





Ergebnisse

3.3.2 Dynamik der Immunzellen bei einer akuten allergischen

Atemwegsentziindung

3.3.2.1 Kontakte von Granulozyten untereinander

In jeder Aufnahme, in der sich bewegende Granulozyten beobachtet werden konnten, kam
es auch zu Kontakten dieser Zellen miteinander (Abb. 40a-f, Film 20). Hierbei zeigte sich,
dass diese Kontakte fast ausschlieBlich von kurzer Dauer waren (2-4 min) und daraus
bestanden, dass Zellen durch das Gewebe wanderten und dabei aufeinander trafen, sich
dabei beriihrten und sofort wieder auseinander wanderten. In einigen Féllen kam es nach
kurzer Zeit durch Richtungswechsel zu einem erneuten Kontakt. Ob diese Kontakte

gerichtet aufeinander oder eher zufillig verliefen, konnte dabei nicht festgestellt werden.

Abb. 40: Granulozyten bewegen sich durch das Bindegewebe und haben kurze Kontakte
miteinander. Anregungswellenldnge 750 nm und 4-Kanal Modus. a-f) Granulozyten bewegten
sich durch das Bindegewebe und trafen dabei immer wieder auf andere Granulozyten. Solche
Kontakte (in (b) und (¢) im roter Kreis) dauerten nur 2-3 min. Bilder aus Film 20.
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3.3.2.2 Dynamik von Granulozyten in Zusammenhang mit Antigen-prozessierenden

Zellen

Haufig lieB sich beobachten, dass sich Granulozyten zu Antigen-prozessierenden Zellen
hin bewegten und iiber eine Zeit von bis zu 38 min Kontakt mit diesen hielten. Die
Kontaktdauer konnte gegebenenfalls auch lianger gewesen sein, da aufgrund der
automatischen Einstellung der Aufnahmezeit die Zwei-Photonen Mikroskop Aufnahmen
zum Teil vor Ende des Kontaktes beendet wurden. Zum einen gab es Kontakte, bei denen
sich der Granulozyt liber die Oberfliche der Antigen-prozessierenden Zelle oder einem
ihrer Ausldufer entlang bewegte (Abb. 41 rote Pfeile, Film 21). Zum anderen konnten auch
andauernder Kontakte beobachtet werden, bei dem der Granulozyt sich nicht erkennbar
bewegte und beide Zelltypen lingere Zeit direkt aneinander lagen (Abb. 41 weille Pfeile,
Film 21).
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Abb. 41: Granulozyten kontaktieren Antigen-prozessierende Zellen iiber lingere Zeitriume.
Anregungswellenldnge 750 nm und 4-Kanal Modus. Granulozyten kontaktieren DQ OVA-
prozessierende Zellen iiber einen Zeitraum von mehr als 16-18 min, entweder unbeweglich (weifle
Pfeilspitzen) oder sich an der Oberflache entlang bewegend (rote Pfeilspitze). Bilder aus Film 21.

Durch die Markierung von neutrophilen Granulozyten mittels des FITC konjugierten anti-
Gr-1 Antikorpers konnte unterschieden werden, ob Antigen-prozessierende Zellen von

neutrophilen Granulozyten (Gr-1 positiv, Abb. 42a-d, Film 22) oder eosinophilen
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Granulozyten (Gr-1 negativ, Abb. 42e-h, Film 23) kontaktiert wurden. Hierbei zeigte sich,
dass beide Granulozytenarten Antigen-prozessierende Zellen kontaktieren. Dabei gab es
acht Aufnahmen (von drei Tieren) von Kontakten mit Antigen-prozessierenden Zellen, bei
denen zwischen Gr-1 negativen und Gr-1 positiven Granulozyten unterschieden werden
konnte. Hierbei konnten zwischen den zwei Granulozytentypen keine Unterschiede in der

Kontaktdauer mit Antigen-prozessierenden Zellen ausgemacht werden.

Abb. 42: Neutrophile und eosinophile Granulozyten nehmen Kontakt zu Antigen-
prozessierenden Zellen auf. Anregungswellenlinge 750 nm und 4-Kanal Modus. Sowohl
neutrophile Granulozyten (a-d, Gr-1 FITC positiv, weille Pfeilspitze) als auch eosinophile
Granulozyten (e-h, Gr-1 FITC negative Zellen, weile Pfeilspitzen) kontaktieren DQ OVA-
prozessierende Zellen iiber 8 min. Bilder aus Film 22-23.

3.3.2.3 Vergleich der Kontaktdauer von Granulozyten und Antigen-prozessierenden

Zellen

Granulozyten kontaktierten einander durchschnittlich nur 2 min 40 sec, wohingegen die
Kontakte zwischen Granulozyten und Antigen-prozessierenden Zellen mit durchschnittlich
13 min signifikant ldnger dauerten (Abb. 43) (pro Tier zwei bis vier Filme mit je zwei bis
vier Zellkontakten pro Film ausgewertet). Dies schien unabhéngig davon zu sein, wie viel

Zeit seit der letzten Provokation vergangen war (Abb. 44).
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Abb. 43: Kontakte zwischen Granulozyten und Antigen-prozessierenden Zellen dauern
linger an als zwischen Granulozyten untereinander. Auswertung der Dauer von Zell-Kontakten
in Aufnahmen von n=13 Tiere bei Kontakten zwischen Granulozyten untereinander und n=6 Tiere
bei Kontakten zwischen Granulozyten und Antigen-prozessierenden Zellen. Balken zeigen
Mittelwert +/- Standardabweichung, Signifikant nach Mann-Whitney U mit p < 0,0001.
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Abb. 44: Die Dauer der Kontakte zwischen Granulozyten und Antigen-prozessierenden
Zellen ist unabhiingig vom Zeitraum zwischen dem Versuch und der letzten Provokation.
a) Kontakte zwischen Granulozyten (n=13 Tiere). b) Kontakte zwischen Granulozyten und
Antigen-prozessierenden Zellen (n=6 Tiere). Pro Symbol-Art ein Tier von einem bestimmten
Zeitpunkt nach der letzten Provokation. Auswertung der Dauer von Zell-Kontakten in zwei bis vier
Aufnahmen pro Tier und pro Aufnahme zwei bis vier Kontakten.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein LymphgefdaBmarker fiir die murinen Atemwege etabliert, um die
Lymphgefaversorgung in der Trachea und Lunge zu vergleichen. Letztere wird meist als
murines Modell bei Untersuchungen von allergischen Atemwegsentziindungen genutzt
(Lee et al., 2012; Bahaie et al., 2011; Conrad et al., 2009). Es zeigte sich jedoch beim
Vergleich des Lymphgefdfverlaufes mit dem neuen Marker CD90.2, dass die murine
Trachea, neben dem dhnlichen Epithelaufbau und der vergleichbaren Blutversorgung, auch
in diesem Punkt dem menschlichen Bronchus &hnlicher ist als die murine Lunge. Daher ist
die murine Trachea das ideale Atemwegsmodell fiir den menschlichen Bronchus und fiir
die weiteren Untersuchungen zur Dynamik von Zellen des Immunsystems in den
Atemwegen geeignet. Diese Untersuchungen sollten zum besseren Verstindnis iiber
Interaktionen von Zellen des Immunsystems und Gewebe filhren, wie sie bei
Atemwegsentziindungen wie z.B. Asthma bronchiale ablaufen. Um die Dynamik zu
verfolgen, wurde die Zwei-Photonen Mikroskopie gewihlt, mittels der sich ohne exogene
Fluorophore das gesamte Trachealgewebe darstellen und die Bewegung und Interaktion
verschiedener Zellen beobachten lieB. Beim Vergleich mit einem Entziindungsmodell
konnte ein starker Influx von Granulozyten zu Beginn einer akuten Allergen-induzierten
Atemwegsentziindung nachgewiesen werden. Die einfache Nutzung exogener Marker, in
Kombination mit der Autofluoreszenz, zeigte hierbei zum ersten Mal direkte Kontakte
zwischen neutrophilen und eosinophilen Granulozyten mit Antigen-prozessierenden Zellen

im lebenden Trachealgewebe wihrend einer Allergen-induzierten Atemwegsentziindung.

4.1 Die Trachea als Modell fiir den menschlichen Bronchus

Der Autbau des Atemwegsepithels in der murinen Trachea ist mit dem Aufbau des
menschlichen Bronchus vergleichbar. Die Trachea der Maus besitzt einen Durchmesser
von ca. 1 mm (Pack et al., 1980). Knorpelspangen liegen hufeisenférmig vor und das
Epithel ist ein mehrreihiges, sdulenformiges Flimmerepithel, das weitestgehend aus
zilientragenden Zellen, nicht-zilientragenden Zellen und Basalzellen besteht (Pack et al.,
1980; Pack et al., 1981). Daneben gibt es noch einige wenige Driisen im oberen Bereich
der Trachea und selten Becherzellen in der Ndhe der Bifurkation. Alle weiteren Atemwege

nach der Aufzweigung des priméren Bronchus sind in der Maus aufgrund ihres einreihigen
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Epithels schon als Bronchioli zu bezeichnen und bestehen weitestgehend nur aus
zilientragenden und nicht-zilientragenden Zellen (Pack et al., 1980).

Somit stellte sich fiir meine Arbeit die Frage, wie sich die GefaBversorgung der murinen
Lunge und Trachea darstellt, ob die murine Trachea dem menschlichen Bronchus auch in
diesem Punkt dhnlich ist und sich damit als Modell geeigneter erweist als die murine

Lunge.

Blut- und Lymphgefifie in der murinen Lunge

Die Atemwege in der Lunge der Maus werden, anders als beim Menschen, nur bis zum
Hauptbronchus im Hilusbereich iiber Vasa privata mit Blut versorgt. Beim Menschen
verfolgen die Vasa privata als Aa. und Vv. bronchiales mit ihren Aufzweigungen den
Bronchialbaum und versorgen direkt die Atemwege. In den murinen intrapulmonalen
Atemwegen ist eine andere Situation in Bezug auf den Influx von Zellen des
Immunsystems vorhanden. Hier liegt keine direkte Blutversorgung des Bronchialgewebes
vor. Vasa privata spielen bei allergischen Reaktionen in Lunge von Sdugetieren eine
wichtige Rolle, da Versuche mit Histamingabe z.B. beim Hund zeigten, dass nur Vasa
privata permeabler wurden und sich dadurch ein Odem bildete (Pietra et al., 1971). Die
Bedeutung des Zuflussweges von Zellen in die Lunge zeigt sich auch darin, dass Asthma
bronchiale sich in den Bronchien abspielt und Zellen verstiarkt dort einwandern. Luettig et
al. (2001) zeigten, dass unterschiedliche T-Zell Populationen (naive, Gedachtnis- und
Effektor-T-Zellen) unterschiedliche GefdBwege in die Lunge von Ratten nehmen. Die
Lunge der Ratte besitzt, ebenso wie der Mensch, Vasa privata und Vasa publica. Dabei
wurde speziell ein Influx von Effektor T-Zellen liber Vasa privata in die Lamina propria
der Bronchien von Ratten beobachtet. Da bei der Maus wihrend einer
Atemwegsentziindung auch Zellen peribronchial vorliegen, muss hier demnach ein Zufluss
von Zellen vorliegen, der nicht mit dem Zufluss in die menschliche Lunge vergleichbar ist
und nicht iiber Vasa privata lauft. Zudem liegen bei der Maus die Ansammlungen von
Zellen des Immunsystems nicht, wie beim Menschen, um den gesamten Atemweg herum,
sondern kommen viel gehdufter in den Bereichen vor, an denen ein Atemweg mit einer
Arterie und LymphgefdBlen verlduft. Dass diese unterschiedliche Wirkungsweise des Zu-
und Abflusses von Zellen iiber pulmonale Blutgefdfle in der Maus eine unterschiedliche
Wirkungsweise und Funktion hat, ist demnach nicht auszuschlieBen und somit sind die

murinen Atemwege in der Lunge kein Modell fiir den menschlichen Bronchus.
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Wihrend tiber die BlutgefdBversorgung der murinen Atemwege Kenntnisse vorhanden
sind, ist aufgrund fehlender selektiver Marker tiber den Verlauf von Lymphgefdflen in der
Lunge wenig bekannt. Es wird nur beschrieben, dass kein pleurales LymphgefaBsystem
wie beim Menschen vorhanden ist (Dixon et al., 1999). Wie der Lymphabfluss im Bereich
der Atemwege jedoch funktioniert, wird in der Literatur nicht berichtet. Bisherige
LymphgefaBmarker wie z.B. LYVE-1 sind auch fiir die Markierung von Blutgefi3en
bekannt (Sleeman et al.,, 2001; Baluk und McDonald, 2008). Auch in meinen
Untersuchungen zeigte sich LYVE-1 in der Lunge nicht selektiv fiir Lymphgefafe,
sondern markierte auch partiell Blutgefile. In meiner Arbeit wurde daher ein neuer
LymphgefdaBmarker etabliert, um die GefaBversorgung der murinen Trachea und der
murinen intrapulmonalen Atemwege mit der Lymphgefiaversorgung des humanen
Bronchus vergleichen zu kdnnen. Der von mir verwendete anti-CD90.2 Antikorper (Clone
30-H12) markierte Lymphgeféafle. Dies zeigte sich anhand der Morphologie der markierten
Gefalle, die sich aufgrund der 300-500 pum dicken PCLS iiber einen ldngeren Verlauf
verfolgen lieen. Sie starteten als blind im Parenchym beginnende feine Kandle, die in
groBer werdende Gefélle iibergingen, deren Kaliber stark schwankten und die gelegentlich
Klappen besaflen. Die diinne GefdBBwand besal3 keine Muskelschicht. Zudem wurde die
starke Expression von CD90, auch als Thymuszellen-Antigen (Thyl) bekannt, auf
Endothelzellen von LymphgefiBlen von Jurisic et al. (2010) beschrieben. Dieser Marker
wird zwar auch von Fibroblasten (Phipps, 1990), Leukozyten (Ledbetter et al., 1980) und
Nervenfasern (Schrader, 1982) exprimiert, doch konnten diese Strukturen in den von mir
verwendeten PCLS deutlich iiber ihre Morphologie von Lymphgefidlen unterschieden
werden. Durch Doppelmarkierungen mit CD90.2 fiir LymphgefiBe, CD31 fiir
GefaBendothel und/oder einem Marker fiir Glattmuskelaktin konnte an den PCLS klar der
Verlauf von Lymph- und Blutgefdlen im Zusammenhang mit den Atemwegen dargestellt
werden. Aus dem Alveolarbereich kann Lymphe {iber feine Kapillaren in immer breiter
werdenden Gefédllen (von 10-20 um bis zu 70 um Durchmesser hilusnah) zusammenlaufen.
Diese Gefille verliefen mit Atemwegen und Venen. Arterien wurden hingegen nur dann
von Lymphgefilen begleitet, wenn sie in einem Bereich des Bindegewebes in der Néhe
von Atemwegen lagen. In solchen Bereichen, wo Lymphgefiaf3e zwischen einer Arterie und
einem Atemweg verliefen, fanden sich zudem immer wieder grole Ansammlungen von
Leukozyten, was einen Eintrittsort dieser Zellen ins Lymphgefdfsystem darstellen konnte.
Intraarzindre Arterien verliefen ohne Lymphgefifle. Die gemeinsame Darstellung von

Lymph- und Blutgefdlen zeigte einen Unterschied zur Situation in der menschlichen
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Lunge. Im Menschen verlduft ein Lymphgefaf3system nur mit den Atemwegen, ein zweites
mit den Pulmonalvenen (Dunker und Kummer, 2003). Bei der Maus liegt in der Lunge ein
verzweigtes Lymphgefaf3system vor, bei dem Lymphgefdfle sowohl an Venen als auch an
Atemwegen entlang ziehen und miteinander vernetzt sind. Dies legt nahe, dass es einen
Unterschied im Lymphabfluss und damit beim Efflux von Zellen des Immunsystems und
O6dembildenden Fliissigkeiten zwischen der murinen und humanen Lunge gibt. Deswegen
ist es wichtig, einen Atemweg mit einem LymphgefiBlsystem zu finden, der dem des
menschlichen Bronchus dhnelt.

Es =zeigte sich durch die Daten aus der Literatur und meinen vergleichenden
immunhistochemischen Markierungen, dass die BlutgefiBversorgung und der

Lymphabfluss in der murinen Trachea der Versorgung des menschlichen Bronchus dhneln.

Blut- und Lymphgefif3e in der murinen Trachea

Fiir die murine Trachea ist die Lymphgefdaversorgung von Baluk et al. (2005) erforscht
worden. Sie zeigten, dass die Trachea direkt durch ein grofles Netzwerk an Gefilien
versorgt wird. Blut- und Lymphgefde liegen dabei segmentiert zwischen den
Knorpelspangen. Doch wurde hierbei der Marker LYVE-1 genutzt. Meine Ergebnisse mit
dem neuen LymphgefaBmarker CD90.2 decken sich mit den Ergebnissen von Baluk et al.
(2005). Zwischen den Knorpelspangen liegt zum einen ein Netz von CD31 und
Glattmuskelaktin positiver Blutgefd3e mit einem Durchmesser von ca. 10-20 um. Daneben
gibt es auch Glattmuskelaktin negative, schwach CD31 und stark CD90.2 positive
Lymphgefie, deren Durchmesser zwischen 50-150 pm schwankt. In meinen
Untersuchungen fand sich auch gelegentlich ein feines Gefdinetz von Blutgeféllen, welche
tiber die Knorpelspangen reichten. Somit wird die Trachea, ebenso wie der menschliche
Bronchus, liber die gesamte Lidnge durch netzartig im Trachealgewebe liegende Gefdlle
versorgt. Damit ist auch eine vergleichbare Situation fiir den In- und Efflux von Zellen des
Immunsystems bei einer Immunreaktionen gegeben, sowie ein dhnlicher Zu- und Abfluss
von Gewebsfliissigkeit, welcher auch bei Entziindungen in Form von Odembildung gestort

ist.

Nicht nur morphologisch zeigte sich die Trachea als das bessere Modell fiir den
menschlichen Bronchus. In der Literatur lassen sich auch Daten finden, die aufgrund
immunologischer Vorginge fiir die Trachea statt der intrapulmonalen Atemwege der Maus

sprechen.
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Bei allergischen Atemwegsentziindungen laufen immunologisch essentielle Vorginge

nur in der Trachea ab

Bei Asthma bronchiale essentielle Vorgénge, wie der Influx von Granulozyten und der
Umbau von Atemwegen (Galli et al., 2008), sind zwar in murinen Asthmamodellen in der
Lunge nachgewiesen worden (Conrad et al., 2009; Térménen et al., 2005), doch fehlt der
Maus z.B. die Symptomatik der Bronchokonstriktion auf die Allergengabe hin. Es kommt
bei der Maus in der Lunge nur zur Hyperreagibilitit auf chemische Substanzen wie
Adenosin oder Methacholin (Fan und Mustafa, 2002; Kelada et al., 2011). In der murinen
Trachea hingegen kann eine allergeninduzierte Muskelkontraktion ausgeldst werden
(Weigand et al., 2009). Fiir den Beginn einer allergischen Reaktion sind beim Menschen
Mastzellen wichtig. Diese liegen in groferen Mengen in der murinen Trachea vor, wie ich
auch selbst durch immunhistochemische Fiarbungen nachweisen konnte, jedoch nur in
uBerst geringen Mengen (0,09 + 0,07 Zellen/mm?) in der murinen Lunge (Gersch et al.,
2002). Da auch in der Trachea eine Konstriktion mdglich ist, wie sie beim Menschen bei
Allergengabe iiber Mastzellen und Histaminausschiittung in den Bronchien ablduft, spricht
diese Ahnlichkeit zusitzlich fiir die Trachea als Modell.

Navarro et al. (2011) konnten zeigen, dass einige immunologische Reaktionen nur in der
Trachea, nicht aber intrapulmonal ablaufen und diese Vorgénge essentiell dazu beitragen,
die Symptome einer Atemwegsentzindung wie  Atemwegshyperreagibilitét,
Mukusproduktion, Influx von eosinophilen Granulozyten und Produktion von
antigenspezifischen IgE zu verhindern. In der Arbeit wird beschrieben, dass nach Gabe
eines Bakterien-Extrakts regulatorische T-Zellen (Ty,) in der Trachea, nicht aber in der
Lunge zu finden sind und diese Subpopulation von T, CD4" Zellen, obwohl sie nicht in

die Lunge gelangten, einen Schutz vor Atemwegsentziindung boten.
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4.2 Die Zwei-Photonen Mikroskopie eignet sich zur
Darstellung von zellulirer Dynamik im Gewebe-
zusammenhang in den Atemwegen der Maus

Die gesamte Struktur der murinen Trachealwand lisst sich darstellen

Mittels Zwei-Photonen Mikroskopie konnte in meiner Arbeit, rein durch Autofluoreszenz
und SHG-Signal, das Gewebe der kompletten Trachealwand (bis zu 200 pm Tiefe) mit
dem Atemwegsepithel, dem Knorpel, der unterschiedlichen Faserung des Bindegewebes,
den Gefdflen und verschiedenen Zellen dargestellt werden. Hierfiir wurden keine transgen
markierten Tiere bendtigt und somit kann diese Technik auch auf humanes Gewebe
iibertragen werden. Rein iliber die Autofluoreszenz war eine Orientierung im Gewebe
moglich und die Zellen konnten im Folgenden im Gewebezusammenhang lokalisiert
werden. Dies war in bisherigen Arbeiten mit der Trachea in der Zwei-Photonen
Mikroskopie noch nicht genutzt worden. Hammad et al. (2009) besaflen Tiere mit eGFP
markierten MHCII-Zellen. Sie nutzten Hochst als Kernfarbstoff, um bei einer Anregung
von 880 nm neben dem Signal von kollagenen Fasern im Bindegewebe, zusitzlich
Epithelzellen und mobile Leukozyten darstellen zu kénnen und sich damit im Gewebe zu
orientieren. Veres et al. (2011) arbeiteten bei einer Anregung mit 920 nm ebenfalls mit
markierten enhanced yellow fluorescent protein (eYFP) CDllc positiven Zellen und

Seminaphtorhodafluor-1 (SNARF-1)-Acetoxymethylester zur Darstellung des Epithels.

In meinen Experimenten konnten bei einer Anregung mit 730-750 nm Epithelzellen
dargestellt werden. Fiir das Signal im Bereich von 400-580 nm ist wahrscheinlich
NAD(P)H verantwortlich (Bennett et al., 1996; Piston und Knobel, 1999). Dieses kann von
Mitochondrien herriihren, die eine hohere NAD(P)H Konzentration besitzen als der
Cytoplasmabereich (Patterson et al., 2000). Die basal liegenden Kerne waren nicht
fluoreszent.

Um die Trachea im Bindegewebe lagen hyaline Knorpelspangen, bei denen Knorpelzellen
und die Matrix voneinander unterschieden werden konnten. Da im hyalinen Knorpel auch
Kollagen (meist Kollagen Typ II) vorhanden ist, kdnnte dieses zu einer Darstellung des
Knorpels durch Autofluoreszenz, aber auch durch SHG-Signal (Zipfel et al., 2003a und b;
Cox et al., 2003) fiihren. Fiir die starke Fluoreszenz der Matrix und um das Chondron
herum wird zudem auch das NAD(P)H-Signal der Mitochondrien als Ursache vermutet

(Wong et al., 2001).
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Im Bindegewebe der Trachea konnten zwei unterschiedliche Fasertypen dargestellt
werden. In den ersten 20-30 pum des Trachealgewebes lagen vor allem Fasern, deren
wellige Morphologie und die Anordnung der Fasern fiir einen kollagenen Faserntyp
sprechen. Der Anregungs- und Emissionsbereich dieser Fasern (800-830 nm und 400-
440 nm) spricht fiir ein SHG-Signal, welches durch die repetitive Struktur von a-Triple
Helices wie Kollagen Typ I, II und III und Tubulin hervorgerufen werden kann. Bei einer
Anregung mit 730-750 nm konnten diese Fasern auch durch ihre Autofluoreszenz im
Bereich von 400-440 nm dargestellt werden. Ein Verhalten, das fiir Kollagen beschrieben
wurde (Richards-Kortum und Sevick-Muraca, 1996; Zipfel et al., 2003a und b).
Dazwischen und vermehrt ab einer Tiefe von 30 um, traten Fasern mit einer anderen
Morphologie auf, deren Fluoreszenzemission (440-580 nm) bei einer Anregung mit 730-
750 nm detektiert werden konnte. Dieses Verhalten ist bekannt fiir Elastin (Richards-
Kortum und Sevick-Muraca, 1996).

Blutgefdfle und Lymphgefifle konnten ebenfalls durch Autofluoreszenz der Gefdwand bis
hin zu feinen Kapillaren dargestellt werden. In BlutgefdBen vorhandene Erythrozyten
besaBen ebenfalls eine Fluoreszenz, so dass dies auch zur Differenzierung von Lymph- und
Blutgefalen genutzt werden konnte. Die Fluoreszenz von Erythrozyten ist auch bei Klinger
et al. (2011) beobachtet worden. Bekannt ist eine Anregung von Autofluoreszenz von
Bilirubin in humanen Erythrozyten bei UV-A Licht (380 nm) (Kaestner et al., 2004), was
einer Anregungswellenlinge von 730-750 nm in meinen Experimenten entspriche und

demnach eine mogliche Fluoreszenz darstellt.

Bewegungen und Dynamik von Zellen in der Trachea konnten verfolgt werden

Neben der detaillierten Darstellung der Gewebemorphologie konnten auch Zellen rein iiber
Autofluoreszenz dargestellt und ihre Dynamik im Gewebezusammenhang verfolgt werden.
Bei einer Anregung mit 730-750 nm konnten im Bindegewebe mobile (5-10 pm
Durchmesser) und stationdre Zellen (oval bis ldanglich mit einer GréBe von 10-15 pm)
durch eine Fluoreszenz im Bereich von 400-580 nm dargestellt werden. Auch hier spricht
diese Fluoreszenz wieder fiir das NAD(P)H-Signal von Mitochondrien (Bennett et al.
1996, Piston and Knobel 1999; Patterson et al. 2000). Die mobilen Zellen unterschieden
sich in Grofe und zum Teil in der Art der Bewegung. Manche blieben eher rund bis oval,
andere verformten sich stark bei der Bewegung. Sie bewegten sich oft an Fasern entlang
und stoppen zwischendurch oder dnderten die Richtung. Zwar zeigen Studien zur Dynamik

von Lymphozyten Zellen mit dhnlichem Verhalten (Bousso et al., 2002; Miller et al., 2002;
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Robey und Bousso, 2003), jedoch wurden in all diesen Studien exogen markierte
Lymphozyten genutzt. T-Zellen haben einen groflen Kern und wenig Cytoplasma.
Demnach sind sie ohne exogene Markierung nur schlecht iiber ein NAD(P)H zu
detektieren, was nicht dafiir spricht, dass die von mir beobachteten Zellen Lymphozyten
sind. Eine starke Bewegung mit Verformung der Zelle, wie ich sie in meinen Aufnahmen
beobachtete, wurde auch bei neutrophilen Granuolyten beobachtet (Peters et al., 2008).

Zudem konnte ich bei einigen Zellen einen nicht-fluoreszenten, gelappten Kern erkennen,
was fiir Granulozyten spricht. Die von mir beobachteten Zellen mit gelappten, nicht-
fluoreszenten Kern verformten sich jedoch nicht immer sichtbar in dem Mafle, wie es
Peters et al. (2008) zeigten. Doch vergleicht man die Morphologie und die Bewegung
dieser Zellen mit Zellen aus meinen Untersuchungen am Entziindungsmodell, die
nachweislich liber immunhistologische Farbungen als Granulozyten spezifiziert wurden,
lasst sich auch hier auf Granulozyten schlieen. Eine mogliche Erklérung fiir die in meinen
Untersuchungen nicht so ausgepréagten Zellverformung der Granulozyten, im Vergleich zu
den Daten von Peters et al. (2008), wire die Art der Fluoreszenz. Die Darstellung der
Zellkorperform rein iiber Autofluoreszenz oder durch einen fluoreszenten anti-Gr-1
Antikorper (genutzt in meinen Versuchen mit dem Entziindungsmodell), ist sicherlich
nicht so intensiv in der Fluoreszenz, wie mit einem starkem GFP-Signal der transgen
markierten neutrophilen Granulozyten bei Peters et al. (2008). Zudem liegen sonst, durch
immunhistochemische Farbungen von mir nachgewiesen, in der Trachea als weitere Zellen
des Immunsystems noch Mastzellen, dendritische Zellen und Makrophagen vor. Doch
Makrophagen und dendritische Zellen haben nicht die Grée und Form der von mir
beobachteten Zellen. Zwar liegen in Tracheen gesunder Maiuse generell nur wenig
Granulozyten vor, doch diese untypische Gegenwart von Granulozyten, in den von mir
genutzten Tracheen, konnte durch eine Infektion erkliart werden. Die Tiere wurden in der
konventionellen Tierhaltung gehalten, wodurch transiente Atemwegserkrankungen

wahrend dieser Zeit in diesem Tierstall relativ wahrscheinlich waren.

Verschiedene direkte Kontakte zwischen unterschiedlichen Zelltypen in meinen
Experimenten lassen vermuten, dass dieses ex vivo Modell der physiologischen in vivo
Situation dhnlich ist. So zeigte eine Verdnderung in der Form oder Fluoreszenz von Zellen
eine Kommunikation oder Beeinflussung untereinander. Mobile Zellen tasteten stationdre
Zellen lange Zeit ab oder lagen direkt an. In einigen Fillen lie die Andeutung eines nicht-

fluoreszenten Kerns darauf schlieBen, dass es sich um einen Granulozyten handelte.
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Mogliche Griinde fiir einen Kontakt zwischen einem Granulozyten und einer anderen Zelle
kann eine Verletzung oder bevorstehende Apoptose der Zelle sein, so dass der Granulozyt
zur Totung und Beseitigung der defekten Zelle herbeigerufen wird. Zellen, die keinen
erkennbaren Kern hatten, konnten z.B. Markrophagen sein, die ebenfalls apoptotische oder
nekrotische Zellen phagozytieren. In einigen Fillen konnte eine veridnderte Fluoreszenz der
stationdren Zelle nach dem Kontakt beobachtet werden, was auf eine Beeintrachtigung wie
lysierende Mediatoren von der mobilen Zelle oder eine Apoptose schlieBen lassen konnte.
Jedoch konnte nach solchen Kotakten, die iiber 10 min dauerten, keine Phagozytose
beobachtet werden.

Diese konnte jedoch, wenn auch selten, in anderen Experimenten gezeigt werden und
spielte sich innerhalb von drei Minuten ohne lang vorangegangenen Zellkontakt zwischen
Phagozyt und phagozytierter Zelle ab. Dabei verdnderte sich die Fluoreszenz der
phagozytierten Zellen. Diese Hyperfluoreszenz entsteht aufgrund von chemischer
Verdnderungen der zelluldren Substanzen, was auf Zellzerstorung hinweisen konnte.

Des Weiteren zeigten Kontakte zwischen mobilen Zellen, durch die Ausbildung mehrerer
kleiner, runder Ausstiilpungen, eine direkte Reaktion von Zellen aufeinander. Die Zellen
lagen danach wieder in ihrer urspriinglichen Form vor. Manchmal war auch zu sehen, dass
Zellen nach solchen Kontakten wieder weiterwanderten. Solche Ausstiilpungen sind beim
Blebbing bekannt und konnen als Schutz vor Apoptose und als Uberlebensstrategie von
verletzten Zellen (bei Plasmalemm-Verletzung) verwendet werden (Babiychuk et al.,
2011). Diese Beobachtungen waren selten und konnten z.B. aufgrund oxidativen Stresses
entstanden sein (Gores, 1990; van Gorp, 1999). Hierbei wiirden die Zellen iiber Signale
aufeinander oxidativen Stress verursachen und einer solchen Beeinflussung oder
Verletzung, die zur Apoptose fiihren kann, durch Blebbing entgehen wollen.

Phagozytose und Blebbing wurden jedoch nur selten beobachtet, so dass hierbei nicht
davon auszugehen ist, dass Zellen hiufig verletzt waren, was sonst auf Schidden durch die
Préparation oder Mikroskopie hindeuten wiirde.

Obwohl mittels der Autofluoreszenz das gesamte Gewebe und auch unterschiedliche
Zellen des Immunsystems dargestellt werden konnten, fiel auf, dass dabei keine Zellen
detektiert wurden, die mit einer sternformigen Form dendritischen Zellen oder
Makrophagen &dhnlich waren. Diese Zellen spielen als Antigen-prozessierende und
-prisentierende Zellen bei Immunreaktionen eine grofle Rolle und waren von mir in whole
mount Tracheen und Kryostatschnitten von Tracheen mittels immunhistochemischer

Markierungen nachgewiesen worden. Dabei waren besonders die unregelméfBigen, meist
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sternformigen dendritischen Zellen stark vertreten. Im Gegensatz dazu sind im murinen
Darm Zellen mit dieser typischer Morphologie mittels Zwei-Photonen Mikroskopie iiber
die Autofluoreszenz von Lysosomen darstellbar (Klinger et al., 2011; Orzekowsky-
Schroeder et al., 2011). Dort haben sie eine GroBe von 20-30 um und zeigen bei einer
Anregung mit 730-880 nm die stirkste Fluoreszenz zwischen 450-580 nm. Sie waren
stationdr und bewegten nur wenig ihre Zellfortsitze. Es ist bekannt, dass im Bereich der
Lamina propria der Zotten Makrophagen und im Bereich der Peyerschen Platten im
subepithelialen Domebereich dendritische Zellen vorkommen. Griinde, warum sich solche
Zellen in der Trachea mittels Autofluoreszenz nicht darstellen lassen, sind unklar. Eine
mogliche Erkldrung wére aber, dass Zellpopulationen von funktionell verschiedenen
Gewebebereichen andere Konzentrationen und Zusammensetzungen an
Fluoreszenzmolekiilen beinhalten. Zudem konnten aufgenommene Antigene aus dem
Darm an sich schon eine Eigenfluoreszenz haben und somit die Zellen sichtbar machen.
Vor allem scheint es aber, dass aufgrund der Lage der Zellen, die im Darm stindig mit
Antigenen konfrontiert werden, die Aktivitit der Antigen-prozessierenden und
-prasentierenden Zellen vorhanden und/oder stirker ist. Dies deckt sich auch mit den
Beobachtungen, dass Antigen-prozessierende Zellen im Darm iiber eine starke Fluoreszenz
von Lysosomen detektiert werden (Klinger et al., 2011; Orzekowsky-Schroeder et al.,
2011), da diese Zellkompartimente fiir die Verdauung von zellfremdem Material zustindig
sind. Daraus resultierte fiir meine Experimente an der Trachea die Notwendigkeit,

dendritischen Zellen mit exogenen Markern darzustellen.

Antigen-prozessierende Zellen lassen sich durch eine funktionelle Markierung durch

DQ OVA im Modell darstellen

Um Antigen-prozessierende Zellen darzustellen, nutzte ich die funktionelle Markierung
mittels DQ OVA. DQ OVA wird von Antigen-prozessierenden Zellen aufgenommen und
durch Degradierung des Enzyms entsteht eine Fluoreszenz. Daher wird es héufig zur
Identifizierung von dendritischen Zellen genutzt (Daro et al., 2000). Durch die Zugabe von
DQ OVA zeigten mehr als die Hilfte der markierten Zellen eine sternférmige Morphologie
auf. Sie lagen im gesamten Bindegewebe sowie dicht unter dem Epithel vor, waren
stationdr und zeigten geringe Bewegung ihrer Ausldufer. Untersuchungen im Anschluss an
die Zwei-Photonen Mikroskopie konnten zeigen, dass ein Teil der DQ OVA positiven
Zellen auch MHCII exprimierte. Dieser Oberflaichenmarker ist typisch fiir Antigen-

priasentierende Zellen, wie dendritische Zellen (Nussenzweig et al., 1981) und
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Makrophagen (Hidmmerling et al., 1975). Die markierten Zellen besallen eine duBerst
unregelméfBige Form durch viele Zellausldufer und diese meist sternférmige Morphologie
ist typisch fiir dendritische Zellen (Steinman, 1973). Auslaufer zeigen sich jedoch auch bei
Makrophagen (van Furth et al., 1970). Auch in immunhistochemischen Farbungen an
Kryostatschnitten der Trachea mit MOMA-1 im Vorfeld meiner Versuche zeigten sich
zum Teil Makrophagen mit einer sternformigen Morphologie. Es gab zudem auch solche,
die oval oder rund waren. MHCII Markierungen an solchen Kryostatschnitten zeigten
hingegen fast ausschlieBlich Zellen mit sternformigen Zellfortsdtzen, die hdufig sehr dicht
unter dem Epithel und gelegentlich im Epithel lagen. Meine Daten aus den
immunhistochemischen Fiarbungen lassen demnach keine eindeutige Aussage zu, ob es
sich bei den mit DQ OVA markierten Zellen um dendritische Zellen oder um
Makrophagen handelt. Doch die groBe Menge der stark sternformigen Zellen und die
Daten von Veres et al. (2011) legen nahe, dass es sich um dendritische Zellen handeln
kann. Sie beschrieben in der Lunge und der Trachea eine Population von CD11c" eYFP
markierten dendritischen Zellen, die ruhend unter und im Atemwegsepithel vorlagen sowie
eine CD11c" eYFP markierte Population von mobilen, subepithelialen dendritischen
Zellen. Die Morphologie der von Veres et al. (2011) gezeigten Zellen und ihre Lage
unterhalb des Epithels und im subepithelialen Gewebe dhnelt sehr der Situation in meinen
Experimenten. Jedoch zeigte sich in den Experimenten von Veres et al. (2011) keine
Markierungen durch eine Aufnahme von fluoreszierenden Antigenen wie E. coli Partikeln,
Polysteren-Beads und OVA oder Dextran. Weder die CD11c” eYFP markierten Zellen
noch andere Zellen in der Trachea schienen Antigen aufzunehmen. Dies konnte an der
Applikation in Form einer intranasalen Gabe liegen, da hierbei eine zu kurze Verweildauer
des Antigens auf dem Trachealepithel vorliegen konnte und es nicht dariiber aufgenommen
werden konnte. Die Zellen in meinen Experimenten wurden grade durch die Aufnahme
von fluoreszierenden Antigen (DQ OV A) sichtbar, jedoch war in meinen Experimenten die
Trachea ex vivo dem DQ OVA von allen Seiten her ausgesetzt. Da einige der von Veres et
al. (2011) beobachteten CD11c” eYFP markierten Zellen auch mobil waren, konnte dies
bedeuten, dass es sich dabei generell um eine andere Population von Zellen handelte als
die stationiren DQ OVA markierten Zellen in meinen Experimenten, zumal in den
Atemwegen mehrere unterschiedliche Populationen von dendritischen Zellen im Gewebe
vorliegen (Lambrecht und Hammad, 2012).

Immer wieder wird in der Literatur beschrieben, dass dendritische Zellen mittels

Zellausldufer, die durch das Epithel greifen, Antigen aus dem Lumen des Atemweges
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aufnehmen (Geurts van Kessel et al., 2008; Holt et al., 2008). Hierbei wird sich hiufig auf
die Arbeit von Jahnsen et al. von 2006 bezogen. Sie zeigten bei Ratten ohne und mit
Atemwegsentziindung mittels whole mount Priparaten, dass 1-5% der intraepithelialen
dendritischen Zellen Fortsétze in das Lumen der Atemwege besallen (Jahnsen et al., 2006).
Ich selbst konnte nie ein Durchgreifen von Fortsdtzen von dendritischen Zellen durch das
Epithel in das Lumen und auch keine dendritischen Zellen im Epithel mittels der Zwei-
Photonen Mikroskopie beobachten. Gegebenenfalls lag dies an der starken Fluoreszenz des
Epithels, was eine Bildgebung der Fortsétze oder der Zellen im Epithelbereich erschwerte,
da in den immunhistologischen Farbungen an Kryostatschnitten MHCII positive Zellen mit
einer sternformigen Morphologie auch im Epithel dargestellt werden konnten. Es lagen
jedoch viele Zellen direkt unter dem Epithel und Zellfortsitze lieBen sich bis dicht an das
Epithel und in wenigen Fillen auch bis in den basalen Bereich des Epithels verfolgen.
Veres et al. (2011) betonten, dass sie nur in zwei Experimenten an Lungenschnitten der
Maus ein Durchgreifen von Zellfortsidtzen durch das Epithel in das Lumen des Atemweges
sehen konnten. Die meisten Beobachtungen von Fortsidtzen von dendritischen Zellen
zeigten sich bei ihren Untersuchungen dagegen parallel zur Basalmembran.

Im Darm wird ein solches Durchgreifen hiufiger beschrieben (Niess et al., 2005; Chieppa
et al.,, 2006). Niess et al. (2005) zeigten neben Durchgreifen auch eine luminale
Antigenaufnahme iiber transepitheliale Fortsdtze. Doch in diesen Experimenten lag eine
Stimulation des Gewebes mit Lipopolysaccharid (LPS) oder Bakterien vor. Durch eine
solche Stimulation iiber foll-like Rezeptoren (TLR) des Epithels wird das Immunsystem
alarmiert und aktiviert (Lambrecht und Hammad, 2009).

Somit scheint fiir die Aufnahme von Allergenen durch dendritische Zellen iiber das Epithel
eine Reizung oder Beschiddigung des Epithels notig zu sein. Dies geschieht z.B. durch
Zerstdrung von tight junctions zwischen den Epithelzellen durch das Allergen oder das
Bakterium selbst, so dass ein direktes Eindringen moglich ist. Allergene kdnnen aber auch
Epithelzellen anregen, die dann iiber Chemokine und Zytokine dendritische Zellen
anlocken und aktivieren (Hammad und Lambrecht, 2008; Hammad et al., 2009; Holgate,
2012). Lambrecht und Hammad (2009) vermuten, dass in der Abwesenheit von TLRs oder
anderen aktivierenden Signalen dendritische Zellen keine Zellausldufer durch das Epithel
in das Lumen des Atemweges strecken. Dies wiirde die wenigen Beschreibungen von

Zellauslaufern, die in das Lumen von Atemwegen hineinreichen, erkldren.
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4.3 Bei einer akuten Allergen-induzierten
Atemwegsentziindung kommt es zu Kontakten zwischen
Granulozyten und Antigen-prozessierenden Zellen

Die Darstellung des Trachealgewebes und einiger Zellen mittels Zwei-Photonen
Mikroskopie rein iiber Autofluoreszenz, in Kombination mit der einfachen und effektiven
funktionellen Markierung fiir Antigen-prozessierende Zellen, hat sich in meiner Arbeit als
erfolgreiche Technik zur Untersuchung von Zelldynamik im Gewebezusammenhang
erwiesen. Daher wurde im letzten Teil meiner Arbeit diese Dynamik in einem gut
bekannten Beispielmodell fiir eine Allergen-induzierte Atemwegsentziindung angewendet,
um zu untersuchen, ob und welche Verdnderungen in Dynamik und Gewebe darstellbar

sind.

Wihrend einer Atemwegsentziindung bestehen zeitliche Unterschiede beim Influx

von Granulozyten

In Tieren mit einer akuten Allergen-induzierten Atemwegsentziindung konnte ich in
meinen Untersuchungen einen starken Influx von neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten beobachten. Ein typisches Merkmal von humanem Asthma bronchiale ist
eine ausgeprigte Entzlindung mit eosinophilen Granulozyten. Allerdings sind neutrophile
Granulozyten, sowohl bei gesunden als auch bei an Asthma bronchiale erkrankten
Menschen, die zahlreichsten Zellen im Sputum (Fahy, 2009). Ihre Menge ist zudem in der
Lavage, im Sputum und im Gewebe bei einigen Patienten erhoht, die an starkem Asthma
bronchiale (Wenzel et al., 1997; Fahy, 2009) oder Corticosteroid-resistenten Asthma
bronchiale leiden, sowie bei akuten Asthmaanfillen (Fahy, 1995; MacDowell und Peters,
2007). Auch in meinen Daten zeigte sich eine grole Anzahl an neutrophilen Granulozyten
wiéhrend einer Atemwegsentziindung. In den ersten 24 h nach Provokation konnte ein
verstéirkter Influx von neutrophilen Granulozyten beobachtet werden. Erst nach 48 h kam
es zunehmend zum Influx von eosinophilen Granulozyten ins Gewebe. Der Influx von
Granulozyten in das Gewebe von Atemwegen in murinen Asthmamodellen ist bekannt.
Auch fiir jenes Tiermodell, welches ich genutzt habe (Conrad et al., 2009). Jedoch wird vor
allem immer wieder in Studien mit murinen Asthmamodellen der Influx von eosinophilen
Granulozyten beschrieben, was durch den Zeitpunkt von 48 h erkldrt werden kann, an dem
in diesen Studien Untersuchungen durchgefiihrt werden. Dass aber zu fritheren

Zeitpunkten zuerst verstirkt neutrophile Granulozyten mit Hohepunkt in den ersten 24 h
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einwandern, zeigten Wilson et al. (2009) in einem anderen Asthmamodell (OVA + LPS in
C57Bl/6 Méusen).

Auffillig war in meinen Untersuchungen, dass diese grolen Mengen an Granulozyten im
gesamten Trachealgewebe vorlagen, auch dicht unter dem Epithel, aber sie sich nicht
zielgerichtet auf bestimmte Gewebebereiche wie dem Epithel oder Gefdllen hinbewegten.
Ihre Dynamik zeigte keinen Hinweis dahingehend, dass sie sich alle aufgrund eines
Zytokin- oder Chemokingradienten mit einer gerichteten Bewegung durch das Gewebe
bewegten, um z.B. an bestimmten Bereichen des Trachealgewebes iiber Mediatoren
Gewebe zu zerstoren. Daher stellte sich die Frage, welche Funktion die Granulozyten, die
in  solch groBer Menge vorlagen, bei einer akuten Allergen-induzierten

Atemwegsentziindung haben.

Es konnte kein direkter schidigender Einfluss von Granulozyten auf umliegendes

Trachealgewebe beobachtet werden

Es  wird allgemein angenommen, dass eosinophile  Granulozyten  bei
Atemwegsentziindungen, wie Asthma bronchiale, Gewebeschdden hervorrufen (Galli et
al., 2008; Hogan et al., 2008; Venge, 2010). Bisher konnte in Zellkulturen an Darmzellen
eine epithelschdadigende Wirkung mittels freigesetzter Elastase von neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen werden (Ginzberg et al., 2004; Zemans et al., 2011). Hierbei
kam es zur Zerstorung der interzelluldren Verbindungen, Apoptose und Abbau von Zellen.
Elastase stimuliert Glattmuskelzellen des humanen Bronchus in Kultur zur Produktion von
TGF-B (Lee et al., 2006), einem Faktor, der Apoptose induzieren kann. Zudem fiihrte
Elastase in Lungenepithelzellen-Kultur ebenfalls zur Apoptose der Zellen (Suzuki et al.,
2009). Intratracheal gegebene Elastase verursacht in Mausmodellen ebenfalls Apoptose
von Zellen des Atemwegsepithels (Lucey et al., 2002; Sawada et al., 2007). Jedoch findet
sich kein Nachweis iiber Elastaseschdden durch neutrophile Granulozyten in in vivo
Asthmamodellen. Eosinophile Granulozyten sollen beim allergischen Asthma bronchiale
am Umbau der Atemwege liber profibrogene Molekiile wie eosinophil cationic protein
(ECP) und TGF-8 beteiligt sein und mittels MBP iiber eine Interaktionen mit Mastzellen
und Epithelzellen zum Umbau fiihren (Pégorier et al., 2006; Venge, 2010). Zudem zeigte
sich MBP und die EPO cytotoxisch fiir das Atemwegsepithel im Meerschweinchen (Frigas
et al., 1980; Brottman et. al, 1996) und Hisamatsu et al. (1990) wiesen eine Schidigung
von nasaler Mukosa in vitro durch MBP nach. Aufgrund dieses hohen Potenzials, Gewebe

zu zerstoren, erscheint eine epithelschidigende Wirkung von Granulozyten wahrscheinlich.

101



Diskussion

Doch weder Daten aus der Zwei-Photonen Mikroskopie noch aus der anschlieBenden
immunhistochemischen Analyse gaben Hinweise darauf, dass neutrophile und eosinophile
Granulozyten zu einer signifikanten Zerstdrung des Epithels fiihrten. Sie befanden sich
zwar oft in groBen Mengen in direkter Ndhe des Epithels, aber waren nur in
immunhistochemisch markierten Schnitten vereinzelt im Epithel zu finden. Dies spricht
gegen eine intraepitheliale Migration oder eine intraepitheliale Schiddigung durch
Apoptose, wie sie in Zellkulturen beobachtet wurde (Zemans et al., 2009; Zemans et al.,
2011).

Es ist nicht auszuschlieBen, dass es zu Schiden auBlerhalb meines Beobachtungszeitraums
von 52 h nach der letzten Provokation kommt. Aber selbst in den groBen Ansammlungen
von Granulozyten im gesamten subepithelialen Bindegewebe, die ich in meinen
Untersuchungen mit dem Zwei-Photonen Mikroskop beobachtete, zeigte sich keine
Gewebezerstorung. Somit stellte sich die Frage, welche Rolle dann Granulozyten in

solchen Mengen spielen konnten.

Clusterbildung von Granulozyten mit Antigen-prozessierenden Zellen und direkte

Kontakte

Bisher ist noch nicht gezeigt worden, dass es bei einer akuten allergischen
Atemwegsentziindung wie dem allergischen Asthma bronchiale zu direkten Kontakten
zwischen Granulozyten und Antigen-prozessierenden Zellen kommt. Dies ist mir mit
meiner Arbeit gelungen. In einem sehr gut untersuchten Modell fiir eine akute allergische
Atemwegsentziindung konnte ich, aufgrund meiner Technik, zum ersten Mal Granulozyten
und DQ OVA-prozessierende Zellen im Gewebe darstellen, die direkte Kontakte
zueinander aufnahmen. Ansammlungen von Granulozyten wihrend einer Entziindung
konnten auch in einem in vivo Modell von Kreisel et al. (2010) gezeigt werden. Sie
beobachteten, dass neutrophile Granulozyten in der murinen Lunge von Monozyten aus der
Mikrozirkulation angelockt wurden. In der Arbeit von Kreisel et al. (2010) sammelten sich,
nach intranasaler Gabe von Bakterien, neutrophile Granulozyten um einzelne Monozyten
im Parenchymgewebe der Lunge und durch Depletion von Monozyten konnte dieser Effekt
reduziert werden. Monozyten und Makrophagen sind in der Lage OVA aufzunehmen
(Calabro et al., 2011) und die oft sternférmige Morphologie und GréBe der Zellen (40-60
um, je nach Ausldufern) in den Ergebnissen von Kreisel et al. (2010), ist der Morphologie
der DQ OVA markierten Zellen in meinen Ergebnissen dhnlich (sternférmig, 20-40 pm

Grofle). Somit konnte es sich bei meinen Antigen-prozessierenden Zellen auch teilweise
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um  Monozyten handeln. Inflammatorische = Monozyten = wandern  wihrend
Entziindungsprozessen ins Gewebe ein, besitzen keine typischen Marker fiir dendritische
Zellen wie z.B. MHCII (wie ein Teil der Zellen in meinen Ergebnissen) und kénnen sich in
verschiedene Subtypen von dendritischen Zellen und Makrophagen umwandeln
(Geissmann et al., 2003; Varol et al., 2009). Sowohl Makrophagen als auch dendritische
Zellen spielen als Antigen-prisentierende Zellen in Entziindungsabldufen eine Rolle und
somit stellt sich die Frage, welche Funktion solche Kontakte zwischen Granulozyten und
Antigen-prozessierenden Zellen haben konnten.

In der Literatur finden sich in vitro Daten, bei denen funktionale Effekte von Granulozyten
und dendritischen Zellen gezeigt werden konnten. So beschrieben Megiovanni et al. (2006)
eine Clusterbildung von unreifen humanen dendritischen Zellen mit humanen neutrophilen
Granulozyten in einer Kokultur. Durch direkten und indirekten Kontakt mit lebenden
neutrophilen Granulozyten in diesen Ansammlungen reiften dendritische Zellen heran
(human leukocyte antigen (HLA)-DR und CD86 Expression) und produzierten IL-12. Eine
Kokultur von T-Zellen mit diesen, durch den Einfluss von neutrophilen Granulozyten
gereiften, dendritischen Zellen fiihrte zu einer erhdhten IFN-y Produktion der T-Zellen,
was auf eine Immunreaktion in Richtung Tyl-Antwort hindeutet. In der Kokultur von
neutrophilen Granulozyten und den dendritischen Zellen wurde zudem auch ein Anstieg
von IL-2 nachgewiesen, einem T-Zell-Wachstumsfaktor, was fiir eine ansteigende Tyl-
Antwort sprechen konnte. Van Gisbergen et al. zeigte in mehreren Studien (2005a, b und
¢), dass neutrophile Granulozyten iiber macrophage inflammatory protein (MIP)-1a und 1§
unreife dendritische Zellen anlocken und diese iiber zellulire Adhésion durch die Bindung
von dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-
SIGN) auf der dendritischen Zelle an macrophage (Mac)-1 und carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule (CEACAM)1 auf den neutrophilen Granulozyten direkten
Kontakt hielten. Auch hier kam es zur Reifung der dendritischen Zelle (Expression von
CD83, CD86 und IL-12) nach Kontakt mit aktivierten (TNF-a oder LPS behandelten)
neutrophilen Granulozyten.

Auch im Zusammenhang von eosinophilen Granulozyten und dendritischen Zellen gibt es
Hinweise auf ein Zusammenspiel, welches die Ty-Zell-Antwort mitsteuert. Hierflir spricht
das Zytokin- und Chemokinmilieu durch Expression von IL-4, IL-5 und IL-13, welches in
Kokultur von Antigen-spezifischen Ty2-Zellen, eosinophilen Granulozyten und OVA
vorliegt (MacKenzie et al., 2001). Fir EDN, welches in groBeren Mengen von

eosinophilen Granulozyten ausgeschiittet werden kann, wurde durch Yang et al. (2004) in
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Kulturexperimenten ein Einfluss auf die Reifung von dendritischen Zellen nachgewiesen.
Von Monozyten abgeleitete, unreife dendritische Zellen wurden in Kultur mit EDN
inkubiert und exprimierten 48 h danach CD83, CD86 und HLA-DR hoch. Zudem konnte
eine Produktion von IL-6, IL-12p70, TNF-a, CCL-5, CCL8 und MIP-1a nachgewiesen
werden. Somit wird vermutet, dass eosinophile Granulozyten wihrend einer
Immunantwort {iber EDN die Reifung und Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen
und Chemokinen von dendritischen Zellen mitsteuern. Yang et al. konnten dann zusétzlich
2008 zeigen, dass EDN {iber den TLR2-myeloid differentiation primary response gene
(MyD)88 Signalweg myeloide dendritische Zellen aktiviert und eine Ty2-Antwort fordert.
Hierbei wurde bei Miusen, die mit OVA und EDN direkt oder mit EDN behandelten und
OVA-beladenen dendritischen Zellen immunisiert wurden, eine OVA-spezifische Ty2-
Antwort mit der Produktion von IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 beobachtet. Zudem wurde ein
Einfluss von eosinophilen Granulozyten auf dendritische Zellen in in vitro Experimenten
mit humanen Zellen im Zusammenhang mit Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG)-
Dinukleotiden, als Ersatz fiir bakterielle und virale DANN, beobachtet (Lotfi und Lotze,
2008). Unter einer geringen Konzentration von CpG-Dinukleotiden regulierten
dendritische Zellen in Kokultur mit eosinophilen Granulozyten die Marker CD80, CD83,
CD86, HLA-DR hoch und verdnderten ihre Morphologie (rund zu ldnglich). Fiir diese
Reifung war aber nicht zwingend ein direkter Kontakt notig, die Marker waren jedoch
starker hochreguliert bei einer Kokultur ohne trennende Membran. Lotfi und Lotze (2008)
sprechen den CpG-Dinukleotiden in der angewendeten Konzentration nicht geniigend
Einfluss auf dieses Ausmall der Reifung zu. Sie vermuten, dass CpG-Dinukleotide
eosinophile Granulozyten zur Degranulation von MBP anregen, welches von den
dendritischen Zellen aufgenommen wird und die Reifung antreibt.

Diese in vitro Daten deuten darauf hin, dass es durch Interaktionen zwischen Granulozyten
und dendritischen Zellen zu einer funktionellen Anderung der dendritischen Zellen und
deren Einfluss auf eine initiale T-Zell-Antwort in Richtung Tyl bei neutrophilen und T2
bei eosinophilen Granulozyten kommt. Allerdings ist dieser Teil der Immunreaktion in
meinem Modell bereits abgelaufen und es liegt schon eine T-Zell-Antwort zum Zeitpunkt
meiner Beobachtungen vor. Die lang anhaltenden, direkten Kontakte zwischen
Granulozyten und Antigen-prozessierenden Zellen liegen zum Zeitpunkt der Effektorphase
vor. Es sind demnach schon antigenspezifische T-Zellen im Gewebe, die iiber einen
erneuten Kontakt mit dem Antigen, iiber Antigen-prozessierende Zellen, aktiviert werden

konnen. Somit stellt sich die Frage, welche Rolle die Granulozyten in der nun vorliegenden
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Effektorphase spielen konnten. Ob sie hier eine Rolle bei der Aktivierung von T-Effektor-
Zellen spielen konnten, ldsst sich nicht in der Literatur finden. Aber diese Mdglichkeit
erscheint, durch die schon bekannten Daten einer solchen Funktion in der initialen

Immunantwort, sehr wahrscheinlich.

Meine Daten weisen auf eine Modulation der Funktion von dendritischen Zellen durch
Granulozyten in der Effektorphase hin. Neutrophile und eosinophile Granulozyten kdnnten
somit, liber Interaktionen mit dendritischen Zellen, deren Wirkung auf Effektor-T-Zellen
beeinflussen. Ergebnisse von Jacobsen et al. (2011) in eosinophilen Granulozyten
defizienten Méusen (sogenannte PHIL Maéuse) zeigten einen Einfluss von eosinophilen
Granulozyten auf die T-Zell-Antwort wihrend der Effektorpahse. Nach OVA
Sensibilisierung und Provokation lagen in PHIL Miusen keine akkumulierten T-Zellen und
keine myeloiden dendritischen Zellen im Lungen-drainierenden Lymphknoten vor. Es
wurden keine Antigen-spezifischen T-Zellen produziert. Demnach erscheinen eosinophile
Granulozyten erst einmal als essentiell fiir eine allergische Immunantwort. Transferierte
man OVA spezifische myeloide dendritische Zellen intratracheal in OVA sensibilisierte
PHIL Mause und provozierte danach mit OVA, kam es zum Anstieg CD4 positiver
T-Zellen und IL-13 in der bronchoalveoldren Lavage (BAL), zur Epithelverdnderung aber
erstaunlicher Weise auch zum Anstieg von neutrophilen Granulozyten in der BAL. Der
Kulturiiberstand von Zellen des Lungen-drainierenden Lymphknoten aus diesen Tieren
beinhaltete eine gesteigerte Menge an IFNy, IL-13 und IL-17. Es scheint somit, dass
neutrophile Granulozyten, ohne die Anwesenheit von eosinophilen Granulozyten, eine
Allergen-induzierte Atemwegsentziindung initileren und dabei die Effektorphase
beeinflussen konnen, wobei es zu einer gemischten Ty1- und Ty2-Antwort kommt. Durch
die Gabe von eosinophilen Granulozyten in solche Mause verringerte sich die Anzahl an
neutrophilen Granulozyten. Die Menge an CD4 positiven Zellen blieb jedoch gleich.
Durch Zugaben von eosinophilen Granulozyten kam es zur Unterdriickung der Ty17- und
einer leicht, aber nicht signifikant, verringerten Tyl-Antwort im Kulturiiberstand von
Zellen des Lungen-drainierenden Lymphknoten. Hierdurch zeigt sich die Modulierbarkeit
einer bestehenden Atemwegsentziindung durch den Einfluss der Granulozyten auf die
bestehende Effektor-T-Zell-Antwort.

Die von mir beobachteten Kontakte konnten erkldren, wie durch das Zusammenspiel von

Granulozyten mit dendritischen Zellen die T-Zell-Antwort in der Effektorphase beeinflusst
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wird und eine starke Variabilitit und Modulierbarkeit des Asthma bronchiale zustande

kommt.

In weiteren Experimenten miisste nun z.B. durch funktionelle Untersuchungen in
Kulturexperimenten geklart werden, ob in solchen Kokulturen von Granulozyten und
dendritischen Zellen, nach einer Sensibilisierung und Provokation mit OVA, ein
verdndertes Zytokinmilieu vorliegt. Ebenso konnte man iiber die Zwei-Photonen
Mikroskopie beobachten, ob durch Depletion von jeweils einer der beiden
Granulozytenarten nach der Sensibilisierung, jedoch vor der Provokation, mittels OVA
eine Verdnderung der bisher beobachteten Interaktionen vorliegt.

Die Zwei-Photonen Mikroskopie zeigt sich somit dann als &ufBerst hilfreich, wenn es
nachzuweisen gilt, ob Ergebnisse aus in vitro Experimenten auf Dynamik und Kontakte
zwischen den Zellen beruhen. Durch eine Ubertragung auf ein in vivo Modell kann hierbei
auch die bisher fehlende Perfusion des Gewebes und damit ein In- und Efflux von Zellen
sichergestellt werden. Schlussendlich zeigt sich an einem Modell, dass die hier vorgestellte
Methode auf menschliches Gewebe, z.B. auf Probenmaterial aus Bronchoskopien,
tibertragen werden kann. Somit konnen die Ergebnisse aus meiner Arbeit mit
Entziindungsvorgidngen beim humanen Asthma bronchiale verglichen werden, um zu
verfolgen, ob auch in der humanen Lunge wéhrend einer Atemwegsentziindung Kontakte

zwischen Granulozyten und dendritische Zellen entstehen.
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S Zusammenfassung

Bei akuten allergischen Atemwegsentziindungen kommt es zu einer Immunreaktion, bei
der eine Vielzahl von Zellen in das Bronchialgewebe einwandert. Dabei sind der Ablauf
dieser Immunreaktion und die komplexen Interaktionen der beteiligten Zellen und des
Gewebes noch immer nicht hinreichend verstanden, was sich zum Beispiel auch durch
mangelnde Therapieerfolge bei Asthma bronchiale zeigt.

Durch die Bildgebung der Dynamik von Immunzellen und deren Interaktionen iiber einen
langeren Zeitraum im Gewebezusammenhang wird ein besseres Verstindnis der
Entziindungsreaktion in den Atemwegen erreicht. Bisherige Studien greifen hierbei jedoch
immer auf transgen markierte Immunzellen und Gewebestrukturen zuriick, wodurch auch
nur Interaktionen zwischen diesen spezifisch markierten Zellen beobachtet werden koénnen.
Interaktionen mit weiteren Strukturen und Zellen konnen nicht dargestellt werden. Eine
Ubertragung der Technik auf humanes Gewebe ist damit auch nicht mdglich. Eine
Darstellung von Zellen im Gewebezusammenhang ohne vorherige genetische Markierung
wiirde es ermoglichen, bisher nicht vermutete Interaktionen wéhrend einer Immunreaktion
in den Atemwegen zu verfolgen.

Auf den ersten Blick scheinen die intrapulmonalen Atemwege der Maus als Modell fiir den
menschlichen Bronchus geeignet. Jedoch ist hierbei bisher der Aspekt der
Lymphgefalversorgung in den murinen Atemwegen nicht beachtet worden. Diese ist im
Hinblick auf immunologische Fragestellungen wichtig, aber wurde bisher aufgrund
fehlender spezifischer Marker in der murinen Lunge nicht untersucht. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit CD90.2 als Marker fiir pulmonale Lymphgefidfle etabliert, um die
Lage der Lymphgefile in der murinen Lunge mit der in der murinen Trachea zu
vergleichen. Hierbei zeigte sich, dass sich die Lymphgefdversorgung der murinen
intrapulmonalen Atemwege deutlich von der der humanen Bronchien unterscheidet.
Aufgrund der LymphgefaBBversorgung, aber auch hinsichtlich der Blutgefda3versorgung und
der Morphologie des Atemwegsepithels, stellte sich die Trachea als das bessere Modell fiir
den menschlichen Bronchus dar.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Zwei-Photonen Mikroskopie
geeignet ist, detailreich Gewebe und Zelldynamik in der Trachea der Maus ex vivo ohne
transgene Markierung darzustellen. Allein iiber die Autofluoreszenz und das second
harmonic generation (SHG)-Signal lieB sich die gesamte Morphologie der Trachealwand

in der explantierten murinen Trachea mit Atemwegsepithel, Knorpel, unterschiedlicher
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Faserung des Bindegewebes und Gefdllen darstellen. Morphologisch unterschiedliche
Immunzellen konnten in ihrer Dynamik im Bindegewebe und im Epithel verfolgt werden.
Antigen-prozessierende Zellen ohne Autofluoreszenz lieBen sich selektiv funktionell
markieren.

Im letzten Schritt wurde mit der, in der Arbeit etablierten, Technik eine allergische
Immunreaktion ex vivo untersucht. Hierbei konnte ein starker Influx von neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten ohne Zerstdorung von Gewebestrukturen beobachtet werden.
Allerdings fanden sich neutrophile und eosinophile Granulozyten héufig in direkter
Nachbarschaft zu Antigen-prozessierenden Zellen. Dabei kam es zu bisher nicht
beobachteten direkten Kontakten zwischen Granulozyten und Antigen-prozessierenden
Zellen, die im Mittel viermal so lange andauerten wie Kontakte zwischen Granulozyten.
Diese Interaktion gibt Hinweise auf einen neuen Mechanismus, wie Granulozyten die
Aktivierung von Effektor-T-Zellen wiéhrend einer allergischen Immunantwort in den
Atemwegen beeinflussen konnten.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mittels der Zwei-Photonen Mikroskopie, auch
ohne die Verwendung transgener Tiere, immunologische Prozesse in den murinen
Atemwegen verfolgt werden konnen. Da das etablierte Modell ohne den Einsatz von
gentechnisch verdnderten Zellen auskommt, kann die Technik prinzipiell auch auf humane

Atemwege ilibertragen werden.
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Jablonski-Diagramm aus Lakowicz (2006) modifiziert.

Praparation der Trachea.

Whole mount Trachea unter dem Zwei-Photonen Mikroskop.

Sensibilisierungs- und Provokationsschema.
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ist nicht selektiv fiir Lymphgefafe.

Der anti-CD90.2 Antikorper markiert Lymphgefalle.
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Der anti-CD90.2 Antikorper ist spezifisch fiir CD90.2.

Der anti-CD90.2 Antikorper markiert neben LymphgefaBen auch weitere
Strukturen.

Verlauf von Blut- und Lymphgefidf3en in der Lunge der Maus.
Verlauf von Blut- und Lymphgefd3en in der Trachea der Maus.

Die Strukturen der gesamten Trachealwand sind mittels Zwei-Photonen
Mikroskopie darstellbar.

Mittels Autofluoreszenz lisst sich das Epithel in seiner hochprismatischen
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Mittels Autofluoreszenz lisst sich Knorpel darstellen.

Mittels Autofluoreszenz lassen sich Fasern des Bindegewebes darstellen,

die in verschiedenen Tiefen der Trachealwand unterschiedlich dicht vorliegen.

Der Fasertyp I ist besonders deutlich mit einer Wellenlédnge ab 820 nm zu
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Die Autofluoreszenz des Fasertyp Il wird besonders bei 750 nm angeregt.

Blutgefafle lassen sich durch Autofluoreszenz der GefaBwand darstellen.
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Lymphgetfife lassen sich ohne und mit anti-CD90.2 Antikorper darstellen.

Mittels Autofluoreszenz lassen sich zwei unterschiedliche Typen von
Fettzellen darstellen.

In der Trachea sind verschiedene Zellen des Immunsystems vorhanden.

Mittels Autofluoreszenz lassen sich Zellen mit schwach bis nicht sichtbaren
Kern detektieren.

Mittels Autofluoreszenz lassen sich Zellen mit sichtbaren, gelappten Kern
detektieren.

Antigen-prozessierende Zellen lassen sich durch DQ OV A markieren und
zeigen unterschiedliche Morphologien.

DQ OVA markierte Antigen-prozessierenden Zellen liegen in Epithelndhe
und im Bindegewebe vor.

Die Bewegung intraepithelialer Leukozyten kann ohne exogene Markierung
beobachtet werden.

Die Bewegung intraepithelialer Leukozyten kann mittels exogener
Fluoreszenz deutlich dargestellt werden.

Zellen bewegen sich durch das Bindegewebe und orientieren sich dabei
hiufig an Fasern.

Interaktion zwischen mobilen und stationdren Zellen kénnen aufgezeigt
werden.

Zellen reagieren wihrend des direkten Kontaktes aufeinander.

Funktionelle Interaktionen wie die Phagozytose lassen sich mittels
Autofluoreszenz verfolgen.

Durch hohe Laserleistung lassen sich gezielt Gewebeschiden initiieren und
in der Zwei-Photonen Mikroskopie darstellen.

Zellen wandern gerichtet zu einem bewusst gesetzten Gewebeschaden.

Wihrend einer akuten allergischen Atemwegsentziindung kommt es zu
einem Influx von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten.

Neutrophile und eosinophile Granulozyten wandern zeitversetzt ein.

Antigen-prozessierende Zellen in der Trachealwand in Kontrolltieren und
Tieren mit allergischer Atemwegsentziindung.

Im Gewebe liegen verschiedene Populationen von Zellen vor, die Antigen
prozessieren und/oder prasentieren kdnnen.
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