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ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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2 ZUSAMMENFASSUNG

Nach primarem Kontakt angeborener Immunzellen mit Endotoxinen kommt es bei
einer darauffolgenden erneuten Exposition zum Phanomen der Endotoxin-Toleranz.
Hierbei handelt es sich eine verminderte Aktivierung proinflammatorischer
Signalkaskaden trotz erfolgter Endotoxin-Bindung. Klinisch kommt es dadurch im
Rahmen bakterieller Infektionen zu einer Dysregulation des Immunsystems und unter
Umstanden auch zu einer Immunsupression und damit einhergehend zu einer
erhdhten Mortalitat. Zur Toleranzentwicklung in Makrophagen bei Gram-positiven S.
aureus- oder S. pneumoniae-Infektionen — insbesondere zu molekulargenetischen
Veranderungen in diesem Stadium - gibt es bislang jedoch nur wenige Daten.

Innerhalb des letzten Jahrzehnts verdichteten sich die Hinweise, dass IL-37
intrazellular und extrazellular als ein Suppressor des angeborenen und erworbenen
Immunsystems fungiert (Nold et al. 2010; Boraschii et al. 2011). Dabei wird das Protein
verstarkt in Makrophagen oder anderen Immunzellen exprimiert, nachdem diese
Kontakt zum TLR4-Agonisten LPS oder TLR2-Agonisten MALP-2 hatten (Dinarello et
al. 2016). Die Substanzen MALP-2 und insbesondere LPS wurden wiederum
wiederholt mit dem Phanomen der Endotoxintoleranz in Makrophagen in Verbindung
gebracht. Im Mittelpunkt der vorgelegten Arbeit stand die Frage, ob IL-37 einen
Einfluss auf die Toleranzinduktion oder -auspragung von Makrophagen bei Kontakt mit
S. pneumoniae oder S. aureus hat.

Da bis heute kein Gen-Homolog von IL-37 in der Maus identifiziert werden konnte,
stitzen sich alle in dieser Arbeit generierten Ergebnisse auf stabil transfizierte
Mausmakrophagen (RAW 264.7), denen die komplette Gensequenz des humanen IL-
37B mittels des pIRES-Expressionsvektors eingebracht wurde. Zur Kontrolle erfolgte
die Transfektion eines leeren pIRES-Vektors, sodass zwei vergleichbare Zelllinien
entstanden.

Zunachst konnte mittels Western Blot gezeigt werden, dass die Expression von IL-37B
durch eine Stimulation der stabil transfizierten RAW-Zellen mit den PAMPs Pam3Csk
und MDP induziert wird. Im nachsten Schritt konnte die Expressionskinetik von IL-37B
nach Stimulation mit S. pneumoniae und S. aureus mittels gPCR nachvollzogen
werden. AnschlieBend wurde ein Stimulationsprotokoll zum Vergleich der
Proinflammation und der toleranten Phase etabliert. Hierbei zeigten sich sowonhl
wahrend der Proinflammation als auch wahrend der toleranten Phase nur geringflgig
veranderte Expressionslevel proinflammatorischer Zytokine in IL-37B produzierenden
Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen. Eine signifikant verminderte Produktion der
Zytokine wahrend der toleranten Phase nach Zweitstimulation konnte im ELISA
nachgewiesen werden.

Auf die Analyse einzelner Zytokine nach etabliertem Stimulationsprotokoll folgte eine
Transkriptomanalyse mittels RNA-Ampliseq. Auf diese Weise wurden 911 Gene,
welche mit der Immunantwort von Monozyten und Makrophagen assoziiert sind,
genauer analysiert. Anhand der Sequenzierungsdaten wurden nach S. pneumoniae-
bzw. S. aureus-Stimulation einerseits T- (tolerisierbare) und NT-Gene (nicht
tolerisierbare) und andererseits Gene, welche in ihrer Expression durch IL-37



beeinflusst werden, herausgefiltert. Hierbei war festzustellen, dass sich die fur S.
pneumoniae und S. aureus ermittelten T- und NT-Gene weitestgehend von den bisher
publizierten unterscheiden. Dasselbe trifft auf 25 durch IL-37B in ihrer
Expressionsstarke modulierte Gene zu. Zwischen S. pneumoniae- und S. aureus-
Stimulationen waren nur geringflgige Unterschiede zu detektieren. Da zwischen den
identifizierten T-Genen in Leervektor- und IL37B-transfizierten Zellen kaum
Unterschiede nach S. pneumoniae- und S. aureus-Stimulation zu detektieren waren,
ist davon auszugehen, dass alle detektierten T-Gene unabhangig von IL-37B
tolerisierbar sind. Ferner gab es keine Uberschneidung zwischen IL37B-regulierten
Genen und T-Genen. Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass IL-37B keinen Einfluss
auf die generelle Toleranzinduktion nimmt, sondern als Zytokin mit
antiinflammatorischer Wirkung funktionell anders modulatorisch eingreift.



3 EINLEITUNG
3.1 Bakterielle Infektionen

Bakterien sind Mikroorganismen, die zirkuldre doppelstrangige DNA und (mit
Ausnahme von Mykoplasmen) Zellwande besitzen. Die weitere Einteilung erfolgt
unter anderem anhand der Morphologie, der Farbeeigenschaften und des
Sauerstoffbedarfs. Morphologisch werden spharische (Kokken) von zylindrischen
(Stabchen) oder spiralférmigen (Spirochaten) Bakterien unterschieden. Manche
Bakterien sind aullerdem in Kapseln eingeschlossen. Fur einige Bakterien (z.
B. Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae) ist diese Kapsel hilfreich,
um sich vor der Aufnahme durch Fresszellen zu schitzen. Die Verkapselung erhoht
dadurch die bakterielle Virulenz. Die Gram-Farbung ist die gangigste Farbung zur
allgemeinen Unterscheidung von Bakterien. Sogenannte grampositive Bakterien
farben sich nach Jodfixierung, Entfarbung mit Alkohol und Gegenfarbung mit
Safranin kristallviolett; gramnegative Bakterien, die keine kristallviolette Farbe
behalten, erscheinen rot. Ursache fir die unterschiedlichen Farbungen ist der Aufbau
der Zellwand. Gramnegative Bakterien besitzen eine zusatzliche auliere Membran,
die Lipopolysaccharid enthalt und die Virulenz dieser Bakterien ansteigen lasst.
Hinsichtlich des Sauerstoffbedarfs werden aerobe, anaerobe und fakultativ anaerobe
Spezies unterschieden. Wahrend aerobe Bakterien mittels aerober Zellatmung
Energie gewinnen, erfolgt dies in anaeroben Keimen durch Garung oder anaerobe
Atmung. Folglich wachsen aerobe Bakterien nur bei ausreichendem
Sauerstoffangebot, wahrend anaerobe Bakterien ein sauerstoffarmes bzw.
sauerstofffreies Milieu bevorzugen. Fakultative anaerobe Keime kénnen auf beiden
der genannten Wege Energie gewinnen, sodass ihr Wachstum und Uberleben
unabhangig vom Sauerstoffangebot ist.

Viele Bakterien existieren im Menschen als normale Flora und kommen zum Teil in
grolRer Anzahl in vielen Bereichen wie z. B. auf der Haut oder im Gastrointestinaltrakt
vor. Das aktive oder passive Eindringen eines Bakteriums in bestimmte
Kdrperregionen mit konsekutiver Gewebeschadigung wird als bakterielle Infektion
bezeichnet, doch nur wenige Bakterienspezies sind flir Menschen mit
funktionierendem Immunsystem humanpathogen. Hierbei werden obligat und
fakultativ pathogene Erreger differenziert. Letztere konnen bestimmte Bereiche des
Korpers besiedeln ohne eine Infektion auszulésen. Werden sie jedoch in andere
Bereiche verschleppt oder andert sich das Gleichgewicht der Nische, kann es auch
durch sie zur Infektion kommen. Obligat pathogene Erreger gehdren nicht zur
korpereigenen Flora und verursachen bei Besiedelung stets eine Infektion. Hierzu
gehoren z. B. diverse Streptokokken- und Staphylokokkenspezies (Hof und Dérries
2004; Longmore 2010, Gro3 2013, Suerbaum 2016).



3.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylokokken sind grampositive, unbewegliche, fakultativ anaerobe Keime, die sich
in Haufen anordnen. Die groRte Bedeutung in der Medizin hat hierbei die Spezies
Staphylococcus aureus (S. aureus), da sie weltweit vorkommt und sowohl
nosokomiale als auch extrahospitale Infektionen hervorrufen kann. S. aureus gehort
zur transienten Hautflora des Menschen und kommt bei 30% der Bevdlkerung
asymptomatisch im Nasen-Rachen-Raum vor. Durch gunstige Bedingungen oder ein
geschwachtes Immunsystem kann es jedoch zu Krankheitserscheinungen kommen.
Das Krankheitsspektrum verteilt sich auf nahezu alle Organsysteme, am haufigsten
sind jedoch die Haut und die Herzklappen betroffen. Typische durch S. aureus
verursachte Krankheiten sind Abszesse, Phlegmone, Impetigo contagiosa,
Endokarditis und  Osteomyelitis. S. aureus-Toxine kdénnen auch zu
Lebensmittelvergiftungen  (Enterotoxin), = Staphylococcal-Scaled-Skin-Syndrome
(Exfoliatintoxin), bis hin zum lebensbedrohlichen Toxic-Shock-Syndrome (Toxin-1)
fuhren (Longmore 2010, Grol3 2013, Suerbaum 2016).

Fir seine Interaktion mit den Wirtszellen benétigt S. aureus zahlreiche
Virulenzfaktoren. Zu diesen zahlen einerseits zellwandassoziierte Proteine und
andererseits Exoproteine, Exoenzyme und Toxine, welche sezerniert werden. Die
zellwandassoziierten Proteine wie z.b. Clumpingfactor A und B, Fibronectin-Binding-
Protein A und B oder das Extracellular-Adherence-Protein ermoglichen die Adharenz
an wirtseigene Strukturen. Zu den sezernierten Proteinen zahlen u.a. Hamolysine zum
Lysieren von Membranen sowie Proteasen, Lipasen und Hyaluronidasen zum Abbau
von Wirtsstrukturen (Otto 2014, Wardenburg, Patel und Schneewind 2007). Weitere
Virulenzfaktoren sind in Tab. 3.1 dargestellt. Mittels Gbergeordneter Genregulatoren
wird die Expression der Virulenzfaktoren von S. aureus so abgestimmt, dass sich die
Infektion optimal ausbreiten kann (Garzoni et al. 2009, Jenkins et al. 2015).

Tabelle 3.1: Virulenzfaktoren von Staphylococcus aureus: FnBP — Fibronectin-Binding-
Protein, EAP - Extracellular-Adherence-Protein, WTA/LTA — Wand-/Lipoteichonsauren, vWbp
— Von-Willebrand-Faktor-Binding-Protein.

Virulenzfaktoren Funktion

Zellwandkomponenten

Protein A - Schutz vor Phagozytose

- Interaktion mit B- und T-Zell Rezeptoren induziert
Chemokinfreisetzung

FnBP - Adharenz an Wirtszellen

Clumpingfactor

EAP
Peptidoglykan - Interaktion mit TLR-2
WTA und LTA - Aktivierung der TLR-2-Kaskade




Sezernierte Proteine

Hamolysine Membranlysierung
a-Toxin - Lyse roter Blutzellen
- Efflux von K* und Ca?*

- Zytotoxizitat + Apoptose von Monozyten

B-Hamolysin - = Sphingomyelinase C
o-Hamolysin - Abbau von Sphingomyelin
Leukozidine - Porenbildende Toxine

- Lyse weilder Blutzellen

. Efflux von Ca?*

Proteasen Schwiéchung der Wirtsabwehr
Aureolysin - Metalloprotease

- Inhibiert Komplementsystem durch Inaktivierung von
C3

Staphylokinase - Plasminogen-Aktivator, Fibrinolyse
- produziert Biofilm von Fibrin

— Resistenz gegen Immunprozesse und Antibiotika

Staphylokoagulase - Aktivierung von Prothrombin, Koagulation

vWbp

Wahrend systemischer Infektionen sind es insbesondere die Makrophagen in der
Leber, die S. aureus als erstes phagozytieren und eliminieren. Allerdings gelingt es
etwa 10% der Bakterien diesen Abwehrmechanismus zu umgehen und sich im Korper
auszubreiten (Voyich et al. 2005, Gresham et al. 2000, Kubica et al. 2008, Olivier et
al. 2009). Hierfur bedienen sich die Bakterien einer Polysaccharidkapsel mit Protein A,
welches vor einer Aufnahme in Makrophagen schutzt. Durch Bindung von Protein A
and den Fc-Teil von Immunglobulinen wird eine effektive Opsonierung und damit die
Erkennung und Phagozytose des Bakteriums durch Makrophagen verhindert
(Goodyear und Silverman 2003).

3.1.2 Streptococcus pneumoniae

Streptokokken sind grampositive, unbewegliche, sich in Ketten anordnende Bakterien,
die keine Sporen ausbilden. Da sie physiologisch Haut und Schleimhaute des
Menschen kolonisieren, ruft der Grofteil inrer Spezies keine Krankheitserscheinungen
hervor. Die wenigen humanpathogenen Spezies werden nach ihrer Hamolyseart in a-



und B-hamolysierende Streptokokken eingeteilt (Musher 2009). Klinisch
bedeutendster Vertreter der humanpathogenen Streptokokken sind die a-
hamolysierenden Streptococcus pneumoniae. Sie besiedeln die Schleimhaute des
Nasopharynx und werden durch Schmier- und Tropfcheninfektion von Mensch zu
Mensch Gibertragen. Ubertrager sind meist Kleinkinder im Alter von 1 bis 2 Jahren. Bei
Erwachsenen ohne Kontakt zu Kleinkindern konnte nur bei 5% eine Besiedelung
nachgewiesen werden, wobei diese in der Regel ohne Krankheitswert ist. Neben den
haufigen Infektionen an Mittelohr (Otitis media) und Pharynx (Sinusitis,
Weichteilinfektionen) kann es insbesondere bei Stérungen des Immunsystems auch
zu einer lebensbedrohlichen Pneumonie, Meningitis oder Sepsis infolge einer S.
pneumoniae-Infektion kommen (van der Poll und Opal 2009) Besonders Sauglinge,
Kleinkinder und altere Menschen sind hiervon betroffen (WHO 2007).

S. pneumoniae besitzen eine Zellwand aus Peptidoglykan und Teichonsauren, die von
einer Polysaccharidkapsel bedeckt ist, welche durch negative Ladung vor den
Schleimhautsekreten schitzt. Wahrend das Peptidoglykan der Zellwand die klassische
grampositive Struktur besitzt, beinhalten die Teichonsauren von S. pneumoniae einen
Ribitolphosphat-Anker um Phosphorylcholin kovalent zu binden. Dieses wird wiederum
bendtigt, damit Oberflachenproteine, welche zur Adharenz an Wirtszellen bendtigt
werden, nichtkovalent an das Bakterium andocken kénnen (Henriques-Normark und
Toumanen 2013). Zu diesen Oberflachenproteinen gehdren u.a. LytA Autolysin,
Protein A sowie Cholin-Binding-Proteine (CBPs) A, D, E und G. LytA spielt eine
entscheidende Rolle bei der Zellteilung und der Freisetzung intrazellularer
Virulenzfaktoren, indem es die eigene Zellwand spaltet (Mellroth et al., 2012). Das
Oberflachen-Protein A (= pneumococcal surface protein A; PspA) verhindert die
Komplementaktivierung (Tu et al. 1999). CBPs dienen der Adharenz an Wirtszellen.
Insbesondere CBP A ermdglicht durch Bindung an nasopharyngeale
Mukosarezeptoren und Lamininrezeptoren der Blut-Hirn-Schranke eine Translokation
des Bakteriums durch die jeweiligen Barrieren (Hammerschmidt et al. 1997, Orihuela
et al. 2009). Proteasen (HtrA), B-Glucosidasen und Neuraminidasen spielen eine Rolle
in der Kolonisierung. Letztere fuhren Uber Biofilmbildung u.a. zu einer Otitis media
(Tong et al. 2000). Hyaluronidase lockert durch Spaltung der Hyaluronsaure die
Zellverbande und fordert so die Ausbreitung des Bakteriums im Gewebe. Eine
besondere Bedeutung kommt der Polysaccharidkapsel zu, die maf3geblich die Virulenz
von S. pneumoniae beeinflusst. Sie erschwert die Opsonierung des Erregers durch
das alternative Komplementsystem sowie die Phagozytose (Kadioglu et al. 2008). Die
Dicke der Kapsel sowie ihre chemische Struktur unterscheiden das symptomlose
Tragerstadium vom invasiven Infektionsstadium. Je nach Antigeneigenschaften der
Polysaccharidkapsel werden die Pneumokokken in Serogruppen klassifiziert (Geno et
al. 2015). Aktuell sind hiervon 97 bekannt. Unter ihnen gelten die Typen 1, 2, 3, 6A,
6B, 9V, 14, 18C, 19A, 19F und 23 als hochgradig virulent.

3.2. Die unspezifische Immunreaktion auf bakterielle Erreger

Vom Moment der Geburt an besitzt der Mensch ein unspezifisches (= angeborenes,
natlrliches) Immunsystem, welches sich aus verschiedenen Mechanismen zur
Abwehr korperfremden Materials zusammensetzt. Zu diesen Mechanismen zahlen
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einerseits physikalische und chemische Barrieren, die den Eintritt von Pathogenen in
den Korper verhindern sollen, und andererseits Zellen des unspezifischen
Immunsystems sowie deren Produkte (z. B. Enzyme, Immunglobuline), die bereits in
den Korper gelangte Fremdkorper beseitigen (Hof und Dorries 2004). Um
korperfremde Substanzen zu erkennen besitzen die Zellen des angeborenen
Immunsystems auf ihrer Oberflache sogenannte Pattern-Recognition-Receptors
(PRRs). Diese antigenunabhangige Identifikation von Fremdkdrpern lauft zwar
vergleichsweise schnell ab, ist jedoch fur den Groliteil der Pathogene nicht zur
Elimination ausreichend. Hierfir wird zusatzlich eine verzdgerte spezifische
Immunantwort bendtigt, welche durch die Zellen des unspezifischen Immunsystems
eingeleitet wird und nach einigen Stunden bis Tagen wirksam wird (Pezzuto et al.
2006).

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehoren Granulozyten, dendritische
Zellen, Monozyten, Makrophagen und naturliche Killerzellen. Indem diese Zellen
typische Strukturen von Erregern — sog. ,Pathogen Associated Molecular Patterns®
(PAMPs) — mit ihren PRRs erkennen, kénnen sie diese schon bei Erstkontakt
spezifisch als fremd erkennen. Nach Phagozytose und Abtétung einiger Pathogene,
kénnen deren Bestandteile auf die Oberflache von antigenprasentierenden Zellen wie
Monozyten, Makrophagen oder dendritischen Zellen gebracht und den T-Zellen als
Antigene prasentiert werden. Hierdurch wird die spezifische Immunantwort eingeleitet,
die aus einer Vielzahl von B- und T-Effektorzellen besteht, die gegen die prasentierten
Antigene gerichtet sind (Konigshoff und Brandenburger 2012).

3.3 Spezielle Rolle der Monozyten und Makrophagen wahrend der
Entziindungsreaktion

Monozyten werden im Knochenmark aus gemeinsamen Vorlauferzellen fir Monozyten
und neutrophile Granulozyten gebildet. Sie zirkulieren im Blut oder differenzieren nach
Extravasation ins Gewebe zu den unterschiedlichen Subpopulationen der
Gewebemakrophagen (Geissmann et al. 2010). Im Blut zirkulierende Monozyten sind
in der Lage Pathogene zu erkennen und zu phagozytieren. AnschlieRend werden die
phagozytierten Bestandteile in einem regionalen Lymphknoten als Antigene auf MHC-
Rezeptoren an ihrer Zelloberflache prasentiert. Monozyten, die nicht mit Erregern in
Kontakt kommen, werden aus dem Blutstrom entfernt oder wandern nach kurzer
Zirkulation im Blut ins periphere Gewebe, wo sie anschliefend zu Makrophagen
ausdifferenzieren. Weiterhin gibt es Makrophagen, die bereits bei der
Dottersackbildung wahrend der Embryogenese in die sich bildenden Gewebe
einwandern und dort verbleiben. Ihre Bezeichnung richtet sich dabei nach ihrem
Aufenthaltsort. So kommen sie z. b. im Knochen als Osteoklasten, in der Leber als
Kupferzellen, in der Lunge als Alveolarmakrophagen, oder im Gehirn als Mikroglia vor.
Grundsatzlich befinden sich in allen Geweben Makrophagen, die meisten jedoch an
fur Infektionen besonders empfanglichen Stellen wie Lunge oder Darm. Die Funktion
der Makrophagen besteht ebenfalls in der Phagozytose von Pathogenen sowie in der
Regulation der Entzindungsreaktion bei erfolgter Infektion. Mithilfe der PRRs wird das
Pathogen erkannt, von der Zellmembran des Makrophagen umschlossen und
internalisiert. Dieses Stadium wird als Phagosom bezeichnet. Anschlie3end



verschmilzt das Phagosom mit den zytoplasmatischen Lysosomen zum
Phagolysosom. Hier werden durch die Stickstoff-Synthetase (iNOS) Stickstoffradikale
und durch die Aktivierung des NADPH-Oxidase-Komplexes reaktive Sauerstoffspezies
erzeugt, die einerseits das intrazellulare Pathogen angreifen und andererseits auch
nach extrazellular abgegeben werden. Man spricht in dieser Phase auch vom
Respiratory Burst. Die aus dem Lysosom stammenden Lysozyme, Hydrolasen und
Defensine bauen das aufgenommene Pathogen enzymatisch ab. Im Gegensatz zu den
eher kurzlebigen neutrophilen Granulozyten (berleben Makrophagen die
Phagozytose. Die entstehenden Peptide von bakteriellen Proteinen werden
anschliellend mittels MHC-II-Rezeptoren an der Zelloberflache prasentiert, um das
spezifische Immunsystem zu aktivieren. Insbesondere die Interaktion der
antigenprasentierenden MHC-II-Rezeptoren mit TH1-Zellen fuhrt rickwirkend zu einer
verstarkten Hydrolysefahigkeit der Makrophagen (Alberts 2011, Rigby und DelLeo
2012, DelLeo et al. 2009). Wahrend des gesamten Prozesses kommt es gleichzeitig
zur Freisetzung pro- und antiinflammatorischer Zytokine. Dadurch koénnen
Makrophagen die Entzindungsreaktion auf Erreger initiieren und auch regulieren.
Mittels sezernierter Chemokine kdnnen auch weitere Immunzellen wie Granulozyten
und dendritische Zellen zum Entzindungsherd rekrutiert werden, wodurch die
Entzindungsreaktion verstarkt wird (Fournier und Philpott 2005, Fournier 2012, Sagy
et al. 2013).

Neben den Gewebemakrophagen existieren auch Tumor-assoziierte Makrophagen
(TAMs) mit Uberwiegend anti-inflammatorischen Eigenschaften. Sie kommen in der
Umgebung solider Tumoren vor und begunstigen durch Suppression anderer
Immunzellen dessen Wachstum und Ausbreitung sowie durch Sekretion von VEGF die
Angiogenese. TAMs haben dadurch groRen Anteil an karzinombedingten
Entziindungsreaktionen und der Metastasenbildung (Komohara et al. 2016).

3.4 Phasen der Makrophagenantwort

Ob die Immunreaktion durch Makrophagen in Richtung Pro- oder Antiinflammation
gelenkt wird, hangt maflgeblich vom Stimulus und ihrer Aktivierung ab. Erste Studien
hierzu fuhrten Mackaness et al. bereits im Jahr 1964 durch. Hierbei wurde beobachtet,
dass der Kontakt von Mausen zu verschiedenen Erregern Veranderungen in der
Makrophagenaktivitat fuhrt, welche wiederum die Resistenzgegentber der Erreger
beinflusste. Diese Aktivierung hangt von spezifischen Wachstumsfaktoren, ihren
Rezeptoren, Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren ab (Gordon und Martinez
2010). Dabei sind bis heute noch viele wirtseigene Faktoren, die die Genexpression in
Makrophagen  regulieren, unbekannt. Eine zentrale Rolle in der
Makrophagenaktivierung konnte bis jetzt den IFNy-, IL-4- und IL-13-Signalwegen
nachgewiesen werden (Gordon und Martinez, 2010). IFNy wird insbesondere im
Rahmen der Typ-I-Immunreaktion von TH1-Lymphozyten und natirlichen Killerzellen
freigesetzt. Dadurch wird in Verbindung mit LPS und dem Granulocyte-Macrophage-
Colony-Stimulating-Factor (GM-CSF) eine proinflammatorische Immunreaktion
hervorgerufen, die als klassische Makrophagenaktivierung bezeichnet wird. Diese
klassisch aktivierten Makrophagen produzieren zahlreiche proinflammatorische
Zytokine wie IL-1p3, IL-6, IL-12 und TNFa und zeichnen sich durch ausgepragte iNOS-
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Aktivitat sowie der verstarkten Fahigkeit zur Antigenprasentation durch MHC-II-
Rezeptoren aus (Biswas und Mantovani 2010, Lawrence und Natoli 2011).

Auch bei Kontakt zu IL-4 oder IL-13, welche vorwiegend von TH2-Lymphozyten
sezerniert werden, zeigen Makrophagen eine Aktivierung. Diese wird jedoch eher als
antiinflammatorisch  interpretiert, sodass diese Reaktion als alternative
Makrophagenaktivierung bezeichnet wird (Goerdt et al. 1999). Neben IL-4 und IL-13
ist der alternative Phanotyp auch durch IL-10, Glucocorticoide, Macrophage-Colony-
Stimulating-Factor (M-CSF), Prostaglandin E oder Vitamin D3 induzierbar (Mantovani
et al. 2004). Alternativ aktivierte Makrophagen exprimieren zahlreiche Rezeptoren mit
hoher Spezifitat fur kérperfremde Substanzen wie z. B. den Makrophagen-Mannose-
Rezeptor (Stein et al. 1992), den B-Glucanrezeptor (Mosser und Handman 1992), oder
den Scavenger-Rezeptor-l (Geng und Hansson 1992). Obwohl dadurch ein breites
Spektrum der Antigenerkennung gewahrleistet wird, kommt es bei diesem Phanotyp
nicht zur vermehrten Abtétung von Pathogenen. Dies ist v.a. auf die verminderte
Bildung von Stickstoffradikalen zurtickzufihren, da die verstarkt exprimierte Arginase
der NO-Synthase das Substrat L-Arginin streitig macht (Munder et al. 1998). Durch
Sekretion antiinflammatorischer Mediatoren wie IL-10 oder PGE2 kénnen alternativ
aktivierte Makrophagen antiinflammatorische Effekte auf andere Zellen des
Immunsystems Ubertragen (Goerdt et al. 1999).

Bei dem historischen Verstandnis der klassischen und alternativen
Makrophagenaktivierung handelt es sich um zwei Extreme, die so in der Realitat
wahrscheinlich nie zu sehen sind. Viel mehr existiert zwischen diesen Extremen ein
breites Spektrum an mdglichen Phanotypen mit flieRenden Ubergangen (Mosser und
Endwards 2008, Martinez und Gordon 2014). Dennoch setzte sich seit 2000 die von
Mills et al. vorgeschlagene Nomenklatur der M1- und M2-Polarisation durch. Diese
Nomenklatur wurde urspriinglich durch die Expression von IL-12 (M1) bzw. IL-10 (M2)
definiert. Seitdem bezeichnet die M1-Polarisation klassisch aktivierte Makrophagen
und die M2-Polarisation alternativ aktivierte Makrophagen. Wahrend die Elimination
korperfremder  Substanzen oder Pathogene eher durch M1-polarisierte
Gewebemakrophagen erfolgt, wurden vermehrt M2-polarisierte Makrophagen nach
uberstandener Entzindungsreaktion oder unter den Tumor-assoziierten Makrophagen
beschrieben (Komohara et al. 2016).

3.4.1 Proinflammationsreaktion von Makrophagen

Die Einleitung der Immunantwort erfolgt Uber die Erkennung von PAMPs und DAMPs
(danger-associated molecular patterns) durch die Zellen des angeborenen
Immunsystems. Dabei handelt es sich um Bestandteile der Pathogene wie z. B.
Lipoproteine bzw. -peptide, virale Doppelstrang-DNA, Peptidoglykane, Flagellin oder
Teichonsauren. Der bekannteste Vertreter hierunter ist LPS (Lipopolysaccharide),
welches in der aulReren Membran gramnegativer Bakterien vorkommt. Die
Hauptkomponente der Zellwand grampositiver Bakterien sind jedoch Peptidoglykane
und Teichonsauren. Letztere wurden erstmals auf der Oberflache von S. aureus
beschrieben (James and Brewer 1968) und werden in Lipoteichon- (LTA) und
Wandteichonsauren (WTA) unterteilt. Diese Molekule werden an der Oberflache von
Immunzellen durch PRRs erkannt (Janeway 1989). Eine wichtige Subgruppe dieser
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PRRs sind die Toll-like-Rezeptoren (TLRs). Rezeptoren der TLR-Familie sind Typ-1-
Transmembranproteine mit extrazellularer ligandenbindender Domane. TLR 1, 2, 4, 5,
6 und 10 befinden sich dabei in der Plasmamembran, TLR 3, 7, 8 und 9 in Endosomen
oder Endolysosomen.

Teichonsauren von S. aureus oder S. pneumoniae werden von TLR2 erkannt
(Schroder et al. 2003). Die Signalkaskade von TLR2 fuhrt zu einer Translokation von
NF-kB in den Zellkern und dadurch zur gesteigerten Expression proinflammatorischer
Zytokine. Weiterhin konnen TLRs Heterodimere mit sich selbst und anderen
Oberflachenproteinen bilden. Hierzu zahlen u.a. TLR2/TLR1 und TLR2/TLR6
Heterodimere (Kang et al. 2009). Der Kontakt von Oberflachenstrukturen
grampositiver Erreger zu den TLR2-Korezeptoren CD14 oder CD36 zu fuhrt zur
Rekrutierung von TLR2 und TLRG6 (Nilsen et al. 2008). CD36 kommt hierbei als Sensor
fur Diacylglyceride eine entscheidende Rolle zu, da es dadurch Uber den TLR2/6-Weg
die Phagozytose grampositiver Erreger induziert (Hoebe et al. 2005). Das durch
PAMPs aktivierte TLR2/6-Heterodimer induziert Uber die MyD-88-Signalkaskade die
Translokation von NF-kB in den Zellkern und damit die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine (Jin et al. 2007, Kang et al. 2009).

3.4.2 Resolution der Entziindungsreaktion und Toleranz am Beispiel der
Makrophagen

Als  Schutzmechanismus vor andauernder Gewebeschadigung wird die
Entzindungsreaktionen, induziert durch Makrophagen, hauptsachlich durch
Herunterregulierung der TLR-Signalwege inhibiert. Aber auch genregulatorische
Veranderungen wie z. B. Histonmodifikationen und NFkB-Heterodimerisierungen
spielen bei der Abschwachung der Entzindungsreaktion eine Rolle. Dadurch sind die
Zellen nach initialer Proinflammationsreaktion nicht mehr in der Lage, adaquat auf
sekundare Pathogene oder Stimuli zu reagieren. Diese Anpassungsreaktion des
Korpers wird historisch bedingt als Endotoxintoleranz bezeichnet (Biswas und Lopez-
Collazo 2009), da die Toleranz auf Zweitstimulierung zunachst bei LPS-vermittelter
Erstaktivierung gezeigt wurde. Bei Zweitkontakt zu Endotoxinen zeigen tolerante
Monozyten oder Makrophagen nun eine Herunterregulierung der Expression
proinflammatorischer Gene wie Zytokinen und Chemokinen (Medvedev, Kopydlowski
und Vogel 2000) bei zum Teil gesteigerter Expression antiinflammatorischer
Mediatoren (vgl. Abb. 3.1). Daraufhin wurden Gene in tolerisierbare (T-Gene) und
nicht-tolerisierbare (NT-Gene) unterteilt (Foster et al. 2007). Dabei gelten Gene, die in
toleranten Zellen nicht stark exprimiert sind und auch nicht reaktiviert werden konnen,
als T-Gene. NT-Gene werden dagegen trotz Toleranz exprimiert oder sind durch
Stimulationen reaktivierbar. Zu den T-Genen gehdren v.a. proinflammatorische Gene
wie TNFa, IL-6, IL-18 oder CCL20, wahrend die Klasse der NT-Gene v.a.
antimikrobielle Gene wie MARCO, COX-2, PTGES oder CXCLS5 enthalt. Makrophagen
sind somit in der Phase der Toleranz nicht mehr zur Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-a oder IL-6 fahig und dadurch auch nicht mehr in der Lage die
Proinflammation weiter zu verstarken bzw. aufrechtzuerhalten (Foster und Medzhitov
2009).
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Abb. 3.1 Vergleich von naiven mit toleranten Makrophagen beziiglich der Expression
von T- und NT-Genen nach LPS-Stimulation: Naive Makrophagen rekrutieren nach LPS-
Stimulation  Transkriptionsfaktoren fir T- und NT-Gene und fihren Uber z.B.
Histonacetylierung sowohl zur Expression proinflammatorischer Zytokine als auch zur
Expression antimikrobieller Peptide. In toleranten Makrophagen liegen die Promotoren fir T-
Gene im deacetylierten Zustand vor und kénnen dadurch nicht aktiviert werden. Abb. nach S.
L. Foster und R. Medzhitov, 2009.

3.4.3 Toleranz am Beispiel Sepsis

Sepsis bezeichnet eine lebensbedrohliche systemische Immunreaktion, die durch eine
Infektion mit Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten hervorgerufen wird. Die Mehrheit
der Infektionen (62%) wird dabei durch gramnegative Bakterien wie E. coli,
Pseudomonas aeruginosa oder Klebsiella pneumoniae verursacht, aber auch
grampositive Kokken wie S. aureus oder S.pneumoniae werden haufig nachgewiesen
(35%) (Opota et al. 2015). Wahrend der Erkrankung werden verschiedene
Uberlappende Reaktionen des angeborenen und erworbenen Immunsystems
beobachtet. Der Krankheitsverlauf kann in 3 Phasen eingeteilt werden (Abb. 1):
Zunachst kommt es zu einer frihen systemischen Immunreaktion mit Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-6 oder IL-1 aus Immunzellen und zur
Suppression antiinflammatorischer Mediatoren. Auf diese frihe proinflammatorische
Phase folgt die Freisetzung antientzindlicher Mediatoren, sodass sowohl pro- als auch
antiinflammatorische Signalkaskaden aktiviert werden. Die gesteigerte fortlaufende
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Freisetzung antiinflammatorischer Mediatoren fuhrt dann letztendlich zu einer
Dysregulation des Immunsystems (Monneret et al. 2004, Biswas und Lopez-Collazo
2009), was in Abb. 3.2 dargestellt ist. In dieser Phase ist der Korper nicht mehr in der
Lage adaquat auf Pathogene zu reagieren. Die Mehrzahl der Patienten Ubersteht die
frihe proinflammatorische Phase und gelangt unweigerlich in die Phase der
Dysregulation oder Immunsuppression, da diese fur den Kérper notwendig ist um die
Entzindungsreaktion zu bremsen. Trotz Maximalbehandlung sterben immer noch 30-
50% der Patienten an den Folgen der Erkrankung (Shankar-Hari et al. 2016).

h

Proinflammation

Homodostase f - - - - - — N" _ _ ___ _ _ _ _ _ _ _ = Genesung

-

. i Intervention
Antiinflammation

Immun-
aktivierung

Immunsuppression Tod

Zeit (d)

Abb. 3.2: Systemische Immunreaktion des Korpers bei Sepsis: Direkt nach
Pathogenkontakt kommt es durch systemische Freisetzung proinflammatorischer und
antiinflammatorischer Zytokine, wobei zunachst die proinflammatorischen wie TNF-a, IL-6
oder IL-1 Uberwiegen und zur Phase der Hyperinflammation fuhren. Daraufhin folgt eine
zwischenzeitliche Phase der immunologischen Homdostase, in der die Expression pro- und
antiinflammatorischer Mediatoren ausgeglichen ist. Schafft man es nicht, Sepsispatienten in
dieser Phase zu stabilisieren, kommt es zur unkontrollierten Freisetzung antiinflammatorischer
Mediatoren. Diese immunsuppressive Phase ist durch hohe Mortalitdt gekennzeichnet, da ein
weiterer bzw. wiederholter Pathogenkontakt nicht effektiv abgewehrt werden kann. Abb. nach
Das et al. 2014.

3.5 Interleukin-37

3.5.1 Entdeckung und Wirkung

Interleukin-37 (IL-37) ist ein Mitglied der IL-1-Familie (urspringlich IL-1F7) und wurde
im Jahr 2000 von 3 unabhangigen Gruppen in silico entdeckt (Kumar et al. 2000,
Busfield et al. 2000, Pan et al. 2000). 1-2 Jahre spater konnte es u. a. in humanen
Monozyten (Bufler et al. 2002), Gewebsmakrophagen und dendritischen Zellen (Pan
et al. 2001) nachgewiesen werden. Weiterhin erfolgte der immunhistochemische
Nachweis in Synovialzellen, tonsillaren B-Zellen, Plasmazellen, neoplastischen Zellen
sowie in Epithelzellen der Haut, der Niere und des Darmes. Dabei wird IL-37 nicht
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kontinuierlich exprimiert, sondern durch TLR-Aktivierung oder erhohte IL-13- und TGF-
B-Aktivitat verstarkt exprimiert und freigesetzt (Nold et al. 2010). AuRerdem wurde eine
verstarkte IL-37-Freisetzung in humanen Keratinozyten durch Beta-Defensin-3
(Smithrithee et al. 2015) wund in humanen Alveolarepithelzellen durch
Lipoarabinomannan — freigesetzt von Mycobacterium tuberculosis — Uber gesteigerte
ERK1/2- und p38-Aktivitat (Huang et al. 2015) beschrieben. Die Expression des
Proteins in humanen Monozyten ist allerdings auch wahrend proinflammatorischer
Prozesse sehr gering. Seine Konzentration liegt bei 10-20 pg auf eine Million Zellen
(Dinarello et al. 2016). Trotz Konzentrationen im picomolaren Bereich zeigt
rekombinantes IL-37 in M1-differenzierten humanen Blutmakrophagen starke
antiinflammatorische Effekte: Infolge einer LPS-Stimulation kommt es bei
gleichzeitigem Vorhandensein von IL-37 zu einer reduzierten IL-1B-, IL-6- und TNFa-
Produktion und Freisetzung. Diese Beobachtungen bestatigten sich durch eine
verminderte Plasmakonzentration dieser Zytokine in IL-37-transgenen Mausen nach
LPS-Kontakt (Li et al. 2015). Die Verabreichung von bis zu 1 ug rekombinantem IL-37
zeigte an Wildtyp-Mausen ebenfalls eine Verringerung der Neutrophileninvasion in die
Lungen bei induzierter Aspergillose (Moretti et al. 2014), eine verminderte
Monozyteninfiltration ins Myokard nach einem Herzinfarkt (Wu et al. 2014) sowie eine
abgeschwachte allergische Reaktion der Atemwege nach Antigenkontakt (Lunding et
al. 2015). Weitere bislang beschriebene Effekte von verabreichtem rekombinantem
humanem IL-37 in der Maus sind in Tabelle 3.2 beschrieben.

Tabelle 3.2: Effekte von rekombinantem IL-37 in Wildtyp-Mausen

Krankheitsmodell Effekt bzw. Funktion Quelle

Endotoxamie - verminderte Proinflammation Nold-Petry et
verminderte Zytokinexpression al. 2015

Akute Pneumonie - verminderte Moretti et al.
Neutrophilenmigration 2014

verminderte IL-1B-Expression
gesteigerte IL-10-Expression

Rickenmarksverletzung - verminderte Zytokinexpression Coll-Mir¢ et al.
gesteigerte Mobilitat 2016

Hepatische Ischamie - verminderte Proinflammation Sakai et al,
verminderte Zytokinexpression 2012

Metabolisches Syndrom

verminderte Zytokinexpression
verminderte Insulinresistenz

Ballak et al.
2015

Rheumatoide Arthritis

verminderte Zytokinexpression
verminderte
Neutrophilenmigration

Cavalli et al.
2016

Asthma bronchiale

verminderte Zytokinexpression
verminderter
Atemwegswiderstand

Lunding et al.
2015
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Myokardinfarkt - kleineres Infarktgebiet Wu et al. 2014
bessere Herzfunktion

Xu et al. 2015
Renale Ischamie - verminderte Proinflammation Yang et al
verminderte Zytokinexpression 2015

bessere Nierenfunktion

3.5.2 Synthese, Aktivierung und intrazellulare Effekte von IL-37

Es existieren 5 Isoformen des Proteins (IL-37 A-E), wobei die genauen Funktionen der
einzelnen Isoformen bislang unbekannt sind. Das Genom der Maus enthalt keine fur
IL-37 homologe Gensequenz. Das humane IL-37-Gen beinhaltet 6 Exons, wobei nur
die Isoformen A, B und D die Exons 4, 5 und 6 enthalten. Die ersten 3 Exons werden
durch Proteasen abgespalten. Exon 1 von IL-37B besitzt hierflr eine Schnittstelle fur
Caspase-1, wodurch rekombinantes IL-37B in aktives IL-37B Uberfuhrt wird (Kumar et
al. 2002). Die Aktivitat der Formen C, D und E ist bislang unbekannt. Das Gen fur IL-
37 ist innerhalb der IL-1-Gruppe auf Chromosom 2q12-13 lokalisiert. Durch die Nahe
zu Regulatorregionen von IL-1a und IL-1B8 wird IL-37 in humanen Monozyten und
Makrophagen unter LPS-Stimulation simultan mit diesen Zytokinen parallel
koexprimiert (Sharaf et al. 2014). IL-37 wird zumeist in den meisten Zelltypen
konstitutiv in geringen Mengen exprimiert, wahrend eine Aktivierung von Makrophagen
eine Stabilisierung der mMRNA und dadurch eine gréRere Menge an mRNA und Protein
bewirkt.

Fur die Freisetzung von IL-37 existieren, wie fur die IL-1-Familie Ublich, keine
spezifischen Signalpeptide. Der inaktive Vorlaufer des IL-37B wird intrazellular nach
TLR- oder IL-1-Aktivierung exprimiert. Intrazellular wird das Vorlauferprotein mittels
Caspase-1 in die aktive Form Uberfuhrt. Weiterhin wurde ein intrazellularer Komplex
aus aktivem IL-37 und Smad3 beschrieben (Grimsby et al. 2004). Man vermutet, dass
diese Interaktion den Transport von SMAD3 in den Zellkern moduliert und bei der
Regulation der SMAD3-abhangigen Transkription eine Rolle spielt und vor allem
immunsuppressive Wirkung aufweist.

3.5.3 Extrazellulare Wirkmechanismen von IL-37

Der IL-37-Vorlaufer sowie reifes IL-37 konnten mittels Western Blot extrazellular in
Uberstdnden humaner Monozyten nachgewiesen werden (Bulau et al. 2014). Eine
durch ATP-Gabe gesteigerte Caspase-1-Aktivitat flhrte zwar zur gesteigerten
Freisetzung des IL-37-Vorlaufers, erhdhte jedoch nicht den extrazellularen Anteil an
geschnittenem IL-37. Folglich geht man davon aus, dass bislang unbekannte
Proteasen fur die extrazellulare Aktivierung des IL-37-Vorlaufers sorgen. Die
Blutkonzentration des Proteins ist mit < 100 pg/ml im gesunden Menschen zwar
aulerst gering, findet sich jedoch erhdht in Krankheitsfallen, wie z. B. bei rheumatoider
Arthritis (Zhao et al. 2014) oder Lupus (Ye et al. 2014).

Die ersten Hinweise, dass extrazellulares IL-37 Entzindungsreaktionen abschwacht
gab es bereits 2002. Hier wurde gezeigt, dass eine humane NK-4-Zelllinie bei
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Stimulation mit IL-18 unter Anwesenheit von IL-37 nur reduziert IFNy exprimiert (Bufler
et al. 2002). Fur gewohnlich bindet IL-18 an IL-18Ra, woraufhin die Beta-Kette des IL-
18-Rezeptors (IL-18Rp) rekrutiert wird. Infolge dessen nahern sich die intrazellularen
Rezeptordomanen (= TIR) des IL-18-Rezeptors an und binden MyD88. Dadurch wird
eine proinflammatorische Signaltransduktion eingeleitet (Tsutsumi et al. 2014). Die
Bindung von IL-37 an IL-18Ra wurde anhand Immunfluoreszenz, Immunprazipitation,
Foerster-Resonance-Energy-Transfer (FRET) und Proximity-Ligation-Assay (PLA)
demonstriert (Nold-Petry et al. 2015). Wenn nun IL-37 anstatt IL-18 an IL-18Ra bindet,
wird anstelle der B-Kette der Single-lg-IL-1-related Receptor (= SIGIRR = IL1R8)
rekrutiert. Die durch SIGIRR veranderte TIR-Domane (=TIRb) beinhaltet spezielle
Aminosauren, die die Affinitat zu MyD88 erhdhen. Durch die vermehrte MyD88-
Bindung an TIRb wird die intrazellulare Interaktion mit der TIR-Domane von IL-18Ra
gehemmt. Dies fuhrt wiederum zu einem abgeschwachten MyD88 Aktivierungssignal
(Gong et al. 2010). Der Komplex aus IL-37, IL18-Ra und SIGIRR wurde mittels
Bioluminescence-Resonance-Energy-Transfer (BRET) und GSD-Mikroskopie
nachgewiesen (Nold-Petry et al. 2015). Proteomische und transkriptomische
Untersuchungen zeigten letztendlich, dass die Signalkaskade des IL-37 Uber mehrere
Zwischenschritte den Transkriptionsfaktor NF-kB inhibiert (Nold-Petry et al. 2015).

Weiterhin stellte man sowohl in humanen als auch in hulL37-transfizierten
Mausmakrophagen fest, dass LPS und IL-1B-induzierte Zytokine unter Anwesenheit
von IL-37 supprimiert werden (Sharma et al. 2008, Nold et al. 2010, Nold-Petry et al.
2015). Gleichzeitig wiesen humane Monozyten ohne IL-37 eine gesteigerte Expression
von TNFa, IL-1a, IL-1B, IL-6, G-CSF und GM-CSF auf (Nold et al. 2010, Nold-Petry et
al. 2015). Ahnliche Ergebnisse =zeigten Versuche an der humanen
Makrophagenzelllinie THP-1. Der lentivirale Abbau von Smad3 fiuhrte sowohl in vitro
als auch in vivo zur teilweisen Aufhebung der IL-37-abhangigen Immunsuppression
(Nold et al. 2010).

3.5.4 Die Rolle von IL-37 bei S. pneumoniae- und S. aureus-Infektionen

Zur Wirkung von IL-37 wahrend bakterieller Infektionen gibt es bislang auf3erst wenige
Daten. In unserer Arbeitsgruppe konnte kurzlich am Mausmodell gezeigt werden, dass
IL-37 fur den Krankheitsverlauf der Pneumokokken-Pneumonie nachteilig zu sein
scheint. Die IL-37-transgenen Mause zeigten eine erhdhte bakterielle Belastung im
Lungengewebe und in der bronchoalveolaren Lavage (BAL), begleitet von einem
massiven Einstrom von Alveolarmakrophagen und neutrophilen Granulozyten in die
entzindeten Lungenbereiche. Zudem zeichneten sich im Vergleich zu dem
Lungengewebe von WT-Mausen verstarkt nekrotische Bereiche im Lungenparenchym
der IL-37tg-Mause ab. Weiterhin zeigte sich in der frilhen Phase der Infektion in Lunge
und Blut der IL-37tg-Mause eine Reduktion der pro-inflammatorischen
Entzindungsmediatoren, wahrend im weiteren Verlauf bei den IL-37tg-Mausen zu
einem starken Anstieg der pro-inflammatorischen Immunreaktionen kam (Schauer at
al. 2018). Insgesamt scheint IL-37 im murinen Pneumokokken-Infektsmodell die
korpereigene Abwehr eher negativ zu beeinflussen, was zu einer starkeren initialen
Ausbreitung der Bakterien und zu erhohter Letalitat fihrt. Zu Infektionen mit S. aureus
existieren bislang keine vergleichbaren Daten.
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4 ZIELE DER ARBEIT

IL-37 ist ein Protein der IL-1-Familie, das in den letzten 20 Jahren zunehmend
charakterisiert werden konnte. In Makrophagen und anderen Immunzellen wird es
nach Kontakt dieser Zellen zu TLR-Agonisten wie MALP-2 und LPS verstarkt
exprimiert (Dinarello et al. 2016). Dabei zeigt es vorwiegend antiinflammatorische bzw.
immunsupressive Eigenschaften. Die Mehrzahl der Studien fokussierte sich auf die
Rolle von IL-37 bei Erkrankungen, die mit entzundlichen Prozessen und
Autoimmunprozessen einhergehen (Teng et al. 2014, Ye et al. 2015, Ye et al. 2014,
McNamee et al. 2011, Sakai et al. 2012, Ballak et al. 2014, Nold et al. 2010, Lunding
et al. 2015, Xu et al. 2015, Wu et al. 2013, Coll-Miro et al. 2016, Zeng et al. 2017). Der
Einfluss von IL-37 bei bakteriellen Infektionen wurde hingegen eher sparlich untersucht
(Moretti et al. 2014, van de Veerdonk et al. 2014, Huang et al. 2015, Zhao et al. 2017,
Schauer et al. 2018).

Infektionen durch S. pneumoniae und S. aureus gehdren zu den haufigsten
Krankheitsbildern in der Medizin. Insbesondere die systemische Ausbreitung der
Erreger - auch Sepsis genannt - stellt eine gro3e Herausforderung dar und ist deshalb
Gegenstand zahlreicher Studien. Nach den Erkenntnissen des letzten Jahrzehnts wirkt
sich das Phanomen der Endotoxintoleranz maRgeblich auf die Uberlebensraten von
Sepsispatienten aus (Hotchkiss et al., 2013). Hierbei verfallt der Organismus nach
einer initial starken Immunreaktion in einen Zustand der Immundysregulation oder
Immunparalyse - auch toleranter Zustand genannt. Die Ursache hierflr ist am ehesten
auf eine verminderte bzw. veranderte Monozyten- und Makrophagenaktivierbarkeit
zurtckzufihren (Biswas und Lopez-Callazo, 2009). Der tolerante Zustand konnte in
verschiedenen Studien durch wiederholte Stimulationen mit LPS oder MALP-2 gezeigt
werden. Zur Toleranzinduktion in Makrophagen durch vitale S. pneumoniae oder S.
aureus gibt es bislang keine Daten.

Da sowohl IL-37 als auch der tolerante Zustand der Makrophagen durch die TLR-
Agonisten LPS und MALP-2 bei Erststimulierung induziert werden kénnen, ist eine
Funktion von IL-37 als Mediator der Immunsuppression bzw. des toleranten Zustands
von Makrophagen denkbar. Diesbezuglich soll im Rahmen dieser Arbeit untersucht
werden, ob:

1) IL-37 nach Stimulation mit S. pneumoniae oder S. aureus vermehrt in
Makrophagen exprimiert wird.

2) die IL-37-Expression einen Einfluss auf die durch S. pneumoniae oder S.
aureus induzierte Proinflammation von Makrophagen hat.

3) der tolerante Zustand der Makrophagen durch Stimulation mit S. pneumoniae
oder S. aureus induziert werden kann.

4) IL-37 einen Einfluss auf das Expressionsmuster von aktivierten Makrophagen
im toleranten Zustand hat.
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5 METHODIK

5.1 Gerate und Materialien

5.1.1 Laborgerate

Tabelle 5.1: Laborgerate, deren Bezeichnung und Herstellung

Gerat Bezeichnung Hersteller
Durchfluss-Zytometer | Attune™ Auto Sampler Applied Biosystems®, USA
Elektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories,

Deutschland

Heizschuttler

Thermomixer Compact

Eppendorf, Deutschland

Inkubator Galaxy 170S New Brunswick, Deutschland
Kuhlschrank 4°C Medline Liebherr, Deutschland
Kuhlschrank -20°C

Kuhlschrank -80°C U725 innova New Brunswick Scientific, USA

Labor-Feinwaage

Kern EWB 620-2M

AZ124

Kern &
Deutschland

Sohn GmbH,

Sartorius AG, Deutschland

Lichtmikroskop

Primo Vert

Carl Zeiss
Deutschland

Microscopy,

Mikrotiterplater- TECAN Infinite® M200 TECAN, Schweiz
Photometer
Mikrowelle Typ 7849 Severin, Deutschland

Multi-Imaging-System

Fusion FX7™

PEQIlab, Deutschland

OD-Messgerat

BioPhotometer plus

Eppendorf, Deutschland

PCR Thermocycler: MJ Mini Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories,
S1000™ Thermal Cycler | Deutschiand
T100™ Thermal Cycler
pH-Meter Seven Compact Mettler Toledo AG, USA
Pipetboy INTEGRA Biosciences,
Deutschland
Pipetten Research plus Eppendorf, Deutschland

19




Pipettierroboter

CAS-1200

Qiagen, Deutschland

gPCR Thermocycler

Corbett-Rotor Gene 6000

Qiagen, Deutschland

Schuttler

Incubator Shaker Series

New Brunswick Scientific, USA

Sequenzierer

lon Chef System

ThermoFisher Scientific, USA

Proton Semiconductor

Sequencer
Spektrophotometer NanoDrop 1000 Thermo Scientific, USA
Sterilbank Maxisafe 2020 Thermo Scientific, USA
Stickstofftank Biosafe Control 8 Cryotherm GmbH & Co. KG,

Deutschland

Tank-Blot-System

Mini PROTEAN® ||

Bio-Rad
Deutschland

Laboratories,

Ultraviolet Crosslinker

UVC 500

Amersham, Biosciences, GE
Healthcare Europa GmbH,
Deutschland

Vortexer Vortex Genius 3 IKA®, Deutschland
Wasserbad TW 20 Julabo, Deutschland
Zentrifugen Typ 5810 R (Kuhlfunktion) | Eppendorf, Deutschland

Typ 5804 R

Typ 5415

Typ 5418 R (Kuhlfunktion) | neoLab, Deutschland

Minizentrifuge D-6015

MiniSpin

5.1.2 Verbrauchsmaterielien

Tabelle 5.2: Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller

Material Hersteller
Zellschaber (Corning® Costar® Cell Lifter) | Corning, USA
ZK-Platten Corning, USA

Filterspitzen, TipOne®

STARLAB, Deutschland

Pasteurpipetten

Sarstedt AG & Co., Deutschland

Corning® Costar® 6-well Zellkultur-Platten

Sigma-Aldrich, USA

Gefrierrohrchen (CryoTube ™)

Thermo Fisher Scientific, USA
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Reservoire

VWR International, USA

Handschuhe

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Nitrozellulose Membran

Thermo Fisher Scientific, USA

Whatman Filter

Einwegkulvetten

Sarstedt, Deutschland

Sterilium Virugard

VWR International, USA

Korsolin (Korsolex® basic)

BODE Chemie GmbH, Deutschland

FACS-Ro6hrchen

BD Biosciences

Neubauer-Zahlkammer

Roth, Deutschland

Columbia Blutagar

BD Biosciences

Reaktionsgefale

Eppendorf

Agencourt AMPure XP

Beckman Coulter, USA

EtOH [70 %]

Nordbrand
Deutschland

Nordhausen GmbH,

Tris-EDTA Pufferlésung

Sigma-Aldrich, Schweiz

Magnetplatte

Ambion®, Thermo Fisher Scientific,

USA

5.1.3 Kits und Assays

Tabelle 5.3: Genutzte Kits und deren Hersteller

Kit Hersteller Verwendung
Innuprep RNA Mini Kit Analytik Jena, Deutschland | RNA-Isolation
ELISA Kits eBioscience ELISA
Cytotoxicity Detection Kit | Roche LDH Assay

lon AmpliSeq™ Library Kit | Thermo Fisher Scientific RNA-AmpliSeq
2.0,

lon Library TagMan™

Quantitation Kit

Fast SYBR®  Green | Bioline gPCR

Master Mix

BCA-Assay Pierce Proteinbestimmung
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High  capacity
Reverse Transcription Kit

cDNA | Applied Biosystems

RT-PCR

Plasmid Plus Midi Kit

Qiagen

DNA-Isolation

5.1.4 Software und Datenbanken

Tabelle 5.4: Verwendete Software und Online-Datenbanken

Software Hersteller
Endnote Thomson Reuters
Microsoft Office 2016 Microsoft

Prism 5.0 Graphpad
Photoshop 6.0 Adobe

Rotor-Gene Q Series 2.0.2

Datenbank

Ensembl Genome Browser

Primer-Blast

Pubmed

5.1.5 Puffer und Losungen

Tabelle 5.5: Verwendete Puffer und deren Zusammensetzung

(Western Blot)

Puffer / Losung Komponenten

HBSM 150 mM NaCl
5 mM MgCl2
20 mM Hepes
pH 7,2

Lyse Puffer HBSM

1% Triton TX-100
1% Protease Inhibitor Cocktail

1% PMSF

5x Probenpuffer
(Western Blot)

12,5% SDS
50% Glycerin
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0,015% Bromphenolblau

0,3 M Tris-HCI
pH 6,8
10x TBS (Tris
buffered saline) 15 M NaCl
0,1 M Tris
pH 7,5
TBS-T TBS + 0,1% Tween
Blockpuffer 1x TBS + 5% Milchpulver

(Western Blot)

10x Transferpuffer | 0,2 M Tris

(Fertiglosung) 1,5 M Glycin

Transferpuffer 1x Transferpuffer + 10% Ethanol
(Gebrauch)

1x Ponceau S destilliertes Wasser

2 % (w/v) Ponceau S
30 % (v/v) Trichloressigsaure (TCA)
30 % (v/v) Sulfosalicylsaure

Fertiges Produkt Sigma Aldrich

ELISA PBS + 1% Tween
Waschpuffer
TAE-Puffer 0,04 M Tris-HCI

(Tris-Acetat-EDTA) o
2% Essigsaure

2 mM EDTA
pH 8,5

SOC-Medium Auf 11 destilliertes Wasser
20g Pepton

5g Hefextrakt

0,5g NaCl

186mg KCI
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0,5% Glucose

LB-Medium

Auf 11 destilliertes Wasser
10g Pepton

5g Hefextrakt

10g NaCl

(100mg Kanamycin)

LB-Agar

LB-Medium + 15g Agar
(100mg Kanamycin)
(50mg Ampicillin)

THY-Medium

Auf 11 destilliertes Wasser
30g Todd-Hewitt-Bouillon
5g Hefeextrakt

BHI-Medium
(Brain-Heart-
Infusion)

37g Bacto™ Fertigpulver

Auf 1] destilliertes Wasser

Bacto™ Brain
Heart Infusion

7,79 Kalbshirn
9,8g Rinderherz
10g Pepton

2g Dextrose

5g NaCl

2,5g Naz2HPO4

5.1.6 Antikorper

Tabelle 5.6: Verwendete Antikorper und deren Hersteller

Antikorper Hersteller Verwendung

anti IL-1H4 P. Bufler Western Blot 1:4000
Anti KC 14 Proteogenix SAS IP

Ziege anti Maus HRP Dianova GmbH Western Blot 1:5000
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5.2 Zellkultur

5.2.1 Zelllinie

Gegenstand aller Versuche waren RAW 264.7-Zellen. Hierbei handelt es sich um eine
Makrophagenzelllinie, die aus einem Tumor des murinen Leukamievirus mannlicher
Mause isoliert wurden. Die Zellen wurden erstmals von Raschke et al. Im Jahr 1976
beschrieben.

5.2.2 Kulturbedingungen

Die RAW 264.7-Zellen wurden auf Adhasionsplatten in DMEM mit 4 mM L-Glutamin,
10% Penicillin/Streptomycin und 10% FCS im Inkubator bei 37°C und 5% COz2 kultiviert
(Tab. 5.7). Zum Passagieren wurden die Zellen zunachst mithilfe von sterilen
Zellschabern vom Boden geldst und gut resuspendiert um Klumpen zu I6sen. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte manuell durch Zahlen mithilfe einer
Neubauerkammer. Zuvor wurden tote Zellen mit 0,1%igem Trypanblau gefarbt. Je
nach Bedarf wurden 500000 Zellen pro ml frischem Medium ausgesat.

Tabelle 5.7: Verwendete Medien fiir die Zellkultur

Medium oder Reagenzien Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), high Glucose, | Gibco
GlutaMAX™

Dulbecco’s PBS
Opti-MEM

Penicillin/Streptomycin

5.2.3 Kryokonservierung der RAW264.7-Zellen

Die RAW 264.7-Zellen wurden mithilfe von sterilen Zellschabern vom Boden geldst, in
ein Falcon Uberfuhrt und 5 Minuten bei 150g zentrifugiert. Altes Medium wurde
abgesaugt, anschlieRend wurde das Pellet in neuem Medium resuspendiert, welches
neben den regularen Medium-Komponenten zusatzlich 5% DMSO und 10% FCS
enthielt. Anschlielend wurden jeweils 2 Millionen Zellen pro ml in Gefrierrdhrchen
aliquotiert. Diese wurden zunachst fir 2 Tage bei -80°C langsam eingefroren bevor sie
in den Stickstofftank (-180°C) Uberfuhrt wurden.

5.2.4 Auftauen der RAW 264.7-Zellen

Nachdem das Nahrmedium auf 37°C vorgewarmt wurde, wurden die Kryoréhrchen in
den Handen oder im Wasserbad schnell erwarmt. Nach kurzer Resuspension wurde
der Inhalt der Gefrierrdhrchen in Falcons Uberfuhrt und dabei in das vorgewarmte
Medium (ca. 7 ml) gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen flr 6 Minuten bei 130g
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und damit das DMSO entfernt. Das
Pellet wurde in 5 ml Medium resuspendiert und die Zellen anschliel3end auf einer 6cm-
Adhasionsplatte ausplattiert.

5.3 Transfektion der RAW 264.7-Zellen

5.3.1 Der Vektor

Fir die Transfektion der RAW 264.7-Zellen mit dem humanen IL-37b wurde der Vektor
pIRES2-EGFP genutzt, welcher von M. Nold zur Verfliigung gestellt wurde. Er enthalt
die interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) des Encephalomyokarditisvirus (ECMV)
zwischen der Multiplen Cloning Site (MCS) und einer EGFP codierenden Region.
Zusatzlich wurden Resistenzgene gegen Kanamycin und Neomycin eingebracht (Abb.
5.1), wobei letzteres die Selektion mit G418 ermdglicht. Das IL-37-Gen wurde an den
Schnittstellen EcoR1 und BamH1 der MCS eingefugt. Als Kontrolle zu den IL37-
Versuchen diente ein Leervektor ohne Insert in der MCS.

P{: MV IE

HSV TK
' iy IRES

pIRES2-EGFP
53kb EGFP

591 601 611 a1 431 641 651 &1

GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCE . IRES
Nhel gcoqr i Bglll xhol N\ Hindll  EcoRl psy) Sall  Kpnl Apal | BamH|I
Sac| Acc| AspT181 | Bsp1201 |
Eciniall Sacll Xmal
Smal

Abb. 5.1: Restriction Map und Multiple Cloning Site (MCS) des Vektor pIRES2-EGFP

5.3.2 Transformation der Plasmide in E. coli

100 ul kompetente E. coli wurden aufgetaut und im gekihlten Eppendorfgefald mit 100
ng Plasmid-DNA versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde das
Gemisch fur 45 Sekunden auf exakt 42°C erwarmt und anschliefend 2 Minuten auf
Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium inkubierten die Bakterien eine
Stunde bei 37°C. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Aufnahme der Plasmide wurden
die Bakterien spater auf mit Ampicillin (50 pg/ml) bzw. Kanamycin (100 pg/ml)
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versetzten LB-Agarplatten ausgestrichen. Wahrend auf der Ampicillin-Platte kein
Wachstum zu verzeichnen war, waren zahlreiche Kolonien auf der Kanamycin-Platte
zu sehen. Nichttransformierte Bakterien hingegen wuchsen auf der Kanamycin-Platte
nicht. Eine Kolonie der auf dem LB-Kanamycin-Agar gewachsenen E. coli wurde in
1ml flissiges LB-Kanamycin-Medium Uberflhrt und inkubierte Gber Nacht bei 37°C
und 300 rpm im Schuttler. Die o.g. Schritte wurden je einmal fir den Leervektor
(pIRES2/empty) und fur den das IL-37-Gen enthaltenden Vektor (pIRES2/IL-37)
durchgeflhrt.

5.3.3 DNA-Isolation

Am nachsten Tag wurden die Kulturen 1:1000 in frischem kanamycinhaltigem LB-
Medium verdunnt und erneut 16h im Schuttler bei 37°C und 300 rpm inkubiert. Die
Plasmid-DNA wurde mithilfe des QIAGEN-Plasmid-Midi-Kits nach dessen
spezifischem Protokoll isoliert und lag zum Schluss in sterilem Wasser gelost vor. Die
Menge der gewonnenen DNA wurde mittels UV-Spektrometrie bei 260 nm am
NanoDrop gemessen.

5.3.4 Restriktionsendonuklease-Verdau

Mithilfe von Restriktionsenzymen konnen DNA-Strange an bestimmten
Basensequenzen zerschnitten werden. Findet dieser Vorgang an 2 verschiedenen
Positionen statt, kann aus einem zirkularen Plasmid ein DNA-Fragment bestimmter
Lange, welches durch Gelelektrophorese und Fluoreszenzmessung nachgewiesen
werden kann, herausgeschnitten werden. Diese Methode wurde genutzt um das Gen
fur IL-37b in der zur Verfligung gestellten Plasmid-DNA nachzuweisen. Hierfir wurde
der folgende Mix aus DNA, Restriktionsenzymen und Puffer (Tab. 5.8) flr 2h bei 37°C
inkubiert. Anschlieend fand die Gelelektrophorese bei 130V statt. Anhand des
zuruckgelegten Weges und dem Marker DNA-ladder konnte dann auf die Grolke des
Fragments geschlossen werden.

Tabelle 5.8: Zusammensetzung des Master-Mix fir den Restriktionsendonuklease-
Verdau

Komponente Menge pro Probe
Plasmid-DNA 1 Mg

10x Puffer je nach Restriktionsenzym 2 ul
Restriktionsenzym 1l
Nuclease-freies Wasser Rest
Gesamtvolumen 20 pl
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5.3.5 Transfektion der RAW 264.7-Zellen

Fur die Transfektion wurde das FUGENE HD Transfektionsreagenz von Promega
genutzt. Am Tag vor der Transfektion wurden die RAW 264.7-Zellen gesplittet, und
nach zentrifugieren in OptiMEM Medium resuspendiert (500000 Zellen pro ml).
Anschlieliend wurden jeweils 1 ml der Suspension (500000 Zellen) in ein Well einer
12-Well-Platte gegeben und Uber Nacht inkubiert. Von der gewonnenen Plasmid-DNA
wurden 2,2 ug in 102 pl OptiMEM geldst (0,02ug/ul). Zur geldsten DNA wurden dann
7,7 yl FUGENE HD Reagenz gegeben und vorsichtig gemischt. Nach 10-minttiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden jeweils 50 ul des Mixes in die entsprechenden
Wells mit den RAW 264.7-Zellen vom Vortag gegeben und gut im Medium vermischt.
Nach 2 Tagen erfolgte ein kompletter Wechsel des Mediums ohne die Zellen
abzuschaben sowie die Zugabe von G418 zur Selektion.

5.4 Zellstimulation

Fur die Induktion von Proinflammation und Toleranz in RAW-264.7-Zellen wurden die
in Tab. 5.9 dargestellten Reagenzien bzw. Pathogene genutzt:

Tabelle 5.9: Stimulanzien zur Induktion von Proinflammation oder Toleranz

Stimulanz Spezies Gram +/- | Rezeptor Hersteller
LPS Salmonella - TLR4 Invivogen, USA
minnesota
Pam3CSK4(P3C) | synthetisch + TLR2/1 Invivogen, USA
MDP +/- NOD2 Invivogen, USA
Malp-2 Mycoplasma + TLR2/6 Enzo Life Sciences,
fermentans UK
S. pneumoniae | Streptococcus | + TLR 2 AG Slevogt, UKJ
D39wt pheumoniae
S. pneumoniae | Streptococcus | + TLR 2 AG Slevogt, UKJ
D39Acps pneumoniae
Staph. aureus Staphylococcus | + TLR2 S. aureus strain
aureus 6850 (53657; ATCC),
Manassas, USA, AG
Loffler, UKJ
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5.4.1 Kultivierung von Streptococcus pneumoniae

Tiefgefrorene (-80°C) Kryordhrchen mit den Bakterien wurden auf Trockeneis unter
eine sterile Werkbank transportiert. Mit einer sterilen Impfése wurde ein kleiner Teil
des Eis-Bakterien-Gemischs entnommen und auf einer Columbia-Blutagar-Platte (BD
Biosciences) ausgestrichen. Der Rest des Stocks wurde sofort wieder bei -80°C
eingefroren, ohne dass die Bakterien zwischendurch antauten. Die ausgestrichenen
Bakterien blieben Uber Nacht — jedoch nicht langer als 12 Stunden — bei 37°C und 5%
CO2 im Inkubator. Am nachsten Morgen wurden Einzelkolonien von der Agarplatte
mithilfe eines sterilen Wattestabchens in 10 ml flissiges THY-Medium Uberfuhrt, bis
eine Start-ODesoonm von 0,045-0,06 erreicht wurde. AnschlieRend inkubierten die
Bakterien im Brutschrank bei 37°C und 5% COz bis sie auf eine ODsoonm von 0,285
herangewachsen waren. Bei dieser OD liegen die Bakterien in einer Konzentration von
1x108 cfu/ml vor. Sobald die OD erreicht wurde, wurden die Bakterien 5 Minuten bei
4°C und 4500 rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt wurde, erfolgte
ein Waschschritt mit PBS, bevor sie in der gewlnschten Menge Medium resuspendiert
und zur Stimulation genutzt wurden.

5.4.2 Kultivierung von Staphylococcus aureus

Die gefrorenen S. aureus wurden auf Columbia-Blutagar ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde eine Einzelkolonie in
flissiges BHI-Medium Uberflhrt und 16 Stunden bei 37°C und 200 rpm geschuttelt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Bakteriensuspension flr 15 Minuten bei
Raumtemperatur und 4800 rpm zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit PBS bevor
die Bakterien in der gewtinschten Menge PBS aufgenommen wurden. Die vorliegende
Suspension wurde auf ODesoonm=1 verdinnt. Ein Teil der Suspension wurde erneut
1:108 und 1:107 verdiinnt und jeweils 10 ul der Verdinnung auf Columbia-Blutagar
ausgestrichen um die Bakterienkonzentration der Stocklésung zu bestimmen.

5.4.3 Stimulationsschema fur die gPCR-Analyse der Toleranzinduktion

Die RAW 264.7-Zellen wurden 4 Stunden vor der Stimulation ausplattiert um adharent
zu werden. Anschlieliend wurden sie mit diversen Stimulanzien nach dem folgenden
Schema inkubiert (Abb. 5.2, 5.3):

\4 24 h Y 2h

@ N4

@

@ v Ernte
N4 N4

@

Abb. 5.2: Stimulationsschema fiir Experimente der Toleranzinduktion mittels qPCR: Die Zellen
wurden wie folgt behandelt: ® Kontrolle ohne Stimulation fir 24h, @ 24h ohne Stimulation mit
darauffolgender zweistlindiger Stimulation zur Induktion der Proinflammation ® Stimulation fir 24h @
Toleranzinduktion mit Prestimulation fur 24h und Restimulation fur 2h.
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5.4.4 Stimulationsschema flir die ELISA-Analyse der Toleranzinduktion

v 24 h \ 4 24 h

v

4 Ernte
A4

®O®OO

Abb. 5.3: Stimulationsschema fiir Experimente der Toleranzinduktion mittels ELISA: Die Zellen
wurden wie folgt behandelt: @ Kontrolle ohne Stimulation fir 24h, @ 24h ohne Stimulation mit
darauffolgender 24-stiindiger Stimulation zur Induktion der Proinflammation ® Stimulation fiir 24h mit
anschlieBenden 24h Ruhe @ Toleranzinduktion mit Prestimulation fir 24h und Restimulation fir 24h.

5.5 Molekularbiologische Methoden

5.5.1 RNA-Isolation

FUr die Isolation der RNA aus den RAW 264.7-Zellen wurde das innuPREP RNA Mini
Kit von Analytik Jena verwendet. Die adharenten Zellen wurden einmal mit PBS
gewaschen und anschliefend 2 Minuten mit 400 ul des mitgelieferten Lysepuffers bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen im Lysepuffer von der Platte
abgeschabt und 50-100 Mal auf- und abpipettiert um die Viskositat zu verringern. Nach
weiterer dreiminutiger Inkubation im Lysepuffer wurde die Suspension auf einen im Kit
enthaltenen Vorfilter Uberfihrt und zentrifugiert (2 min | 10000g | RT). Dieser halt
genomische DNA zurtick wahrend die RNA ihn vollstandig passiert. Dadurch konnte
auf einen DNase | Verdau verzichtet werden. Das Filtrat wurde mit 400 pl 70%igem
Ethanol versetzt (Verhaltnis 1:1), gut gemischt und auf den RNA-Filter Uberfuhrt. Die
weiteren Schritte erfolgten nach beigelegtem Protokoll. AbschlieRend wurde die RNA
in 50 ul RNase-freiem Wasser geldst und die Konzentration am NanoDrop 1000 mittels
UV-Spektrometrie nach Lambert-Beerschen Gesetz ermittelt. Die Reinheit der
gewonnenen RNA wurde durch die Verhaltnisse A260/A280 und A260/A230
gemessen. Wahrend Nukleinsauren bei 260 nm absorbieren, absorbieren
Verunreinigungen bei 230 nm bzw 280 nm. Ein Verhaltnis von 1,8-2,1 entspricht laut
Hersteller der durchschnittlichen Reinheit. Im Falle einer Kontamination durch Proteine
oder andere Substanzen liegt das Verhaltnis unter dem Zielbereich.

5.5.2 cDNA-Synthese

Mithilfe der reversen Transkriptase kann aus der isolierten RNA die komplementare
DNA (cDNA) synthetisiert werden. AnschlieRend wird der synthetisierte DNA-Strang
durch Polymerase-Ketten-Reaktion exponentiell vervielfaltigt. Fur die RT-PCR
(Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion) wurden neben der gewonnenen
RNA auch Syntheseprimer, Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs), die Reverse
Transkriptase sowie ein adaquater Puffer bendtigt. Ein optionaler RNase-Inhibitor
wurde hinzugeflgt. Die nétigen Reagenzien wurden dem High Capacity cDNA
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Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) enthommen und wurden vom
Pipettierroboter (CAS-1200, Qiagen, Germany) nach dem in Tab. 5.10 dargestellten
Schema pipettiert. AnschlieRend fand die cONA-Synthese im Thermocycler unter dem
in Tab. 5.11 dargestellten Programm statt. Fur die folgenden Versuche wurde eine
negative Kontrolle (Kontrolle auf genomische DNA) geschaffen, welche bei diesem
Schritt nur Wasser an Stelle des Master-Mixes enthielt.

Tabelle 5.10: Reagenzien fiir die cDNA-Synthese

Komponente Menge pro Probe Hersteller
10x reaction buffer 2 ul Applied
. " Biosystems,
Master-Mix dNTP Mix 0,8 pl Littauen

(High capacity | 10x ~RT  Random | 2 ul
cDNA Reverse

Transcription Kit) Primers
RNase Inhibitor 1 ul
MultiScribe® Reverse | 1 pl
Transkriptase
RNA 2 ug
RNase-freies Wasser Rest
Gesamtvolumen 20 pl

Tabelle 5.11: Programm fur die cDNA-Synthese im Thermocycler

Schritt Thermocyclerbedingungen
Temperatur [°C] Zeit [min]

1 Binden der Primer 25 10:00

2 Reverse Transkription 37 120:00

3 Enzyminaktivierung 85 5:00

4 Kihlung 4 oo

5.5.3 Semiquantitative PCR

Die synthetisierte cDNA wird hierbei an einer gewunschten Stelle durch spezifische
Primer exponentiell vervielfacht, sodass spezielle Gene vervielfaltigt werden kdnnen.
Neben den Primern wurden hierfur die Tag-Polymerase, dNTPs und ein adaquater
Puffer bendtigt (vgl. Tab. 5.12). Die 3 typischen Schritte der PCR sind Denaturierung,
Binden der Primer und die Elongation. Sie liefen bei spezifischen Temperaturen ab
(vgl. Tab. 5.13). Die Menge des synthetisierten DNA-Abschnitts hangt von der Anzahl
der Zyklen ab. Mit jedem Zyklus wird die hergestellte DNA theoretisch verdoppelt.
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Diese Methode diente vorrangig zum Nachweis, ob bestimmte Gene im Genom der
RAW-Zellen vorhanden sind. Uber die Starke der Expression kénnen durch sqPCR
jedoch keine zuverlassigen Aussagen getroffen werden.

Tabelle 5.12: Reagenzien fiir die sq-PCR

Komponente Menge pro Probe | Hersteller
Nuclease-freies Wasser | 18,875 pl Ambion®, Thermo
Fisher Scientific, USA
Master-Mix 10x Taq reaction buffer | 2,5 ul Jena BioScience,
- Deutschland
dNTP Mix 0,5 ul
Tag-Polymerase 0,125 pl
Primer F (Forward) [100 pmol/ul] 0,5 ul Eurofins MWG
Operon, Deutschland
Primer R (Reverse) [100 pmol/pl] 0,5 ul Eurofins MWG
Operon, Deutschland
c¢DNA [1,5 pug in 30 pl] 2 ul
Gesamtvolumen 25 ul

Tabelle 5.13: Programm fiir die sq-PCR

Schritt Thermocyclerbedingungen
Temperatur [°C] Zeit [min]

1 Initialisierung 94 2:00

2 Denaturierung 94 0:30

3 Binden der Primer 60 0:30 ;jklen
4 Elongation 72 0:20

5 Letzte Verlangerung 72 2:00

6 Kihlung 10 oo

5.5.4 Agarose Gelelektrophorese

Die Auswertung der sqPCR erfolgte mittels Agarose Gelelektrophorese. Diese
Methode ermdglicht u.a. die Trennung von Nukleinsauren nach ihrer Lange bzw.
Masse, indem diese entlang eines elektrischen Gradienten vom Minus- zum Pluspol
durch das Gel bewegt werden. Dabei laufen kurze und leichte DNA-Segmente
schneller und weiter durch das Gel als lange und schwere. Anhand standardisierter

32



Marker kann dann von der zuruckgelegten Strecke auf die Molekulmasse bzw. auf die
Anzahl der Basenpaare geschlossen werden. Nach der sqPCR wurde das Produkt mit
DNA Gel Loading Dye (enthalt Bromphenolblau und Xylencyanol FF) versetzt, um die
DNA-Migration mit blokem Auge beurteilen zu kdnnen. Um die DNA selbst sichtbar zu
machen wurde GelRed™ — ein Fluoreszenzfarbstoff — zum 2%igen Agarosegel
hinzugeflgt (vgl. Tab. 5.14). Die Elektrophorese lief eine Stunde bei 130V. Die
Auswertung erfolgte mithilfe des Multi-Imaging-Systems Fusion FX7™,

Tabelle 5.14: Reagenzien fiir die Gelelektrophorese

Komponente Menge pro Probe | Hersteller
Tris-HCl [ph 8,5] | 0,04 M Roth, Deutschland
1x TAE- | Essigsdure 0,1% Sigma-Aldrich, Deutschland
Puffer
Gel EDTA 2 mM Serva, Deutschland
120 ml
Biozym LE Agarose 1,9g Biozym, Osterreich
GelRed™ 12 pl Biotium, USA
Probe | sqPCR Produkt 25 ul -
6x Loading Dye 5ul ThermoFisher Scientific,
Deutschland
Gesamtvolumen 30 i

5.5.5 quantitative PCR (qPCR)

Im Gegesatz zur sqPCR ermdoglicht diese Methode, Aussagen zum Expressionslevel
bestimmter Gene zu treffen. Hierbei wird die PCR mit Fluoreszenztechniken
kombiniert. Bei dem Gerat, welches fur diese Arbeit genutzt wurde, korrelierte die
Starke der Fluoreszenz mit der Produktkonzentration der PCR. Das Expressionslevel
der untersuchten Gene wurde dann mit dem Expressionslevel eines Housekeeping-
Gens verglichen. Dadurch konnten Veranderungen festgestellt werden, die nur auf
besondere Stimuli zurtickzufiihren sind. Fir den Vorgang wurde ein vorgefertigter
Master-Mix mit den gewunschten Primern und der cDNA nach dem in Tab. 5.15
dargestellten Schema vom Pipettierroboter (CAS-1200, Qiagen) pipettiert. Eine Probe,
die zuvor wahrend der cDNA-Synthese keine reverse Transkriptase enthielt, diente als
negative Kontrolle. Fur jede Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgefuhrt. Das
Programm des Thermocyclers (Corbett-Rotor Gene 6000, Qiagen) ist Tab. 5.16 zu
entnehmen.
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Tabelle 5.15: Reagenzien fiir die gPCR

Komponente Menge pro Probe | Company

2X SensiMix™ SYBR® No-ROX Kit | 10 ul Bioline, GroRbrittanien

Primer F [0.2 uM] 0,4 pl Eurofins MWG Operon, Deutschland

Primer R [0.2 uM] 0,4 ul Eurofins MWG Operon, Deutschland

cDNA 4l -

Nuclease-freies Wasser Rest Ambion®, Thermo Fisher Scientific,
USA

Gesamtvolumen 20 pl

Tabelle 5.16: Programm der qPCR

Schritt Thermocyclerbedingung
Temperatur [°C] Zeit [min]
1 95 10:00
2 95 0:15
3 60 0:20 40
' Zyklen
4 72 0:20

Als Housekeeping-Gen wurde die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
(HPRT1) verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-green war im vorgefertigten
Master-Mix enthalten. Die relative Genexpression wurde nach einer Methode nach
Pfaffl bestimmt. Hierbei wird das relative Expressionslevel anhand der Primereffizienz
und des Schwellenzyklus berechnet. Die Ergebnisse wurden anhand des
Housekeeping-Gens normalisiert und anschlieRend logarithmiert analysiert. Hierzu
diente die Software GraphPad PRISM v5.0.

5.5.6 Primer-Design

Primer sind kurze Nukleinsauren mit bestimmter Basensequenz, die an die
zugehorigen komplementaren Abschnitte von DNA oder RNA binden kénnen, und
dadurch den Startpunkt der Polymerasen festlegen. Dadurch kann ein gewinschter
Abschnitt innerhalb des Genoms gezielt repliziert werden. Die Primer dienen dabei als
Begrenzung der gewtinschten Sequenz an beiden Enden. Aus diesem Grund werden
immer 2 Primer pro Zielsequenz benodtigt, jeweils einer in 5°-3’und einer in 3°-5"-
Richtung. Zusatzlich muss sichergestellt sein, dass die Primersequenz nur an einer
bestimmten Stelle der gesamten DNA bindet, um ungewollte Amplifikate
auszuschlieRen. Das Primerpaar muss aulierdem eine nahezu identische
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Schmelztemperatur besitzen, welche zwischen 58°C und 60°C liegt. Um Amplifikate
genomischer DNA zu vermeiden, kénnen die Primer an Exon-Exon-Ubergangen
platziert werden. Fur das Primerdesign wurden der Genom-Browser Ensembl sowie
die Software Primer-Blast verwendet. Die spezifischen Kriterien hierfir waren:

[1] Lange der Primersequenz: ca. 20 Basenpaare

[2] Guanin/Cytosin-Anteil: 40-60 %

[3] Selbstkomplementaritat: < 5,0

[4] spezifische Bindungsstellen

Tabelle 5.17 zeigt eine Ubersicht der verwendeten forward and reverse Primer.

Tabelle 5.17: Mausprimer fir sqPCR und qPCR

Primer Sequenz (5" — 3') Produkt- | Hersteller
lange
mHPRT1 F.. TTCTTTGCTGACCTGCTGGA 123 Eurofins MWG
R.: TATGTCCCCCGTTGACTGAT Operon,
Germany
IL-37 F.: GGAAGTCCGATTCTCCTGGGGGT | 143
R.: GGCCGGCGTGCTGATTCCTT
mTNF-a F.: GGCCTCCCTCTCATCAGTTC 95
R.: TTTGCTACGACGTGGGCTAC
mSIGIRR | F.: TTTGGTGAACCTGAGTCGCT 153
R.: CTCTGGCCCTCAAAGGTGAT
mIL18Ra | F.: CTCCCTGTCTGTTGTCACAGT 224
R.: GGTATCTCTTGTTTTCAGGATCGTT
mTLR2 F.. TTGCTGGGCTGACTTCTCTC 231
R.: CTTCATCTACGGGCAGTGGT
mGdf15 F.: AGCCGAGAGGACTCGAACT 206
R.: AGGGGCCTAGTGATGTCCC
mMmp9 F.:. CAGCCGACTTTTGTGGTCTTC 208
R.: CCTTTAGTGTCTGGCTGTCCA
mClec2d F.. ATTGGCCTGCACAGAGAGTC 126
R.: ACTGCTGATCCCGTTGTTGT
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miL-27 F.: CTGCTACCCTTGCTTCTGGT 186
R.: CAGGAGGTCCAGGTTCACTC

mSlamf1 F.: CAGCATCTACAACTGCACCG 171
R.: ATTGCCGTGAAAACCAGGATG

mLypd2 F.. CCTGTGCGAATCCTGTGAGT 171
R.: CATCCACATCCGAAGGCTCA

mCcl22 F.: CTACATCCGTCACCCTCTGC 142
R.: CTTCTTCACCCAGACCTGCC

mPdcd1 F.. GCCCGCTTCCAGATCATACA 230
R.: ATGCCTTGAAACCGGCCTT

5.5.7 Transkriptomanalyse / Next-Generation-Sequencing (NGS): RNA-
AmpliSeq

Diese hochsensitive Methode ermdglicht die Quantifizierung von mehreren tausend
Transkripten in einem Lauf, wobei nur eine auf3erst geringe Menge RNA bzw. cDNA
gebraucht wird. Hierbei wird eine PCR-Amplifikation mit einer darauffolgenden
Sequenzierung kombiniert. Die aus RNA synthetisierte cDNA wird Gber eine Multiplex-
PCR in wenigen Zyklen amplifiziert und die entstandenen Fragmente anschlie3end fur
die ldentifikation und Quantifizierung sequenziert. Die lon Torrent™-Technologie
Ubersetzt mithilfe eines Halbleiterchips die Informationen der Nukleotide (A, C, T, G)
in digitale Daten (0, 1). Um spezifische Regionen zu amplifizieren wurde ein spezieller
Primer Pool hergestellt und Uber Invitrogen/Thermo Fisher bezogen. Dieser Pool
besteht aus 1822 Primern fur 911 Zielgene, die fur das Immunsystem und besonders
fur die Funktionalitdt von Monozyten und Makrophagen von Bedeutung sind. Zur
spateren Identifizierung wird an jede Probe ein Barcode-Adapter geheftet. Dieses
Konstrukt wird als Library bezeichnet. Danach wird eine Emulsions-PCR durchgeflihrt,
bei der die Fragmente der Library auf die Oberflache von Nanokugelchen (lon-Sphere-
Beads) in Ol umgeben von Wasser amplifiziert werden. Dieses Bead-Library-Konstrukt
wird auf einem Chip mit 160 Millionen Wells sequenziert. Der pH-sensitive
Feldeffekttransistor (pHFET) detektiert Wasserstoff-lonen (H*) und ordnet durch pH-
Wertanderungen die zugehorige Nukleinbase zu.

Die Konzentration der durch RT-PCR synthetisierten cDNA wurde am
Spektrophotometer (NanoDrop 1000) gemessen. Fir die Herstellung der Library
wurden 100ng cDNA pro Probe als Ausgangsmaterial verwendet. Den ersten Schritt
stellt die Amplifikation der Zielgene dar. Die bendtigte Menge an cDNA wurde zum
vorgefertigten Master-Mix und dem Primer-Pool (Tab. 5.18) hinzugefligt und unter
speziellen Bedingungen (Tab. 5.19) amplifiziert. Anschliefend wurden 2 pl FuPa-
Reagenz zugegeben um die Primersequenzen unter den in Tabelle 5.19 dargestellten
Thermocyclerbedingungen zu entfernen. Fur die Ligation der Barcodes wurde
zunachst ein Mix aus lon P1 Adaptern und den lon Xpress™ Barcodes (vgl. Tab. 5.18)
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hergestellt. 2 yl des Adaptermixes wurden anschlief3end mit 4 yl Switch-Lésung und 2
pI DNA-Ligase versetzt und zu der Probe (22 ul) gegeben (Tab. 5.18). Die Ligation der
Adapter an die cDNA erfolgte erneut unter speziellen Thermocyclerbedingungen (vgl.
Tab. 5.19). Die mit Barcodes behafteten DNA-Fragmente wurden mithilfe von
Agencourt AMPure XP Kiigelchen und einer Magnetplatte aufgereinigt, sodass DNA-
Fragmente ohne Barcode beseitigt wurden. Die Library wurde anschliefend mittels
gPCR quantifiziert. Hierfir wurde das lon Library TagMan™ Quantification Kit
verwendet. Eine E. coli DH10B lon Kontroll-Library diente als Standard fir
verschiedene Konzentrationen an DNA. 10 ul 2xTagMan® MasterMix wurden mit 1 pl
20xTagMan® Assay gemischt, bevor 9 ul verdlinnter Library (1:100) bzw. Standard
zugegeben wurden. Anhand der qPCR wurde die Library-Konzentration ermittelt und
auf 100 pM verdlinnt. AnschlieRend wurden die Proben bis zur Sequenzierung auf -
80°C gelagert.

Tabelle 5.18: Reagenzien fiir die RNA-AmpliSeq

Komponenten Menge pro Probe

Amplifikation der Zielgene
5x lon Ampliseq™ HiFi Mix 4 ul
5x lon Ampliseq™ RNA Panel 4 ul

(lon AmpliSeq Designer, 911 primers*)

cDNA 100 ng
Nuclease-freies \Wasser Rest
Gesamtvolumen 20 pl

Anheften der Barcodes

Mastermix | lon P1 Adapter 1,4 pl
lon Xpress Barcode 1,4 pl
Nuclease-freies Wasser 2 ul
Gesamtvolumen pro Well | 2 pl

Switch Solution 4 ul

DNA ligase 2 ul

Gesamtvolumen 30 pl

Quantifizierung der Library

Mastermix | 2x TagMan® MasterMix 10 pl

20x lon TagMan® Assay 1l

lon AmpliSeq™ Library (1:100) bzw.
E. coli DH10B lon Kontroll-Library
[6.8 pM| 0.68 pM| 0.068 pM] 9 ul
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Gesamtvolumen 20 pl

Tabelle 5.19: Thermocyclerbedingungen fiir die RNA-AmpliSeq: Anzahl der Zyklen fir
769-1.536 Primerpaare pro Pool = 15 Zyklen. * 4 Minuten fir < 1536 Primerpaare pro Pool.

Schritt | Temperatur [°C] Zeit [min]

Amplifikation der Zielgene

1 99 2:00

2 99 0:15 15

3 60 4:00* Zylen
4 10 w

Entfernen der Primersequenzen

1 50 10:00
2 55 10:00
3 60 20:00
4 10 max 60:00

Anheften der Barcodes

1 22 30:00
2 72 10:00
3 10 max 60:00

5.6 Proteinbiochemische Methoden

5.6.1 Solubilisierung der RAW 264.7-Zellen

Zur Lyse der Zellen wurde HBSM-Puffer (Hepes-buffered saline magnesium)
hergestellt (vgl. Tab. 5.20). Die adharenten Zellen wurden 3x mit PBS gewaschen,
anschlief3end in 300 ul Lyse-Puffer abgeschabt und 1h bei 4°C lysiert. Danach wurde
das Lysat fiir 10 Minuten bei 16.000 x g zentrifugiert. Im Uberstand befanden sich die
solubilisierten Bestandteile. Die nichtléslichen Bestandteile wie Zellkerne und
Zytoskelett verblieben im Pellet.
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Tabelle 5.20: Zusammensetzung Lyse-Puffer

Komponente Menge Hersteller
HBSM | NaCl 150 mM
MgCl2 5 mM
Hepes [ph 7,2] 20 mM
Lyse- |HBSM 970 pl
Pulter  riton TX-100 10 ui
Protease-Inhibitor-Cocktail 10 pl
PMSF 10 pl
Gesamtvolumen 1 mi

5.6.2 Immunprazipitation IL-37

Durch Immunprazipitation kdnnen sehr gering konzentrierte Stoffe im Western Blot
nachgewiesen werden, indem sie durch Antikdrperreaktionen vom Rest der Losung
getrennt und anschliel3end in geringerem Volumen aufkonzentriert werden. Zu Beginn
wurden die Zellen auch hier 3x mit PBS gewaschen, in 700 ul Lyse-Puffer abgeschabt
und eine Stunde bei 4°C lysiert. Wahrenddessen wurden je Probe 2 ug anti-KC14 in
50 ul 50%iger Protein-A-Sepharose geldst und ebenfalls eine Stunde bei 4°C auf dem
Rotor inkubiert, sodass der Fc-Teil des Antikdrpers an das Protein-A binden konnte.
Das Zelllysat wurde 10 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und das
dabei entstandene Pellet verworfen. Die Antikdrper-Sepharose-Ldsung wurde 3x in
HBSM gewaschen um nicht gebundene Antikorper zu beseitigen. Das Bead-Pellet
wurde je nach Probenanzahl in gewlinschter Menge HBSM aufgenommen, gut
resuspendiert und anschlieRend je nach Probenanzahl zu gleichen Teilen auf neue
Eppendorfgefalle verteilt. Danach wurden die Zelllysate zur Sepharose-Antikdrper-
Lésung hinzugegeben und Uber Nacht bei 4°C auf dem Rotor inkubiert. Hier erfolgt die
Bindung des gesuchten Antigens (IL-37) an den Antikorper (anti-KC14). Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurden die Proben 3x mit HBSM gewaschen und der Uberstand
verworfen. AnschlieRend wurde die verbleibende Flissigkeit restlos entfernt, sodass
nur noch die Sepharose-Kiigelchen zu sehen waren. Nach Zugabe von 20 pl 2x
Probenpuffer wurde die Probe fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt, sodass sich die
Sepharose vom Antikérper bzw. Antigen 16st. Die Detektion der prazipitierten Proteine
erfolgte mittels Western Blot

5.6.3 Bestimmung der Proteinmenge

Die Bestimmung der Protein Mengen erfolgte anhand des BCA-Assays (Bichinonin-4-
Carbonsaure) der Firma Pierce. Hierfur wurden 4 pl pro Probe in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte gegeben und mit jeweils 200 pyl Working Reagenz, welches aus 50
Teilen Losung A und einem Teil der Losung B aus dem Kit besteht, versetzt. Nach 30-
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minutiger Inkubation bei 37°C wurde die Absorption bei 570 nm im ELISA-Reader
(TECAN Infinite® M200) gemessen. Mithilfe von Standard-Albumin-Lésungen mit
bekannter Konzentration wurde eine Eichreihe erstellt, die zur Proteinbestimmung der
unbekannten Proben diente.

5.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mithilfe der SDS-PAGE kdénnen Proteine nach ihrer Masse getrennt werden. Daflr
wurden die Proben zunachst mit Probenpuffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C
aufgekocht. Durch das im Puffer enthaltene DTT werden Disulfidbricken geldst und
hydrophobe Bereiche freigelegt. AnschlieBend wurden die Proben auf ein
vorgefertigtes Gel (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel, Biorad) pipettiert und eine
Spannung von 130 Volt angeschlossen. Die Proteine bewegen sich durch das
angelagerte SDS, welches negativ geladen ist, entlang des elektrischen Gradienten
vom Minus- zum Pluspol. Da man davon ausgeht, dass die angelagerte Menge SDS
nahezu linear proportional zur Grél3e des Proteins ist, bewegen sich die Proteine umso
schneller, je kleiner ihre Masse ist. Durch den gleichzeitigen Lauf von ProteingroRRen-
Standards konnte anhand des =zurlckgelegten Weges auf die scheinbare
Molekilmasse geschlossen werden. Verschiedene Proteine gleicher Masse konnten
so jedoch nicht unterschieden werden. Die SDS-PAGE fand in der
Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell) von
Biorad statt.

5.6.5 Western Blot

Von den zahlreichen nach Masse aufgetrennten Proteinen sollten einige spezifische
durch Antikdrper nachgewiesen werden. Hierfur wurden sie mittels Western Blot vom
Gel auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Dabei wurde das Gel zunachst der
Elektrophorese-Apperatur entnommen und in Transferpuffer gelagert, wahrend die
Blot-Kammer (Mini Trans-Blot® Cell) nach dem folgenden Schema (vgl. Abb. 5.4)
vorbereitet wurde. Der Transfer erfolgte auf Eis bei 280 mA fir 90 Minuten.
Anschlieend wurde die Membran eine Minute mit Ponceau S gefarbt um die
Ubertragung der Proteine sicherzustellen. Ponceau S wurde mit 1%iger Essigsaure
ausgewaschen bevor die Membran flr mindestens eine Stunde bei 4°C in Blockpuffer
geschwenkt wurde.

+ 4+ + + + + 4

Sponge
Filtes paper ]
I ~ membrane |
| |
Filter paper i
sponge

Abb. 5.4: Aufbau der Blotkammer fiir den Western Blot
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Anschlielend wurde die Membran 6x mit TBS-T (Tab. 5.5) gewaschen um den
Blockpuffer zu entfernen. Nach Zugabe eines primaren Antikérpers gegen das
gesuchte Protein inkubierte der Blot Gber Nacht schwenkend bei 4°C. Am Folgetag
wurde die Membran erneut 6x mit TBS-T gewaschen bevor sie fur 2 Stunden mit einem
HRP-gekoppelten sekundaren Antikérper (AK gegen den primaren AK) versetzt wurde.
Die Inkubation erfolgte erneut schwenkend bei 4°C. Danach wurde die Membran
weitere 3x mit TBS-T und 3x mit TBS gewaschen. Anschlieiend wurde die Membran
mit Luminol versetzt, welches der an den sekundaren Antikorper konjugierten
Meerretichperoxidase als Substrat dient. Diese Reaktion, bei der Lichtquanten
abgegeben werden, kann mithilfe eines Chemilumineszenz-Detektor (Multi-lmaging-
System Fusion FX7™, PEQIab) sichtbar gemacht werden.

5.6.6 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Wahrend der Western Blot zum qualitativen Nachweis und relativer Quantifizierung
bestimmter Proteine diente, wurden ELISAs zur absoluten Quantifizierung von
Zytokinen verwendet. Hierfur wurden Zellkulturiberstande unter den 0.g. Bedingungen
zur Toleranzinduktion abgenommen und analysiert. Dabei wurden as ELISA-Kit von
eBioscience gegen TNF verwendet. Zunachst wurde eine Mikrotiterplatte mit
Antikorpern gegen das zu untersuchende Antigen beschichtet. Dabei wurde der
Antikdrper 1:250 im mitgelieferten Coating Buffer gelost. Jedes Well der
Mikrotiterplatte wurde mit 100 ul der Antikorperldsung beflllt und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Platte 3x mit PBS-Tween gewaschen,
bevor die Wells fir eine Stunde mit jeweils 200 ul der mitgelieferten Blockldésung bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Wahrenddessen wurde der lyophilisierte Standard
des Kits vorbereitet. Zunachst wurde er in 1 ml Wasser gelost bevor er weiter in
Blocklésung verdiunnt wurde um die Top-Standard-Konzentration herzustellen. Die
notige Verdunnung variierte hierbei je nach gesuchtem Antigen. Aus dem Top-
Standard wurde eine Verdinnungsreihe aus 8 verdinnten Standards mit jeweils 1:2
Verdunnung zum Vorganger hergestellt. Nach einstindiger Blockung der
Mikrotiterplatte wurden je 100 ul der Proben in die beschichteten Wells gegeben und
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet das gesuchte
Antigen an die Antikorper auf der Platte und wird dadurch fixiert. Danach wurde die
Platte 4 Mal mit PBS-Tween gewaschen, sodass alle nicht fixierten Proteine und
andere Stoffe entfernt wurden. Der mitgelieferte biotinylierte Detektions-Antikorper
wurde 1:250 in Blocklésung verdunnt. AnschlieRend wurden jeweils 100 pl der
hergestellten Losung in die Wells gegeben. Die geldsten Antikdrper binden nun an die
fixierten Antigene. Nach einstundiger Inkubation bei Raumtemperatur folgten wieder 4
Waschschritte mit PBS-Tween um nichtgebundene Antikorper zu beseitigen. Danach
wurde Avidin-HRP 1:250 in Blocklésung verdunnt und jeweils 100 ul der hergestellten
Lésung in die Wells gegeben. Avidin bindet den zuvor zugegebenen biotinylierten
Detektions-Antikorper, dessen Menge mit der des gesuchten Antigens korreliert. Nach
30-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur folgten 7 Waschschritte mit PBS-Tween
um nichtgebundenes Avidin-HRP zu entfernen. Darauf folgte die Zugabe von je 100 pl
im Kit enthaltener TMB-L6sung. Diese dient als Substrat fir das Enzym. Je mehr
Antigen vorhanden ist, desto mehr Enzym ist vorhanden, desto mehr Substrat wird pro
Zeiteiheit umgesetzt. Die enzymatische Reaktion war mit blolem Auge anhand eines
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Farbumschlags zu erkennen und wurde durch Zugabe von je 50 pl konzentrierter
Schwefelsaure beendet. AnschlieBend wurde die Absorption bei 450 nm im
Mikroplatten-Photometer (TECAN Infinite® M200) gemessen. Anhand der Standards
wurde eine Eichkurve erstellt, von welcher man auf die Proteinkonzentration der
Proben schliefen kann. Eine Probe, die ausschlieRlich Medium enthielt diente als
negative Kontrolle.

5.6.7 Zytotoxizitatsanalyse

Um zu Uberprifen, wie gut bzw. wie schlecht die Zellen die Stimulationen, vor allem
die Langzeitinkubation mit lebenden und UV-getéteten Bakterien (Abb. 2), vertragen,
wurde ein Zytotoxizitats-Assay die 4 Stimulationen (sowohl mit S. pneumoniae als
auch mit S. aureus) durchgefuhrt, bei dem die Enzymaktivitat von LDH gemessen wird.
Hierfur wurden die Zellen vorher in farblosem aber ansonsten identischem Medium
ausplattiert. Der Uberstand nichtstimulierter Zellen stellte die negative Kontrolle dar
wahrend Medium ohne Zellen als Background-Kontrolle verwendet wurde. Als
Positivkontrolle wurden TX-100 lysierte Zellen gleicher Anzahl verwendet. Fir den
Assay wurde das Medium zu den bestimmten Zeitpunkten nach der Stimulation (Abb.
2) abgenommen und bei 16000 x g zentrifugiert. Nur der zellfreie Uberstand wurde fiir
die Versuche genutzt. Fur jeden Versuch wurde das Assay-Medium aus einem Teil
Katalysator und 45 Teilen Farbeldsung frisch hergestellt. Anschliel3iend wurden je 100
pl der Proben in eine 96-Well-Platte gegeben und mit 100 pl des hergestellten Assay-
Mix versetzt. Danach inkubierte die Platte 10-30 Minuten im Dunkeln bevor die
Absorption am Mikroplatten-Photometer (TECAN Infinite® M200) bei 492 nm
gemessen wurde. Alle Messungen fanden als Doppelbestimmung statt. Fur die
Auswertung wurde die Differenz des Wertes der jeweiligen Probe zur Negativkontrolle
durch die Differenz der Positivkontrolle zur Negativkontrolle geteilt:

Zytotoxizitét [%] — Probe — Negativkontrolle x 100

Positivkontrolle — Negativkontrolle
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6 ERGEBNISSE

6.1. Expression des humanen IL-37B in murinen RAW 264.7 Zellen

Um eine funktionelle Rolle des IL-37 in Makrophagen zu untersuchen, wurde als
Zellkulturmodel die murine Makrophagenzelllinie RAW264.7 gewahlt. Da das Genom
der Maus keine Informationen fur die Synthese von murinem IL-37 beinhaltet, wurde
zur funktionellen Analyse des humanen IL-37 in Makrophagen zunachst eine cDNA
kodierend flr das humane IL37B in das Genom der murinen Makrophagenzelllinie
RAW264.7 integriert. Dies geschah durch Transfektion des Plasmidvektors pIRES2-
EGFP (vgl. Abb. 5.1, Methodik), in dessen MCS das Gen fur IL-37B eingefligt wurde.
Die neue Zelllinie, die das IL-37b exprimieren sollte, wurde als RAW-pIRES/IL-37
bezeichnet. Als Kontrolle fur funktionale Untersuchungen dienten RAW-Zellen, die mit
demselben Vektor transfiziert wurden, ohne dass dieser die Informationen fiur IL-37B
in der MCS enthielt. Diese werden im folgenden RAW-pIRES/empty genannt.

6.1.1 Kontrolle der verwendeten Plasmide

Die Plasmidvektoren wurden von der AG P. Bufler MLU (Deutschland) bezogen und
zunachst in kompetente E. coli transformiert. Die Transformanden wurden unter
Verwendung von Kanamycin als Selektionsmarker auf LB-Platten kultiviert. Einzelne
Kanamycin-resistente Klone wurden anschliefend in einer 50 ml Kultur angezogen,
um das Plasmid samt Information des Vektors amplifizieren und isolieren zu kénnen.
Mittels QIAGEN-MidiPrep-Plasmid-Kit wurde die Plasmid-DNA anschlieend im reinen
Zustand aus den E. coli isoliert. Um die Reinheit der Plasmide und die Existenz des
Inserts zu Uberprifen, wurden mittels Restriktionsendonuklease-Verdau und
anschliel3ender Agarosegelelektrophorese das Plasmid sowie das eingebrachte IL-37-
Fragment nachgewiesen. Das IL37B-Gen wurde durch die AG Bufler an den
Schnittstellen EcoR | und BamH | in der MCS des pIRES2 eingefugt. Es scheiterte
jedoch zunachst der Versuch, es an diesen Stellen zu wieder herauszuschneiden, da
eine der beiden Schnittstellen defekt war. Da die Restriktionsstelle BamH | bereits die
aullerste C-terminale Schnittstelle in der MCS darstellt konnte hier kein weiteres
Enzym verwendet werden. Es wurde nun N-terminal statt EcoR | mittels Nhe | bzw.
Hind Il geschnitten. Das IL-37-Protein besteht in der Isoform B aus 218 Aminosauren,
welche durch 654 Basenpaare codiert werden. Der Restriktionsverdau mit BamH | und
Nhe | bzw. Hind Il von zwei unterschiedlichen Plasmidpraparationen zeigte im
Agarosegel (Abb. 6.1, Spuren 1 und 2) in den Spuren mit pIRES-/IL-37B-Vektoren das
linearisierte Plasmid (5308 Bp) und eine weitere Bande knapp tber 600 BP die der
erwarteten Grofde der IL37B cDNA entspricht. Die kleinere Bande, die das IL-37B-
Insert darstellt, war in den Spuren mit Restriktionsendonuklease behandelten
pIRES/empty-Vektoren nicht detektierbar (Abb. 6.1, Spuren 5 und 6). Obwohl Nhe |
und Hind Il 30 Basenpaare in der MCS voneinander entfernt liegen, konnte dieses
recht kleine Fragment in der Agarosegelelektrophorese nach Verdau des Leervektors
nicht festgestellt werden. Als negative Kontrolle fir den erfolgreichen
Restriktionsenzymverdau diente der gleiche Versuchsansatz ohne die Zugabe von
Restriktionsenzymen. Aufgrund von Supercoiled-Strukturen zeigte der nicht-
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linearisierte Vektor ein anderes Migrationsverhalten im Vergleich zu den linearisierten
Proben (Spuren 3, 6).

Restriktionsenzym: Nhel Hindlll - NhelHindlll -
pIRES/IL-37: + - + - . ”
pIRES/empty: - . - & B 9

Abb. 6.1: Kontrolle der Plasmidpraparationen mittels Restriktionsendonuklease-Verdau: Nach
Endonukleaseverdau mittels Nhe | bzw. Hind Il N-terminal und BamH | C-terminal wurden die DNA-
Fragmente auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. IL-37-Gen zwischen 600 und 700 BP in beiden
Restriktionen sichtbar (Spur 1, 2). pIRES/empty IL-37-negativ (Spur 4 — 6). DNA ladder 100-1000 BP.
Spuren 3 und 6 zeigen supercoiled Strukturen des verwendeten Plasmids.

Die gereinigten Plasmide wurden nun in murine RAW-264.7-Zellen transfiziert. Nach
der Transfektion mittels FUGENE HD-Reagenz wurden die Zellen mithilfe von G418
selektiert, sodass nur erfolgreich Vektor-transfizierte Zellen Uberlebten. Der Anteil
Uberlebender Zellen lag bei ca. 5%. Das Medium wurde taglich gewechselt ohne die
Zellen abzuschaben, um sie nicht weiterem Stress auszusetzen. Sichtbares
Wachstum in Form einzelner entstehender Zellkolonien setzte 4 Tage nach der
Transfektion ein. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen alle 2 Tage auf neue Platten
mit frischem Medium Uberfihrt, wobei sie ohne Unterbrechung G418-Selektion
ausgesetzt waren. Ein Teil der 4. Passage wurde flr zuklnftige Versuche im
Stickstofftank eingelagert.
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6.2 Charakterisierung der IL37B-Expression nach TLR-Aktivierung in
RAW267.4 -Zellen

6.2.1 Charakterisierung der transfizierten Zelllinien RAW-pIRES/empty und
RAW-pIRES/IL-37

Um die erfolgreiche Transfektion der RAW-Zellen zu Uberprifen, wurde als nachster
Schritt eine Analyse der induzierbaren IL-37B-Expression auf Genebene mittels RT-
PCR (vgl. Abb. 6.2) durchgefluhrt. Hierfir wurden jeweils 2 Millionen RAW-
pIRES/empty- (=Leervektorzellen) sowie RAW-pIRES/IL-37- Zellen (=IL-37B
exprimierende Zellen) ausplattiert, 4h ruhen gelassen um adharent zu werden, und
danach fur 2h Pam3Csk und MDP (jeweils 100 ng/ml) ausgesetzt um eine
proinflammatorische Antwort zu induzieren. Die Zellen wurden anschlielRend lysiert,
die RNA mittels innuPREP RNA-Kit (Analytik Jena) gereinigt, in cDNA umgeschrieben
und der fur IL-37B-codierende Abschnitt mittels spezifischer Primer (vgl. 5.5.6)
amplifiziert (vgl. 5.5.3). Eine RNA-Probe ohne Reverse Transkriptase im RT-Ansatz
diente als Negativkontrolle in der PCR zur Bestimmung auf einen mdglichen
genomischen DNA-Gehalt (Kontamination) in den Proben. Genomische DNA in den
RNA-Praparationen konnte jedoch mit den verwendeten Primern nicht nachgewiesen
werden (Abb. 6.2, RT-). Wahrend die RAW-pIRES/empty-Zellen (Spuren 1, 2) keine
IL-37B-Expression im nicht-stimulierten und stimulierten Zustand zeigten, war in den
RAW-pIRES/IL-37-Zellen im unstimulierten und im stimulierten Zustand eine IL37B-
spezifische Bande von 143 Bp nach PCR in der Gelelektrophorese darstellbar. Nach
Stimulation der RAW-pIRES/IL-37-Zellen mit Pam3Csk/MDP fur 2h (Spur 4) zeigte
sich eine verstarkte IL-37B-mRNA-Expression im Vergleich zu den nicht-stimulierten
IL-37B exprimierenden Zellen (Spur 3).

Pam3Csk + MDP:

RAW-pIRES/empty: + + 2 .
RAW-pIRES/IL-37: - ) + 5

Abb. 6.2: Nachweis der IL-37B-Expression mittel RT-PCR: Nach zweistiindiger Stimulation von 2
Mio. RAW-Zellen mit jeweils 100ng/ml Pam3Csk und MDP wurden RAW-pIRES/empty und RAW-
pIRES/IL-37 lysiert, RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Nach Amplifikation von IL-37B mittels
spezifischer Primer konnten Banden auf Héhe von 100 bis 200 Basenpaaren bei den IL-37B
exprimierenden Zellen detektiert werden. RT- = neg. Kontrolle

Nachdem der IL-37B-Expressionsnachweis auf RNA-Ebene erfolgt war, wurde nun die
Expression von IL-37B in RAW-Zellen auf Protein-Ebene untersucht. Hierfur wurden
jeweils 10 Millionen RAW-pIRES/empty- und RAW-pIRES/IL-37-Zellen fur 4h mit 100
ng/ml P3C und 100 ng/ml MDP stimuliert. Zum Nachweis von IL-37 auf Proteinebene
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wurden 4 Antikorper getestet: der kommerziell erhaltliche Antikorper anti-IL-37 von
R&D, die polyklonalen Antiseren anti-KC 14 und anti-KC 15 (beide von Proteogenix
SAS hergestellt flr die AG Host Septomics) sowie der in der Literatur beschriebene
anti-IL-1H4 gegen hulL-37B von P. Bufler. Dabei stellte sich der erstgenannte als
unbrauchbar heraus, da er sehr viel Hintergrund in Western Blot Versuchen erzeugte
und keine spezifischen Banden zu erkennen waren. Bei Verwendung der anderen drei
Antikdrper konnte das IL-37B im Zelllysat nach Aufkonzentration durch
Immunprazipitation mit anti-KC 14 im Western Blot nachgewiesen werden. Da der
Antikdrper von P. Bufler den geringsten Hintergrund im Western Blot erzeugte, wurde
ausschlieflich dieser fur die weiteren Versuche verwendet. Abbildung 6.3. zeigt einen
reprasentativen Western Blot nach Immunprazipitation flr unstimulierte und stimulierte
RAW-pIRES/empty und RAW-pIRES/IL37 Zellen. RAW-pIRES/empty-Zellen und
unstimulierte RAW-pIRES/IL-37-Zellen zeigten keine detektierbare IL-37B-Expression
auf Proteinebene. Dagegen konnte eine Bande bei 24 kDa in stimulierten RAW-
pIRES/IL-37-Zellen nach Stimulation durch anti-IL-1H4 detektiert werden.

Pam3Csk + MDP: - . 3 - +

RAW-pIRES/empty: + + . L
RAW-pIRES/IL-37: - - + +

Abb. 6.3: Nachweis der IL-37B-Proteinexpression im Western Blot: Jeweils 10 Mio. RAW-
pIRES/empty- und RAW-pIRES/IL-37-Zellen wurden fir 4h mit 100 ng/ml P3C und MDP stimuliert und
anschlieffend mit 700 pl Lyse-Puffer (s. Methodenteil) lysiert. IL-37B wurde mittels anti KC-14
immunprazipitiert und anschlieRend mittels anti IL-1H4 von P. Bufler und anti-Maus-HRP-Antikérpern
auf der Nitrozellulosemembran detektiert.

Im Folgenden wurde die IL37B-Expression nach Stimulation mit einem weiteren TLR2-
Liganden untersucht. Da zu diesem Zeitpunkt die grundsatzlich mogliche IL-37-
Expression in den RAW-pIRES/IL-37-Zellen bestatigt war, war die Untersuchung der
Expressionskinetik von IL-37B der nachste Schritt. Hierfur wurden 2 Mio. RAW-
pIRES/IL-37-Zellen fir 1, 2, 4 bzw. 6 Stunden mit 100ng/ml MALP-2 stimuliert. Die
Zellen wurden lysiert, die RNA mittels innuPREP RNA-Kit (Analytik Jena) gereinigt und
in cDNA umgeschrieben. Die IL-37B-mRNA-Expression wurde nun mithilfe
spezifischer Primer (s. 5.5.6) durch quantitative PCR (s. 5.5.5) analysiert. Hierbei
zeigte sich ein Expressionsmaximum von IL-37B nach zweistlindiger Stimulation mit
MALP-2. Aber auch bereits nach einstindiger Stimulation zeigte sich eine deutliche
Erhéhung der IL-37B mRNA Expression (Abb. 6.4 rechter Teil). Nach 4h und 6h zeigt
sich bereits eine deutliche Abnahme der IL37B Expression, die nach 6h fast den
Ausgangswert im unstimulierten Zustand erreichte. Im Vergleich zur IL-37B-
Expressionskinetik wurde zusatzlich die Expression des proinflammatorischen
Zytokins TNFa auf mRNA-Ebene analysiert. Hier zeigte sich eine dem IL-37B
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vergleichbare Kinetik (Abb. 6.4, linker Teil), jedoch war auch nach 6h die TNFa-
Expression im Vergleich zum unstimulierten Zustand noch recht stark erhoht.
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Abb. 6.4: Expressionskinetiken von TNFa- und IL-37B-mRNAs in RAW-pIRES/IL-37-Zellen nach
Stimulation mit 100 ng/ml MALP-2: 2 Mio. RAW-Zellen wurden fiir 1, 2, 4 und 6 Stunden mit MALP-2
(100 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen (0). Die RNA wurde isoliert und in der gPCR analysiert.
Die relativen Expressionsmengenveranderungen wurden zum House-Keeping-Gen HPRT in Beziehung
gesetzt und als Fold-Change ausgewertet. (n=1)

IL-37B bindet die humanen Rezeptoren IL-18Ra und SIGIRR, um Signale in Zielzellen
weiterzuleiten. Fur das humane IL-37B konnte auf3erdem bereits gezeigt werden, dass
es auch die homologen murinen IL18Ra und SIGIRR binden und aktivieren kann
(Nold-Petry et al., 2015). Die Expression der murinen IL37B-Rezeptoren SIGIRR und
IL-18Ra in RAW-pIRES/empty- sowie in RAW-pIRES/IL-37-Zellen wurde nun in
unstimulierten und auch in MALP-2-stimulierten Zellen mittels RT-PCR untersucht.
Hierfir wurden zwei Millionen Zellen beider Zelllinien fir 2h mit 100ng/ml MALP-2
stimuliert. AnschlieRend wurde die RNA isoliert und mittels RT-PCR analysiert. Beide
Rezeptoren konnten in der PCR sowohl in unstimulierten als auch in stimulierten Zellen
nachgewiesen werden (vgl. Abb 6.5). Hierbei war nur fur IL-18Ra ein leicht erhdhtes
Expressionslevel nach MALP-2-Stimulation erkennbar. Die SIGIRR-Expression wurde
durch die MALP-2-Stimulation nicht beeinflusst. Auch die TLR-2-Expression war in der
Kinetik nicht verandert und zu allen Zeiten gut nachweisbar. Die Lange der Amplifikate
ist Tab. 5.17 (Methodik) zu entnehmen.

MALP-2: - + : +  RT-

Sigirr

IL-18Ra

TLR2

RAW+pIRES/empty:  + + - 2
RAW+pIRES/IL-37: - - + +



Abb. 6.5: mRNA-Expression von IL-18Ra, SIGIRR und TLR-2 analysiert durch RT-PCR in
transfizierten RAW-pIRES/empty- und RAW-pIRES/IL-37-Zellen mit und ohne TLR2-Stimulation
durch MALP-2: 2 Mio. RAW-pIRES/empty- und RAW-pIRES/IL-37-Zellen wurden fir 2h mit 100 ng/ml
mit MALP-2 stimuliert. AnschlieRend wurde die RNA isoliert, gereinigt und mittels RT-PCR in cDNA
umgeschrieben. In der Elektrophorese war die Expression von Sigirr und TLR-2 nach PCR in allen
Proben gleichermallen nachweisbar. Die Expression von IL-18Ra mRNA war ebenso in allen Proben
nachweisbar, doch zusatzlich zeigte sich hier eine Zunahme der IL-18Ra-Expression nach
zweistiindiger MALP-2-Stimulation sowie eine starkere Expression in RAW-pIRES/IL-37-Zellen im
Vergleich zu gleich stimulierten RAW-pIRES/empty-Zellen. RT- = RT-neg. Kontrolle.

6.2.2 Expressionsanalyse von inflammatorischen Markern nach Stimulation
der RAW-Zellen mit S. pneumoniae D39 wt bzw. S. aureus

Makrophagen antworten auf den Kontakt mit Gram-negativen oder Gram-positiven
Bakterien mit einer proinflammatorischen Immunantwort. So werden beispielsweise
Zytokine, die eine Entzindungsreaktion vermitteln, und Chemoattractants, die fur die
Rekrutierung weiterer Immunzellen verantwortlich sind, verstarkt exprimiert und
sezerniert. FUr die RAW-pIRES/empty- und RAW-pIRES/IL-37-Zellen wurde nun im
Folgenden ermittelt, wie die Expressionskinetik von IL-37B und von TNFa als
stellvertretendes Zytokin der proinflammatorischen Immunantwort nach Stimulation
mit den Gram-positiven Bakterien S. pneumoniae D39 wt und S. aureus erfolgt.

Die Ermittlung der Expressionskinetiken von TNFa und IL-37B erfolgte nach
Stimulation beider Zelllinien mit den lebenden Bakterien nach 2h, 4h und 6h. Fir die
Stimulation wurden S. pneumoniae D39 wt (MOI: 5) und S. aureus (strain 6850, MOI:
5) verwendet. Die Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene erfolgte durch gPCR nach
RNA-Isolation und Umschreiben in cDNA (vgl. Abbildung 6.6).
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Abb. 6.6: Expressionskinetiken von TNFa- und IL-37B-mRNAs in RAW-pIRES/empty- (wei) und
RAW-pIRES/IL-37-Zellen (grau) nach Stimulation mit lebenden S. pneumoniae und S. aureus: 2
Mio. RAW-Zellen wurden flir 2, 4 und 6 Stunden mit S. pneumoniae (links) oder S. aureus (rechts) (MOI
= 5) stimuliert. Die RNA wurde isoliert und in der gPCR analysiert. Die relativen Expressionsmengen
wurden zum House-Keeping-Gen HPRT in Beziehung gesetzt und als Fold-Change ausgewertet. n=3.

Es zeigte sich eine deutliche Erhéhung der Expression von TNFa und IL-37B im
Vergleich zu unstimulierten Zellen. Die maximale Expression von TNFa war in beiden
Zelllinien sowohl nach Stimulation mit S. pneumoniae (FC > 100) als auch mit S.
aureus (FC > 75) nach 2h erreicht (Abb. 6.5, A, B). In beiden Zelllinien waren die TNFa-
Expressionslevel zu allen Zeitpunkten vergleichbar. Auch die |IL-37B-Expression war
2h nach Stimulation mit S. pneumoniae um das 28-fache und nach Stimulation mit S.
aureus um das 7-fache erhoht. Mit Ausnahme von IL-37B nach S. aureus-Stimulation
ging die Expression von TNFa und IL-37B zu spateren Zeitpunkten deutlich zurick.
Die Stimulation mit S. aureus zeigte im Vergleich zu S. pneumoniae bei einer MOI von
5 leicht geringere TNFa- und IL-37B-Expressionlevel nach Stimulierung und beziglich
des IL-37B eine deutlich verlangsamte Abnahme im beobachteten Zeitraum.

6.2.3 Induktion der proinflammatorischen Antwort in Abhangigkeit von der
MOl

Bei den Untersuchungen zur Expressionskinetik von TNFa und IL-37B wurde auffallig,
dass die Stimulation mit S. aureus im Vergleich zur Stimulation mit S. pneumoniae
geringere Induktionen der TNFa- und IL37B-mRNA-Level zur Folge hatte. Daraufhin
wurde nun anhand einer MOI-Reihe ermittelt, ob die proinflammatorische Antwort der
RAW-Zellen nach S. aureus-Stimulation auf das Level der S. pneumoniae-induzierten
Antwort angeglichen werden konnte. Zu diesem Zweck wurde die TNFa-mRNA-
Expression in den stimulierten RAW-pIRES/empty-Zellen in der gPCR gemessen.
Hierbei war zu erkennen, dass es mit steigender MOI zu einer Erhéhung der TNFa-
Expression kam, jedoch ab einer MOI von = 10 keine wesentliche Steigerung der
TNFa-Expression bei weiter steigender MOI zu erzielen war (vgl. Abb. 6.7, gezeigt fur
RAW-pIRES/empty-Zellen).
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Abb. 6.7: TNFa-mRNA-Expression in RAW-pIRES/empty nach S.aureus-Stimulation bei
steigender MOI: 2 Millionen Zellen wurden fir 2h mit S. aureus unter ansteigender MOI (0,5-100)

stimuliert. Ab einer MOI von 10 war keine weitere Steigerung der TNF-a-Expression zu beobachten.
n=3.
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6.3 Toleranzinduktion durch S. pneumoniae und S. aureus

Nachdem Monozyten oder Makrophagen einem proinflammatorischen Reiz
ausgesetzt werden, folgt eine immunsuppressive Phase, in der die Zellen und damit
der gesamte Organismus nicht adaquat auf weitere Pathogene bzw. auf Stimulationen
mit PAMPs reagieren. Diese immunsuppressive Phase der Immunantwort wird auch
als Endotoxin-Toleranz bezeichnet und ist hauptsachlich durch eine verminderte
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine definiert. Im Folgenden wurde
untersucht, ob RAW264.7-Zellen sich ahnlich verhalten und ob IL37B eine funktionale
Rolle bei der Toleranzinduktion spielt.

6.3.1 Die proinflammatorische Antwort und Toleranzinduktion in RAW-Zellen
bei Stimulation mit bekapselten und unbekapselten S. pneumoniae D39

Die Virulenz der Pneumokokken hangt hauptsachlich von ihrer Kapsel ab, welche auch
die Serogruppe definiert. Sie erschwert die Opsonierung des Erregers durch das
alternative Komplementsystem sowie die Phagozytose durch polymorphonukleare
Leukozyten (Kadioglu et al. 2008). Kapsellose Pneumokokken hingegen gelten als
avirulent. Da in der vorgelegten Arbeit ausschliel3lich die Interaktion zwischen
Pneumokokken und Makrophagen untersucht wurde, kamen zunachst sowohl
bekapselte als auch kapsellose Erreger fur die weiteren Versuche in Frage. Der
verwendete Pneumokokken-Stamm D39 gehdrt im Wildtyp zum virulenten Serotyp 2.
Nach Deletion der flr die kapselkodierenden Gene in D39 konnte eine kapsellose
Mutante (S. pneumoniae D39 Acps) erzeugt werden. Beide Stamme wurden von
Hester Bootsma (PhD, Laboratory of Pediatric Infectious Diseases Radboud University
Nijmegen Medical Center, Niederlande) zur Verfigung gestellt und nun hinsichtlich
ihrer proinflammatorischen Antwort sowie ihrer Toleranzinduktion in RAW/pIRES-
empty und RAW-pIRES/IL-37B-Zellen untersucht. Daflir wurden 2 Millionen Zellen
zunachst fur 2 Stunden mit MALP-2, oder mit S. pneumoniae D39 wt oder mit S.
pneumoniae D39 Acps stimuliert. Die proinflammatorische Antwort der Zellen wurde
mittels gPCR anhand des Expressionslevels von TNFa-mRNA nach 2h bestimmt. Des
Weiteren wurde das Abklingen der TNFa-Expression nach 24h und, zusatzlich, die
Expression nach erneuter zweistindiger Restimulation mittels MALP-2 analysiert, um
eine mogliche Toleranzinduktion durch bakterielle Erststimulation zu ermitteln. Hier
zeigte sowohl der kapsellose Stamm als auch der D39 wt eine im Vergleich zur MALP-
2 Stimulation mit 100 ng/ml erhdhte TNFa-mRNA-Expression nach 2 Stunden (Abb.
6.8 A und B). Wahrend die IL-37B exprimierenden Zellen (graue Balken) nach MALP-
2 kaum veranderte TNFa-Expression aufwiesen, zeigte sich bei Verwendung der
Bakterien eine leicht verringerte Expression von TNFa in IL-37B-positiven RAW-
Zellen. Bei den verwendeten Bakterien und besonders bei der kapsellosen Mutante
zeigte sich eine lang andauernde TNFa-Expression, die zwar im Vergleich zum
Spitzenwert nach 2h deutlich abnahm, jedoch nach 24h nicht den Ausgangswert der
unstimulierten Zellen erreichte. Wurden die D39 wt und D39 Acps prestimulierten
Zellen nach 24h nun ein weiteres Mal mit MALP-2 stimuliert, um ihre
proinflammatorische Genexpression nach Restimulation zu ermitteln, zeigte sich im
Vergleich zur zweistlindigen Exposition in der Proinflammation ein reduziertes Niveau
der TNFa-Expression (vgl. Abb. 6.8 A und B). Wahrend die mit bekapselten
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Pneumokokken prestimulierten Zellen nach Restimulation nur noch einen leichten
Anstieg der TNFa-Expression zeigten, fehlte dieser erneute Anstieg der TNFa-
Expression bei den mit kapsellosen Pneumokokken prestimulierten Zellen nahezu
komplett. Weiterhin trat dieser Effekt verstarkt in den RAW-pIRES/IL-37-Zellen auf. Ein
Ahnliches Bild zeigte sich fuir die D39 wt und D39 Acps induzierte IL37B-Expression in
RAW-pIRES/IL-37- Zellen (vgl. Abb. 6.8 C und D). Wahrend hier die Expressionslevel
induziert durch MALP-2 und der Bakterien in etwa auf dem gleichen Level lagen, nahm
auch hier die Expression nach 24h wieder deutlich ab und wurde auch nach erneuter
zweistundiger Stimulation durch MALP-2 nicht erneut stark exprimiert. Viel mehr zeigte
sich wie schon fir TNFa eine verringerte Expression nach Restimulation. IL37B,
exprimiert in murinen RAW264.7-Zellen, scheint - ahnlich anderen in der
Proinflammation exprimierten Genen und obwohl es ein imunsuppressives Gen ist -
tolerisierbar zu sein. Aufgrund dieser Befunde wurden die nachfolgenden
Stimulationen zur Toleranzinduktion mit S. pneumoniae D39 Acps durchgefuhrt.
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Abb. 6.8: TNFa- und IL-37-mRNA-Expression in RAW-pIRES/empty- (weil) und RAW-pIRES/IL-
37-Zellen (grau) in proinflammatorischer und toleranter Phase unter Prestimulation mit
bekapselten (S.p. WT) und kapsellosen (S.p. Acps) S. pneumoniae und Restimulation mit MALP-
2: 2 Mio. Zellen wurden wie in Abb. 5.3 (Methodenteil) dargestellt stimuliert. Dabei fand die 24-stiindige
Prestimulation entweder mit S. pneumoniae D39 WT (A, C) oder S. pneumoniae D39 Acps (B, D) statt.
Zur zweistiindigen Restimulation wurde MALP-2 verwendet. n = 1.

Bei Verwendung der S. pneumoniae D39 Acps-Mutante mit einer MOI von 5 in diesen
initialen Versuchen zeigte sich bei mikroskopischer Betrachtung nach Stimulation der
Zellen Uber Nacht ein vermehrter Zelltod. Daraufhin wurde Uberprift, ob Zugabe von
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Penicillin/Streptomycin den Zelltod bei langeren Inkubationen vermeiden kann. Hierzu
wurde 2h nach Stimulation mit S. pneumoniae D39 Acps Penicillin und Streptomycin
dem Medium zugegeben und anschlieBend weiter inkubiert. Eine zytotoxische
Wirkung der Pneumokokkeninfektion auf die stimulierten RAW-pIRES/empty und
RAW-pIRES/IL-37-Zellen wurde nun in den Antibiotika-behandelten Zellen mittels
LDH-ELISA nach 24h ermittelt. Dabei war der Anteil Uberlebender Zellen 24h nach
Erststimulation (MALP-2 oder S. pneumoniae Acps) in allen Stimulationen stets grofRer
als 90% (vgl. Abb. 6.9).
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Abb. 6.9: Zytotoxizitatsanalyse nach bakterieller Stimulation mit Antibiotika-Zugabe von RAW-
pIRES/empty-Zellen (A, C) bzw. RAW-pIRES/IL-37-Zellen (B, D) durch LDH ELISA: 2 Mio. RAW-
Zellen wurden flr 24h mit kapsellosen S. pneumoniae Acps oder S. aureus prestimuliert. Nach 24h
wurden die Zellen noch ein zweites Mal stimuliert. Zur zweistiindigen Restimulation wurde MALP-2,
sowie die 0.g. Bakterien verwendet. Die Zytotoxizitatsanalyse erfolgte mittels Laktat-Dehydrogenase-
Assay, der die Laktat-Dehdyrogenase Aktivitat im Zellkulturiiberstand der Zellen misst. und nur bei
Zelltod nachweisbar ist. Der zytotoxische Anteil war bei keiner Stimulation Uber 10%. LDH+ =
Positivkontrolle nach Detergenz-vermittelter Lyse der Zellen. -/-: unstimulierte Zellen. n = 1

Ein Einfluss der Stimulation mit Bakterien auf das Uberleben der RAW-Zellen konnte
durch die Antibiotikagabe verhindert werden. Die IL-37B-Expression in den
stimulierten RAW-Zellen hatte bezuglich der Toxizitdt keinen Einfluss. Stimulierte
RAW-pIRES/empty und RAW-pIRES/IL-37-Zellen zeigten vergleichbare LDH Mengen
im Uberstand, unabhangig davon ob Bakterien oder MALP-2 zur Stimulation
verwendet wurden.
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6.3.2 Vergleich der Toleranzinduktion nach S. pneumoniae- und S. aureus-
Stimulation in RAW-pIRES/empty- und RAW-pIRES/IL-37-Zellen

Es wurde nun Uberprift, ob IL-37B - exprimiert nach Aktivierung von RAW264.7-
Makrophagen - eine Rolle bei der Toleranzinduktion bzw. der Auspragung der
Immunsuppression spielt. In den folgenden Versuchen wurden dazu 2 Mio.
transfizierte RAW-pIRES/empty- bzw. RAW-pIRES/IL-37-Zellen mit S. pneumoniae
D39 Acps (MOI: 5) oder S. aureus (MOI: 10) flr 24h prestimuliert. Um die tolerante
Phase nachzuweisen, erfolgte anschlieRend ein Waschschritt mit PBS und eine
zweistindige (qPCR) bzw. 24-stindige (ELISA) Restimulation mit demselben
Pathogen oder mit MALP-2 (100 ng/ml). Das proinflammatorische Zytokin TNFa ist in
der Literatur als sogenanntes tolerisierbares Gen (T-Gen) mit verminderter Expression
im restimulierten (= toleranten) Zustand beschrieben. Daher wurde die TNFa-
Expression auf mRNA-Ebene mittels qPCR und auf Proteinebene mittels ELISA
ermittelt. Zum Toleranznachweis wurde in beiden Methoden die Zytokinexpression
nach der Restimulation mit der Zytokinexpression nach der Proinflammation
verglichen. Als Kontrolle dienten eine nichtstimulierte Probe sowie eine Probe im
Zustand 24h nach der Vorstimulation.

6.3.2.1 Toleranzinduktion auf Proteinebene

Mittels ELISA wurden die Zellkulturiberstande nach den im vorigen Abschnitt
beschriebenen Stimulationen auf die TNFa-Sekretion der RAW-Zellen untersucht.
Nach 24-stindiger Stimulation mit S. pneumoniae, S. aureus oder MALP-2 war eine
signifikante Proinflammation und TNFa-Sekretion nachweisbar (siehe Abb. 6.10). Die
sekretierten TNFa-Mengen nach 24h beliefen sich auf 300 pg/ml (RAW-pIRES/empty)
bzw. 190 pg/ml (RAW-pIRES/IL-37) fir MALP-2-Stimulation, 410 pg/ml (RAW-
pIRES/empty) bzw. 335 pg/ml (RAW-pIRES/IL-37) fur S. pneumoniae-Stimulation und
360 pg/ml (RAW-pIRES/empty) bzw. 300 pg/ml (RAW-pIRES/IL-37) fur S. aureus-
Stimulation (Abb. 6.10). Wahrend die mit S. pneumoniae prestimulierten Proben ohne
weitere Zweitstimulation innerhalb eines Tages nach der Stimulation mit 15 pg/ml
(RAW-pIRES/empty) bzw. 10 pg/ml (RAW-pIRES/IL-37) wieder nahe an ihr
Ausgangsniveau an TNFa kamen, zeigten die mit S. aureus prestimulierten Zellen eine
langer anhaltende TNFa-Sekretion, die mit 120 pg/ml (RAW-pIRES/empty) bzw. 70
pg/ml (RAW-pIRES/IL-37) gemessen wurde. Im Vergleich zur proinflammatorischen
TNFa-Sekretion war die TNFa-Produktion wahrend der 24-stiindigen Restimulation
nach Erststimulation durch MALP-2 sowie durch die jeweiligen Gram-positiven
Bakterien signifikant reduziert. Hier konnten in der toleranten Phase der Zellen nur
geringe Mengen TNFa gemessen werden, die sich signifikant von den
proinflammatorischen Mengen unterschieden: In den RAW-pIRES/empty-
Zellkulturiberstanden belauft sich die TNFa-Konzentration nach Prestimulation mit S.
pneumoniae und Restimulation mit MALP-2 auf 40 pg/ml. Bei Restimulation mit S.
pneumoniae waren im Vergleich zu proinflammatorisch messbaren 410 pg/ml TNFa
nur noch 85 pg/ml nachweisbar. Nach Prestimulation mit S. aureus lag die TNFa-
Konzentration von den RAW-pIRES/empty-Zellkulturiberstanden nach Restimulation
mit MALP-2 bei 115 pg/ml (vgl 300 pg/ml bei MALP-2-Proinflammation), und nach
Restimulation mit S. aureus bei 120 pg/ml (vgl. 360 pg/ml bei S. aureus-
Proinflammation). In den RAW-pIRES/IL-37-Zellkulturiberstanden belauft sich die
TNFa-Konzentration nach Prestimulation mit S. pneumoniae und Restimulation mit
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MALP-2 auf 50 pg/ml (vgl 190 pg/ml bei MALP-2-Proinflammation). Bei Restimulation
mit S. pneumoniae waren im Vergleich zu proinflammatorischen 335 pg/ml TNFa nur
noch 90 pg/ml messbar. Nach Prestimulation mit S. aureus lag die TNFa-
Konzentration in den RAW-pIRES/IL-37-Zellkulturiiberstanden nach Restimulation mit
MALP-2 bei 55 pg/ml (vgl 190 pg/ml bei MALP-2-Proinflammation), nach Restimulation
mit S. aureus bei 50 pg/ml (vgl. 300 pg/ml bei S. aureus-Proinflammation).
Zusammengefasst zeigen alle mit S. pneumoniae und S. aureus vorstimulierten Zellen
eine deutliche und signifikante Verringerung der TNFa-Sekretion nach erneuter
Restimulation durch MALP-2 oder durch wiederholte Stimulation mit den gleichen
Bakterien.
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Abb. 6.10: Nachweis der TNFa-Sekretion wahrend der proinflammatorischen Phase und nach
Restimulation im toleranten Zustand durch ELISA: Die Zelllinien RAW-pIRES/empty (weil3) bzw.
RAW pIRES/IL-37 (grau) wurden nach oben dargestelltem Schema stimuliert. Dabei fand die 24-
stiindige Prestimulation entweder mit S. pneumoniae (oben) oder S. aureus (unten) statt. Zur 24-
stiindigen Restimulation wurden entweder MALP-2 oder das jeweilige Bakterium der Prestimulation
verwendet. Die synthetisierte Menge an TNFa nach der Restimulation (Spalten 5 + 6) wird mit der
zugehorigen 24-stiindigen Proinflammation (Spalten 2 + 3) verglichen. Die sezernierte Menge an TNFa
ist nach der Restimulation in allen Proben signifikant verringert. * p < 0,05. n=3
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Dies deutet darauf hin, dass die RAW-Zellen nach Erststimulation in eine Phase der
Toleranz eingetreten sind. Weiterhin zeigten die RAW-pIRES/IL-37-Zellen im
Vergleich zu den RAW-pIRES/empty-Zellen eine geringfligig verminderte TNFa-
Sekretion wahrend der Proinflammation hervorgerufen durch MALP-2, S. pneumoniae
oder S. aureus sowie wahrend der Restimulation nach S. aureus-Prestimulation.
Dieser Effekt war jedoch nicht statistisch signifikant.

6.3.2.2 Toleranzinduktion auf Genebene

Zum Nachweis der Toleranzinduktion nach S. pneumoniae- bzw. S. aureus-
Prestimulation wurde nun auch die mRNA-Expression von TNFa in den RAW-
pIRES/empty- und RAW-pIRES/IL-37-Zellen bestimmt. Hierzu wurden jeweils 2 Mio.
Zellen fur 24h mit S. pneumoniae D39 Acps (MOI: 5) bzw. S. aureus 6850 (MOI: 10)
prestimuliert, 1x mit PBS gewaschen und anschlieRend fur 2h in frischem Medium mit
100 ng/ml MALP-2 restimuliert. Da die Bakterienstimulation nicht alle Zellen zu
demselben Zeitpunkt aktiviert und deshalb durch Restimulation mit MALP-2
verlasslichere und reproduzierbare Messwerte erzielt werden konnten, wurde auf eine
Restimulation mit dem gleichen Pathogen der Prestimulation verzichtet. Eine
signifikante Proinflammation nach zweistiindiger Stimulation mit MALP-2 oder S.
pneumoniae D39 Acps bzw. S. aureus war anhand der verstarkten TNFa-Expression
detektierbar (Abb. 6.11). Diese stieg hierbei auf das 10-fache (MALP-2 und S. aureus),
bzw. das - 30-fache (S. pneumoniae) der nicht stimulierten Zellen an. Ein leichter
Anstieg der TNFa-Expression war auch nach Restimulation mit MALP-2 detektierbar
und gegenuber den 24h prestimulierten Zellen ohne Restimulation signifikant fur RAW-
pIRES/emtpy-Zellen. Dieser Anstieg an TNFa-mRNA war in beiden Zelllinien geringer
ausgepragt als wahrend der durch MALP-2 ausgeldsten Proinflammation, blieb jedoch
ohne statistische Signifikanz (vgl Abb. 6.11).
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Abb. 6.11: Nachweis der TNFa-mRNA Expression in der proinflammatorischen und der
toleranten Phase in RAW-pIRES/empty (weil) und RAW-pIRES/IL-37 (grau) durch qPCR: Beide
Zelllinien wurden wie in Abb. 5.3 (Methodik) dargestellt stimuliert. Dabei fand die 24-stiindige
Prestimulation entweder mit S. pneumoniae D39 Acps (links) oder S. aureus (rechts) statt. Zur
zweistiindigen Restimulation wurde MALP-2 verwendet. Die synthetisierte Menge an TNFa nach der
Restimulation (Spalte 5) wird mit der zugehdrigen zweistiindigen Proinflammation durch MALP-2
(Spalte 2) verglichen.

Nach Medzhitov et al. wird die Toleranz anhand der Veranderung der Fold-Changes
von unstimuliert/Proinflammation und nach 24h-Prestimulation/Restimulation ermittelt.
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Betrachtet man die FC im ersten Zustand (Proinflammation) und die Fold-Changes im
toleranten Zustand der Zellen (Restimulation im Vergleich zum 24h Wert), so zeigt
sich eine signifikante Verringerrung der TNFa-mRNA-Expression im toleranten (= mit
S. aureus oder S. pneumoniae vorstimulierten und mit MALP-2 restimulierten) Zustand
(vgl. Abb. 6.11). Die IL-37B-Expression in den RAW-pIRES/IL-37-Zellen zeigte
weiterhin einen geringen, jedoch, wie schon in den ELISA-Experimenten gezeigt,
nicht-signifikanten inhibitorischen Effekt auf die TNFa-Expression in der
proinflammatorischen und auch in der toleranten Phase nach bakterieller bzw. MALP-
2-Stimulation, ist aber augenscheinlich nicht die alleinige Ursache der verringerten
TNFa-Expression nach Pre- und Restimulation, d. h. der Toleranzinduktion.

6.4 Transkriptomanalyse

Zunachst konnte anhand des Beispiels von TNFa gezeigt werden, dass die
Proteinsynthese eines proinflammatorischen Zytokins nach Erststimulation durch S.
aureus oder S. pneumoniae und anschlielRender Restimulation durch MALP-2 in RAW-
Makrophagen deutlich vermindert ist. Allerdings existieren zahlreiche
proinflammatorische Entzindungsmediatoren, die wahrend der Entzindungsreaktion
eine Rolle spielen und im toleranten Zustand der Zellen eine verringerte Expression
aufweisen sollten. Die weitere Untersuchung dieser Gene und Proteine mittels gPCR
und ELISA ware jedoch sehr zeit- und kostenintensiv. Modernere NGS-Methoden wie
die RNA-AmpliSeq ermdglichen dagegen die Analyse und Quantifizierung aller
exprimierten oder ausgewahlter mRNA-Molekile auf einem schnelleren und
effizienteren Weg. Um einer mdglichen Funktion von IL-37B wahrend der
inflammatorischen Phase oder beim Erlangen des toleranten Zustands, welcher sich
durch die jeweils verringerte mMRNA Produktion von TNFa in den oben beschriebenen
Versuchen - wenn auch nicht signifikant veranderten Mengen - anzeigte,
naherzukommen, wurden auf diese Weise handisch selektierte 911 Gene, welche mit
der Immunantwort von Monozyten und Makrophagen assoziiert sind, genauer
analysiert.

FUr diese Analyse wurden sowohl die RAW-pIRES/IL-37-Zellen als auch die RAW-
pIRES/empty-Zellen verschiedenen Stimulationen zu standardisierten Zeitpunkten
(vgl. Abb. 5.3, Methodik) unterzogen. Hierdurch entstanden 12 Proben. Ein
Sequenzierungszyklus mit anschlieender Qualitatskontrolle der 12 Proben fuhrte zu
1,8 bis 4,1 Millionen Reads pro Probe. Diese Reads dienten als Ausgangsdaten fur
den TMAP-Aligner, um sie dem hg19-AmpliSeq-Transkriptom (bereitgestellt von
ThermoScientific) zuzuordnen. Letztendlich konnten in allen Proben tUber 99 % aller
Reads eindeutig zugeordnet (= ,gemapt®) werden. Die hieraus resultierenden Daten
wurden mittels Partek Genomic Suite 6.6 analysiert. Hierdurch konnte fur jedes Gen
sowohl die Gesamtzahl der Reads ermittelt werden. Da langere Gene bei gleicher
Expression mehr Reads verzeichnen als kirzere Gene, wird hieraus der
standardisierte RPKM-Wert (Reads pro Kilobase pro Million gemapter Reads) gebildet.

Zunachst wurde anhand dieser RPKM-Werte die Gesamtheit der verandert
exprimierten Gene (VEGs) betrachtet. Als VEG wurden Gene klassifiziert, die nach
Stimulation mindestens doppelt bzw. halb so stark exprimiert wurden, wie in der
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nichtstimulierten Kontrolle. Zunachst war erkennbar, dass in den RAW-pIRES/IL-37-
Zellen durchschnittlich 52 Gene pro Probe weniger verandert exprimiert wurden als in
den RAW-pIRES/empty-Zellen (vgl. Tabelle 6.1). Auffallig war hierbei, dass die Anzahl
hochregulierter Gene infolge der verschiedenen Stimuli in beiden Zelllinien nahezu
identisch war, wahrend bei Anwesenheit von IL-37B im Schnitt 47 Gene weniger
herabreguliert wurden. Auf’erdem war die Anzahl hochregulierter Gene in der
toleranten Phase stets kleiner als nach der zweistlindigen Proinflammation mit MALP-
2. Weiterhin war festzustellen, dass die S. aureus-Stimulation in beiden Zelllinien zu
weniger VEGs flhrte als die S. pneumoniae-Stimulation. Die Differenz der VEGs
zwischen S. pneumoniae- und S. aureus-Stimulation betrug hier im Schnitt 37 Gene
und damit 33%. Nach Bakterienstimulation zeigten 50 Gene unabhangig vom zur
Stimulation genutzten Bakterium eine gesteigerte Expression und 34 Gene eine
verminderte Expression. Weiterhin fiel auf, dass es kein Gen gibt, welches nach S.
pneumoniae-Stimulation hoch- und nach S. aureus-Stimulation herabreguliert wird
bzw. andersherum. Dies fuhrt zu der Annahme, dass die Genregulation nach
Stimulation mit beiden grampositiven Bakterien ahnlich bzw. mit nur kleinen
Unterschieden bezuglich der Fold-Changes verlauft. Diese Unterschiede konnen sich
jedoch auf die Anzahl der VEGs auswirken, je nachdem ob ein Gen die fur die Zahlung
eingefiihrte FC-Anderung = 2 erreichte oder nicht.

Tabelle 6.1: VEGs aller Proben im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle

Stimulation vs. Kontrolle VEGs VEGs VEGs
hochreguliert | herabreguliert
RAW-pIRES/empty
2h MALP-2 267 122 145
24h S. pneumoniae 229 99 130
24h S. pneumoniae + 2h MALP-2 326 104 222
24h S. aureus 123 74 49
24h S. aureus + 2h MALP-2 229 81 148
RAW-pIRES/IL-37
2h MALP-2 221 117 104
24h S. pneumoniae 179 91 88
24h S. pneumoniae + 2h MALP-2 228 105 123
24h S. aureus 128 70 58
24h S. aureus + 2h MALP-2 182 97 85

6.4.1 Identifizierung tolerisierbarer Gene mittels RNA-AmpliSeq

Tolerisierbare Gene sollen nach ihrer Definition nach zweistlindiger Proinflammation
eine verstarkte Expression zeigen, erreichen nach zweistundiger Restimulation jedoch
nicht wieder dasselbe erhdhte Expressionslevel. Zusatzlich sollte das Gen 24h nach
der Vorstimulation seinem Ausgangsexpressionslevel wieder moglichst nahekommen
und nicht anhaltend stark exprimiert werden. Anhand der AmpliSeqg-Daten wurden nun
alle Gene ermittelt, die diese Kriterien innerhalb einer der beiden Zelllinien, RAW-
pIRES/empty oder RAW-pIRES/IL-37, fur beide Stimulationen erfullen. Hierfir wurde
fur alle zuvor identifizierten VEGs der Fold-Change-Quotient zwischen Prestimulation
und Restimulation bestimmt. Im Zahler stand der Fold-Change nach der zweistlindigen
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Restimulation bezogen auf den Wert nach 24h, im Nenner der Fold-Change nach
zweistuindiger Proinflammation bezogen auf die unstimulierten Zellen. Foster et al.
wahlten in ihren Studien einen Quotienten von 0,33 als Schwellenwert fur die
Tolerisierbarkeit. Da TNFa, dessen Tolerisierbarkeit in den Vorversuchen gezeigt
wurde, einen in den AmpliSEQ-Versuchen ermittelten Quotienten von 0,36 bzw.0,6,
also nur schwach tolerisiert, in RAW/empty- bzw. RAW/IL37B-Zellen aufweist, wurde
im Rahmen dieser Arbeit ein leicht erhéhter Quotient von 0,5 als Schwellenwert fir die
Tolerisierbarkeit festgelegt. Das heifl3t, Gene, die Quotienten kleiner als 0,5 aufwiesen,
werden als eindeutig tolerisierbare Gene identifiziert, da diese Gene nach der
Restimulation einen um die Halfte geringeren FC als wahrend der Proinflammation
besallen. Weiterhin bedeuted dieser Schwellenwert, dass die gefundenen Gene
wahrend der Toleranz in RAW264.7-Zellen starker reprimiert werden als TNFa. Von
allen VEGs mit Quotienten < 0,5 wurde dann der Fold-Change nach 24-stindiger
Proinflammation (Langzeitexpressionsanderung) untersucht. War dieser im Vergleich
zur Proinflammation nach 2h wieder gesunken, gilt das Gen weiterhin als T-Gen. Alle
anderen Gene mit gleichbleibender hoher Expression oder noch verstarkter
Expression nach 24 h wurden aussortiert. Von den verbleibenden als T-Gen
identifizierten Genen wurde nun die absolute Expression anhand der RPKMs (reads
per kilobase per million mapped reads) uberpriuft. Gene mit RPKM < 1 wahrend der
Proinflammation wurden aufgrund einer zu geringen Expression ausgeschlossen.
Letztendlich erfullten folgende Gene die 0.g. Kriterien fur T-Gene nach Stimulation der
RAW-Zellen mit beiden Bakterien: Cd40, Ccl22, Mx2, Clec2d, 1127, Socs1, Chst11,
Icosl, Cxcl11, Mmp14, Gpr84, Zyx, Sdc4, Hspa1b, Tnfaip3, Icam1, Pdgfa (Tabelle 6.2,
6.3; Abb 6.10, 6.11). Weiterhin konnten einzelne Gene identifiziert werden, die die o.
g. Kriterien entweder nur nach S. pneumoniae oder nur nach S. aureus-Stimulation
erfillen. Nach S. pneumoniae-Stimulation gilt dies fur Junb, nach S. aureus-
Stimulation fur 111a, 111b und Mtmr7. Tab. 6.2 stellt die 20 detektierten T-Gene nach S.
pneumoniae-Stimulation mit ihnren RPKM-Werten und Fold-Changes dar.

Tabelle 6.2: RPKM und FC der T-Gene nach S. pneumoniae-Stimulation

Gen RPKM | RPKM FC RPKM | FC RPKM FC FC_-
Quotient
—— 2h 2h 24h 24h | 24h S.p.+ | 24h S.p.+
MALP-2 | MALP-2 S.p. S.p. | 2h MALP-2 | 2h MALP-2
RAW-pIRES/empty

Tnf 211 2401 11 559 3 912 4 0,36
Cd40 12 280 24 36 3 143 12 0,5
Ccl22 2 55 26 3 1 6 3 0,12
Mx2 2 129 76 73 43 42 25 0,33
Clec2d 1 25 22 11 10 17 15 0,68
127 13 366 28 36 3 116 9 0,32
Socs1 7 87 13 19 3 19 3 0,23
Chst11 2 14 6 6 3 1 3 0,5
Icosl 4 17 4 5 1 5 1 0,25
Cxcl11 5 28 6 0 -32 6 1 0,17
Mmp14 1 5 8 2 3 2 3 0,38
Gpr8é4 503 2101 4 77 -7 277 -2 -0,5

Zyx 93 336 4 109 1 142 2 0,5
Sdc4 325 1004 3 116 -3 298 1 0,33
Hspa1b 11 42 4 5 -2 3 -3 -0,75
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Tnfaip3 13 81 6 17 1 41 3 0,5
Icam1 220 561 3 64 -3 137 -2 -0,67
Pdgfa 49 108 2 23 -2 38 1 0,5
Mmp9 1 13 17 6 8 8 11 0,65
Junb 2268 6351 3 1774 1 2517 1 0,33

RAW-pIRES/IL-37

Tnf 160 1877 11 490 3 1104 7 0,64
Cd40 6 262 47 42 8 130 23 0,49
Ccl22 2 113 46 4 2 6 2 0,04
Mx2 6 247 43 61 11 38 7 0,16
Clec2d 1 18 33 4 7 4 7 0,21
1127 13 284 21 13 1 70 5 0,24
Socs1 7 89 12 12 2 17 2 0,17

Chst11 1 11 12 3 3 3 3 0,25
Icosl 2 21 11 4 2 9 5 0,45
Cxcl11 4 30 8 0 -36 1 -2 -0,25

Mmp14 0 1 8 0 -2 1 4 0,5
Gpr84 318 2097 7 108 -3 471 1 0,14

Zyx 50 237 5 65 1 83 2 0,4
Sdc4 230 1056 5 120 -2 333 1 0,2

Hspa1b 6 28 5 5 1 5 1 0,2

Tnfaip3 20 86 4 21 1 42 2 0,5
Icam1 187 526 3 87 -2 228 1 0,33
Pdgfa 44 111 3 24 -2 30 1 0,33
Mmp9 0 2 8 2 9 2 8 1
Junb 2016 7984 4 2078 1 3089 1,5 0,38

Der ahnliche Verlauf der Expression der 20 o. g. T-Gene nach S. pneumoniae-
Stimulation ist graphisch in Abbildung 6.12 dargestellt. Markant fur die T-Gene ist ein
im ersten Drittel des Graphen steilerer Anstieg im Vergleich im letzten Drittel sowie ein
Expressionsmaximum nach der zweistlindigen Proinflammation.
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Abb. 6.12: RPKM-Werte der 22 T-Gene nach S. pneumoniae-Stimulation in Abhédngigkeit von der
Stimulation: 22 T-Gen-Kandidaten zeigten eine Zunahme der RPKMs nach zweistiindiger MALP-2-
Stimulation, erreichten 24h nach S. pneumoniae-Stimulation nahezu ihr Ausgangsniveau und
verzeichneten nach zweistiindiger Restimulation mit MALP-2 deutlich niedrigere RPKM-Werte als nach
der zweistindigen MALP-2-Proinflammation.

Nach Prestimulation mit S. aureus lie3en sich die folgenden 22 T-Gene nachweisen
(Tnf als Referenzgen mit aufgelistet):

Tabelle 6.3: RPKM und FC der T-Gene nach S. aureus-Stimulation

FC-
Gen RPKM | RPKM FC RPKM | FC RPKM FC lquotient
2h 24h S.a. + | 24h S.a. +
Kontrolle | :th_z MA2LP- §4: §4: 2h M2ALP- 2h M2ALP-
RAW-pIRES/empty
Tnf 211 2401 11 545 3 1407 7 0,64
Cd40 12 280 24 39 3 73 6 0,25
Ccl22 2 55 26 1 -2 2 1 0,04
Mx2 2 129 76 52 31 51 30 0,39
Clec2d 1 25 22 10 9 11 9 0,41
127 13 366 28 25 2 140 11 0,39
Socs1 7 87 13 11 2 20 3 0,23
Chst11 2 14 6 1 -2 4 2 0,33
Icosl 4 17 4 5 1 5 1 0,25
Cxcl11 5 28 6 4 1 9 2 0,33
Mmp14 1 5 8 2 3 2 3 0,38
Gpr84 503 2101 4 240 -2 496 1 0,25
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Zyx 93 336 4 98 1 170 2 0,50
Sdc4 325 1004 3 188 -2 489 2 0,67
Hspa1b 11 42 4 15 1 15 1 0,25
Tnfaip3 13 81 6 19 2 28 2 0,33
Icam1 220 561 3 177 1 279 1 0,33
Pdgfa 49 108 2 31 -2 40 1 0,50
Mmp9 1 13 17 2 3 3 3 0,18
I1a 0 7 42 0 -2 1 6 0,14
l1b 0 512 5123 3 26 101 1013 0,20
Mtmr7 1 13 17 1 1 5 7 0,41
RAW-pIRES/IL-37
Tnf 160 1877 11 573 4 1578 10 0,91
Cd40 6 262 47 36 6 95 17 0,36
Ccl22 2 113 46 0 -25 4 2 0,04
Mx2 6 247 43 47 8 73 13 0,30
Clec2d 1 18 33 1 2 4 7 0,21
1127 13 284 21 24 2 81 6 0,29
Socs1 7 89 12 32 4 12 2 0,17
Chst11 1 11 12 1 2 2 2 0,17
Icosl 2 21 11 6 3 7 4 0,36
Cxcl11 4 30 8 3 1 9 2 0,25
Mmp14 0 1 8 0 -2 0 -2 -0,25
Gpr8é4 318 2097 7 206 -2 547 2 0,29
Zyx 50 237 5 82 2 132 3 0,60
Sdc4 230 1056 5 196 1 471 2 0,40
Hspa1b 6 28 5 11 2 13 2 0,40
Tnfaip3 20 86 4 16 1 42 2 0,50
Icam1 187 526 3 217 1 193 1 0,33
Pdgfa 44 111 3 37 1 25 -2 -0,67
Mmp9 0 2 8 0 1 1 6 0,75
I1a 0 15 155 0 1 1 11 0,07
l1b 0 785 3287 2 7 131 547 0,17
Mtmr7 1 14 19 2 2 3 3 0,16

Der ahnliche Verlauf der Expression der 22 o. g. T-Gene nach S. aureus-Stimulation
ist graphisch in Abbildung 6.13 dargestellt. Auch hier sind die oben genannten
Merkmale fur T-Gene nachweisbar.
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Abb. 6.13: RPKM-Werte der 22 T-Gen-Kandidaten nach S. aureus-Stimulation in Abhangigkeit
von der Stimulation: 22 T-Gen-Kandidaten zeigten verstarkte RPKMs nach zweistiindiger MALP-2-
Stimulation, erreichten 24h nach S. aureus-Stimulation nahezu ihr Ausgangsniveau und verzeichneten
nach zweistindiger Restimulation mit MALP-2 deutlich niedrigere RPKM-Werte als nach der
zweistiindigen MALP-2-Proinflammation.

Bei der Analyse der Genexpression in der Toleranz in Abhangigkeit von der IL-37B-
Expression zeigte sich, dass es kein Gen gibt, welches in Anwesenheit von IL-37B-
zusatzlich die Kriterien der Toleranz erflllt. Die IL37B-Expression beeinflusst die
Genexpression nach Erststimulation hinsichtlich der Toleranzinduktion daher nicht.
Geringflgige Unterschiede in den Quotienten der Pro- und Re-Inflammation traten
zwar auf, d. h. die Toleranz unterschiedlicher Gene war in den beiden Zelllinien
unterschiedlich ausgepragt, jedoch zeigten sich hier unterschiedliche Tendenzen ohne
allgemeinen Trend. So war die Toleranzinduktion fir TNFa nach Stimulation mit S.
pneumoniae und S. aureus in RAW-pIRES/empty-Zellen z. B. starker ausgepragt als
in RAW-pIRES/IL37-Zellen (Quotient 0,36 in RAW-pIRES/empty-Zellen gegentber
0,64 in RAW-pIRES/IL37-Zellen fur S. pneumoniae; Vergleiche Tabelle 6.2 und 6.3),
wahrend fur MX2 eine starkere Toleranz nach Stimulation mit beiden Gram-positiven
Bakterien in RAW-pIRES/IL37-Zellen gemessen werden konnte (Quotient 0,33 in
RAW-pIRES/empty-Zellen gegenuber 0,16 in RAW-pIRES/IL37-Zellen in S.
pneumoniae-Stimulationen).
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6.4.2 Identifizierung nicht-tolerisierbarer Gene mittels RNA-AmpliSeq

Die Untersuchung nicht-toleranter Gene erfolgte analog zur Untersuchung der T-Gene.
Hierbei sollten die NT-Gene herausgefiltert werden, die im Vergleich zur
Proinflammation nach der Restimulation eine erhdhte Expression (FC = 2) zeigen.
Anhand des Kontrollwertes nach 24-stlindiger Bakterienstimulation wurden Gene mit
verzogerter Expressionskinetik ausgeschlossen. Tab. 6.4 stellt die nach S.
pneumoniae-Stimulation detektierten NT-Gene mit ihren RPKM-werten und Fold-
Changes dar.

Tabelle 6.4: RPKM-Werte und FC der NT-Gene nach S. pneumoniae-Stimulation

FC-
Gen RPKM | RPKM FC RPKM | FC RPKM FC Quotient
Kontrolle 2h 2h 24h 24h | 24hS.p.+ | 24hS.p.+
MALP-2 | MALP-2 S.p. S.p. | 2h MALP-2 | 2h MALP-2
RAW-pIRES/empty

Acod1 97 1109 11 1549 16 3543 37 3

Cxcl3 0,1 0,7 7 38 380 86 860 123
Csf3 0,1 237 2370 1576 | 15760 7417 74170 31
Ptgs2 5 110 22 169 34 914 183 8
Upp1 3 6 2 164 55 366 122 61
Ccl2 32 170 5 8787 275 12710 397 79
Serpinb2 0,7 4 6 15 21 114 163 27

Ccl7 4 2 0,5 481 120 747 187 374
Slamf7 2 2 1 22 11 30 15 15
Odc1 8 34 4 33 4 58 7 2

RAW-pIRES/IL-37

Acod1 32 1175 37 1087 34 4101 128 3
Cxcl3 0,1 1 10 0,5 5 4 40 4
Csf3 0,2 85 425 370 1850 2135 10675 25
Ptgs2 4 77 19 71 18 419 105 6
Upp1 0,8 3 4 43 54 71 89 22
Ccl2 22 211 10 1898 86 2499 114 11
Serpinb2 0,2 1 5 2 10 9 45 9
Ccl7 2 3 2 79 40 187 94 57
Slamf7 3 2 1 21 7 45 15 15
Odc1 9 17 2 12 1 28 3 2

Analog zu den T-Genen lasst sich die Expression der NT-Gene nach S. pneumoniae-
Stimulation graphisch darstellen (vgl. Abb. 6.14). Hierbei zeichnen sich die NT-Gene
durch einen tendenziell fortlaufenden Anstieg des Graphen sowie einer maximalen
Expression nach der Restimulation aus.
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Abb. 6.14: RPKM-Werte der NT-Gene nach S. pneumoniae-Stimulation in Abhédngigkeit von der
Stimulation: 10 NT-Gene zeigten eine Zunahme der RPKMs nach zweistliindiger MALP-2-Stimulation
und verzeichneten nach zweistindiger Restimulation mit MALP-2 erneut hdhere RPKM-Werte als nach
der zweistiindigen MALP-2-Proinflammation.

Die nach S. aureus-Prestimulation detektierten NT-Gene sind in Tab. 6.5
zusammengefasst.
Tabelle 6.5: RPKM-Werte und FC der NT-Gene nach S. aureus-Stimulation
Gen | RPKM [RPKM| FC |RPKM| FC | RPKM FC e
Quotient
Kontrolle 2h 2h 24h 24h | 24hS.a.+ 24h S.a. +
MALP-2 | MALP-2 S.a. S.a. | 2h MALP-2 | 2h MALP-2
RAW-pIRES/empty
Acod1 97 1109 11 644 7 2223 23 2
Cxcl3 0,1 0,7 7 3 30 5 50 7
Csf3 0,1 237 2370 197 1970 2520 25200 11
Ptgs2 5 110 22 55 11 360 72 3
Upp1 3 6 2 42 14 63 21 11
Ccl2 32 170 5 532 17 1188 37 7
Serpinb2 0,7 4 6 0,3 0,4 4 6 1
Ccl7 4 2 0,5 11 3 29 7 14
Slamf7 2 2 1 2 1 4 2 2
Odc1 8 34 4 32 4 68 9 2
RAW-pIRES/IL-37
Acod1 32 1175 37 414 13 1930 60 2
Cxcl3 0,1 0,7 10 0,1 1 1,3 13 1
Csf3 0,2 85 425 76 380 306 1530 4
Ptgs2 4 77 19 25 6 192 48 3
Upp1 0,8 3 4 3 4 7 9 2
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Ccl2 22 211 10 132 6 256 12 1
Serpinb2 0,2 1 5 0,1 0,5 2 10 2
Ccl7 2 3 2 0,7 0,35 14 7 4
Slamf7 3 2 1 6 2 10 3 3
Odc1 9 17 2 12 1 39 4 2

Graphisch stellt sich der Verlauf der RPKM-Werte in Abhangigkeit der Stimulation nach
S. aureus-Stimulation wie folgt dar (vgl. Abb. 6.15):
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Abb. 6.15: RPKM-Werte der NT-Gene nach S. aureus-Stimulation in Abhangigkeit von der
Stimulation: 10 NT-Gene zeigten eine Zunahme der RPKMs nach zweistiindiger MALP-2-Stimulation
und verzeichneten nach zweistiindiger Restimulation mit MALP-2 erneut hdhere RPKM-Werte als nach
der zweistindigen MALP-2-Proinflammation.

Insgesamt war auffallig, dass es keine NT-Gene gibt, welche diese Kriterien nur flr
eine der beiden Zelllinien bzw. fir eines der beiden Bakterien erflllen. In beiden
Zelllinien - mit und ohne IL37B — sind die NT-Gene gleichermal’en detektierbar.
Letztlich hat die 1137B-Expression in den RAW-Zellen also auch auf die NT-Gen-
Expression keine allgemein gultige Auswirkung.

6.4.2 Durch IL-37B veranderte Genexpression

Um einzelne Gene zu ermitteln, deren Expression moglicherweise von IL-37B
moduliert wird, wurden die RPKM-Werte der RAW-pIRES/empty mit denen der RAW-
pIRES/IL-37-Zellen in unstimulierten als auch in stimulierten und tolerisierten Zellen
verglichen, um IL37B-vermittelte Effekte auf die Genexpression aufzuzeigen. Dabei
wurden alle Gene herausgefiltert, deren RPKM-Werte in den RAW-pIRES/IL37-Zellen

65



fur alle Stimulationen um den Faktor 2 grofer bzw. kleiner waren als in der
entsprechenden Stimulation der RAW-pIRES/empty-Zellen. Hierbei wurden die unter
Tab. 6.4 zusammengefassten Gene herausgefiltert, die wahrend der Proinflammation
eine einheitliche Tendenz zur verstarkten oder verringerten Expression unter [L-37B-

Prasenz aufwiesen.

Tabelle 6.6: Liste von Genen, die nach RNA-AmpliSeq abweichende Expression in RAW-
PIRES/IL37-Zellen im Vergleich zu RAW-pIRES/empty-Zellen zeigten (RPKM-Quotient >2
oder <0,5 in allen Stimulationen)

Gen- RAW-pIRES/empty RAW-pIRES/IL-37 Prozentuale Verdanderung
symbol RPKM RPKM
2h 2h 2h
Kontr. | MALP- — e Kontr. | MAL e e Kontr.MALP i || 2
2 S.p. S.a. P-2 S.p. S.a. 2 S.p. | S.a.
Verstarkte Expression unter Anwesenheit von IL-37B
Cdg4 1,6 0,6 2 1,7 55 1,2 5,6 3,1 344% | 200% | 280% | 182%

Cxcr4 52,9 24 14,9 14,6 102,9 5 38,7 39,2 |195% | 208% | 260% | 268%
Gdf15 65,7 15,8 66 652 | 2211 73,5 | 404,4 | 239,2 | 337% | 465% | 613% | 367%

Pdcd1 7 61,9 13,3 17 11 82,7 47,4 40 157% | 134% | 356% | 235%
Rgs16 34 69,5 55,6 59,1 77,2 | 230,6 | 61,5 84,8 |227% | 332% | 111% | 143%
Verminderte Expression unter Anwesenheit von IL-37B
Arhgap26 | 134 11 6,9 16,1 6,3 6,7 3,2 7,6 47% | 61% | 46% | 47%
Cav1 4 3,2 6,4 3,9 3,3 0,2 1,1 0,4 83% | 6% | 17% | 10%
Clec2d 1,1 25,4 11,3 9,8 0,5 17,6 3,9 0,9 45% | 69% | 35% | 9%
Crif2 12,2 15,6 12,3 20,3 1,9 3,6 3,1 3,3 16% | 23% | 25% | 16%
Csf3 0,1 237,5 1576 | 196,5 0,2 85,1 369,7 | 76,1 |200% | 36% | 23% | 39%
Cxcl14 67 13,1 5,2 9,3 16 1,6 0,6 1,8 24% | 12% | 12% | 19%
Entpd1 2,8 2,3 5,2 3,7 3,2 0,4 1,2 0,8 |114% | 17% | 23% | 22%

Gypc 63,7 60,3 76,4 97,4 18,1 25,5 26,7 36,2 | 28% | 42% | 35% | 37%
Itgam 218,1 422,2 | 1057,6 | 5584 | 109,9 | 167,3 | 500,1 260 50% | 40% | 47% | 47%
Lypd2 112,6 97,5 148,9 71,5 136 4,1 6,3 22 |1121% | 4% 4% 3%

Mmp14 0,6 5 1,7 2 0,2 1.4 0,1 0,1 33% | 28% | 6% 5%
Mmp9 0,8 12,6 6,2 2,2 0,2 1,6 1,8 0,2 25% | 13% | 29% | 9%
Odc1 8,2 33,9 32,8 32,3 9,5 16,6 12,2 12,1 1116% | 49% | 37% | 37%

Plekha2 23,3 21,2 18,7 19,1 15,4 4,1 3,5 4 66% | 19% | 19% | 21%
Ptgs2 4,9 109,8 168,6 55,1 3,8 76,9 61,4 24,7 | 78% | 70% | 36% | 45%
Rnd1 16,4 9,2 16,1 9,6 11,4 1,5 3,6 0,3 70% | 16% | 22% | 3%

Sell 52 22 4,5 2,7 1 0,3 0,2 0,2 19% | 14% | 4% 7%

Slamf1 49,1 16,5 35,8 14,5 244 0,5 0,4 0,1 50% | 3% 1% 1%
Tarm1 118,6 96 142,6 56,8 73 17,4 20,6 11,5 | 62% | 18% | 14% | 20%
Upp1 29 6,2 164,2 42,3 0,8 2,6 43,4 2,9 28% | 42% | 26% | 7%

Auffallig war hierbei, dass die als IL37-abhangig differentiell exprimiert identifizierten
Gene (Tabelle 6.4) auf alle 3 Stimulationen (MALP-2, S. pneumoniae und S. aureus)
in dieselbe Richtung reagierten, also mit ausschlief3lich gesteigerter oder verminderter
Expression. Weiterhin waren die meisten Gene, die durch IL-37-Expression
unterschiedliche RPKM-Werte und Fold-Changes aufwiesen, wie z. B. Gdf15 oder
Mmp9, bereits im nichtstimulierten Zustand in IL-37B produzierenden Zellen verstarkt
exprimiert bzw. supprimiert detektierbar. Bei Cav1, Entpd, Lypd2 oder Odc1 zeigte sich
ein IL37-abhangiger Effekt dagegen erst nach der bakteriellen Stimulation. Die Gene
Plekha2, Rnd, Slamf1 und Tarm1 zeigen zwar auch im nichtstimulierten Zustand in
den RAW-pIRES/IL-37-Zellen eine verminderte Expression, diese wird allerdings
infolge der Stimulationen noch starker gehemmt. Eine Sonderstellung nimmt Csf3 ein,
welches im Grundzustand unter Anwesenheit von IL-37 doppelt so stark, nach
Stimulation aber vermindert exprimiert wird.
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6.5 Verifikation der RNA-AmpliSeq Ergebnisse durch qPCR

In weiteren Experimenten wurde nun dberprift, ob die in der RNA-AmpliSeq
ermittelten, in RAW-Zellen durch IL-37B-Expression verandert exprimierten Gene, in
gPCR Versuchen bestatigt werden konnten. Anhand der Sequenzierungsdaten
wurden einige Gene ausgewahlt, die entweder als T-Gene in RAW-Zellen nach S.
aureus- oder S. pneumoniae-Stimulation identifiziert wurden, oder durch IL-37B-
Expression differentiell detektiert wurden. Neben den Sequenzierungsdaten spielten
auch ihre moglichen funktionellen Einflisse auf die Immunantwort der Makrophagen
oder auf bakterielle Infektionen hin eine Rolle. Zu den ausgewahlten und eingehender
untersuchten Genen zahlen Gdf15, Pdcd1, Clec2d, Lypd2, Mmp9, und Slamf1, die
unter Anwesenheit von IL-37B in den RAW-Zellen ein deutlich verandertes
Expressionsmuster offenbarten. Weiterhin wurde einerseits Ccl22, welches die
starkste Toleranz zeigte, und andererseits IL-27, welches sowohl Tolerisierbarkeit als
auch auf eine Modulation durch IL-37B wahrend der Toleranz zeigte, genauer
untersucht. Hierfir wurden die beiden Zelllinien RAW-pIRES/empty und RAW-
pIRES/IL-37 analog zur Sequenzierung (vgl. Abb. 5.2 Methodenteil) stimuliert und
anschlieend die Expression der identifizierten Genkandidaten mittels gPCR
analysiert.

6.5.1 Ccl22 ist tolerisierbar

Ccl22 wirkt extrazellular chemotaktisch auf Monozyten, dendritische Zellen sowie
naturliche Killerzellen. Weiterhin spielt es eine Rolle in der Physiologie aktivierter T-
Lymphozyten und fihrt diese zu entziindetem Gewebe. Das Gen zeigte in der RNA-
AmpliSeq in beiden Zelllinien eine verstarkte Expression nach zweistiindiger MALP-2-
Stimulation (FC > 26).Nach 24-stindiger Bakterienstimulation war diese in allen
Proben wieder auf Normalniveau (FC < 2) und nach zweistiindiger Restimulation mit
MALP-2 blieb das Expressionslevel im Vergleich zur Kontrolle nahezu unverandert, d.
h. stark reprimiert (FC < 3). In der gPCR wurde diese Tendenz bestatigt (vgl. Abb.
6.16). Nach zweistiindiger MALP-2 Stimulation war eine signifikante Zunahme der
Ccl22-mRNA feststellbar. Erfolgte die MALP-2-Stimulation jedoch 24h nach
Erststimulation mit Bakterien, stieg die Ccl22-Expression nach zweistindiger
Restimulation nur marginal an (vgl. Abb. 6.16). Dabei befand sich die Ccl22-
Expression nach der 24-stundigen Vorstimulation nahezu wieder auf Normalniveau
(unstimulierte Kontrolle). In der toleranten Phase waren zwischen S. pneumoniae- und
S. aureus-Stimulation kaum Unterschiede festzustellen. Allerdings zeigte sich nach
zweistindiger S. aureus-Stimulation im Gegensatz zur S. pneumoniae-Stimulation
keine gesteigerte Expression des Ccl22-Gens. Unter Anwesenheit von IL-37B war eine
Tendenz zu gesteigerten Ccl22-Expressionen nach Erstimulation festzustellen, welche
mit den Ergebnissen aus der Sequenzierung, wo Ccl22 in RAW-pIRES/IL37-Zellen im
Vergleich zu RAW-pIRES/empty-Zellen fast zweifach so stark exprimiert detektiert
wurde, korreliert. Statistisch war dieser Effekt jedoch aufgrund hoher Varianzen nicht
signifikant (ANOVA).
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Abb. 6.16: Nachweis der Ccl22-mRNA-Expression in der proinflammatorischen und der
toleranten Phase nach S. pneumoniae- und S. aureus-Stimulation in RAW-pIRES/empty- (weil)
und RAW-pIRES/IL-37- (grau) Zellen durch qPCR: Beide Zelllinien wurden wie in Abb. 5.3 (Methodik)
dargestellt stimuliert. Dabei fand die 24-stiindige Prestimulation entweder mit S. pneumoniae D39 Acps
oder S. aureus statt. Zur zweistiindigen Restimulation wurde MALP-2 verwendet. Zur Uberpriifung der
Toleranzinduktion wird die Expression von Ccl22 nach der Restimulation (Spalte 5) wird mit der
zugehorigen zweistindigen Proinflammation durch MALP-2 (Spalte 2) verglichen. Die Expression von
Ccl22 ist nach der Restimulation in beiden Proben signifikant verringert. * p<0,05. n=3

6.5.2 Mmp9 und Slamf1 werden unter Anwesenheit von IL-37B vermindert
exprimiert

Mmp9 gehort zu den Zink-Metalloproteinasen und kommt u.a. in Makrophagen,
Granulozyten und Mastzellen vor. Seine Hauptaufgabe besteht als Enzym im Abbau
der extrazellularen Matrix wahrend physiologischer Prozesse wie z.b. Angiogenese,
Knochenbildung oder Wundheilung.

In den Sequenzierungsdaten fiel Mmp9 als Gen auf, das zwar eine sehr geringe
Grundexpression (RPKM < 1) aufwies, aber bei Anwesenheit von IL-37B dennoch
vermindert exprimiert wurde. Trotz niedriger Expressionslevel im unstimulierten
Zustand zeigte Mmp9 nach MALP-2-Stimulation unabhangig von IL-37B eine
gesteigerte Expression nach bakterieller Stimulation (Proinflammation FC = 8). Im
Vergleich zu den RAW-pIRES/empty-Zellen betrug das Expressionslevel des Gens in
RAW-pIRES/IL-37-Zellen in allen Proben nur etwa ein Viertel bis ein Drittel des
Expressionslevels. Diese Tendenz wurde nun in weiteren Experimenten mittels gPCR
untersucht. Unabhangig von der Stimulation war die Mmp9-Expression in den RAW-
pIRES/IL-37-Zellen durchgehend verringert (vgl. Abb 6.17). Hinsichtlich der
Tolerisierbarkeit von Mmp9 waren die Ergebnisse der Sequenzierung und der qPCR
nicht eindeutig. Betrachtete man die Fold-Change-Quotienten (Tab. 6.2, 6.3.), fiel auf,
dass dieser unter Anwesenheit von IL-37B anstieg und die Tolerisierbarkeit somit
scheinbar abnahm. In den Ergebnissen der qPCR war jedoch generell keine
Tolerisierbarkeit fir Mmp9 nach S. pneumoniae- und S. aureus-Stimulation
nachweisbar. Im Unterschied dazu fiel deutlich auf, dass Mmp9 in RAW-pIRES/IL-37-
Zellen nach allen Stimulationen deutlich vermindert exprimiert wird (vgl. Abb. 6.17).
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Abb. 6.17 Nachweis der Mmp9-mRNA-Expression in der proinflammatorischen und der
toleranten Phase nach S. pneumoniae- und S. aureus-Stimulation in RAW-pIRES/empty- (weil)
und RAW-pIRES/IL-37- (grau) Zellen durch gPCR: Beide Zelllinien wurden wie in Abb. 5.3 (Methodik)
dargestellt stimuliert. Dabei fand die 24-stiindige Prestimulation entweder mit S. pneumoniae D39 Acps
oder S. aureus statt. Zur zweistiindigen Restimulation wurde MALP-2 verwendet. In allen Stimulationen
zeigte sich eine verringerte Mmp9-Expression bei Anwesenheit von IL-37B; * p<0,05. Beim Vergleich
der Expression von Mmp9 nach der Restimulation (Spalte 5) mit der zugehdrigen zweistiindigen
Proinflammation durch MALP-2 (Spalte 2) war keine Toleranzinduktion festzustellen.

Rezeptoren der SLAM-Familie modulieren die Aktivierung und Differenzierung
verschiedener Immunzellen und regulieren das Zusammenspiel angeborener und
adaptiver Immunantworten. Das Gen Slamf1 zeichnete sich in der Sequenzierung
dadurch aus, dass es in den RAW-pIRES/IL-37 nahezu nicht nachweisbar war,
wahrend es in RAW-pIRES/empty-Zellen mit RPKM-Werten von bis zu 50 solide
exprimiert war. Die geringe Expression von Slamf1 in RAW-pIRES/IL37-Zellen konnte
in der qPCR bestatigt werden. Hier wurde Slamf1 in gut nachweisbarer Menge nach
Stimulation Gber 24h exprimiert. Verglichen mit den RAW-pIRES/empty-Zellen zeigten
die RAW-pIRES/IL-37- Zellen ein deutlich vermindertes Expressionsniveau, wodurch
sich die Sequenzierungsdaten bestatigten. Nach Stimulation mit MALP-2 oder S.
aureus war die Genexpression von Slamf1 auch nach 40 PCR-Zyklen nicht
nachweisbar und folglich nicht mathematisch auswertbar (vgl. Abb. 6.18).
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Abb. 6.18: Nachweis der Slamf1-mRNA-Expression in der proinflammatorischen und der
toleranten Phase nach S. pneumoniae- und S. aureus-Stimulation in RAW-pIRES/empty (weil)
und RAW-pIRES/IL-37 (grau) durch qPCR: Beide Zelllinien wurden wie in Abb. 5.3 (Methodik)
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dargestellt stimuliert. Dabei fand die 24-stiindige Prestimulation mit S. pneumoniae D39 Acps statt. Zur
zweistiindigen Restimulation wurde MALP-2 verwendet. Slamf1 wurde in beiden Zelllinien nur nach
Langzeitstimulation mit S. pneumoniae (A; Spalten 4, 5) nachweisbar. Dabei wurde es in den RAW-
pIRES/empty-Zellen 6x starker exprimiert als in den RAW-pIRES/IL-37-Zellen. Nach S. aureus-
Stimulation konnte keine relevante Expression von Slamf1 nachgewiesen werden (B). * p<0,05, n=3.

6.5.3 IL-37B Effekte auf die Gdf15- und Clec2d-Expression

Gdf15, auch bekannt als Macrophage inhibitory cytokine-1 (MIC-1), spielt in der
Regulation inflammatorischer und apoptotischer Signalkaskaden in verletztem oder
entzindetem Gewebe eine Rolle. Durch Bindung an TGF(3-Rezeptoren werden
Transkriptionsfaktoren der SMAD-Familie rekrutiert und somit die Genexpression von
Zellen reguliert. Clec2d codiert einen Liganden fur einen NK-Zell-Rezeptor, welcher
bei Bindung mit KLRB1 die Zielzelle vor NK-Zell-vermittelter Lyse schitzt.

Die Gene Gdft5 und Clec2d zeigten in der Sequenzierung veranderte
Expressionsmuster unter Anwesenheit von IL-37B. So war GDF-15 in IL37B Zellen
starker exprimiert (sowohl im Ruhezustand, als auch nach Stimulation) wahrend
Clec2d sowohl nach Stimulation als auch im Ruhezustand verringert exprimiert wurde.
Clec2d wurde zuvor als T-Gen identifiziert, dessen Tolerisierbarkeit in RAW-
pIRES/IL37-Zellen verstarkt ausgepragt war (Tab. 6.2, 6.3). In den weiterfihrenden
Experimenten mittels qPCR zeigte sich jedoch, dass Clec2d in der toleranten Phase
nicht vermindert exprimiert wird (Abb 6.19 C, D). Der Verdacht auf eine verstarkte
(Gdf15) bzw. verminderte Expression (Clec2d) unter Anwesenheit von IL-37 konnte
dagegen durch die weiterfuhrenden Experimente mittels qPCR verifiziert werden. In
der Analyse der qPCR-Daten war zu detektieren, dass Gdf15 in den RAW-pIRES/IL-
37-Zellen zu allen Zeitpunkten mit und ohne Bakterien verstarkt exprimiert wurde (Abb.
6.19 A, B). Besonders nach 24-stiindiger S. pneumoniae-Stimulation zeigten die RAW-
pIRES/IL37-Zellen eine stark erhdohte Expression gegenuber den unstimulierten, den
2 h stimulierten und den RAW-pIRES/empty-Zellen. Dieser Effekt war ebenfalls, wenn
auch weniger ausgepragt nach S. aureus-Stimulation sichtbar. Umgekehrt verhielt es
sich bei Clec2d (Abb. 6.19 C, D). Hier war die Expression nach allen Stimulationen
sowohl mit S. pneumonaie als auch mit S. aureus in den RAW-pIRES/IL37-Zellen um
ca. die Halfte abgeschwacht.
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Abb. 6.19: Nachweis der Gdf15- und Clec2d-mRNA-Expression in der proinflammatorischen und
der toleranten Phase nach bakterieller Stimulation in RAW-pIRES/empty- (weif) und RAW-
PIRES/IL-37-Zellen (grau) durch gPCR: Beide Zelllinien wurden wie in Abb. 5.3 (Methodik) dargestellt
stimuliert. Dabei fand die 24-stiindige Prestimulation entweder mit S. pneumoniae D39 Acps (A+C) oder
S. aureus (B+D) statt. Zur zweistiindigen Restimulation wurde MALP-2 verwendet. A+B Sowohl in Ruhe
als auch nach zweistiindiger sowie 24-stiindiger Stimulation mit MALP-2 (A, B), S. pneumoniae (A) oder
S. aureus (B) war die Expression von Gdf15 in RAW-pIRES/IL-37 zwei- bis dreifach verstarkt. C+D
Sowohl in Ruhe als auch nach zweistlindiger sowie 24-stiindiger Stimulation mit MALP-2 (C, D), S.
pneumoniae (C) oder S. aureus (D) war die Expression von Clec2d in RAW-pIRES/IL-37 verringert,
jedoch ohne statistische Signifikanz. A-D Beim Vergleich der Expression von Gdf 15 und Clec2d nach
der Restimulation (Spalte 5) mit der zugehdrigen zweistiindigen Proinflammation durch MALP-2 (Spalte
2) war keine Toleranzinduktion festzustellen. n=3

6.5.4 IL-27-Expression in der gPCR

IL-27 ist ein Zytokin mit pro- und antiinflammatorischen Funktionen. Unter anderem
reguliert es die Entwicklung von T-Helferzellen, unterdrickt die T-Zell-Proliferation,
stimuliert zytotoxische T-Zell-Aktivitdt oder induziert einen Wechsel der B-Zell-
Isoformen.

In der Sequenzierung wurde IL-27 als T-Gen identifiziert, das durch Anwesenheit von
IL-37B in der Expression moduliert wurde. Die Expression von IL-27 in den RAW-
Zellen zeigte eine hohe Varianz innerhalb der 3 Replikate auf, wodurch statistische
Signifikanz nicht erreicht werden konnte. Auffallig ist jedoch die starke Expression
nach 24-stiindiger S. pneumoniae-Stimulation, die im Vergleich zur Expression nach
S. aureus-Stimulation deutlich erhéht war. Weiterhin zeigten IL37B-transfizierte
Zelleneinerseits Tendenzen zu einer leicht verringerten Expression, welche bereits
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durch Nold et al. beschrieben wurden, und andererseits eine verstarkte Repression
von IL-27 wahrend der toleranten Phase (vgl. Abb. 6.20).
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Abb. 6.20 Nachweis der IL-27-mRNA-Expression in der proinflammatorischen und der toleranten
Phase in RAW-pIRES/empty (wei) und RAW-pIRES/IL-37 (grau) durch qPCR: Beide Zelllinien
wurden wie in Abb. 5.3 (Methodik) dargestellt stimuliert. Dabei fand die 24-stiindige Prestimulation
entweder mit S. pneumoniae D39 Acps (A) oder S. aureus (B) statt. Zur zweistiindigen Restimulation
wurde MALP-2 verwendet. Zur Uberpriifung der Toleranz wird die Expression von IL-27 nach der
Restimulation (Spalte 5) wird mit der zugehdrigen zweistiindigen Proinflammation durch MALP-2
(Spalte 2) verglichen. Sowohl Toleranz als auch ein méglicher Effekt von IL-37B konnten aufgrund hoher
Varianzen unter den Replikaten nicht nachgewiesen werden. n=3.

6.5.5 Kein Effekt von IL-37B auf Pdcd1-Expression

Pdcd1 ist ein inhibitorischer Rezeptor an der Zelloberflache von Makrophagen, der in
der Selbst-Toleranz durch Suppression von T-Zell-Antworten in der Immunantwort
involviert ist. Nach Ligandenbindung werden T-Zell-Effektorfunktionen spezifisch
inhibiert. Weiterhin gilt als moglicher Apoptoseausloser.

Die Sequenzierung zeigte sich eine gesteigerte Expression von Pdcd1 unter
Anwesenheit von IL-37B (Tab. 6.4). Diese Beobachtung konnte durch weitere
Untersuchungen mittels qPCR aber nicht bestatigt werden. In allen Proben war die
Expressionsrate in den RAW-pIRES/IL-37-Zellen nahezu identisch zu der in den RAW-
pIRES/empty Zellen (vgl. Abb. 6.21). Nur in nach Restimulation der 24h mit S.
pneumoniae vorstimulierten RAW-pIRES/IL-37-Zellen zeigte sich eine gesteigerte
Expression, die jedoch nicht statistisch signifikant war.
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Abb. 6.21: Nachweis der Pdcd1-mRNA-Expression in der proinflammatorischen und der
toleranten Phase in RAW-pIRES/empty (weiB) und RAW-pIRES/IL-37 (grau) durch qPCR: Beide
Zelllinien wurden wie in Abb. 5.3 (Methodik) dargestellt stimuliert. Dabei fand die 24-stindige
Prestimulation entweder mit S. pneumoniae D39 Acps (A) oder S. aureus (B) statt. Zur zweistlindigen
Restimulation wurde MALP-2 verwendet. Zwischen beiden Zelllinien war in keiner Probe ein
signifikanter Unterschied in der Pdcd1-Expression feststellbar. n=3.
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7 DISKUSSION

Nach primarem Kontakt angeborener Immunzellen zu Endotoxinen kommt es bei einer
kurz darauffolgenden erneuten Exposition zum Phanomen der Endotoxin-Toleranz.
Hierbei handelt es sich eine verminderte Aktivierung proinflammatorischer
Signalkaskaden trotz wiederholter Endotoxin-Stimulation. Klinisch kommt es dadurch
im Rahmen bakterieller Infektionen zu einer Dysregulation des Immunsystems bzw.
unter Umstanden auch zu einer Immunsupression und damit einhergehend zu einer
erhdhten Mortalitat. Zur Toleranzentwicklung in Makrophagen bei Gram-positiven S.
aureus- oder S. pneumoniae-Infektionen — insbesondere zu molekulargenetischen
Veranderungen in diesem Stadium - gibt es bislang jedoch nur wenige Daten.

Innerhalb des letzten Jahrzehnts verdichteten sich die Hinweise, dass IL-37
intrazellular und extrazellular als ein Suppressor des angeborenen und erworbenen
Immunsystems fungiert (Nold et al. 2010, Boraschii et al. 2011). Dabei wird das Protein
verstarkt in Makrophagen oder anderen Immunzellen exprimiert, nachdem diese
Kontakt zum TLR4-Agonisten LPS oder TLR2-Agonisten MALP-2 hatten (Dinarello et
al. 2016). Die Substanzen MALP-2 und insbesondere LPS wurden wiederum
wiederholt mit dem Phanomen der Endotoxintoleranz in Makrophagen in Verbindung
gebracht. Im Mittelpunkt der vorgelegten Arbeit steht daher die Frage, ob IL-37 einen
Einfluss auf die Toleranzinduktion oder -auspragung von Makrophagen bei Kontakt mit
S. pneumoniae oder S. aureus hat.

HierfUr wurde die murine Makrophagenzelllinie RAW264.7 zunachst stabil mit dem
Expressionsvektor pIRES-2-EGFP transfiziert. Die neu entstandenen Zelllinien RAW-
pIRES/IL-37 und RAW-pIRES/empty wurden anschliel3end bezuglich der Expression
bzw. Expressionskinetiken von IL-37 selbst, den Rezeptoren TLR2, SIGIRR und IL-
18Ra sowie dem proinflammatorischen Zytokin TNFa charakterisiert, um die optimalen
Stimulationszeiten fur die Messung der Toleranz zu ermitteln. Im Ergebnis zeigte sich,
dass beide Zelllinien die fur die bakterielle Erkennung nétigen Rezeptoren TLR2 sowie
die IL-37-Rezeptoren exprimieren. Hierbei war IL-37 trotz Verwendung des starken
eukaryotischen CMV-Promotors zur Expression nur nach TLR-Aktivierung bzw.
bakterieller Stimulation der RAW264.7-Zellen gut exprimiert nachweisbar, was sich
durch eine Instabilitatssequenz in der flr IL-37 codierenden Region der mRNA
begrinden lasst (Bufler et al.,, 2004). Die Expressionskinetik entsprach dabei der
Hochregulation der TNFa-Expression.

Immunsuppression durch das antiinflammatorische Zytokin IL-10 kann eine Rolle bei
der Toleranzentwicklung spielen, jedoch kénnen auch andere Mechanismen, z.B.
Chromatinveranderungen nach Erststimulation, eine bedeutende Funktion
einnehmen. Da IL-37 immunsuppressive Funktionen besitzt wurde die Mdglichkeit
einer funktionellen Beteiligung der IL37B-Expression in Restimulationsexperimenten
mit Gram-positiven Bakterien auf die Toleranzinduktion in RAW264.7-Makrophagen
naher untersucht.

Initial wurde die Toleranzinduktion durch gPCR und ELISA fir TNFa untersucht,
welches in der Literatur als tolerisierbares Gen beschrieben ist (Foster et al. 2007).
Neben TNFa wurde auch IL-6, ein weiteres sog. T-Gen, untersucht. Es zeigte sich

74



aber, dass die IL-6-Expression in den RAW-Zellen erst spat und vor allem erst nach
24 h Stimulation gesteigert wurde (Daten nicht gezeigt) und daher nicht fir die
Toleranzentwicklung verwendet werden konnte. Um die Toleranzinduktion von
Leervektor- und IL-37B-transfizierten Zellen auf globaler Ebene zu untersuchen,
wurden anschlie3end mittels RNA-AmpliSeq Unterschiede in der
Genexpressionsmenge spezifischer Gene von RAW264.7- Makrophagen untersucht.
Es zeigte sich, dass sowohl S. pneumoniae als auch S. aureus die RAW-Zellen nach
Erststimulation in einen toleranten Zustand Ubergehen lassen, der durch verringerte
Expression zahlreicher proinflammatorischer Gene nach Zweitstimulation deutlich
wurde. Durch die globale Erfassung der Expressionsanderungen von Genen konnten
einerseits T- und NT-Gene, und andererseits Gene, deren Expression durch IL-37
beeinflusst wird, in dieser Arbeit ermittelt werden.

7.1 IL-37B-Expression in RAW-264.7-Zellen

Grundlage der Versuche waren die stabil transfizierten Zelllinien RAW-pIRES/IL-37 als
humanes IL-37B exprimierende Zelllinie und RAW-pIRES/empty als Leervektor-
Kontrolle. Im unstimulierten Zustand war in den RAW-pIRES/IL-37-Zellen nicht das
Protein, aber die IL-37B-mRNA mittels RT-PCR detektierbar. Unter Stimulation mit S.
pneumoniae, S. aureus, MALP-2 oder Pam3CSK/MDP stieg die |IL-37B-Expression
signifikant an und war dann sowohl mittels Western Blot als auch mittels RT- und gPCR
verstarkt nachweisbar. Ein ahnliches Expressionsverhalten von IL-37B in transfizierten
RAW-Zellen beschrieben Bufler et al. fir LPS-Stimulationen bereits 2004, allerdings
konnte man es in dieser Arbeit im unstimulierten Zustand der Zellen auf mMRNA-Ebene
nicht detektieren. Dies wurde ebenfalls durch die Instabilitatssequenz im fur IL-37
codierenden Abschnitt der mRNA erklart, wodurch diese im nicht stimulierten Zustand
beschleunigt abgebaut wird (Bufler et al. 2004, Boraschii et al. 2011). 2018 wurde
ebenfalls eine gesteigerte IL-37-Expression in transfizierten RAW-Zellen nach
Pneumokokkenkontakt bestatigt (Schauer et al. 2018). Die im Ruhezustand
detektierbare mRNA, der in dieser Arbeit verwendeten RAW-Zellen, konnte daher auf
einen leicht aktivierten Grundzustand der transfizierten RAW-Makrophagen hinweisen.
Tatsachlich konnte in den RAW Zellen bereits unter unstimulierten Bedingungen eine
recht hohe TNFa-mRNA-Produktion nachgewiesen werden, die sich durch CT-Werte
im Bereich von 28 darstellte. Andererseits ist die Uberexpression von IL-37B durch
den CMV-Promotor im verwendeten Expressionssystem als recht stark anzusehen,
wodurch auch die endogene Maschinerie, die fur den mRNA-Abbau verantwortlich ist,
Uberlastet sein konnte. Hierdurch kann eine geringe IL-37B-Expression auf
Proteinebene unterhalb der Detektionsgrenze in diesem Zellsystem nicht
ausgeschlossen werden. Detektierbare Mengen des IL-37B wurden auch nur nach
bakteriellen oder TLR-Stimulationen und nach Immunprazipitation des IL-37B aus
Zelllysaten von RAW-Zellen gefunden.

RAW-Zellen sind eine Makrohagenzelllinie aus einer Praparation aus BAB/14 Mausen,
die aufgrund einer Infektion mit dem Abelson-Maus-Leukamievirus (AB-MLV) und
einem ecotropen MLV Tumore entwickelt hatte. Damalige Tests auf Anwesenheit
eines replikationskompetenten Virus waren negativ. Neuere Erkenntnisse zeigten
aber, dass die RAW-Zellen durchaus replikationskompetente Viruspartikel abgeben
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konnen, wodurch diese Zellen als Empfangerorganismus fur gentechnische Arbeiten
in die Risikogruppe 2 eingestuft wurden. Ob die Abgabe von Viruspartikeln auch in den
hier verwendeten Zellen zutrifft, wurde nicht untersucht, kdnnte aber die leicht
erhdhten TNFa-Werte im Grundzustand und die Detektion von geringen Mengen IL37-
mRNA erklaren. Weiterhin verwendeten Bufler et al. auch einen anderen
Expressionsvektor namens pTarget als IL-37-Vektor, was ebenfalls zu Unterschieden
in der Expression fihren kann.

Trotz bereits beschriebener extrazellularer Effekte sowie Mechanismen zur Sekretion
von IL-37, war im Uberstand der RAW-Zellen kein IL-37B durch eine der o. g.
Stimulationen nach Immunprazipitation und WB nachweisbar. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass extrazelluléres IL-37 nur im Uberstand peripherer humaner Monozyten
beschrieben wurde (Dinarello et al. 2016). Diese Beobachtungen fuhren zu der
Schlussfolgerung, dass das synthetisierte IL-37B in RAW-Zellen intrazellular
akkumuliert, wo es wahrscheinlich seiner Funktion als antiinflammatorisches Zytokin
nachkommt. Zu ahnlichen Erkenntnissen gelangten Schauer et al. 2018, wo IL-37 nach
Pneumokokkenstimulation transfizierter RAW-Zellen ebenfalls nicht extrazellular
nachgewiesen werden konnte. Allerdings konnten auch sehr geringe extrazellulare
Mengen unterhalb der Nachweisgrenze deutliche Signalkaskaden auslésen, weshalb
der hauptsachliche Wirkort von IL-37B in RAW-Zellen nicht abschlielend geklart
werden konnte. Intrazellulare Effekte erscheinen aber wahrscheinlich.

7.2 IL-37B zeigt nach Stimulation von RAW264.7-Zellen mit S.
pneumoniae oder S. aureus nur geringe Auswirkungen auf die
Proinflammation

Zahlreiche vorangegangene Studien zeigten fur IL-37-produzierende Zellen eine
Reduktion der proinflammatorischen Immunantwort. Insbesondere Nold et al.
beschrieben 2010 eine breit gefacherte Suppression proinflammatorischer Zytokine
wie IL-1a, IL-1B oder IL-6 nach LPS-Stimulation IL-37B Uberproduzierender RAW-
264.7-Zellen. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Stimulationen mit MALP-2,
S. pneumoniae und S. aureus zeigten im ELISA sowie in der gPCR lediglich fur TNFa
leichte Tendenzen zur verminderten Expression unter Anwesenheit von IL-37B, jedoch
nicht mit konstanter Auspragung. Allerdings beschrieben auch Nold et al. fur TNFa nur
geringe Verminderungen der Expression. Auffallig waren die generell geringen Fold-
Changes fur TNFa, die unabhangig von der Stimulation mittels gqPCR wahrend der
Proinflammation ermittelt wurden. In Verbindung mit der im Ruhezustand
detektierbaren IL-37-mRNA mittels RT-PCR erscheint ein nach Transfektion leicht
aktivierter Grundzustand beider Zelllinien als die plausibelste Ursache. Die zur
Proteinsynthese und Sekretion aussagekraftigeren ELISA-Daten zeigten im
Ruhezustand jedoch keine erhdhten Konzentrationen von TNFa oder IL-6 im
Zellkulturdberstand.

Geht man nun davon aus, dass sich beide Zelllinien aufgrund der moglichen Virus-
replikation oder durch die erfolgte Transfektion mit Fremd-DNA in einem leicht
aktivierten Grundzustand befinden, fallen die messbaren Fold-Changes
proinflammatorischer Zytokine fur beide Zelllinien geringer aus, als in nichtaktivierten
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Makrophagen. Dies wirkt sich insbesondere auf die Daten der RAW-pIRES/empty-
Zellen aus, die dadurch nicht das maximale bzw. ,normale” Expressionsniveau wie in
primaren Makrophagen widerspiegeln. Fur die Fragestellung, ob IL-37 einen Einfluss
auf die Toleranzinduktion nimmt, spielt ein leicht aktivierter Grundzustand der RAW-
Zellen allerdings keine tragende Rolle, da hier beim Auswerten die Fold-Changes
derselben Zelllinie untereinander verglichen werden. Die Fold-Changes diverser Gene
nach zweistiindiger MALP-2-Stimulation ohne Prestimulation werden mit den Fold-
Changes desselben Gens derselben Zelllinie nach zweistindiger MALP-2-
Restimulation nach 24-stundiger bakterieller Prestimulation verglichen. Da sich alle
Fold-Changes jeweils auf die unstimulierte Kontrolle derselbe Zelllinie beziehen, ist
das Ergebnis — sofern eine solide Proinflammation induzierbar ist - unabhangig vom
Grundzustand der Zelle.

7.3 Toleranzinduktion in RAW264.7-Zellen durch S. pneumoniae und
S. aureus am Beispiel der TNFa-Expression

Ein Groliteil der Untersuchungen zur Toleranzinduktion in Makrophagen wurde bislang
mit dem TLR4-Agonisten LPS durchgefuhrt. Diese Studien zeigten trotz einer
ausgepragten Proinflammation bei nachfolgenden Stimulationen eine verminderte
Expression und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, aber auch eine
verstarkte Expression und Freisetzung antiinflammatorischer Mediatoren wie IL-10.
Zur Toleranzinduktion in Makrophagen uber den TLR2-Signalweg gibt es bislang
deutlich weniger Daten. Sato et al. beschrieben in 2 Studien die Toleranzinduktion in
Peritonealmakrophagen der Maus durch MALP-2 (TLR2/6) gegenlber der
Restimulation mit MALP-2 oder LPS (Sato et al. 2000, 2002). Die Kreuz-Toleranz von
MALP-2 und LPS wurde 2003 von einer unabhangigen Gruppe bestatigt (Deiters et al.
2003). Zur Toleranzinduktion durch Bakterienstimulation gibt es hingegen wenige bis
keine vergleichbaren Studien. Peck et al. zeigten flir THP-1-Zellen anhand der TNFa-
Produktion, dass S. aureus-Stimulation Toleranz gegenlber weiteren Stimulationen
mit S. aureus induziert; Restimulationen mit LPS flihrten nach S. aureus-
Prestimulation allerdings zu einer erhohten TNFa-Produktion (Peck et al. 2004).
Ahnlich verhielt es sich in einer Studie von Kreutz et al. bei humanen Monozyten
(Kreutz et al. 1997). Fur die Toleranzinduktion bei Makrophagen nach
Pneumokokkenkontakt gibt es bislang keine vergleichbaren Studien.

Im Rahmen dieser Arbeit flhrten Stimulationen mit S. pneumoniae bei einer MOI von
5 zu einer zuverlassigen Proinflammation ohne dass die Zellen apoptotisch wurden
oder nektrotisch starben. Fir S. aureus wurde daraufhin in einer MOI-Reihe von 0,5
bis 100 initial die MOI ermittelt, die eine mit S. pneumoniae vergleichbare
Proinflammation hervorruft. Hierbei wurde festgestellt, dass ab einer MOI > 10 keine
weitere Steigerung der TNFa-Expression zu erzielen war. Obwohl die
Expressionslevel der TNFa-mRNA nach zweistindiger S. aureus-Stimulation bei einer
MOI von 10 unter denen nach S. pneumoniae-Stimulation lagen, waren im
Zellkulturiberstand sowohl nach S. aureus- als auch nach S. pneumoniae-Stimulation
vergleichbare TNFa-Mengen nachweisbar, was auf kinetische Unterschiede der RAW-
Zellaktivierung durch S. pneumoniae und S. aureus hindeutet (im Rahmen dieser
Arbeit jedoch nicht weiter untersucht). Dieser Arbeit vorangegangene Versuche an
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RAW-Zellen zeigten fur MALP-2-Stimulation eine verlassliche Proinflammation bei
einer Konzentration von 100 ng/ml, was sich fur die beiden Zelllinien RAW-pIRES/IL-
37 und RAW-pIRES/empty bestatigte.

Fur die Untersuchung der toleranten Phase wurden beide Zelllinien fur 24h mit S.
pneumoniae oder S. aureus stimuliert und nach einer Ruhephase von 24 h
anschliel3end noch einmal fur 2 h (QPCR) bzw. 24h (ELISA) mit MALP-2 restimuliert.
Die Expressionslevel nach der Restimulation wurden dann mit dem Expressionslevel
der MALP-2-Proinflammation innerhalb derselben Zelllinie verglichen. Trotz
zuverlassiger Proinflammation fiel die Suppression proinflammatorischer Zytokine
nach der Restimulation im Vergleich zu den Ergebnissen anderer Gruppen, wie z. B.
Ferdaus et al. (2009), in beiden Zelllinien gering aus. Insbesondere auf mMRNA-Ebene
zeigte sich fur TNFa nur eine geringe Suppression infolge der bakteriellen
Vorstimulation und der MALP-2-Restimulation. Diese Beobachtung lasst sich jedoch
mit denen von Peck et al. vereinbaren, die nach LPS-Restimulation auf vorhergehende
S. aureus-Stimulation sogar erhohte TNFa-Werte feststellten. Eine Mogliche
Begrindung hierfir ist, dass es im Unterschied zur Stimulation mit reinen Liganden bei
Verwendung von Bakterien zu einer verzogerten und verlangerten Aktivierung der
Zellen kommt, die auch nach 24 Stunden nicht einhundertprozentig abklingt. Hierdurch
sind moglicherweise — anders als bei den mit synthetischen Liganden stimulierten
Zellen — 24 h nach Erststimulation auch noch nicht alle Zellen im Stadium der Toleranz.
Fur die generelle Toleranzinduktion, d. h. verminderte Expression
proinflammatorischer Mediatoren, waren nur geringflgige Unterschiede zwischen S.
aureus- und S. pneumoniae-Prestimulation feststellbar. Wahrend anhand der mRNA-
Expression von TNFa nur eine geringfligige Suppression des Gens in der toleranten
Phase festgestellt werden konnte, zeigten die ELISAs der Zellkulturiberstande 24h
nach Restimulation signifikant verminderte TNFa-Konzentrationen, und zwar
unabhangig davon, ob die Zellen im Voraus mit S. aureus oder S. pneumoniae
konfrontiert wurden. Zwischen RAW-pIRES/IL-37 und RAW-pIRES/empty konnte
weder mittels qPCR noch mittels ELISA ein Unterschied in der TNFa-Expression
wahrend der Proinflammation und der Restimulation festgestellt werden, was noch
einmal zeigt, dass IL-37B keinen Effekt auf die TNFa-Expression im verwendeten
RAW264.7-Zellsystem besitzt.

7.4 Toleranzinduktion in RAW264.7-Zellen durch S. pneumoniae und
S. aureus ermittelt durch RNA-AmpliSeq

Als Ergebnis der RNA-AmpliSeq-Sequenzierung ergaben sich Daten zu 622 Genen
oberhalb der Nachweisgrenze. Zunachst wurde die Gesamtheit der verandert
exprimierten Gene (VEGs) nach Stimulation der Zellen betrachtet. Ein VEG wurde als
solches definiert, wenn es nach einer beliebigen Stimulation mindestens doppelt bzw.
halb so stark exprimiert wird, wie in der nichtstimulierten Kontrolle. Hierbei war
zunachst festzustellen, dass RAW-pIRES/IL-37-Zellen durchschnittlich 47 VEGs
weniger verzeichnen als RAW-pIRES/empty-Zellen. Bei differenzierter Betrachtung fiel
auf, dass diese Unterschiede hauptsachlich herabregulierte Gene betreffen und vom
Stimulationszeitpunkt unabhangig sind. Einzig die 24-stindige S. aureus-Stimulation
zeigt in beiden Zelllinien eine ahnliche Anzahl verandert exprimierter Gene. Diese ist
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mit 123 (RAW-pIRES/empty) und 128 (RAW-pIRES/IL-37) VEGs jedoch auch die
Probe, die in beiden Zelllinien die wenigsten Unterschiede in der Genexpression im
Vergleich zu unstimulierten Zellen verzeichnet. Weiterhin war festzustellen, dass die
Anzahl signifikant hochregulierter Gene nach MALP-2-Restimulation in allen Proben
kleiner war als nach der zweistlindigen Proinflammation mit MALP-2. In der toleranten
Phase werden demnach mehr proinflammatorische Gene supprimiert als
antiinflammatorische neu induziert. Die Tatsache, dass die S. aureus-Stimulation in
beiden Zelllinien zu weniger VEGs flhrte als die S. pneumoniae-Stimulation, |asst sich
mit den Ergebnissen der Vorversuche vereinbaren, in denen S. aureus-Stimulationen
jeweils bereits geringere proinflammatorische Fold-Changes fur TNFa als S.
pneumoniae-Stimulationen hervorriefen. Es zeigte sich aber, dass einzelne Gene, die
nach S. aureus-Stimulationen nicht als VEG detektiert wurden, da sie die FC > 2 -
Schwelle nicht erreicht haben, trotzdem ahnliche Tendenzen aufwiesen wie nach S.
pneumoniae-Stimulationen, aber die Fold-Change-Schwelle nicht erreichten.

Zur Ermittlung einzelner T-Gene mussten zunachst Ein- und Ausschlusskriterien
festgelegt werden. Von entscheidender Bedeutung war hier der Quotient aus dem
Fold-Change nach zweistlindiger MALP-2-Restimulation und dem Fold-Change nach
zweistundiger MALP-2- Proinflammation. Foster et al. beschrieben 2007, wie sich die
Genexpression in Makrophagen aus dem Knochenmark der Maus (BMDMs) wahrend
der toleranten Phase nach LPS-Stimulation verandert. Anhand der beobachteten
Veranderung in der Expression wurden die Gene in 2 Klassen unterteilt, und zwar in
T- (tolerisierbare) und NT- (nicht tolerisierbare) Gene. Die Klasse der T-Gene zeichnet
sich durch eine stark unterdrickte Expression wahrend der toleranten Phase aus und
beinhaltete in den untersuchten BMDMs IL-6, IL-1B, Mmp13, Hdc, Serpine1, Edn1,
Cspg2 und Lipg. NT-Gene wiederum zeigen in dieser Phase eine unveranderte oder
verstarkte Expression. Hierzu zahlen Cnip, Lcn2, Fpr1, Saa3, Oasl1, Rantes, Bpil2 und
Ptges. In der Studie von Foster et al. von 2007 wurde mit einem Quotienten von 0,33
als Schwellenwert zur Definition von T- und NT-Genen gearbeitet. Da in der Literatur
beschriebene T-Gene wie IL-13 oder TNFa im Rahmen der vorgelegten Arbeit nur
Quotienten bis 0,6 das heil3t nur schwach tolerant wurden, wurden flr die vorgelegte
Studie ein Fold-Change-Quotient von 0,5 als oberer Grenzwert festgelegt. Quotienten,
die kleiner als 0,5 waren, wurden somit als positiv definiert, und driicken aus, dass
diese Gene nach der Restimulation einen im Vergleich zur Proinflammation um die
Halfte verminderten Anstieg der Expression aufwiesen und in der vorliegenden Arbeit
als T-Gene identifiziert wurden. Zusatzlich musste das Gen 24h nach der
Vorstimulation eine im Vergleich zur Proinflammation ricklaufige Expression
verzeichnen. Diese Kriterien fur T-Gene erfillten 19 Gene sowohl nach S.
pneumoniae- als auch nach S. aureus-Stimulation. Bakterienspezifisch konnten 4
weitere T-Gene durch die RNA-AmpliSeq ermittelt werden (siehe auch Tab 6.2, Tab
6.3). Bei den ermittelten T-Genen handelt es sich interessanterweise bis auf die Matrix-
Metallo-Proteasen um Gene, die in der von Foster et al. publizierten Studie von 2007
nicht beschrieben wurden. Fur die beobachteten Unterschiede konnen mehrere
Faktoren verantwortlich sein. Zunachst verwendeten Foster et al.
Knochenmarksmakrophagen der Maus, wahrend es sich bei RAW-Zellen um eine
Zelllinie aus einem Tumor des murinen Leukamievirus mannlicher Mause handelt.
Weiterhin unterscheidet sich der inflammatorische Stimulus, da in der vorgelegten
Arbeit grampositive Bakterien und der TLR-2-Agonist MALP-2 anstelle des TLR-4-
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Agonisten LPS aus gramnegativen Bakterien verwendet wurden. Ein dritter wichtiger
Punkt, der Unterschiede in der Genexpression begrindet, sind die verschiedenen
Untersuchungszeitpunkte nach Pre- und Restimulation. Wahrend Foster et al. die
Expression 4h nach Stimulation untersuchten, erwiesen Vorversuche fur die Arbeit mit
MALP-2 einen Zeitraum von 2h nach Stimulation als optimal fir die Analyse. Folglich
kbnnen anhand der Sequenzierung nur Aussagen zum Zeitpunkt 2h nach (Re-
)Stimulation  getroffen  werden. Méogliche Gene mit  abweichenden
Expressionskinetiken wahrend Erst- und Zweitstimulation konnten deshalb nicht
erfasst werden. Dabei kénnten verlangerte Stimulationszeiten flr Proinflammation
und/oder Restimulation zur ldentifikation weiterer durch IL-37 in ihrer Expression
modifizierter Gene sowie deren Tolerisierbarkeit fihren. Auch die ELISA-Methodik
kénnte auf weitere Proteine angewendet werden, jedoch erscheint dies aufgrund der
Menge an zu testenden Faktoren sehr kostspielig. Vielmehr kdnnte man durch die
Erfassung des Sekretoms mittels proteomischer Methoden einen globalen Uberblick
Uber die Veranderungen des Zytokinmusters im toleranten Zustand gewinnen. Dieser
Ansatz wurde aber aufgrund von Zeitbeschrankungen in dieser Arbeit nicht
weiterverfolgt.

7.5 Veranderungen der Genexpression in RAW264.7-Zellen durch IL-
37B bleiben ohne Einfluss auf den generellen toleranten Zustand

Zur Auffindung von durch IL-37 differenziell regulierten Genen wurden die Reads
(RPKMs) der einzelnen Gene zwischen den beiden Zelllinien RAW-pIRES/empty und
RAW-pIRES/IL-37 verglichen. Um mdgliche spate proinflammatorische Gene zu
erfassen, wurde neben der zweistindigen MALP-2-Proinflammation auch der Zustand
24 Stunden nach Kontakt zu S. aureus oder S. pneumoniae berucksichtigt. Dadurch
konnten 5 Gene mit gesteigerter und 20 Gene mit verminderter Expression bei
gleichzeitiger IL-37-Expression in RAW-Zellen ermittelt werden (vgl. Ergebnisse Tab
6.4). Einen ahnlichen Versuchsansatz publizierten Nold et al. bereits 2010. In deren
Studie wurden mit IL-37 transfizierte sowie Leervektor-transfizierte RAW-Zellen fur 24
Stunden mit 100 ng/ml LPS stimuliert und anschlie3end die Konzentration zahlreicher
Proteine (zumeist Zytokine) im Zellkulturtiberstand mittels Protein-Array gemessen.
Die in dieser Arbeit identifizierten Gene unterscheiden sich jedoch ganzlich von den
2010 publizierten Proteinen. Diese Unterschiede konnten einerseits auf die
verschiedenen Stimuli (MALP-2/S. aureus/S. pneumoniae vs. LPS), andererseits auf
eine gewisse Diskrepanz zwischen Gen- und Proteinexpression zurtickgefuhrt werden.
Letzteres war bereits in den Versuchen zur TNFa-Expression festzustellen, welche
ausschlieBlich im ELISA, nicht aber in der qPCR der RAW-pIRES/IL-37-Zellen
signifikant verringert war. Da im Rahmen dieser Arbeit jeweils nur ein Zeitpunkt der
Pre- bzw. Restimulation auf transkriptioneller Ebene untersucht wurde, kdnnen
unterschiedliche Expressionskinetiken zu den im Vergleich zu Nold et al. publizierten
Daten zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhren. Versuche auf Proteinebene wie
ELISAs, welche eine Uber langere Zeit akkumulierte Menge des Proteins messen,
konnten wiederum zu ahnlichen Ergebnissen, wie sie durch Nold et al. beschrieben
wurden, fihren. Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch der von Nold et al.
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publizierte Einfluss von IL-37 auf die Zytokinexpression in keinem Fall auf RNA-Ebene
in der AmpliSeq reproduziert werden.

Mithilfe der durchgeflhrten AmpliSeq-Sequenzierung liel3en sich 2 Mdglichkeiten, wie
IL-37 auf die Immunsuppression oder die Toleranzinduktion Einfluss nehmen kénnte,
Uberprufen. Einerseits kdnnte IL-37 flr die Suppression oder Aktivierung eines oder
mehrerer Gene verantwortlich sein, welches bzw. welche wiederum die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine hemmen (indirekter Einfluss) konnten. Andererseits
konnte IL-37 die Expression proinflammatorischer Zytokine direkt hemmen. Nold et al.
postulierten u.a. einen solchen Effekt durch die direkte Bindung von intrazellularem IL-
37 an SMADS3, wodurch Mause vor dem LPS-induzierten Schock geschutzt seien
(Nold et al. 2010). Ein indirekter Einfluss auf die Toleranzinduktion ware durch alle in
Tab 6.4 identifizierten Gene mdglich, da deren Expression und Anwesenheit von IL-37
konstant gesteigert oder vermindert war. Wenn IL-37 einen Einfluss Uber bestimmte
Genexpressionen auf die Toleranzinduktion bzw. die Immunsuppression nimmt,
mussen zwischen den beiden Zelllinien RAW-pIRES/IL-37 und RAW-pIRES/empty fur
bestimmte Gene Unterschiede in der Tolerisierbarkeit festgestellt werden kdnnen. Das
heil’t, es missen sich Gene finden lassen, die nur bei Anwesenheit von IL-37 - also
nur in RAW-pIRES/IL-37-Zellen und nicht in RAW-pIRES/empty Zellen - die
Eigenschaften eines T-Gens aufweisen. Lediglich die Gene 1I-27 und Clec2d zeigten
in der AmpliSeq flr die RAW-pIRES/empty-Zellen im Vergleich zu den RAW-pIRES/IL-
37-Zellen eine verminderte Tolerisierbarkeit, die dennoch nicht komplett aufgehoben
war. WeiterfUhrende Untersuchungen mittels qPCR bestatigten zwar die verringerte
Expression in IL-37-positiven Zellen, zeigten allerdings keine Veranderungen in der
Tolerisierbarkeit dieser Gene. Folglich kann angenommen werden, dass alle in Tab.
6.2 und 6.3 identifizierten T-Gene unabhangig von der IL-37 Expression in RAW264.7-
Zellen tolerisierbar sind. Fir Ccl22 konnte diese Annahme mittels gPCR verifiziert
werden. Obwohl in den RAW-pIRES/IL-37-Zellen wahrend der Proinflammation
vermehrt Ccl22 exprimiert wurde, wurde das Gen in der toleranten Phase allerdings
vermindert exprimiert und seine Tolerisierbarkeit damit nicht von IL-37 beeinflusst.
Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass IL-37 keinen Einfluss auf die generelle
Toleranzinduktion nimmt, sondern als Zytokin mit antiinflammatorischen Wirkungen
funktionell anders fungiert. Betrachtet man die Tatsache, dass RAW-Zellen, die kein
IL-37 besitzen, trotzdem tolerant werden kdnnen (Rajaiah et al. 2013; Ferdaus et al.
2009), erscheint dieses Ergebnis nicht Uberraschend. Nichtsdestotrotz erschweren
kontinuierliche Veranderungen der Expressionslevel verschiedener Gene die
Etablierung eines optimalen Untersuchungszeitpunktes.

Trotz des nicht nachweisbaren Effekts von IL-37 auf die Tolerisierbarkeit, taten sich in
der AmpliSeq einzelne Gene hervor, die durch besonders starke Toleranzinduktion
(Ccl22) bzw. Suppression oder Induktion durch IL-37-Prasenz (Gdf15, Slamf1, Mmp9,
Pdcd1) auffielen. Diese Beobachtung konnte fir all diese Gene bis auf Pdcd1 durch
gPCR bestatigt werden (Ergebnisse, Abb. 6.16 — 6.21). So konnte bestatigt werden,
dass die Expression von Gdf15 unter Anwesenheit von IL-37 gesteigert ist. Weiterhin
zeigte das Gen Eigenschaften eines NT-Gens mit noch gesteigerter Expression im
toleranten Zustand. Uber die Bindung von Rezeptoren der TGF-B Familie aktiviert
GDF15 Transkriptionsfaktoren der SMAD-Familie. Im Zusammenhang mit der von
Nold et al. beschriebenen Bindung von IL-37 an SMAD3 koénnte GDF15 von den
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gefundenen Genen am ehesten einen Einfluss auf IL-37-vermittelte supprimierende
Prozesse auslben. Hierzu passt die bereits 1999 beschriebene Suppression der
TNFa-Sekretion von Makrophagen bei GDF15-Anwesenheit, wodurch der ebenfalls
gelaufige Name MIC1 (Macrophage Inhibitory Cytokine-1) fir das Protein entstand
(Fairlie et al. 1999). Weiterhin gilt GDF15 als prognostisch ungtinstiger Marker flur die
LAll-Cause“-Mortalitat im Rahmen kardiovaskularer Erkrankungen (Verhamme et al.
2019). Daruber hinaus wurde eine Beteiligung von GDF15 Uber TGF- und SMAD1/5-
Signalwege bei der NK-Zell-Dysfunktion im Rahmen nosokomialer Infektionen mit S.
aureus beschrieben (Kleinertz et al. 2019). Die Rolle von GDF15 bei S. pneumoniae-
Infektionen wurde bislang noch nicht untersucht, jedoch konnte nachgewiesen, dass
eine erhohte Gdf15-Expression entziindliche Lungenerkrankungen férdert (Wu et al.
2018, Verhamme et al. 2017). Ein ahnliches Outcome zeigten IL-37-transgene Mause
nach einer Infektion mit S. pneumoniae (Schauer et al. 2018). Nach den vorliegenden
Erkenntnissen ist hier auch ein Zusammenspiel von Gdf15 und IL-37 bei der
Aktivierung der Immunsuppression von Makrophagen denkbar.

Das Gen Ccl22, welches in der Sequenzierung durch seine starke Tolerisierbarkeit
imponierte, wurde anschlieRend mittels gqPCR genauer untersucht. Hierbei bestatigte
es sich einerseits als T-Gen, andererseits zeigte sich nur nach Stimulation mit MALP-
2 oder S. pneumoniae eine gesteigerte Expression. Nach Stimulation mit S. aureus
dagegen war weder nach 2, noch nach 24 Stunden eine gesteigerte Aktivitat messbar.
Nichtsdestotrotz zeigte sich die Tolerisierbarkeit von Ccl22 sowohl nach Prestimulation
mit S. aureus als auch mit S. pneumoniae in vergleichbarer Auspragung. Hieraus ergibt
sich die Vermutung, dass T-Gene nicht zwangslaufig zuvor aktiviert worden sein
mussen, sondern vom Gesamtzustand der Zelle abhangig sind.

Mmp9 und Mmp14 zeigten in der Sequenzierung beide eine deutliche Suppression
unter Anwesenheit von IL-37. Nold et al. beschriebenen eine Suppression von Mmp13
bereits 2010. Stellvertretend fur die Gruppe der Matrix-Metallo-Proteasen wurde Mmp9
durch Verifikation mittels qPCR in der vorliegenden Arbeit weiter untersucht, wo sich
die deutliche Suppression der Genexpression in den RAW-pIRES/IL-37-Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen bestatigte. Dieses Ergebnis lasst sich gut mit den
beschriebenen Funktionen von IL-37 zum Gewebeschutz vereinbaren, da die MMPs
zum Abbau der extrazellularen Matrix dienen und durch den Gewebeumbau die
Wundheilung férdern.

Das Gen Slamf1 zeichnete sich in der Sequenzierung dadurch aus, dass es in den
RAW-pIRES/IL-37 nahezu nicht nachweisbar war. In der anschlielienden gqPCR-
Analyse bestatigte sich diese verringerte Genexpression in den IL-37 exprimierenden
Zellen. Da Rezeptoren der SLAM-Familie zur Aktivierung weiterer Immunzellen
bendtigt werden (Meinke et al. 2010), passt auch diese Beobachtung in das
antiinflammatorische Profil von IL-37 bei Infektionen.

Insgesamt konnte im Rahmen der vorgelegten Arbeit kein Effekt von IL-37 auf die
Toleranzinduktion nachgewiesen werden. Dennoch wurden einige neue Gene
identifiziert, die durch IL-37 verstarkt bzw. vermindert exprimiert werden. Diese sind
Gdf15, Clec2d, Mmp9 und Slamf1. Weitere Kandidaten sind Tab. 6.4 zu entnehmen.
Die Funktionen der jeweils verandert exprimierten Gene passen dabei gut zu dem
bisher beschriebenen antiinflammatorische Wirkspektrum von IL-37, welches im

82



Mausmodell nach Pneumokokkeninfektion zu fatalen Verlaufen mit hoherer
Bakterienlast, grofleren Gewebeschaden und erhdhter Sterblichkeit fihrte (Schauer et
al. 2018).
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8 SCHLUSSFOLGERUNG

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine stabile Expression von IL-
37B in RAW264.7-Zellen keine direkte Auswirkung auf die Tolerisierbarkeit einzelner
Gene hat. Viel mehr zeigte sich diesbezuglich eine Abhangigkeit vom Stimulus der
Makrophagen durch S. pneumoniae oder S. aureus. Die Abhangigkeit vom Stimulus
erscheint umso ausgepragter, wenn man die verschiedenen Ergebnisse anderer
Studien zur Toleranzinduktion mit einbezieht (Sato et al. 2002, Deiters et al. 2003,
Peck et al. 2014). Neben unterschiedlichen Stimuli fuhren studienubergreifend
allerdings auch unterschiedliche verwendete Zelltypen 2zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Insgesamt lasst die Zusammenschau dieser Ergebnisse den Schluss zu,
dass das Phanomen der Toleranz eine sehr heterogene Auspragung zwischen den
verschiedenen Zelltypen in Abhangigkeit von der jeweiligen Stimulation annimmit.

Hinsichtlich der Rolle von IL-37B konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse gezeigt
werden, dass einzelne Gene in ihrer Expression verstarkt oder gehemmt werden.
Insbesondere eine verstarkte Expression von Gdf15 durch IL-37B kdnnte fir den
Verlauf von Lungenerkrankungen von Bedeutung sein (Wu et al. 2018, Verhamme et
al. 2017, Schauer et al. 2018). Die typische immunsuppressive Wirkung auf
proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-1q, IL-1B oder IL-6 konnte jedoch nicht auf
RNA-Ebene und nur bedingt fur TNFa auf Proteinebene reproduziert werden.

In Zusammenschau der bislang vorliegenden Erkenntnisse zur Rolle von IL-37 bei
bakteriellen Infektionen muss die initial postulierte protektive Wirkung Uberdacht
werden. Im Gegensatz zur Konfrontation mit PAMPs wie LPS bedarf es bei Infektionen
mit S. aureus, S. pneumoniae oder anderen Erregern einer adaquaten Immunantwort,
um einer Ausbreitung der Erreger entgegenzuwirken. Insgesamt verdichten sich
jedoch die Hinweise, dass eine gesteigerte IL-37-Expression hierflr eher von Nachteil
fur den Organismus ist. Im nachsten Schritt sollten die gefundenen Ergebnisse in
einem von Natur aus IL-37-exprimierendem Zellsystem validiert werden, da es sich bei
den IL-37 exprimierenden RAW-Zellen um eine entartete Tumorzelllinie handelt, und
eine Beeinflussung der globalen Genexpression durch die Transfektion und Klonierung
der Zellen hierbei nicht auszuschlie3en ist.
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