentualen Uberlebensrate genutzt. Die statistische
Berechnung der intrazerebralen Bakterienzahl (KBE) und der Leukozytenzahlen erfolgte
mittels Mann-Whitney-U-Test. Die statistische Signifikanz der durchflusszytometrischen
Messungen sowie der relativen Genexpression, gemessen mittels gPCR, wurde
ebenfalls mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Test berechnet.

Die histologischen Abbildungen wurden in 40-, 200- bzw. 400-facher Vergré3erung

aufgenommen. Die eingefligten MalR3stabsbalken reprasentieren 50 um bzw. 100 pm.

3.8 Versuchsaufbau

Es wurden Wildtyp- und Knockout-Mause unter denselben Bedingungen intrazerebral
mit Staphylococcus aureus infiziert. Um eine Reaktion aufgrund der Operation an sich
auszuschlieBen, wurden ergdnzend zu nicht infizierten Mausen (naiv) auch sogenannte
Mock-Kontrollen von WT-Mausen in den Versuch eingeschlossen, die der selben
operativen Prozedur unterzogen wurden, ohne jedoch Bakterien zu injizieren. Die
klinische Uberwachung der operierten Tiere erfolgte an den Tagen 1, 3, 7, 14, 21 und
28 nach der Infektion (p.i.) anhand der Krankheitsaktivitat (siehe 3.3.4) sowie des
Gewichtsverlaufes.

Um die Immunantwort, insbesondere die T-Zell- und Mikroglia/Makrophagenaktivierung,
in den verschiedenen Phasen der frihen Hirnabszessentstehung und der Kapselbildung

40



Methoden

im  spateren  Verlauf  charakterisieren zu  konnen, wahlten wir die
Untersuchungszeitpunkte Tag 3 p.i., reprasentativ fur das akute Stadium, sowie Tag
14 p.i. und Tag 28 p.i. zur Analyse des Uberganges der Entziindungsreaktion hin zur
chronischen Phase und der damit einhergehenden Abkapselung des Hirnabszesses
(Abbildung 7).

Akutstadium chronisches Stadium
Tag 3 p.i. Tag 14 p.i. Tag 28 p.i. >

tnfektion Sektion Sektion Sektion
Abbildung 7:Untersuchungszeitpunkte nach intrazerebraler Injektion von S. aureus.

In unabhangigen Experimenten erfolgten jeweils an einem der genannten Zeitpunkte
die Untersuchung der WT-Mause und die weitere Aufarbeitung des Hirngewebes in
zwei Gruppen. Die Quantifizierung der intrazerebralen Bakterienanzahl und deren
Kinetik wurde durch das partielle Ausplattieren von Zellsuspensionen der einzelnen
Mausgehirne auf Agarplatten bestimmt. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnten
aulBerdem fur jede Zellsuspension quantitative Analysen der zerebralen Leukozyten
durchgefiihrt werden. Die andere Gruppe wurde fir immunhistochemische
Untersuchungen verwendet, die der Bestimmung von topographischen Beziehungen
zwischen bakteriellen Erregern und infiltrierenden Entziindungszellen, sowie deren
Immunphanotypisierung diente. Gehirngewebshomogenate dieser Gruppe wurden
zudem hinsichtlich ihrer Zytokin- und Chemokinexpression auf mRNA-Ebene im Verlauf
der Abszessentwicklung mittels gPCR untersucht.

Da die Mock-Kontrolltiere praktisch asymptomatisch blieben und schon an Tag 3 p.i. im
Mittel ihr Ausgangsgewicht wieder erreicht hatten, verzichteten wir aus ethischen
Grinden auf eine weitere Analyse Uber diesen Versuchszeitpunkt hinaus.

Zur Untersuchung des Einflusses des IL-4Ra auf die Makrophagenpolarisierung fuhrten
wir zudem Experimente mit IL-4Ra Knockout-Mausen durch. In unabhangigen
Experimenten wurden dazu IL-4Ra Knockout-Mause parallel zu Wildtyp-Mausen
infiziert und nach 28 Tagen deren Gehirne immunhistochemisch und mittels gPCR,
ausschlieGlich an diesem spaten Zeitpunkt, nach Abschluss der Kapselbildung,
untersucht.

Bei der Auswertung aller Experimente wurden nur Tiere einbezogen, die im Laufe der
Entziindungsreaktion einen Hirnabszess entwickelt hatten. In diesen Fallen, nach der

intrazerebralen Infektion mit Staphylococcus aureus, konnte eine erfolgreiche Abtdtung
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der Bakterien mit anschliel3ender vollstandiger Ausheilung im Sinne einer Restitutio ad
integrum bzw. Entstehung einer Defektnarbe nicht erreicht werden. Das Immunsystem

reagierte mit einer Abkapselung der Erreger, um eine weitere Ausbreitung und damit

Schadigung des umliegenden Gehirnparenchyms zu verhindern.

1. Infektion

2. klinische
Uberwachung im C57BL/6
Krankheitsverlauf

IL-4Ra™

3. Sektion
\ 4

Gruppe I:
Gehirngewebshomogenate

e Intrazerebrale Bakterienbelastung
e Intrazerebrale Leukozytenzahl
e Durchflusszytometrie
» Quantifizierung der T-Zellen sowie der

aktivierten Mikroglia und
Makrophagen

Gruppe ll:
schockgefrorene Gehirne

¢ Immunhistochemie und
Immunfluoreszenz
» Darstellung der Lokalisation der
Zellen und der Kapselbildung

e (-PCR
» Analyse der Mediatoren der Ty1/2
bzw. M1/M2-Immunantwort und
der Kapselbildung

Abbildung 8: Versuchsaufbau
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klinischer Verlauf der Hirnabszessentwicklung

Nach intrazerebraler Injektion von S. aureus zeigten alle Ma&ause einen
charakteristischen klinischen Verlauf vom Akutstadium bis zur chronischen Phase.
Dabei kam es in den ersten Tagen nach der Infektion zu einer deutlichen
Gewichtsabnahme um durchschnittlich 14 % im Vergleich zum Ausgangsgewicht. Zirka
um den 7. postoperativen Tag stagnierte der Gewichtsverlust, und die Mause begannen
stetig an Gewicht zuzunehmen, bis zur Normalisierung auf das Ausgangsnhiveau
zwischen Tag 21 und 28 p.i. (Abbildung 9 A, Tabelle 20). Analog dazu verhielt sich die
Krankheitsaktivitat. Klinisch am stéarksten beeintrachtigt waren die Mause in den ersten
Tagen nach der Operation mit einem Anstieg der Krankheitsaktivitat von 0 auf einen
Mittelwert von 3,1. Dies zeigte sich in einer reduzierten Aufnahme von Flissigkeit und
Futter, einem struppigen Fell und neurologischen Defiziten wie einer deutlich
reduzierten Motorik mit z.T. linksseitiger Hemiparese. Im Verlauf besserte sich diese
Symptomatik (Abbildung 9 B, Tabelle 20). Im Gegensatz dazu zeigten die Tiere der
Mock-Kontrollgruppe, denen keine Bakterien-Agarose-Kugelchen intrazerebral injiziert
wurden, nur eine Gewichtsabnahme von maximal 3 % sowie eine diskrete klinische
Symptomatik (maximaler Mittelwert der Krankheitsaktivitat betrug 1,0) mit
Wiedererreichen des Ausgangsniveaus bereits an Tag 3 nach der Operation (Abbildung
10 A-C). Dieser Verlauf der Krankheitsaktivitat gleicht den Daten, die bereits friher in
anderen Experimenten der Arbeitsgruppe erhoben wurden (34,36,39).

Wenn es zu Todesféllen kam, dann verstarben die meisten infizierten Tiere innerhalb
der ersten postoperativen Woche (Abbildung 9 C). Sobald sich eine klinische
Verbesserung der Symptomatik mit Gewichtszunahme einstellte, Uberlebten die Mause

die Infektion.
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Abbildung 9: Exemplarische Darstellung eines typischen klinischen Verlaufs nach der Infektion bei WT-Méausen.
Prozentuales Gewicht (A), klinische Krankheitsaktivitit (B) und prozentuales Uberleben (C) von WT-Méausen nach i.c. Injektion von

S. aureus. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit dem SEM von anfénglich 20 Tieren. Die Abbildung zeigt den charakteristischen
Verlauf eines Experimentes von Tag 1 bis Tag 28 p.i..

Tage post infectionem Krankheitsaktivitat + SEM Gewicht [%] + SEM
1 3,1+£0,2 85,7+0,5

3 2,7+0,2 84,0+1,1

7 25+0,2 849+15

14 22+04 95,0+2,8

21 1,301 100,6 £ 2,6

28 1,301 105,7 £ 3,2

Tabelle 20: Kinetik der klinischen Krankheitsaktivitat sowie des Gewichts bei infizierten WT-Mausen (n=12-20)
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Abbildung 10: Klinischer Verlauf bei Mock-Kontrolltieren. Prozentuales Gewicht (A), Klinische Krankheitsaktivitat (B) und
prozentuales Uberleben (C) bei Mock-Kontrolltieren bis Tag 3 nach der Operation. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit dem

SEM von 8 Tieren.

4.2. Quantitative Bestimmung zerebraler Bakterien und Leukozyten

Die intrazerebrale Bakterienbelastung, ermittelt durch Auszahlen der koloniebildenden
Einheiten (KBE) von S. aureus pro Gehirn, spiegelt den Verlauf der klinischen
Krankheitsaktivitat wider. So wurden die hochsten Erregerzahlen an Tag 3 p.i. mit
einem Mittelwert von 7,1x10’ gefunden. An den folgenden Untersuchungszeitpunkten,
Tag 14 und 28 p.i., nahm die Bakterienzahl signifikant auf Mittelwerte von 2,8x10° bzw.
3,9x10° ab (Abbildung 11 A). Der bakterielle Befall konnte auch mittels
histopathologischer Untersuchungen bestétigt werden: In der Gram-Farbung zeigten
sich in der Spatphase der Infektion deutlich weniger grampositive Staphylokokken im
nekrotischen Zentrum des Abszesses als am 3. Tag der Entztindungsreaktion
(Abbildung 12 A-C). Dass in der chronischen Phase der Abszessentwicklung trotz eines

deutlichen Ruckganges der klinischen Symptomatik eine zwar signifikant reduzierte,
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dennoch relevante Erregermenge gefunden wurde, deutet auf eine klinisch wirksame
Abkapselung des Entziindungsprozesses im Verlauf hin.

Die Gesamtzahl der zerebralen Leukozyten, ermittelt mittels Percoll-Gradient, lag
erwartungsgemal signifikant hoher bei den infizierten Mausen im Vergleich zu nicht
infizierten Tieren (n.i.) (Abbildung 11 B) und Mock-Kontrolltieren (Daten nicht gezeigt).
Es kam zu einem Anstieg der Leukozyten-Zellzahlen von 1,1x10° vor der Infektion auf
durchschnittlich 3,2x10° bis Tag 14 p.i. mit konsekutivem Riickgang bis Tag 28 p.i.
(Abbildung 11 B).
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Abbildung 11: Kinetik der intrazerebralen Bakterien- und Leukozytenzahlen bei WT-M&usen. Dargestellt sind die
Bakterienzahl als KBE pro Gehirn (A) sowie die Leukozytenzahl pro Gehirn (B) von nicht infizierten WT-Mausen (n.i.) und nach i.c.
Injektion von S. aureus. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert mit SEM von 5 bis 15 Tieren pro Zeitpunkt. Die statistische
Berechnung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-test. *=p<0.05, **=p<0.01.
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Abbildung 12: Stadienabhéangige =zerebrale Bakterienbesiedlung bei infizierten WT-Mausen. Dargestellt ist das
Abszesszentrum mittels Gram-Farbung an den Tagen 3 (A), 14 (B) und 28 p.i (C). Zu erkennen ist eine Abnahme von
grampositiven Staphylokokken (Pfeile) im Zentrum des Abszesses im Verlauf der Erkrankung.
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4.3 Zellularer Aufbau, Zytokin- und Chemokinprofil in der Frihphase und
Spatphase der Hirnabszessentwicklung

Ein Ziel der Arbeit war es, die der Hirnabszessentwicklung zugrunde liegende
Immunantwort in den verschiedenen Phasen detailliert zu charakterisieren,
insbesondere mit Fokus auf die beteiligten Zellpopulationen und deren Zytokin- und
Chemokinausschuttung.

4.3.1 Dominierende Zellpopulationen und Mediatoren der Frihphase

Nach der intrazerebralen Infektion mit S. aureus konnten wir Uber die makroskopische
Darstellung (Abbildung 13 A-C) hinaus die charakteristischen morphologischen
Veranderungen, die im Verlauf der Hirnabszessentwicklung (bei Menschen und im
murinen  Modell) bereits beschrieben wurden, mittels histopathologischer
Untersuchungen ebenfalls gut reproduzierbar nachweisen.

So zeigte sich in der H&E-Farbung nach Eindringen der Bakterien initial eine lokale
Entzindung mit nachfolgender einschmelzender Nekrose des Gehirnparenchyms
(Abbildung 16 A-C). Die massive Einwanderung von Entzindungszellen wie
Granulozyten und Makrophagen sowie die Aktivierung von Mikrogliazellen konnte mit
Hilfe der CD11b- (Abbildung 16 D-F) und F4/80-Farbungen (Abbildung 16 G-I)
histologisch, sowie mittels durchflusszytometrischer Messungen anhand des
Oberflachenmarkerprofils CD11b*CD45™" (aktivierte Mikroglia und Makrophagen)
nachgewiesen werden (Abbildung 14 und 15). Hier fanden wir an Tag 3 p.i. einen
signifikanten Anstieg der CD11b"CD45""-exprimierenden Leukozytenpopulation, die
sich histologisch in direkter und weiterer Umgebung des nekrotischen Zentrums des
Abszesses nachweisen lie (die kraftige Anfarbung des Abszesszentrums ist
unspezifisch und zeigt unregelmassig begrenzt, flachig nekrotisches Gewebe). Im
Verlauf kam es zwar zu einer deutlichen Reduktion der CD11b*CD45"9"-Zellen,
dennoch zeigte sich noch bis Tag 14 p.i. eine signifikant gréRere Zahl der
Leukozytenpopulation im Vergleich zu den Mock-Kontrollen (Abbildung 14).
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Abbildung 13: Entstehung des S. aureus-induzierten Hirnabszesses bei WT-Mausen. Makroskopische Darstellung des
Hirnabszesses (Pfeile) an den einzelnen Untersuchungszeitpunkten Tag 3 (A), 14 (B) und 28 p.i. (C) in der rechten
Gehirnhemisphare mit charakteristischer Raumforderung, Mittellinienverlagerung und hier auch randstandiger Demarkierung des
zentral nekrotischen (gelben) Prozesses.
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Abbildung 14: Kinetik der aktivierten Mikroglia- und Makrophagenpopulation im Verlauf der Infektion |. Gezeigt ist der
prozentuale Anteil der CD11b*CD45""-exprimierenden Leukozyten bei der WT-Maus an den Tagen 3, 14 und 28 p.i. im Vergleich
zu Mock-Kontrolltieren, gemessen per Durchflusszytometrie. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert mit SEM von 3 (Mock) bis 7
Tieren pro Zeitpunkt. Die statistische Berechnung erfolgte mittels Mann-Whitney U-test. *=p<0.05, **=p<0.01.
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Abbildung 15: Kinetik der aktivierten Mikroglia- und Makrophagenpopulation im Verlauf der Infektion Il. Exemplarische
Darstellung mittels ,Pseudocolor Plot* jeweils eines durchflusszytometrisch untersuchten Mausgehirns an Tag 3, 14 und 28 p.i.
sowie eines Mock-Kontrolltieres.

47



Ergebnisse

Abbildung 16: Immunhistochemische Charakteristika der einzelnen Phasen des S. aureus-induzierten Hirnabszesses bei
WT-Mausen. Dargestellt sind jeweils die drei Untersuchungszeitpunkte Tag 3, 14 und 28 p.i. in der H&E- (A, B, C), der CD11b- (D,
E, F) und F4/80-Farbung (G, H, 1). Sterne markieren jeweils das Abszesszentrum, Pfeile zeigen kleinvolumige CD11b*-Zellen bzw.
F4/80"-Makrophagen bzw. aktivierte Mikroglia (kurze Pfeile) sowie groRvolumige CD11b*-Zellen bzw. F4/80*-Makrophagen (lange
Pfeile) in ihrer typischen stadienabhangigen Lokalisation.

Die den CD4-Rezeptor tragenden Ty-Zellen sind essentiell fir die konsekutive
Makrophagenaktivierung, indem sie je nach Zytokinprofil u.a. eine Tyl- oder Ty2-
Antwort induzieren. Diese wiederum entscheidet Uber die nachfolgende sog.
.Polarisation® oder den Aktivierungsstatus der Makrophagen, z.B. in einen eher
,Klassisch aktivierten*/M1, oder eher ,alternativ aktivierten/M2 Phanotyp (60,71,73,74).
Bereits frih im Laufe der fokalen Entzindungsreaktion lieRen sich einzelne
T-Lymphozyten nachweisen, wenngleich eine deutliche Einwanderung von
CD4"-Lymphozyten erst ab Tag 14 p.i. und auf einem gleichbleibend hohen Level bis
zum Spatstadium an Tag 28 p.i. detektiert werden konnte (Abbildung 18 A). Beziglich
der Verteilung lieRen sich CD4"-Zellen vor allem in unmittelbarer Umgebung des sich
bildenden Abszesses nahe der umgrenzenden Kollagenkapsel anfarben (Abbildung 17
A-C).
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50 pm

Abbildung 17: Auftreten und Verteilung von CD4-positiven Ty-Zellen. Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt des Hirnabszesses
bei WT-Méausen an den Tagen 3 (A), 14 (B) und 28 p.i. (C) in der CD4-Féarbung. Sterne markieren das Abszesszentrum und Pfeile
deuten auf immigrierte CD4"-T-Zellen.

Eine effektive frihe Bakterienabwehr ist abhangig von einer funktionierenden Tyl-
Antwort. Als Schliisselmediatoren wurden in diesem Zusammenhang u.a. die Zytokine
IL-12, TNF-a und IFN-y beschrieben, die nachfolgend Makrophagen zur Expression von
INOS stimulieren, wodurch wiederum bakterizide NO-Verbindungen synthetisiert
werden (41,77,80).

Trotz initial sparlicher Invasion von CD4-exprimierenden Ty-Zellen zeigten diese eine
deutliche Produktion von IFN-y insbesondere in der Frihphase, an Tag 3 p.i., was die
wichtige Rolle proinflammatorischer Zytokine zu Beginn der Infektion bestatigt. Diese
Tyl-Zellen, eine IFN-y-produzierende Subpopulation der T-Lymphozyten, scheinen
demzufolge erwartungsgemafR in der Akutphase der Entzindungsreaktion zu
dominieren (Abbildung 18 A und B).
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Abbildung 18: Quantitative Analyse CD4-positiver Lymphozyten und deren Sekretionsmuster. Darstellung des zeitlichen
Auftretens der CD4'-Ty-Zellen (A) und des prozentualen Anteils IFN-y-produzierender CD4'-Tu-Zellen (B) im Verlauf der
Hirnabszessentstehung bei infizierten WT-Mausen, gemessen per Durchflusszytometrie. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert
mit SEM von 9 Tieren pro Zeitpunkt. Die statistische Berechnung erfolgte mittels Mann-Whitney U-test. **=p<0.01, ***=p<0.005.

Um  festzustellen, welche Immunantwort zu  welchem  Zeitpunkt der

Hirnabszessentwicklung Uberwiegt, bestimmten wir au3erdem die Expression der oben
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genannten Tyl-assoziierten proinflammatorischen Mediatoren auf Genebene mittels
gPCR in Gewebshomegenaten ganzer Maushirne. Hierbei zeigte sich eine
gleichbleibend hohe Genexpression von ll12a sowie eine in der Akutphase betonte
Hochregulation von Tnf (Abbildung 19 A). Trotz oben gezeigter maximaler Produktion
des proinflammatorischen IFN-y durch CD4"-T-Zellen an Tag 3 p.i. detektierten wir auf
MRNA-Ebene eine tendenzielle Zunahme von Ifng im Verlauf (Abbildung 19 A).

Im Vergleich zu naiven Mausen konnte bei Mock-Kontrolltieren eine allenfalls geringe
Induktion der Expression proinflammatorischer Zytokine nachgewiesen werden
(Abbildung 19 B).

A B
Tl
2.5+
[ l12a
2.0 Tnf 25-
o Il Ifng '
g 1.54 2.0
5 15
[e)) | Oa 54
3 1.0 nd
S 1.0-
0.5- x g
| 05_
0.04
3 14 28 3 14 28 3 14 28 0.0
Tage post infectionem

-0.54 l112a  Tnf Ifng

Abbildung 19: Kinetik proinflammatorischer Mediatoren. Quantifizierung der Expression von 1l12a, Tnf und Ifng bei infizierten
WT-Méausen (A) an den Tagen 3, 14 und 28 p.i. sowie bei Mock-Kontrolltieren (B), gemessen mittels gPCR. Jeder Balken
repréasentiert den Mittelwert mit SEM von 2 bis 6 Tieren pro Zeitpunkt als logarithmische Darstellung der relativen Genexpression
(AACt-Methode).

Unter der spezifischen Fragestellung des Auftretens, der Verteilung sowie der
Polarisation von Makrophagen im Rahmen der Hirnabszessentwicklung untersuchten
wir verschiedene durch Makrophagen exprimierte Zytokine und Chemokine sowie
Oberflachenmarker, exemplarisch fur die Akut- und Spatphase der Erkrankung.

Als Marker der klassischen Aktivierung von Makrophagen (M1) dienten Antikdrper
gegen die induzierbare NO-Synthase (iINOS). Es zeigten sich an Tag 3 nach erfolgter
Bakterien-Injektion kleine, kompakt wirkende, iINOS-produzierende Zellen, die partiell
F4/80-positiv waren und die das nekrotische Zentrum unmittelbar sdumten, aber auch
z.T. im nekrotischen Zentrum aufzufinden waren (Abbildung 20 B-G, siehe auch Pfeile
in Abbildung 16 D-I). Die Doppelimmunfluoreszenzfarbung illustriert dartiber hinaus,
dass iNOS oft auch unabh&ngig von F4/80°-Makrophagen, z.B. von Granulozyten,
exprimiert wird, wie frihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten (Abbildung

20 E-G) (39). Ubereinstimmend mit den histologischen Ergebnissen fanden wir die
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hdchste Expression von Nos2 (iNOS) als proinflammatorischer, bakterizider Mediator,
zu Beginn der Infektion mit deutlicher Abnahme der Genexpression im Verlauf
(Abbildung 20 A).
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Abbildung 20: Untersuchung der iNOS im Verlauf der Infektion. Kinetik der Nos2-Genexpression (A) bei infizierten WT-Mausen
im Vergleich zu Mock-Kontrolltieren, gemessen mittels qPCR. Jeder Balken repréasentiert den Mittelwert mit SEM von 2 bis 7 Tieren
pro Zeitpunkt als logarithmische Darstellung der relativen Genexpression (AACt-Methode). B-D, Auftreten und Verteilung von iNOS-
exprimierenden Zellen (kurze Pfeile) an den Tagen 3 (B), 14 (C) und 28 p.i. (D) sowie Doppelimmunfluoreszenzdarstellung von
F4/80-(DyLight 649, rot) und iNOS-(Cy3, griin) koexprimierenden Makrophagen (Uberlagerung gelb, Pfeile), jeweils mit DAPI, zur
Darstellung der Zellkerne (blau), an den Tagen 3 (E), 14 (F) und 28 p.i. (G) bei der WT-Maus. Sterne markieren das
Abszesszentrum.

Zusammenfassend konnten wir in der Friihphase der Hirnabszessentwicklung, ab Tag 3
nach der intrazerebralen Infektion mit S. aureus, eine signifikante Zunahme
einwandernder Leukozyten und aktivierter Mikrogliazellen nachweisen. Es kam zu einer
Sekretion proinflammatorischer Mediatoren, die der Tyl-Antwort zugeordnet werden
konnten, mit nachfolgender entsprechender Aktivierung von Makrophagen/Mikroglia.
Diese sich in unmittelbarer Umgebung des Abszesses und vereinzelt im nekrotischen
Zentrum ansiedelnden F4/80-positiven Makrophagen koexprimierten iNOS und

scheinen daher eine Rolle fir die Bakterieneliminierung zu spielen. Erst im weiteren
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Verlauf, um Tag 14 p.i., konnte eine signifikante Steigerung der CD4*-Lymphozyten
beobachtet werden, die ihrerseits durch Produktion von IFN-y die Tyl/M1-Antwort

stimulieren.

4.3.2 Molekulare Mechanismen der Spéatphase der Abszessbildung, speziell der
Kapselbildung
Der weitere Verlauf der Hirnabszessentstehung hin zur chronischen Phase war
charakterisiert durch den Rilckgang der zentralen Entzindungsaktivitat und der
Ausbildung einer prominenten bindegewebigen Kapsel zur Verhinderung einer weiteren
Erregerausbreitung in das angrenzende ZNS und damit zum Schutz des umliegenden
gesunden Gehirnparenchyms (Abbildung 21 A-F). Ubereinstimmend damit konnten
Bakterienkolonien ausschlie3lich innerhalb der Kollagenkapsel detektiert werden
(Abbildung 22 A und B).

Abbildung 21: Histopathologische Charakteristik des Hirnabszesses im chronischen Kapselstadium. A, Ubersicht der
charakteristischen Morphologie des Hirnabszesses sowie Nahaufnahme eines Ausschnittes (B) in der H&E-Farbung an Tag 28 p.i.
bei der WT-Maus. C, Darstellung der Kollagenkapsel durch Anfarbung von Kollagen VI an Tag 28 p.i. bei der WT-Maus sowie
Abbildung des Verlaufes der Kollagen VI-Ablagerung an den Tagen 3 (D), 14 (E) und 28 p.i. (F) bei der WT-Maus. Die Sterne
markieren das Abszesszentrum, die Pfeile zeigen gro3volumige, das Abszesszentrum umgrenzende und in die Kollagenkapsel
eingelagerte Zellen.
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Abbildung 22: Darstellung der bakteriellen Besiedlung im Bereich des Hirnabszesses. Vergleichende Lokalisation
grampositiver Staphylokokkenkolonien (Pfeile) im Abszesszentrum (Stern) (A) mit der abgrenzenden Kollagenkapsel (B) bei einer
infizierten Maus an Tag 28 p.i.

Als zentrale Komponente einer Ty2-Antwort wurde der IL-4Ra beschrieben, dessen
Liganden IL-4 und IL-13 die entscheidenden Mediatoren darstellen (57,92,99).
Per Durchflusszytometrie bestimmten wir die Anzahl CD11b*CD45"-Makrophagen und
Mikrogliazellen, die den IL-4Ra exprimierten. Im Verhéltnis zu nicht infizierten, naiven
Mausen konnten wir einen eindeutigen Anstieg der IL-4Ra-positiven CD11b*CD45"-
Zellen im chronischen Stadium, an Tag 28 p.i. detektieren (Abbildung 23 A).
Erwartungsgemal zeigte sich eine deutliche Hochregulation der Genexpression der
Tn2-assoziierten Zytokine 114 und 1113 im Verlauf der Hirnabszessentwicklung mit
maximalen Werten an Tag 28 p.i. (Abbildung 23 B).
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Abbildung 23: Quantifizierung der Expression von IL-4Ra durch Makrophagen und Mikrogliazellen. A,
Durchflusszytometrische Bestimmung der CD11b'CD45'IL-4Ra’-Zellen, verglichen mit naiven WT-M&usen, im Verlauf der
Hirnabszessentwicklung bei infizierten WT-M&usen an den Tagen 3, 14 und 28 p.i.. B, Kinetik der Ty2-assoziierten Mediatoren bei
infizierten WT-Mausen, gemessen mittels gPCR. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert mit SEM von 2 bis 6 Tieren pro Zeitpunkt
als logarithmische Darstellung der relativen Genexpression (AACt-Methode) (n.d. = not detected).

Etwa zeitgleich zur Einwanderung der CD4"-Ty-Zellen um Tag 14 p.i. konnten wir
histologisch F4/807-Makrophagen nachweisen, die CD206 koexprimierten und einen

charakteristischen Randwall um das Abszesszentrum bildeten. Morphologisch stellten
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sich die CD206"-Makrophagen als groRvolumige Zellen mit schaumigem Zytoplasma
dar und waren entweder direkt in der Kollagenkapsel lokalisiert oder in unmittelbarer
Umgebung zu detektieren (Abbildung 24 A-F, siehe auch Abbildung 16 B, C, E, F, |,
Abbildung 21 B, F). Zudem legt die raumliche Assoziation von F4/80 und VEGF-A eine
Beteiligung der Makrophagen an der Neovaskularisation nahe (Abbildung 24 G-I).
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Abbildung 24: Einfluss der Makrophagen auf die Kapselbildung. Einwanderung Kapsel-assoziierter CD206-exprimierender
Makrophagen (Pfeile) bei infizierten WT-Mausen an den Tagen 3 (A), 14 (B) und 28 (C) p.i.. Zudem Abbildung der
Doppelimmunfluoreszenzfarbung von F4/80 (DyLight 649, rot) mit CD206 (Cy3, griin) (Uberlagerung gelb) sowie F4/80 (DyLight
649, rot) mit VEGF-A (Cy3, griin) jeweils mit DAPI, zur Darstellung der Zellkerne (blau), bei infizierten WT-Mausen an den Tagen 3
(D,G), 14 (E,H) und 28 (F;I) p.i.. Die Sterne markieren das Abszesszentrum.

Bei der Bestimmung der im Zusammenhang mit der M2-Polarisation beschriebenen
Marker Mrcl (CD206), Clecl0a (CD301), Chi3I3 (Ym1), Argl und Ccll7 konnte
ebenfalls in der chronischen Phase der Hirnabszessentwicklung die quantitativ
maximale Genexpression verzeichnet werden (Abbildung 25 A). Interessanterweise war
auch an Tag 3 p.i. bereits eine kréaftige Genexpression von Chi3l3 und Argl zu
verzeichnen. Zudem kam es zu einer Hochregulation der profibrotischen Mediatoren
IL-10 und TGF-B im Verlauf der Infektion (Abbildung 25 B).
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Abbildung 25: Kinetik der antiinflammatorischen M2- und Fibrose-assoziierten Mediatoren bei infizierten WT-Mausen.
Logarithmische Darstellung der relativen Genexpression (AACt-Methode) von Mrcl, Clec10a, Chi3I3, Argl und Ccl17 (A) sowie von
1110 und Tgfbl (B), gemessen mittels gPCR. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert mit SEM von 2 bis 6 Tieren pro Zeitpunkt.

Zusammenfassend entwickelte sich trotz initialer Hochregulation der bakteriziden
Tpl/M1-Antwort als Folge der chronischen Entzindung mit unzureichender friher
Erregerelimination regelmaBlig ein bindegewebig abgekapselter Abszess mit
charakteristischem histologischen Aufbau: Im Zentrum eine eitrige Nekrose mit
Persistenz von einzelnen Bakterienkolonien, iINOS-exprimierenden Granulozyten und
eher kleinvolumigen Makrophagen. Sich abgrenzend zum gesunden Gehirnparenchym
kam eine deutliche neovaskularisierte (VEGF-A-positive) Kollagenkapsel zur
Darstellung mit einem eingelagerten Ring groBvolumiger, CD206-positiver
Makrophagen. In unmittelbarer Umgebung dazu und weiter in die Peripherie reichend
fanden wir CD4*-Lymphozyten (Abbildung 26).

Passend zu diesen Populationen zeigte sich auch ein charakteristischer Verlauf der
Zytokinexpression, die fur die entsprechende Aktivierung verschiedener Effektorzellen

(z.B. Makrophagen) zustéandig ist.
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4.4  Charakteristik der Hirnabszessentwicklung bei IL-4Ra”-Mausen

Aus den oben genannten Experimenten wird deutlich, dass die Ty2/M2-Antwort im
fortgeschrittenen Stadium der Hirnabszessentwicklung von grof3er Bedeutung ist, und
dass M2-Makrophagen an der Kapselbildung tiber womdglich direkte Beeinflussung der
Fibroblastenaktivitat beteiligt sind. Daher stellte sich die Frage, ob man alternativ
aktivierte Makrophagen (M2), die uber IL-4 und IL-13 aktiviert werden, durch Knockout
des gemeinsamen Rezeptors (IL-4Ra) in ihrer Funktion flr die Spatphase des
Abszesses beeinflussen kann. Oder anders formuliert, ob diese Makrophagen eine
notwendige Voraussetzung fur die Entstehung einer bindegewebigen Kapsel sind.

Um also den Einfluss des IL-4Ra auf den klinischen Verlauf, die Ty2-Antwort, die
Makrophagenaktivierung und Kapselbildung untersuchen und beurteilen zu kdnnen,
infizierten wir IL-4Ra-defiziente Mause (auf demselben BI6 genetischen Hintergrund)
identisch wie die oben beschriebenen Wildtyp-Mause in einem konsekutiv

durchgefuhrten Experiment unter exakt denselben Bedingungen.

4.4.1 Klinischer Verlauf bei IL-4Ra-Defizienz

Analog zu den WT-Mausen registrierten wir bei den Knockout-Mausen einen starken
Gewichtsverlust in den ersten Tagen nach der Infektion mit einem Maximum am dritten
postoperativen Tag (18%); anschlieRend eine sukzessive Gewichtszunahme bis auf das
Ausgangsniveau an Tag 28 p.i. (Abbildung 27 A, Tabelle 21). Auch das Ausmal} der
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klinischen Beeintrachtigung der IL-4Ra”-M&use zeigte einen &hnlichen Verlauf wie
derjenige bei WT-Tieren, mit einer maximalen durchschnittlichen Krankheitsaktivitat von
2,7 an Tag 1 p.i. sowie vergleichbarer neurologischer Symptomatik und langsamer
Erholung im Verlauf. Lediglich an Tag 7 p.i. konnten wir eine signifikant geringere
Symptomatik bei den Knockout-Mausen detektieren (Abbildung 27 B, Tabelle 21).
Insgesamt kam es in Abwesenheit des IL-4Ra zu keinen deutlichen Unterschieden
beziglich des Gewichtsverlaufs, der klinischen Symptomatik und der Uberlebensrate
(Abbildung 27 A-C). Dabei war allerdings eine (Uberwiegend nicht signifikante) Tendenz
zu einem milderen Klinischen Verlauf und einer besseren Uberlebensrate bei den
IL-4Ra”-Mausen zu erkennen. Letztendlich zeigte sich uns aber kein spezifischer
klinischer Phanotyp.
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Abbildung 27: Klinischer Verlauf nach Infektion bei IL-4Ra"-M&usen. Prozentuales Gewicht (A), Klinische Krankheitsaktivitat
(B) und prozentuale Uberlebensrate (C) von WT- und IL-4Ra”-Mé&usen nach i.c. Injektion von S. aureus. Jeder Balken reprasentiert
den Mittelwert mit SEM von anfénglich 20 Tieren. Die Abbildungen zeigen den charakteristischen Verlauf eines Experimentes von
Tag 1 bis Tag 28 p.i. Die statistischen Analysen erfolgten mit dem Wilcoxon Matched Pairs Test fur den Gewichtsverlauf und die
Krankheitsaktivitat bzw. mit dem Mantel-Cox Test fiir die prozentuale Uberlebensrate. *=p<0.05, **=p<0.01, n.s.= nicht signifikant.

Tage post infectionem Krankheitsaktivitdt + SEM Gewicht [%] + SEM
1 2,702 845+1,0

3 22+0,1 819+13

7 15+£0,1 85,1+16

14 1,8+0,3 93,1+2.2

21 1,2+0,1 96,0+ 2,2

28 1,3+£0,3 100,4 + 2,7

Tabelle 21: Kinetik der klinischen Krankheitsaktivitat sowie des Gewichts bei infizierten IL-4Ra”-Mausen (n=15-20).
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4.4.2 Einfluss der IL-4Ra-Defizienz auf die Spatphase der Infektion

Der IL-4Ra, als der gemeinsame Rezeptor fur die Zytokine IL-4 und IL-13, ist essentiell
fur die funktionierende Ty2-Antwort sowie die konsekutive alternative Aktivierung von
Makrophagen. Auch im Kontext mit Fibrose und Wundheilung wurde der IL-4Ra bereits
beschrieben (124,129,130). Daher verfolgten wir die Hypothese, dass es bei IL-4Ra-
defizienten Mausen im Ty2-dominierten Spatstadium der Erkrankung zu einer
spezifischen Veranderung der Immunreaktion, insbesondere beziglich der Polarisation
und Funktion der Makrophagen und konsekutiv der Abszessmorphologie kommt. Wir
konzentrierten uns daher auf die chronische Phase der Hirnabszessentstehung,
exemplarisch dafir Tag 28 p.i..

4.4.2.1 Quantitative Bestimmung zerebraler Bakterien und Leukozyten
Entsprechend des klinischen Verlaufs, der bei den IL-4Ra”-Mé&usen milder war (jedoch
hier nicht signifikant unterschiedlich), erbrachte die Quantifizierung des intrazerebralen
Bakterienbefalls signifikant niedrigere Werte bei den Knockout-Mausen. Die
Leukozytenzahlen wiesen im Mittel keinen signifikanten Unterschied zwischen WT- und
IL-4Ra”-Mé&usen auf, wenngleich auch hier ein Trend zu weniger Leukozyten bei
IL-4Ra-Defizienz zu erkennen war (Abbildung 28 A und B). Histologisch zeigten sich in
Verteilung und Menge etwa vergleichbare Bilder grampositiver Staphylokokken im
nekrotischen Zentrum an Tag 28 p.i. (Abbildung 29 A und B).
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Abbildung 28: Vergleichende Kinetik der intrazerebralen Bakterien- und Leukozytenzahlen. Dargestellt sind die Bakterienzahl
als KBE pro Gehirn (A) sowie die Leukozytenzahl pro Gehirn (B) bei WT- und IL-4Ra™-Mausen an Tag 28 nach i.c. Injektion von S.
aureus. Jeder Boxplot reprasentiert den Mittelwert mit SEM von 6 bis 8 Tieren pro Zeitpunkt. Die statistische Berechnung erfolgte
mittels Mann-Whitney U-test. *=p<0.05.
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Abbildung 29: Gram-Farbung eines infizierten Gehirns einer WT- (A) bzw. einer IL-4Ra™-Maus (B) an Tag 28 p.i. Die Pfeile
zeigen Kolonien grampositiver Staphylokokken im Zentrum des Abszesses.

4.4.2.2 Abszessmorphologie und spezifische Mechanismen der Kapselbildung bei
IL-4Ra-Defizienz

Basierend auf der Beobachtung eindeutig nachgewiesener Rollen von IL-4Ra-
abhangigen Zytokinen und Chemokinen fir die Kapselbildung zeigten sich interessante
lichtmikroskopisch detektierbare Unterschiede der Abszessmorphologie in beiden
untersuchten Genotypen.

Grundsatzlich konnte der charakteristische Aufbau des Abszesses insbesondere mit
Kapselbildung auch regelméaRig bei allen IL-4Ra”-Mausen gefunden werden. Im
chronischen Stadium, an Tag 28 nach der intrazerebralen Infektion mit S. aureus, zeigte
sich ein deutlich durch eine fibrose Kapsel demarkierter Abszess mit einem
nekrotischen Zentrum (Abbildung 30 und 33). Die Verteilung von CD11b*- bzw. F4/80"-
Leukozyten glich dem Befund bei den WT-Mausen ebenso wie die Anfarbung von
INOS™-Zellen (Abbildung 31 und 32). Insbesondere das Vorhandensein von CD206-
exprimierenden alternativ aktivierten Makrophagen (M2), die assoziierte Kollagenkapsel
sowie die Neovaskularisation (dargestellt mittels Doppelimmunfluoreszenzfarbung von
CD31 und VEGF-A) stellten sich nicht wesentlich anders als in der WT-Maus dar
(Abbildung 32 - 35). Man erkennt jedoch in der Farbung fiir F4/80 und fir CD206, dass
die schaumzelligen Makrophagen bei IL-4Ra-defizienten Tieren deutlich grof3volumiger
als bei WT-Mausen sind (Abbildung 31, 32 und 34). Zudem lieRen sich die CD4"-Ty2-
Zellen in weit geringerer Anzahl anfarben als bei den WT-Mausen (Abbildung 31).

Die Tatsache, dass F4/80"-Makrophagen, trotz IL-4Ra-Defizienz, CD206 exprimieren,
verdeutlicht, dass die Ausbildung von Markern alternativer Aktivierung nicht

ausschlieRlich Uber IL-4Ra vermittelt wird, oder dass CD206 kein Marker ist, der
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ausschlielllich alternative Aktivierung anzeigt. In der Doppelimmunfluoreszenz kommen
ebenfalls die grofRvolumigen Makrophagen und ihre Doppelfarbung mit CD206 zur
Darstellung (Abbildung 34). Die Doppelfarbung von CD31 (Endothelien) und VEGF-A
illustriert eine enge Assoziation (jedoch keine eindeutige Kolokalisation) in der
unmittelbaren Nahe des Abszesszentrums bei WT- und IL-4Ra- defizienten Tieren. Bei
Letzteren fallt auf, dass die Fibroblasten der Kapsel deutlich schwacher VEGF-A
exprimieren und eher kleinen Zellen mit diffuser und schwacher Farbereaktion
entsprechen, wahrend WT-Méause grof3e rundlich elongierte VEGF-A-positive
Fibroblasten in der breiten Abszesskapsel aufweisen (Abbildung 35). In der
Doppelfarbung fur F4/80 und VEGF-A zeigt sich wiederum, dass diese Zellen nicht
Makrophagen entsprechen (sondern, dass es sich tatsachlich um Fibroblasten handelt).
AuRerdem wird auch hier deutlich, dass sich bei den WT-Mausen die klein- bis
mittelgrol3en Makrophagen unter den Fibroblasten in der Kapsel befinden und sie sich
miteinander ,vermischen®, so dass sie zum zellularen Aufbau der Kapsel beitragen. Bei
KO-Mausen sind die Makrophagen wiederum groRRer, aber die Fibroblasten sind
umgekehrt viel kleiner. Die Kapsel bei IL-4Ra-defizienten Mausen wird aus diesen
kleinen, eng beieinander liegenden Zellen (Fibroblasten) gebildet, wahrend die
grof3volumigen Makrophagen an der Innenseite der Kapsel verbleiben und nicht zum

zellularen Aufbau der Kapsel beitragen (Abbildung 34).

IL-4Ra™

Abbildung 30: Vergleich der generellen Abszessmorphologie bei einer WT- bzw. einer IL-4Ra”-Maus |. Dargestellt ist der
Hirnabszess in der H&E-Farbung an Tag 28 p.i. in 40-facher VergréRerung sowie exemplarische Ausschnitte in 200-facher und 400-
facher VergroRRerung. Bei beiden Genotypen zeigt sich in der chronischen Phase ein klar abgegrenzter Abszess mit Einwanderung
groRRvolumiger Makrophagen (Pfeile), in einer ringartigen Verteilung um das Abszesszentrum (Stern).
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Abbildung 31: Vergleich der generellen Abszessmorphologie bei einer WT- und einer IL-4Ra™-Maus II. Zu erkennen ist die
Morphologie, Haufigkeit und Lokalisation von CD11b- bzw. F4/80-exprimierenden Zellen in beiden Genotypen. Aufféllig sind die
deutlich groRvolumigeren Makrophagen (kurze Pfeile) sowie ein reduziertes Auftreten CD4"-T-Zellen (lange Pfeile) bei der IL-4Ra™-
Maus im Vergleich zur WT-Maus. Alle Farbungen wurden an Tag 28 p.i. durchgefuhrt. Die Sterne markieren das Abszesszentrum.
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Abbildung 32: Vergleich der generellen Abszessmorphologie bei einer WT- und einer IL-4Ra™-Maus Ill. Zu erkennen ist die

Morphologie, Haufigkeit und Lokalisation von iNOS- (kurze Pfeile) und CD206-positiven (lange Pfeile) Zellen in beiden Genotypen.
Alle Farbungen wurden an Tag 28 p.i. durchgefuhrt. Die Sterne markieren das Abszesszentrum.
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Abbildung 33: Vergleich der generellen Abszessmorphologie bei einer WT- und einer IL-4Ra’-Maus IV. Zu erkennen ist die
Architektur der Kollagenkapsel an Tag 28 p.i. in beiden Genotypen. Die Sterne markieren das Abszesszentrum.
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F4/80 CD206 Uberlagerung

Abbildung 34: Vergleich der generellen Abszessmorphologie bei einer WT- und einer IL-4Ra™-Maus V. Die Abbildung zeigt
die Doppelimmunfluoreszenzfarbung von F4/80 (DyLight 649, rot) und CD206 (Cy3, griin) bzw. VEGF-A (Cy3, grin) und DAPI, zur
Darstellung der Zellkerne (blau), an Tag 28. p.i. in beiden Genotypen. Die Sterne markieren das Abszesszentrum.
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Uberlagerung

IL-4Ra™

Abbildung 35: Vergleich der generellen Abszessmorphologie bei einer WT- und einer IL-4Ra™-Maus VI. Die Abbildung zeigt
die Doppelimmunfluoreszenzfarbung von CD31 (DyLight 649, rot) und VEGF-A (Cy3, griin) und DAPI, zur Darstellung der Zellkerne
(blau), an Tag 28. p.i. in beiden Genotypen. Die Sterne markieren das Abszesszentrum.

Zusammengefasst kann man festhalten, dass bei IL-4Ra-Defizienz die Morphologie und
die Lokalisation/Position von Makrophagen und Fibroblasten alteriert wird, wenngleich
grundsétzlich eine Kapselbildung im Spatstadium mdglich ist. Rein morphologisch und
aufgrund des hier gezeigten Farbeverhaltens kann daher vermutet werden, dass sich
Makrophagen und Fibroblasten bei IL-4Ra-Defizienz gegensatzlich verhalten:
Makrophagen werden grofl3volumig, verbleiben lokal am Nekroserand und nehmen nicht
am eigentlichen Aufbau der fibrosen Kapsel teil, wahrend Fibroblasten kleinvolumig
sind. Aul3erdem lassen sich Makrophagen mit CD206 markieren, sodass die
Signalkaskade Uber IL-4Ra keine notwendige Voraussetzung flr die Expression dieses

makrophagozytaren Aktivierungsmarkers ist.

4.4.2.3Makrophagenpolarisation bei IL-4Ra-Defizienz
Im nachsten Schritt haben wir die Zytokinprofile und damit den Aktivierungszustand der
Makrophagen im Kontext der IL-4Ra-Defizienz untersucht. Erwartungsgemafd konnte

bei IL-4Ra”"-Mé&usen keine Expression von //4ra nachgewiesen werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Vergleichende Expression des IL-4-Rezeptors. Logarithmische Darstellung der relativen Genexpression (AACt-
Methode) von ll4ra an Tag 28 p.i. bei WT- bzw. IL-4Ra-defizienten M&usen, gemessen mittels gPCR. Jeder Balken reprasentiert
den Mittelwert mit SEM von 5 Tieren.

Wie durch die vorherigen Experimente bestatigt, dominiert die Ty2/M2-Antwort die
chronische Phase der Hirnabszessentwicklung bei der WT-Maus und fiahrt zur
entscheidenden Zytokin- und Chemokinbildung fur die Uberlebenswichtige Abkapselung
des Abszesses.

Bei der vergleichenden Untersuchung der Zytokin- und Chemokinexpression bei WT-
sowie IL-4Ra”-Mausen 28 Tage nach der Infektion konnten wir eine verminderte
Genexpression der IL-4Ra-Liganden 1113 und 1l4 sowie des weiteren Ty2-Zytokins 115
feststellen, wobei die Herabregulation von 1113 und 1I5 statistisch signifikant war
(Abbildung 37 A). Ubereinstimmend mit dem histologischen Befund zeigte sich also fiir
die genannten relevanten Zytokine eine reduzierte Antwort der CD4-positiven Ty2-
Zellen. Der Knockout des IL-4-Rezeptors hatte demgegeniber keine statistisch
signifikante Auswirkung auf die Expression des assoziierten Transkriptionsfaktors Stat6
(Abbildung 37 B). Bezlglich der untersuchten M2- und Fibrose-assoziierten Mediatoren
fanden wir ein heterogenes Bild: Wahrend Tgfb1, 1110 und Ccl17 auf einem signifikant
reduzierten Level exprimiert wurden, konnten wir keinen signifikanten Unterschied bei
der Expression von Mrcl (CD206), Clecl0a (CD301), Chi3I3 (Ym1) und Argl in den
beiden verschiedenen Genotypen nachweisen, obwohl durchaus eine Tendenz zu einer
geringeren Expression bei den IL-4Ra-defizienten M&usen bei allen genannten Markern
gegeben war (Abbildung 37 C).
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Abbildung 37: Einfluss der IL-4R-Defizienz auf die Immunantwort in der Spéatphase der Infektion. Abgebildet ist die

logarithmische Darstellung der relativen Genexpression der Tw2- (A) und M2- bzw. fibroseassoziierten Mediatoren (C) sowie von
Staté (B) an Tag 28 p.i. bei WT- bzw. IL-4Ra-defizienten M&usen, gemessen mittels qPCR (AACt-Methode). Jeder Balken
Eg‘r)'a'(soelgiifert den Mittelwert mit SEM von 5 Tieren. Die statistische Berechnung erfolgte mittels Mann-Whitney U-test. *=p<0.05,
4.4.3 Potentielle IL-4Ra-unabhéngige Immunregulationsmechanismen

Der Fakt, dass es trotz Abwesenheit des IL-4Ra und signifikanter Herabregulation von
Tu2- und fibroseassoziierten Zytokinen und Chemokinen zu einer Kapselbildung
(wenngleich mit differentem architektonischen Aufbau) kam, kdnnte durch Aktivierung
von kompensatorischen Signalwegen erklart werden. Diese kdnnten beispielsweise
ihrerseits durch Bildung von Arginase und/oder CD206 zur Aktivierung von M2-
Makrophagen und zur Bildung der Kollagenkapsel beitragen.

In einem zweiten Schritt analysierten wir daher die aktuell bekannten weiteren
Aktivierungsmechanismen, die in diesem Kontext eine Rolle spielen kénnten. Hierbei
handelte es sich im Einzelnen um den hochaffinen IL-13-Rezeptor IL-13Ra2, der im
Gegensatz zum Typ Il IL-4-Rezeptor (wird gebildet aus der IL-13Ra1-Untereinheit und
IL-4Ra; siehe Einleitung) nur IL-13 und nicht IL-4 bindet, den IL-10R-, den

IL-17A/IL-17Ra- sowie den TLR/MyD88-Signalweg.
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Fur 1117a zeigte sich eine signifikant reduzierte Genexpression bei IL-4Ra™-Mausen.
Bei der Genexpression von l113ra2, lI10r, lI17ra, TIr2 und Myd88 stellten wir keine
signifikanten Unterschiede zwischen WT- und IL-4Ra”-Mé&usen fest (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Regulation potentieller alternativer Signalwege bei IL-4Ra-Defizienz. Abgebildet ist die logarithmische
Darstellung der relative Genexpression von 1113ra2, 1110r, 117a, 1l17ra, TIr2 und Myd88 an Tag 28 p.i. bei WT- bzw. IL-4Ra-
defizienten Mausen, gemessen mittels gPCR (AACt-Methode). Jeder Balken repréasentiert den Mittelwert mit SEM von 5 Tieren. Die
statistische Berechnung erfolgte mittels Mann-Whitney U-test. *=p<0.05, **=p<0.01.
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) DISKUSSION

Neben der Untersuchung der Erkrankung des Hirnabszesses als zerebrale Infektion an
sich eignet sich das Modell des murinen S. aureus-induzierten Hirnabszesses
besonders gut um die Immunantwort im Verlauf einer Entziindungsreaktion des
zentralen Nervensystems mit Akutphase wund chronischer Phase exakt zu
charakterisieren. Insbesondere  die Interaktion  verschiedener  beteiligter
Zellpopulationen im Rahmen der angeborenen und erworbenen Immunabwehr sowie
die zugrunde liegenden Signaltransduktionswege und Mediatoren konnten durch
Einsatz verschiedener experimenteller Methoden genauer beleuchtet werden.

Bisher durchgefiihrte Studien am Modell des bakteriell induzierten zerebralen
Hirnabszesses konzentrierten sich vornehmlich auf die proinflammatorischen
Mechanismen der frihen Krankheitsphase mit Fokus auf Granulozyten und T-Zellen
(31-39). Demgegenuber ist noch recht wenig Uber die genauen Vorgange, die zur
Entstehung der Abszesskapsel und ihres architektonischen Aufbaus im spateren
Verlauf der Erkrankung fuhren, bekannt. In einer Vorarbeit aus unserer Arbeitsgruppe
konnten wir zeigen, dass bestimmte Makrophagen mit einem speziellen funktionellen
Spektrum (sog. M2-Makrophagen) an der Kapselbildung beteiligt waren (s.u.). In dem
Zusammenhang untersuchten wir erstmals die Rolle des Ty2/M2-assoziierten IL-4-
Rezeptors, d.h. die Auswirkung dessen funktionellen Knockouts, auf diesen

Uberlebenswichtigen Prozess.

Grundsatzlich konnten wir zwar eine initiale effektive Erregerbekédmpfung mit einer
konsekutiven nahezu vollstdndigen klinischen Genesung der infizierten M&ause, die
Hirnabszesse ausgebildet hatten, feststellen. Dennoch konnten bis ins Spatstadium
noch messbare Mengen von S. aureus nachgewiesen werden. Als Reaktion auf die
persistierend inkomplette und somit nicht ,sterile” Elimination des Erregers initiierte das
Immunsystem eine ,alternative Antwort in Form der fibrésen Abkapselung der

chronischen fokalen Entziindung.
Der Fokus unserer Studie lag zunachst darauf, den molekularen Phanotyp der

Makrophagen in Abhangigkeit vom Untersuchungszeitpunkt und den ursachlichen

Aktivierungsmechanismen durch beteiligte Zellpopulationen, Zytokine und Chemokine
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zu verstehen und genau zu charakterisieren. Darlber hinaus geben unsere Ergebnisse

einen Einblick in die Mechanismen der kontrollierten fibrésen Kapselbildung im ZNS.

Zunachst zeigte sich eine frihe Hochregulation proinflammatorischer Tyl-assoziierter
Mediatoren durch eingewanderte Leukozyten und Lymphozyten sowie eine
darauffolgende Aktivierung z.B. iINOS-exprimierender und damit bakterizider
sogenannter ,M1“-Makrophagen in der Akutphase als Reaktion auf die bakterielle
Infektion. Insofern konnten frihere, in der eigenen Arbeitsgruppe erhobene Daten
bestatigt und erweitert werden. In dem sich anschlieRenden Ubergang zur chronischen
Phase kam es grundsachlich zu einem ,Switch® der Immunantwort hin zu einer Ty2/M2-
Polarisation mit Induktion antiinflammatorischer, profibrotischer Faktoren durch
spezielle Ty-Zellen und Makrophagen. In der Folge bildete sich eine dichte
Kollagenkapsel mit eingebetteten sogenannten ,alternativ aktivierten Makrophagen®

(M2) in Abgrenzung zum gesunden Gehirnparenchym.

In einem zweiten Schritt ging es darum neue Erkenntnisse Uber den genauen Vorgang
der Abkapselung des akuten Entziindungsprozesses zu gewinnen. Explizit wurde der
Einfluss des IL-4-Rezeptors auf die chronische Phase der Hirnabszessentwicklung
untersucht und dort insbesondere auf die Polarisation der Makrophagen und die
Entstehung einer fibrosen Kapsel fokussiert. Hier deutete sich, in gréRerem Malie als
erwartet, eine IL-4Ra-unabhangige Aktivierung alternativer Makrophagen bzw.
Hochregulation M2-assoziierter Mediatoren mit funktionierender Kapselbildung an,
wenngleich sich histologische Unterschiede in Form einer architektonisch anders

aufgebauten Kapsel, insbesondere bezlglich Makrophagen und Fibroblasten, zeigten.

5.1 Makrophagenpolarisation im Verlauf der Hirnabszessentwicklung

Viel diskutiert, und von hoher Aktualitat, ist das Konzept der unterschiedlichen
Makrophagenaktivierung und deren distinkter Einfluss auf die Immunregulation. Dieser
wurde bereits in zahlreichen Modellen und in der humanen Situation bei verschiedenen
Krankheiten untersucht (74,84,86,92,99,122,124) (siehe auch Einleitung) und ist nach
heutigem Kenntnisstand als ein mehrdimensionales Phanomen zu interpretieren. Kurz
gesagt, Makrophagen sind vielschichtig pragbar und erfullen ganz distinkte, hoch

spezialisierte Aufgaben entsprechend den lokalen und systemischen Erfordernissen.
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Bezug nehmend auf unser bakterielles Infektionsmodell lautete die erste Hypothese
dieser Arbeit daher:

Im Verlauf der Hirnabszessentwicklung sind verschiedene Makrophagen-
Subpopulationen aktiv, die ein definiertes Markerprofil aufweisen und spezifische

Funktionen besitzen.

Wir konnten zeigen, dass es in der Akutphase, nach bakterieller Infektion durch
S. aureus, zu einer Hochregulation proinflammatorischer Mediatoren kam. Als
dominierende Zellpopulation kristallisierten sich neben Granulozyten (28,31,34,35,40)
Makrophagen und Mikroglia heraus. Trotz erst verzogerter Einwanderung CD4-positiver
Lymphozyten produzierten diese vorrangig IFN-y, welches als eines der
Schlusselzytokine der Tyl-Antwort gilt und als entscheidend fur eine nachfolgende
klassische Aktivierung von Makrophagen beschrieben wurde (19,23,41,77). Dass der
M1-Phanotyp der Makrophagen die Frihphase der zerebralen Entziindungsreaktion
nach Infektion mit S. aureus dominiert, konnten wir auch durch die deutliche Induktion
von iNOS, gemessen mittels qPCR sowie erkennbar in der immunhistologischen
Farbung, insbesondere durch Kolokalisation des Makrophagenmarkers F4/80 mit iNOS,
nachweisen. Frihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit Fokus auf der
Frihphase der Hirnabszessentstehung unterstitzen die vorliegenden Ergebnisse und
zeigen eine maximale Expression von proinflammatorischen Tyl/M1-assoziierten
Mediatoren wie IL-12, IFN-y, TNF-a und iNOS bereits 24h nach der erfolgten Infektion,
ein Zeitpunkt, den wir in unserer Studie mit Schwerpunkt auf der chronischen
Abszessphase nicht untersuchten (34,35,38,40). Aufgrund der durch das Enzym iNOS
vermittelten Produktion von NO und nachfolgend reaktiver Sauerstoffspezies scheinen
die via IL-12, IFN-y und TNF-a induzierten M1-Makrophagen in unserem Modell wie
erwartet hauptsachlich bakterizide Aufgaben zu tUbernehmen. Dies lasst auch deren
vorrangige Lokalisation im Abszesszentrum in direkter N&he zu den Bakterien
vermuten. Damit Ubereinstimmend wurde der Tyxl/M1-Regulationsweg Uber
IL-12/IFN-y/NO als entscheidender Mechanismus fur die Abwehr intrazellularer Erreger
wie Listerien und Mykobakterien, Leishmania spp., Toxoplasma gondii oder

Trypanosoma cruzi sowie im Rahmen viraler Infektionen beschrieben (51,100).

Im weiteren Verlauf der Hirnabszessentwicklung detektierten wir einen Anstieg der Ty2-

Zytokine IL-4 und IL-13 sowie erwartungsgemal} eine konsekutive Hochregulation der
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Marker alternativer Aktivierung wie CD206, CD301, Ym1 und CCL17 auf mRNA-Ebene.
Dies scheint eine regulatorische Reaktion des Immunsystems auf die anfangliche Ty1-
Antwort zu sein, wie sie schon haufig, vor allem im Rahmen chronischer Entziindungen
und z.B. bei pulmonaler Fibrose bestétigt wurde (51,116,129).

Trotz anfangs erst verzogert detektierbarer Mengen von IL-4 reicht diese aus, um,
gemeinsam mit IL-13, eine Ty2-Antwort zu induzieren (124). Auch dass IL-13, wie von
uns in der Akutphase gemessen, in deutlich héheren Konzentrationen vorhanden ist als
IL-4, wurde bereits in der Literatur in einem anderen Kontext beschrieben (129).

Mittels immunhistochemischer Farbung konnten ab Tag 14 p.i. groRvolumige CD206"-
Makrophagen nachgewiesen werden, die einen dichten Ring um das Abszesszentrum
bildeten. Auch dies bestétigt frihere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe (39).

Obwohl wir histologisch anhand ihrer spezifischen Morphologie, ihrer Lokalisation und
ihres Expressionsmusters eindeutig iINOS-positive M1-Makrophagen bzw. CD206-
positive M2-Makrophagen unterscheiden konnten und ein Stadien- und Zeitpunkt-
abhangiges tendenzielles Uberwiegen der Tuyl/M1- bzw. Ty2/M2-Immunantwort
nachweisbar war, fanden wir auf mRNA-Ebene sich deutlich Uberlappende
Expressionen der verschiedenen Marker klassischer bzw. alternativer Aktivierung an
den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. So detektierten wir durchaus hohe Level
der Tyl-Mediatoren bis in die Spatphase der Abszessentwicklung sowie eine schon
frihe Induktion diverser M2-assoziierter Marker wie Arginase-1, Ym1, IL-10 und TGF-.
Im gleichen Krankheitsmodell wiesen auch Aldrich und Kielian histologisch eine
Koexpression von iNOS und Arginase-1 in Makrophagen nach (143). Dieses Ergebnis
stutzt die schon mehrfach beschriebene Annahme, dass sich Makrophagen nicht, wie
oft deklariert, zu jeder Zeit genau einem spezifischen Phéanotyp zuordnen lassen,
sondern vielmehr eine phanotypische Plastizitat aufweisen, die es ihnen ermdglicht auf
unterschiedliche Stimuli zu reagieren, auch nachdem sie bereits einen
Aktivierungszustand eingenommen haben (146,84).

Untersuchungen im Zusammenhang mit sogenannten Wundheilungsmakrophagen, die
urspringlich den alternativ aktivierten Makrophagen gleichgesetzt wurden (84),
bestatigten einen komplexen Phanotyp der Makrophagen mit paralleler Expression von
Merkmalen klassischer und alternativer Aktivierung (137,147). Damit Ubereinstimmend
beschrieben ElI Kasmi und Kollegen eine Arginase-Produktion durch M1-Makrophagen

als friihzeitige Reaktion auf das intrazellulare Pathogen Mycobacterium bovis (101).

71



Diskussion

Auch im Kontext der pulmonalen Kryptokokkose konnte gezeigt werden, dass es bei
simultaner Stimulation der Makrophagen mit IFN-y und IL-4 in vitro zur Ausbildung von
polyfunktionalen Makrophagen mit simultaner Expression von Arginase-1 und iNOS
kommt (148).

DarUber hinaus bleibt die eindeutige funktionelle Zuordnung der Zytokine IL-10 und
TGF-B unklar. Diesen wurden je nach Infektionsmodell und produzierendem Zelltyp
Ty2/M2-assoziierte profibrotische und antifibrotische, immunregulatorische
Eigenschaften zugewiesen (129,84,128). In unserer Studie zeigten sich beide Zytokine

von Beginn an stark reguliert mit maximaler Expression an Tag 28 p.i..

Abgesehen von der allgemeinen Herausforderung, die Makrophagen aufgrund ihrer
wahrscheinlichen funktionellen Plastizitdt klar einzuordnen, wird aktuell zudem das
generelle Konzept der Makrophagen-Nomenklatur kontrovers diskutiert. So werden die
Begriffe M1/M2 (a,b,c), klassische bzw. alternative Aktivierung oder Wundheilungs-
versus immunregulatorische Makrophagen z.T. synonym, z.T. aber auch kontrar
verwendet (74,84,86,147,149,150). In einem Kkurzlich publizierten Konsensuspaper
weisen die Autoren darauf hin, dass trotz diskutierter nomenklatorischer Kontroversen
die funktionelle Diversitatt von Makrophagen durchaus weiter im Zentrum
wissenschaftlicher Bemihungen sein sollte (149). Wuinschenswert wére es eine
einheitliche Nomenklatur zu finden, um eine eindeutige Zuordnung der untersuchten
Makrophagenpopulation in funktionelle Ph&notypen zu ermdglichen und damit eine
studientbergreifende Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten.

Zusammenfassend zeigten sich in unserem Modell in vivo, anders als urspriinglich
vermutet, also ebenfalls Makrophagen mit einem eher gemischten funktionellen
Phanotyp, d.h. diese exprimieren offenbar M1- und M2-Charakteristika parallel bzw.
unterliegen einer funktionellen Plastizitat in Abhangigkeit des lokalen Zytokin- und
Chemokinmilieus. AufRerdem haben wir illustriert, dass M1- und M2-Makrophagen
durchaus an einem und demselben Zeitpunkt, aber in unterschiedlichen Lokalisationen
(im Abszesszentrum eher ,M1* und in der Abszesskapsel eher ,M2") existieren.

In diesem Zusammenhang muss allerdings festgehalten werden, dass eine eindeutige
Zuordnung aller einzelnen Mediatoren zum produzierenden Zelltyp nicht gelang, da bei
unseren durchflusszytometrischen Messungen nicht gentgend Zellen gewonnen

werden konnten, um das Zytokin- und Chemokin-Expressionsmuster der einzelnen
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Zellpopulationen  mittels  Zellsortierung  differenziert zu  analysieren. Eine
unmissverstandliche Einordnung der gefundenen Mediatoren in eine spezifische
Makrophagenpopulation gelang daher nicht. Entsprechende zusatzliche Experimente
konnten diesbeziglich in Zukunft genauere Erkenntnisse liefern, genauso wie der
Knockout von Markern alternativer Aktivierung isoliert auf Makrophagen (wie z.B. bei
den von Brombacher und seiner Arbeitsgruppe verwendeten LysM®®ll4ra”™**-Mausen)
(109,123,151,152) oder der Einsatz von beispielsweise STAT6- oder Arginase-1-

defizienten Mausen.

5.2 Der Einfluss der Ty2/M2-Antwort auf den Krankheitsverlauf und die
Kapselbildung

Nach Betrachtung der Makrophagenpopulationen und ihres Mediatorenprofils stellten

wir uns die Frage, welche Rolle die M2-Makrophagen fir den Krankheitsverlauf im

Rahmen der Hirnabszessentwicklung spielen. Dazu stellten wir die Hypothese auf, dass

die Differenzierung zu M2-Makrophagen im Spatstadium der Abszessentwicklung an

der Bildung einer fibrésen Kapsel beteiligt ist, die fir das Uberleben der infizierten Maus

entscheidend ist.

Kommt es nach einem Gewebsschaden nicht zu einer erfolgreichen Wundheilung mit
Wiederherstellung der urspriinglichen Organfunktion, sondern zu einer chronischen
Entziindungsreaktion, leitet das Immunsystem zusammen mit den jeweiligen Zellen des
Parenchyms betroffener Organe einen ,alternativen® Heilungsprozess mit Einsprossen
von Fibroblasten und Extrazellularmatrix ins Parenchym ein. Dieser Vorgang entspricht
in unserem Modell der Bildung einer fibrosen Kapsel, deren Existenz mittels z.B. EVG
Farbung (hier nicht dargestellt) oder immunhistochemischer Anfarbung von Kollagen IV
und VI nachgewiesen werden kann. Als wesentlicher Vermittler einer Fibrose wurde
bisher die Tp2-Immunantwort beschrieben und deren Auswirkung mit nachfolgender
alternativer Aktivierung von Makrophagen vor allem in chronischen Erkrankungen,
insbesondere im Rahmen von Wurm- und Pilzerkrankungen sowie Allergien und
Asthma untersucht, jedoch weniger im Rahmen lokaler bakterieller Infektionen
(124,126,128,153,154).

Da es in unserem Modell zu einer Reduktion der Entziindungsreaktion im Verlauf kam,
vermuteten wir einen Wechsel der frihen Tyl-Immunantwort hin zu einem

antiinflammatorischen Ty2-assoziierten Wundmilieu. Damit Gbereinstimmend zeigte sich
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sowohl in den vorliegenden als auch friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe eine
Hochregulation Ty2-assoziierter Zytokine und Chemokine parallel zu einem Anstieg von
Markern der alternativen Aktivierung von Makrophagen in der chronischen Phase der
Hirnabszessentwicklung (39). Der Nachweis der Makrophagenpolarisation hin zu einem
sogenannten alternativen Phanotyp gelang mittels Bestimmung der Genexpression
relevanter Marker der alternativen Aktivierung sowie histologischen Untersuchungen.
Um einen Zusammenhang zwischen der Ty2/M2-Antwort und der fibrosen
Kapselbildung herzustellen, untersuchten wir Mechanismen, die mutmalfilich durch M2-
Makrophagen initiiert werden. Die untersuchten Zytokine, darunter insbesondere IL-13,
IL-10, TGF-B sowie das Chemokin CCL17, deren maximale Expression wir an Tag 28
nach der Infektion verzeichneten, wurden bereits als wesentliche Induktoren nicht nur
der Makrophagenaktivierung, sondern auch einer Fibroseentstehung in diversen
Kontexten beschrieben (126,155).

IL-13, welches im gesamten Krankheitsverlauf eine ausgepragtere Expression im
Vergleich zu IL-4 zeigte, scheint dabei das in unserem Modell dominante, die Ty2-
Antwort beeinflussende Zytokin zu sein. Bei der murinen Schistosomiasis wurde IL-13
ebenfalls als Hauptvermittler der hepatischen Fibrosierung beschrieben (133,156).
DarlUber hinaus induziert 1L-13 Uber die Stimulation von TGF- die Fibroseentstehung
(129,135,157).

Bezlglich des M2-assoziierten Enzyms Arginase-1, das zur Produktion von Prolin, dem
Hauptsubstrat der Kollagensynthese fuhrt (129), detektierten wir in den infizierten
Mausen eine deutliche Hochregulation. Da Kollagen den wesentlichen Bestandteil der
Abszesskapsel darstellt, unterstitzt dies den Einfluss dieses charakteristischen Markers
alternativer Makrophagen auf die Kapselbildung (87). Auch die bereits berichtete
Fahigkeit der Makrophagen die Wachstumsfaktoren VEGF und TGF-B zu produzieren
und dadurch die Wundheilung durch Induktion von Angiogenese und Differenzierung
von Myofibroblasten zu beeinflussen, wird durch die gezeigte charakteristische
Farbereaktion von F4/80 und VEGF-A sowie die Hochregulation von TGF-3 in unserem
Experiment unterstitzt (39,158-160).

Trotz grundsatzlich ansteigender Tendenz aller Ty2/M2-assoziierten Mediatoren im
Verlauf der Hirnabszessentwicklung fiel eine unerwartet frihe Induktion dieser Molekile
auf. Dieses Ergebnis unterstreicht, neben der schon erwahnten mdglichen

uberlappenden Expression in verschiedenen Makrophagenpopulationen, die Bedeutung
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einer rechtzeitigen Einleitung von Reparaturprozessen durch alternativ aktivierte
Makrophagen, Ubereinstimmend mit den Erkenntnissen von Lucas et al. 2010 (160).
Mittels eines Mausmodells, das es den Autoren erlaubte Makrophagen
zeitpunktspezifisch wéahrend der verschiedenen Phasen der Reparatur einer Hautwunde
zu depletieren, konnten sie zeigen, dass schon in den ersten Tagen nach der
Verletzung M2-Makrophagen  die Bildung eines  gut  vaskularisierten
Granulationsgewebes mit Fibroblasteneinwanderung induzieren, welches fur die
Wundheilung wichtig ist (138).

Im Verlauf der Infektion konnten wir eine Induktion der IL-4Ra-Expression auf
Makrophagen und Mikroglia im ZNS nachweisen. Dies werteten wir als weiteres Indiz
fur den entscheidenden Einfluss der IL-4Ra-vermittelten Signaltransduktion auf die im
chronischen Stadium erfolgende fibrése Abkapselung der Erreger im Gehirn.

In unserem Modell einer chronischen zerebralen Bakterieninfektion kristallisierte sich
demnach ein vorteilhafter Effekt der Makrophagenpolarisation hin zu einem
antiinflammatorischen M2-Subtyp heraus, indem es nach erfolgloser primarer
vollstandiger  Erregerelimination zu einer schiutzenden  Begrenzung der
Entziindungsreaktion kam. Die noch an Tag 28 nach der Infektion nachweisbaren
Kolonien von S. aureus lie3en sich ausschliel3lich im nekrotischen Zentrum des
Abszesses lokalisieren, d.h. innerhalb der fibrosen Kapsel, was flr eine erfolgreiche
Eingrenzung der Erreger spricht. Der Prozess der Abkapselung geschah parallel zu der
Umstellung von proinflammatorischen Zytokinen und Makrophagen vom M1-Typ in der
akuten Phase hin zur Hochregulation antientziindlicher, profibrotischer Mediatoren und
M2-Makrophagen in der Spatphase der Hirnabszessentwicklung. Der positive Effekt der
Abkapselung der Erreger wurde auch in Experimenten unserer Arbeitsgruppe mit
IL-12p35™-Mausen bestatigt, bei denen es durch eine frithere Induktion einer Tn2/M2-
Antwort und eine prominentere Kapselbildung zu einem besseren Uberleben und einer
geringeren Krankheitsaktivitat der infizierten Mause kam (40).

Auch in anderen chronischen Krankheitsmodellen, wie in der Einleitung bereits
erlautert, konnte ein positiver Einfluss der Tu2/M2-Immunantwort auf den
Krankheitsverlauf nachgewiesen werden. Dies gilt insbesondere fiir Infektionen durch
Wirmer wie u.a. Schistosoma mansoni oder Nippostrongylus brasiliensis im Rahmen

derer eine funktionierende Ty2-Antwort essentiell fir die Herabregulation einer potentiell
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schadlichen proinflammatorischen Reaktion ist bzw. alternativ aktivierte Makrophagen
direkt die Wurmausscheidung fordern (108,109,112,116).

Doch trotz des eigentlich gunstigen Effektes IL-4R-abhangiger Induktion alternativer
Makrophagen im Kontext der Schistosomiasis, fuhrt eine anhaltende Ty2-Antwort zur
Entwicklung einer Fibrose und dadurch gesteigerter Morbiditat (116).

Wichtig ist daher die Abgrenzung einer Tn2/M2-induzierten vorteilhaften fibrosen
Wundheilung, wie sie die Kollagenkapselbildung offensichtlich darstellt, von eine
nachteiligen Gberschiel3enden Fibrosereaktion z.B. im Rahmen der Lungenfibrose, des
Asthmas, chronischer parasitarer Infektionen oder einer Granulombildung (141).
Insbesondere zeigt sich die Notwendigkeit der balancierten M1/M2-Antwort analog zu
einer ausgewogenen Tyl/Ty2-Antwort, um eine UberschieRende Immunantwort zu

verhindern.

Insgesamt unterstitzten die in den Experimenten mit Wildtyp-Mausen gefundenen
Ergebnisse also unsere Hypothese eines wesentlichen und ginstigen Einflusses der
Tp2/M2-Antwort auf die Wundheilung und Kapselbildung im Rahmen des S. aureus-

induzierten Hirnabszesses.

5.3 Relevanz des IL-4Ra fir die Immunantwort und Kapselbildung

Als entscheidender Mechanismus der Ty2/M2-Antwort wurde die Signaltransduktion
Uber den IL-4Ra via IL-4 und IL-13 bei vielen humanen Erkrankungen und Modellen,
inklusive des hier untersuchten, bereits ausfihrlich unter anderem durch unsere
eigenen Arbeiten beschrieben.

Um im logisch darauf folgenden Schritt die tatsachliche Relevanz der M2-Makrophagen
und des zugrunde liegenden Signalweges auf den Verlauf der Hirnabszessentwicklung
in vivo genauer zu verstehen, betrachteten wir den Kklinischen Verlauf und die
Immunreaktion bei Mausen, die den IL-4Ra nicht exprimieren kdnnen. Wir vermuteten,
dass die Differenzierung von M2-Makrophagen sowie die Bildung der fibrésen Kapsel
im Spatstadium der Abszessentwicklung abhangig von der funktionellen
Signaltransduktion, vermittelt durch Ty2-Zytokine IL-4 und 1L-13 Uber deren
gemeinsamen Rezeptor IL-4Ra, ist und dass also bei Abwesenheit des IL-4Ra keine

oder nur eine alterierte Abszesskapsel entsteht.
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In unseren Untersuchungen mit IL-4Ra-defizienten Mausen fanden wir sowohl
histologisch als auch auf Genexpressions-Ebene eine alterierte Ty2/M2-Antwort. Es
kam zu einer signifikant verminderten Genexpression von Ty2- und fibroseassoziierten
Mediatoren wie 1113, II5, 1110, Tgfbl und Ccll7 sowie zu einer Veranderung der
Morphologie alternativ aktivierter Makrophagen und Fibroblasten sowie ihrer
architektonischen Verteilung in der Abszesskapsel.

Klinisch konnten wir dagegen keinen eindeutigen Unterschied zwischen den Wildtyp-
und Knockout-Mausen feststellen. Trotz alterierter Ty2-Antwort zeigten weder der
Gewichtsverlauf noch die Uberlebensrate eine signifikante Veranderung bei IL-4Ra-
Defizienz, wobei jedoch erstaunlicherweise eine Tendenz zu einem milderen klinischen
Verlauf und damit einer besseren Uberlebensrate bei den Knockout-Mausen zu
erkennen war. Auch bei der Analyse der Krankheitsaktivitat zeigte sich an Tag 7 nach
der Infektion eine signifikant geringere Symptomatik bei IL-4Ra”-Mausen. Passend zu
dem tendenziell besseren Kklinischen Outcome ergab die Quantifizierung des
intrazerebralen Bakterienbefalls signifikant reduzierte Werte bei den Knockout-Mausen
gegenuber den WT-Mausen. Dieser Trend setzte sich auch bei der Untersuchung der
intrazerebralen Leukozytenzahlen fort, wenngleich hier im Mittel kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Genotypen ermittelt werden konnte. Dies fuhren wir am
ehesten auf eine zu geringe Anzahl an untersuchten Tieren zurlick. Da aus ethischen
Grinden nicht mehr Experimente durchgefihrt wurden, muss eine abschlie3ende

Aussage zur Statistik an dieser Stelle offen bleiben.

Trotz Abwesenheit des IL-4Ra scheint in unserem Modell Uberraschenderweise eine
alternative Aktivierung von Makrophagen maoglich. Dies zeigt sich insbesondere in der
nicht signifikant verminderten Expression von CD206, Ym1, CD301, Arginase und IL-4
sowie histologisch durch die Kolokalisation von F4/80 mit CD206.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, untersuchten auch andere Arbeitsgruppen die
funktionelle Relevanz des IL-4-Rezeptors fur den Krankheitsverlauf, insbesondere im
Rahmen von chronischen Wurm- und Protozoeninfektionen, im Kontext der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis sowie im Rahmen asthmatischer und
allergischer Erkrankungen (88,100,102,104,109,112,123,161,162).

Einzelne Studien des Phanotyps und Einflusses von Makrophagen in Abwesenheit der
funktionellen Signaltransduktion von IL-4 und IL-13 Uber ihren gemeinsamen Rezeptor

haben vor allem in parasitaren Krankheitsmodellen ebenfalls eine vom IL-4Ra
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unabhangige Polarisation einer Ty2-Antwort mit konsekutiver Expression von Markern
alternativer Aktivierung wie CD206, Ym1 oder Arginase-1 gezeigt (104,152,147).

Daley und Kollegen untersuchten mittels subkutan implantierten PVA-Schwammen im
Mausmodell den Phanotyp und das Zytokin- und Chemokinmilieu sogenannter
Wundmakrophagen (147). In diesem Modell, dhnlich dem des Hirnabszesses, folgt
einer akuten Entzundungsreaktion die Ablagerung von Extrazellularmatrix und eine
Neovaskularisation mit anschlielender fibroser Abkapselung des implantierten
Schwammes. Entgegen der zuvor géangigen Ansicht, dass sogenannte
Wundheilungsmakrophagen alternativ aktivierten Makrophagen entsprechen und daher
IL-4Ra-abhéngig durch IL-4 und IL-13 stimuliert werden (84), fand sich hier eine IL-4Ra-
unabhangige Expression von u.a. CD206, Arginase-1 und Ym1, entsprechend unserer
Ergebnisse. Daruber hinaus konnten in diesem Modell sogar weder IL-4, IL-13 noch
STAT6 nachgewiesen werden, was gegen den zwingenden Einfluss dieser Marker auf
die alternative Aktivierung spricht. Auch die fur eine fibrose Narbenbildung essentielle
Aktivierung von Arg"'Ym1'F4/80°-Makrophagen nach einer laserinduzierten Hautwunde
zeigte sich unabhangig von einer IL-4/STAT6- oder IL-10-abhéngigen
Signaltransduktion (163).

Beachtet werden muss dennoch, dass in diesen Studien die Immunantwort nach Setzen
einer quasi sterilen Hautwunde analysiert wurde, was sicher nicht absolut vergleichbar
ist mit dem komplexen Zusammenspiel der Entziindungszellen nach Infektion durch
einen Erreger wie in unserem Modell. Gleiches gilt fir die Feststellungen von
Dupasquier und Kollegen, die eine Expression von CD206 und CD301 in dermalen
Makrophagen von IL-4Ra™-Mausen fanden (98).

Bezlglich des Enzyms Arginase-1, welches in unseren Experimenten bei WT-Mausen
deutlich hochreguliert wurde und daher scheinbar eine wichtige Rolle fir die Entstehung
der Uberlebenswichtigen Kollagenkapsel spielt, konnten wir, wie schon erwahnt, keinen
signifikanten Unterschied in der Genexpression bei IL-4Ra”-Mausen feststellen. Zudem
waren bei IL-4Ra™-Mausen auch histologisch abgekapselte Abszesse nachweisbar.
Herbert et al. fanden in ihrem murinen Infektionsmodell mit Schistosoma mansonii
ebenfalls eine IL-4Ra-unabhangige Kollagenproduktion (109). Hier kam es trotz
Knockout des IL-4Ra selektiv auf Makrophagen mit konsekutiv gestorter alternativer
Aktivierung zu einer unveranderten Kollagenproduktion in Granulomen. Die Autoren
schlussfolgerten einen entscheidenden Einfluss IL-13-aktivierter Fibroblasten als Quelle

der Prolin- und damit Kollagensynthese. Allerdings kam es bei unseren Knockout-
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Mausen, denen die IL-4-Rezeptoren auf allen Zellen fehlten, also auch auf Fibroblasten,
dennoch zu einer suffizienten Kollagensynthese.

Diskrepant zu der zuvor beschriebenen und weit verbreiteten Annahme, dass
Arginase-1 entscheidender Vermittler der Kollagenproduktion ist, existieren einige
Studien, die diesem Enzym einen eher inhibitorischen Effekt auf die Fibroseentstehung
zuschreiben (164) bzw. es als nicht essentiell fur die Wundheilung erachten (137).

Abgesehen von dem Umstand, dass es entgegen unseren Erwartungen bei IL-4Ra-
Defizienz in unserem Modell zu einer gewissen alternativen Aktivierung von
Makrophagen mit entsprechendem, nachweisbarem Markerprofil kam, zeigte sich wie
schon erwahnt eine relevante und signifikante Herabregulation einiger Ty2- und
fibroseassoziierten Mediatoren. Entsprechend waren histologisch eindeutig weniger
CD4-positive Ty-Zellen nachweisbar. Als vermutliche Folge der alterierten Ty2/M2-
Antwort fanden wir mikroskopisch eine veranderte Morphologie und Lokalisation von
Makrophagen und Fibroblasten. Rein morphologisch gesehen kann daher vermutet
werden, dass sich Makrophagen und Fibroblasten bei IL-4Ra-Defizienz gegensatzlich
verhalten: Makrophagen werden grof3volumig, verbleiben lokal am Nekroserand und
nehmen nicht am Aufbau der Kapsel teil, wahrend Fibroblasten kleinvolumig werden.
Dies ist hdchstwahrscheinlich das Ergebnis der verminderten Stimulation der
Fibroblasten durch die fibroseassoziierten Mediatoren TGF-B, IL-10 sowie CCL17, wie

wir hier zeigen konnten.

Ein interessanter Aspekt unserer Ergebnisse ist die ausgebliebene signifikant
veranderte Regulation von IL-4 bei IL-4Ra-Defizienz im Gegensatz zu IL-13 und IL-5. In
einer Studie mit humanen Fibroblasten in vitro hatte IL-4 einen doppelt so grof3en Effekt
auf die Kollagensynthese und damit Fibroseentstehung wie z.B. TGF-B (165). Somit
konnte in unserem Modell IL-4 eine entscheidende Rolle fir die Entstehung der
Kollagenkapsel trotz verminderter Produktion profibrotischer Faktoren bei

IL-4Ra”"-Mé&usen spielen.

Alles in allem scheint der Vorgang der alternativen Aktivierung und Kapselbildung,
erstaunlicherweise und entgegen unserer initialen Vermutung, in unserem Modell
zumindest zum Teil unabhéngig von der Existenz des IL-4Ra abzulaufen. Ein weiteres

Uberraschendes Ergebnis war der tendenziell mildere klinische Verlauf der Infektion bei
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IL-4Ra”-M&usen mit geringerer Symptomatik, besserem Uberleben und reduzierter
intrazerebraler Bakterienbelastung trotz alterierter Ty2/M2-Immunantwort.

Zur Klarung der Ursache analysierten wir mehrere potentielle alternative
Signaltransduktionswege, bei denen wir eine kompensatorische Hochregulation fir
maoglich hielten.

5.4 Potentielle IL-4Ra-unabhéngige Aktivierungswege

Das bedeutende Ty2-Zytokin IL-13, das in unserem Modell bei den WT-Mausen im
Verlauf der Abszessentstehung signifikant induziert wurde, vermittelt seine Effekte tber
zwei Rezeptoren. Einerseits Uber die Bindung an den zuvor beschriebenen Typ Il IL-4-
Rezeptor mit den Untereinheiten IL-4Ra und IL-13Ra1, der auch IL-4 bindet,
andererseits Uber den hochaffinen IL-13Ra2, unabhangig von STATG6 (siehe Einleitung,
Abbildung 1). Dieser wird durch Fibroblasten induziert und wurde bereits im Kontext mit
der Fibroseentstehung beschrieben (124,128,157,166,167,168). Entsprechend unserer
Ergebnisse erwahnte auch Wynn in seinem Review 2008 eine IL-4R-unabhangige
Fibrosereaktion, als Ursache fand er u.a. eine IL-13-vermittelten Induktion von TGF-3
uber den IL-13Ra2-Rezeptor (126).

In unseren Untersuchungen zeigte sich allerdings keine veranderte Expression des
IL-13Ra2 bei den IL-4Ra”-Mé&usen im Vergleich zu den WT-M&usen an Tag 28 p.i. als
moglicher kompensatorischer Mechanismus der Fibrosereaktion. Auch der Fakt, dass
es trotz Herabregulation von IL-13 zu einer gleichartigen Kapselbildung bei den
Knockout-Mausen kam, spricht gegen einen ausschlaggebenden Einfluss des IL-13Ra2
in unserem Modell. Dieses Ergebnis bestatigten auch Daley und Kollegen, die im
Wundmilieu kein IL-13 detektieren konnten und schlussfolgerten, dass der STAT6-
unabhangige Signalweg tber den IL-13Ra2 nicht entscheidend flr eine Aktivierung von
Wundheilungsmakrophagen, die sehr wohl Marker der alternativen Aktivierung wie
CD206, Ym1 und Arginase-1 exprimieren, sein kann (147). Diese Autoren, so wie auch
beispielsweise Chiaramonte et al.,, vermuteten sogar eine limitierende Wirkung des
Rezeptors auf die IL-13-Expression (167). Alles in allem wird der Einfluss des IL-13Ra2
auf die Fibroseentstehung in der Literatur weiterhin sehr widersprichlich beschrieben

(126), sodass dessen endgultige Rolle aktuell noch ungeklart ist.
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Ein weiterer denkbarer alternativer Signalweg konnte tber IL-10 bzw. tber den IL-10-
Rezeptor laufen, dessen Einfluss auf die Immunantwort, wie bereits erwéahnt, ebenfalls
immer noch kontrar diskutiert wird. Es wurde beispielsweise eine der Induktion durch IL-
4 ahnliche IL-10-abhéangige Regulation des Mannoserezeptors (CD206) gefunden
(169). In Experimenten mit Mausen, denen der IL-4Ra spezifisch auf Makrophagen
fehlte, fanden Dewals und Kollegen eine IL-10-abh&ngige Expression von CD206 und
Yml und damit eine relevante Beteiligung an der alternativen Aktivierung von
Makrophagen (152)

In der vorliegenden Arbeit verzeichneten wir eine starke Hochregulation von IL-10 nach
erfolgter bakterieller Infektion bei WT-Mausen. Dies konnte, Ubereinstimmend mit
friheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe (35), einen mdglichen Mechanismus
darstellen, um eine UberschieBende proinflammatorische Reaktion zu verhindern. Auch
im Rahmen vieler anderer Infektionsmodelle wurde ein gunstiger Effekt von IL-10 auf
den Krankheitsverlauf entdeckt (170).

Bei unseren Untersuchungen mit IL-4Ra-defizienten Mausen zeigte sich eine
Herabregulation der Genexpression von 1110 sowie des assoziierten Wachstumsfaktors
Tgfbl bzw. eine unveranderte Expression von 1110r und somit keine kompensatorische
Induktion dieses Signalweges. Ubereinstimmend damit detektierten Herbert et al. in
ihrem chronischen Infektionsmodell mit dem Saugwurm Schistosoma mansoni weder
eine kompensatorische Hochregulation der [110-Genexpression bei Knockout des
IL-4Ra auf Makrophagen, noch eine Stimulation der Arginase-Aktivitat in Makrophagen
durch IL-10 (109). In der zuvor zitierten Studie von Daley et al. sezernierten
Wundheilungsmakrophagen ebenfalls keinerlei IL-10, sodass dessen Einfluss auf die
Immunregulation insgesamt fragwurdig bleibt (147).

Letztlich zeigt sich auch hier wieder die Schwierigkeit, die sich durch die Komplexitat
und Plasitzitat der Makrophagenaktivierung ergibt. So beschrieben Mantovani und seine
Arbeitsgruppe in einem Review von 2004 durch IL-10 aktivierte und selbst IL-10-
produzierende Makrophagen als M2c-Makrophagen, welche wichtige Aufgaben im
Rahmen des Gewebsumbaus und der Ablagerung von Extrazellularmatrix ibernehmen
(82). Laut einem Review von Mosser und Edwards 2008 hingegen nehmen IL-10- und
TGF-B-sezernierende sogenannte regulatorische Makrophagen (MR) nicht an diesen
Prozessen teil und unterscheiden sich daher von via IL-4/IL-13 induzierten
Wundheilungsmakrophagen (84). Diese MR sollen zudem regulatorische T-Zellen

aktivieren und auch in einem Mausmodell der Multiplen Sklerose, der EAE (engl.
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experimental autoimmune encephalomyelitis) wurde diesen bei IL-4Ra-Defizienz eine
kompensatorische Rolle zugewiesen (123). In zukinftigen Projekten erscheint daher
eine genauere Untersuchung der CD4'CD25'FoxP3*-Teg-Zellen im Rahmen des

murinen S. aureus-induzierten Hirnabszesses lohnenswert.

Es gibt Hinweise darauf, dass IL-13 die Funktion von Tyl7-Zellen und damit die
Produktion von IL-17A vermindert (171). Da es bei unseren Experimenten mit IL-4Ra-
defizienten Mausen zu einer signifikanten Herabregulation von IL-13 kam, vermuteten
wir einen mdoglichen kompensatorischen Anstieg von IL-17A. Barron und Wynn
beschrieben IL-17A dariber hinaus kurzlich als einen mdglichen profibrotischen
Mediator, der in Kombination mit einer Ty2-Antwort vermittelt iber den IL-17Ra eine
Rolle bei der Entstehung von Fibrose spielt (128). Auch Chung et al. fanden in ihrem
murinen Infektionsmodell mit dem Erreger Bacteroides fragilis eine IL-17-abhéngige
Bildung intraabdomineller Abszesse (172).

Uberraschenderweise konnten wir nicht nur keine Zunahme von IL-17A bei unseren
Knockout-Mausen feststellen, sondern sogar eine signifikante Abnahme im Vergleich zu
den WT-Mausen. In friheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte bei WT-
Mausen eine persistierende Hochregulation der Genexpression von Il17a zwar bis zur
chronischen Phase der Infektion detektiert werden (39), allerdings zeigte sich bei
IL-17A"-Mausen eine morphologisch unveranderte Kollagenkapsel, entsprechend der
fehlenden Hochregulation von IL-17A bei IL-4Ra-defizienten Mausen in den
vorliegenden Ergebnissen. Dies stellt zumindest in unserem Modell einen Einfluss der
IL-17A- bzw. IL-17Ra-vermittelten Tyl7-Antwort auf die alternative Aktivierung von
Makrophagen und auf die Kapselbildung in Frage.

Auch Bellini et al. wiesen einen eher kontraren Effekt der Ty2-Zytokine IL-4/IL-13 und
IL-17A bei Patienten mit Asthma nach (154). Hier induzierten IL-4 und IL-13 einen
profibrotischen Phéanotyp bei Fibrozyten wahrend IL-17A keinen Einfluss auf die
Kollagenproduktion und somit den fibrotischen Umbau im Rahmen des chronischen

Asthmas hatte, entsprechend unserer Ergebnisse.
Mantovani und Kollegen beschrieben eine weitere Subpopulation von M2-

Makrophagen, die Uber TLR-Liganden stimuliert wird und nannten sie M2b- oder auch

Typ lI-Makrophagen, in Abgrenzung zu alternativ aktivierten Makrophagen (M2a) bzw.
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zuvor bereits erwahnten M2c-Makrophagen. Diesen wurden Uber die Sekretion von u.a.
IL-10 immunsuppressive und regulatorische Aufgaben zugeschrieben (82)

Obwohl aktuell zumeist als Ausloser fur eine M1- bzw. klassische Aktivierung von
Makrophagen beschrieben (71,149), gab es immer mehr Hinweise darauf, dass TLR-
vermittelte Signalkaskaden auch eine Ty2-Antwort und anschlieRende alternative
Aktivierung von Makrophagen und sogar eine Fibrosereaktion initiieren konnen (141).

El Kasmi et al. fanden eine TLR2/MyD88-induzierte Induktion des M2-assoziierten
Enzyms Arginase-1 nach Infektion mit Mycobacterium bovis (101). Dieser Vorgang
zeigte sich STAT6-unabhangig. Allerdings handelte es sich bei der TLR2/Myd88-
abhangigen Induktion von Arginase-1 auch um einen Mechanismus, der von einem
intrazellularen Pathogen in klassisch aktivierten Makrophagen induziert wurde um deren
kompetitive Produktion von NO zu vermindern und damit sein Uberleben zu sichern.
Diese Situation ist daher nicht direkt vergleichbar mit einer Infektion wie in unserem
Modell.

In Versuchen mit dem Bakterium Francisella tularensis fanden Shirey et al. 2008, dass
eine TLR2-abhangige Immunantwort zur einer Induktion von Markern alternativer
Aktivierung fuhrt (173). 2010 beschrieben sie zudem bei der RSV-induzierten
Bronchiolitis, einem viralen Infektionsmodell, in dem die IL-4Ra/STAT6-abhangige
Induktion alternativ aktivierter Makrophagen Uber IL-4 und IL-13 entscheidend ist fur
einen positiven Verlauf der Erkrankung, eine TLR-abhangige Differenzierung von M2-
assoziierten Mediatoren (174). Auch Gundra et al. konnten in ihrem Modell einer
intrazerebralen Wurminfektion eine Reduktion der Expression von Markern alternativer
Aktivierung durch Makrophagen wie Ym1l und Arginase-1 bei TLR2-Defizienz
nachweisen (175). Weitere Studien zeigten eine TLR-vermittelte Differenzierung von
Fibroblasten zu kollagenproduzierenden Myofibroblasten (126,141).

In den vorliegenden Ergebnissen, zur Klarung eines potentiellen kompensatorischen
Einflusses dieses Signalweges bei Abwesenheit des IL-4-Rezeptors in der Spatphase
der Hirnabszessentstehung, konnte allerdings kein signifikanter Unterschied in der
Genexpression von TIr2/Myd88 festgestellt werden. Entsprechend zeigte sich auch
schon in friheren Studien unserer Arbeitsgruppe keine Alteration der Kapselbildung bei
TLR2"- und TLR4"-Mé&usen (38).

Des Weiteren denkbar und in zuklnftigen Projekten zu Kklaren ware eine

kompensatorisch veranderte Immunantwort schon in der Akutphase nach der Infektion,
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da auch die proinflammatorischen Zytokine und Chemokine Einfluss auf die
Fibrosereaktion durch Unterdrickung der Kollagensynthese nehmen (126) und auch
schon in anderen Infektionsmodellen eine veranderte Tyl-Antwort bei IL-4R-Defizienz
gezeigt wurde (176). Auch IL-10 und CCL17 wurden schon als effektive Inhibitoren von
M1-Makrophagen beschrieben, somit konnte die signifikante Herabregulation dieser bei
IL-4Ra-Defizienz und nachfolgender Reduktion der Tx2-Antwort auf eine initiale
kompensatorische Induktion der Tyl-Antwort hindeuten (177).

Eine Analyse der involvierten Zellpopulationen und deren Mediatoren bei IL-4Ra”-
Mausen, auch an anderen Zeitpunkten, insbesondere in der Frihphase, konnte leider

im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr realisiert werden.

Zusammengefasst muss also Uberraschenderweise, aber auch interessanterweise,
festgehalten werden, dass es auf3er den bekannten Mechanismen der Aktivierung von
Makrophagen zu einem ,alternativen® Phanotyp offenbar noch andere Wege geben
muss, die IL-4Ra- und vermutlich zumindest teilweise Ty2-unabhéngig verlaufen und
die wir bislang nicht kennen. Auch die genauen Mechanismen, Uber die es trotz
signifikanter Herabregulation der fibroseassoziierten Mediatoren wie I1L-13, IL-10,
TGF-B oder CCL17 bei IL-4Ra-Defizienz zu einer ausreichenden Kapselbildung mit
suffizienter Neovaskularisation und Kollagenproduktion kommt, missen noch geklart
werden. Mdglicherweise ist zumindest das blof3e Vorhandensein der untersuchten Ty2-
Mediatoren sowie der M2-Population, wenn auch auf niedrigerem Niveau, allein
ausreichend fir die Einleitung der nachfolgenden Prozesse. Perspektivisch ware
diesbeziiglich u.a. die isolierte Betrachtung der einzelnen regulierten Mediatoren unter
Verwendung entsprechender Knockout-Méause ein interessanter Ansatzpunkt far
weitere Experimente. Auch die differenzierte Untersuchung samtlicher involvierter
Mediatoren per moderner Hochdurchsatzanalysen (z.B. RNA sequencing, Chip-
Analysen, Panel-Analysen) konnte Aufklarung verschaffen.

5.5 Fazit und Ausblick

Neben den schon erwahnten Ideen fur zukinftige Projekte ergeben sich fir uns aus den
vorliegenden Ergebnissen weitere Limitationen dieser Arbeit sowie weitere offene
Fragestellungen.

Eine wesentliche Schwierigkeit unserer Methodik stellte eine gewisse Varianz bei der

intrazerebralen Infektion der Mause dar, die sich u.a. daraus ergab, dass nicht alle Tiere
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gleichzeitig infiziert werden konnten. Da nicht alle infizierten Tiere einen Abszess
entwickelten, waren nicht alle Experimente an jedem der geplanten
Untersuchungszeitpunkte auswertbar. Zudem existiert bis dato kein verlassliches
Markerprofil um eingewanderte Makrophagen von ortsstandig aktivierter Mikroglia des
ZNS zu unterscheiden (178). Da diese Zellpopulationen in unserem Modell zentrale
Aufgaben ubernehmen, wére deren separate Analyse sicherlich auf3erst interessant.
Dem naher zu kommen, lie3e sich eventuell mit Mausmodellen unter der Verwendung
von Knochenmarkschiméaren erreichen, so wie es Aldrich und Kielian im Rahmen der
Akutphase der murinen Hirnabszessentwicklung bereits zeigen konnten (143). Ein
Problem dabei konnte allerdings die unvorhersehbare Interaktion der
Bestrahlungseffekte mit der Infektion sein, sodass man mit artifiziellen Einflissen
rechnen muss.

Eine weitere entscheidende Zellpopulation im Kontext einer fibrosen Reaktion mit z.T.
mit Makrophagen Uberlappendem Mediatorenprofii und der F&higkeit der
Prolinproduktion stellen Fibroblasten dar (128,179). Da ein Fokus unserer Arbeit auf
dem Mechanismen der Kapselbildung lag, sollten zukinftige Experimente den Einfluss
der Fibroblasten mitbetrachten, insbesondere auch deren Interaktion mit Makrophagen
und T-Zellen sowie in diesem Zusammenhang die Expression von weiteren Ty2/M2-
und fibroseassoziierten Mediatoren wie u.a. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und
deren spezifische Inhibitoren (TIMPs) (129), IL-21 (124,126) oder IL-33 (124,150).
Weiterhin kdnnte eine Bestimmung der relevanten Mediatoren auf Proteinebene mittels
ELISA oder WesternBlot hilfreiche Erkenntnisse bringen. Aufgrund des sehr hohen
Materialverbrauchs bei zuvor genannten Methoden konzentrierten wir uns in unseren
Experimenten auf die Analyse der Immunantwort auf Zell- und mRNA-Ebene, wodurch
mehr Gene untersuchbar waren. Um dies fortzuftihren, ist bereits eine Transkriptom-
Analyse der Makrophagen per Mikroassay zur Untersuchung von weiteren moglichen
relevanten Genen in Planung. Anschlie3end konnte durch Knockout stark regulierter

und relevanter Gene bei Mausen deren funktionelle Relevanz in vivo ermittelt werden.

5.5.1 Unterschiede zur humanen Situation

Der murine S. aureus-induzierte Hirnabszess spiegelt die charakteristischen
morphologischen Verdnderungen des humanen Hirnabszess wider. Unsere
Arbeitsgruppe konnte bei humanen Hirnabszessen mittels histologischen Farbungen die

wesentlichen beteiligten Zellpopulationen wie neutrophile Granulozyten, aktivierte
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Makrophagen und Mikrogliazellen sowie CD4"-T-Lymphozyten in typischer Lokalisation
identifizieren und eine Kollagen Vl-reiche Abszesskapsel nachweisen (39). Viele
Untersuchungen zeigten bisher weitere Parallelen der humanen und murinen
Immunantwort. So konnte neben der generellen Existenz von Tyl- und Ty2-Zellen beim
Menschen (51) beispielsweise die Induktion einer prominenten Ty2-Antwort als
Reaktion auf eine Infektion mit Schistosoma mansoni (109,116) nachgewiesen werden
oder auch die Expression entscheidender Mediatoren klassischer und alternativer
Aktivierung wie IFN-y, TGF-B, CCL17, IL-4Ra, CD206 oder CD301 (84,96,124,149).
Auch bezuglich der Fibrosereaktion konnte eine Induktion von Proteinen und Enzymen
der Extrazellularmatrix durch IL-4-aktivierte humane Makrophagen nachgewiesen
werden (108). Dennoch finden sich in der Literatur auch zahlreiche Hinweise auf eine
nur begrenzte Ubertragbarkeit der murinen Situation auf den Menschen. So fehlt es am
humanen Korrelat einiger Marker der alternativen Aktivierung (136,149,180). Ein
Korrelat fir Ym1 konnte z.B. im Menschen nicht entdeckt werden und Arginase-1 wurde
entweder nicht durch IL-4 hochreguliert oder uUberhaupt nicht durch Makrophagen
exprimiert (96,124,137,147). Martinez und Kollegen schatzen, dass ca. 50% der
bekannten Marker der unterschiedlichen Makrophagenpolarisationen speziesspezifisch
sind (181).

5.5.2 Therapeutische Konsequenz

Anhand der gewonnenen Daten konnten neue therapeutische Ansatzpunkte definiert
werden, um den Krankheitsverlauf beim Menschen zu mildern bzw. glnstig zu
beeinflussen. Hier steht die mogliche Beeinflussung des Entzindungsverlaufes, tUber
die Antibiotikagabe hinausgehend im Vordergrund, denn es ist bekannt, dass trotz
Antibiose bis zu 15% der Hirnabszess-Patienten eine infauste Prognose haben (5).
Insbesondere die exakte Analyse der Heilungsmechanismen und der Beendigung der
Inflammation, bei der die alternativ aktivierten Makrophagen maoglicherweise einen
wesentlichen Anteil haben, ist vielversprechend um Zielmoleklle zu identifizieren auf
denen ein Therapieansatz basieren kdonnte. So wurde im Rahmen des allergischen
Asthmas beispielsweise die Wirksamkeit von IL-4-, IL-13- sowie IL-4-Rezeptor-
Antagonisten als therapeutisches Mittel untersucht (88,93).

Die haufigsten im Kontext einer chronischen Entzindungsreaktion beschriebenen
Therapieansatze basieren auf der Regulation der abschlieRenden Fibroseentstehung.
Die Ty2/M2-Antwort induziert zwar einerseits eine Herabregulation der Immunreaktion
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sowie die Wundheilung, die essentiell fiir das Uberleben des Wirtes ist, wenn eine akute
Infektion nicht zufriedenstellend bekdmpft werden kann, andererseits ist diese aber
auch an der Initiierung der Fibrosereaktion beteiligt, bei Ubergang der Erkrankung in
eine chronische Entzindung (126,129,178). Das Ziel wirkungsvoller Therapieoptionen
sollte entsprechend die Wiederherstellung der normalen Gewebsarchitektur mit
funktionsfahigem Parenchym sein und damit einer UberschielRenden Ablagerung von

Extrazellularmatrix zuvorkommen (128).

Ein wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Einfluss der Tu2-
Immunantwort mit konsekutiver Polarisierung der Makrophagen hin zu einem
alternativen Phanotyp auf  die Uberlebenswichtige ~ Abkapselung des
Entzindungsprozesses zum Schutz des umliegenden gesunden Gehirnparenchyms vor
eindringenden Erregern. Gelingt es in der Zukunft, diesen Vorgang gezielt zu
beeinflussen, entstehen neue therapeutische Mdglichkeiten, um Entztiindungsprozesse
frihzeitig zu beenden.

Letztendlich wird aber die Interaktion und der genaue Einfluss der einzelnen
Zellpopulationen und Mediatoren noch sehr kontrovers diskutiert und scheint duf3erst
variabel, sodass sich das Verstehen der komplexen Vorgdnge im Rahmen der

Fibrosereaktion als sehr schwierig erweist.

Zusammengefasst bestatigt die vorliegende Arbeit den charakteristischen
Krankheitsverlauf nach intrazerebraler Infektion der Maus mit S. aureus sowie die
nachfolgenden grundsatzlichen zelltypischen Immunregulationsvorgange.

Es wurden jedoch neue Aspekte beziglich der Makrophagenpolarisation im Rahmen
einer bakteriellen Entzindung aufgezeigt. Eine interessante Erkenntnis ist der sich im
Verlauf der Erkrankung vollziehende Wandel des Aktivierungszustands der
Makrophagen, feststellbar durch die zeitpunktabhéngige Expression unterschiedlicher
charakteristischer Marker. Ein unerwartetes Ergebnis war die IL-4Ra-unabhangige
Aktivierung alternativer Makrophagen. Die Architektur der Kollagenkapsel war bei
Nachweis einer Herabregulation fibroseassoziierter Mediatoren in ihrem Aufbau
tatsachlich alteriert, ebenso die Positionierung der Makrophagen, deren Morphologie
sowie auch die der Fibroblasten. In diesem Zusammenhang bedarf es weiterer

Untersuchungen, um zugrundeliegende Mechanismen zu klaren.
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