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1 Zusammenfassung

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches essentielle Funktionen im Immunsystem hat. Es re-
guliert verschiedene Prozesse sowohl der angeborenen Immunitit, einschlieBlich der Differen-
zierung und Rekrutierung myeloider Zellen, als auch der adaptiven Immunitit, wo es essentiell
fiir die Inhibition der Reifung regulatorischer T-Zellen und die Induktion von Ty 17-Zellen ist.
Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) ist ein Umweltbakterium, welches auch Men-
schen infiziert und eine Listeriose verursachen kann. Risikogruppen sind immunsupprimierte
Personen und Schwangere. In Immunsupprimierten fiihrt die Listerieninfektion zu schweren
Krankheitssymptomen mit einer Mortalitit von bis zu 30%. In Schwangeren kann L. mono-
cytogenes den Fotus infizieren. Folgen sind Fehlgeburten oder lebensbedrohliche Infektionen
des Neugeborenen. L. monocytogenes ist auch in der Lage Nagetiere zu infizieren und daher ist
die Infektion von Miusen mit L. monocytogenes ein gut etabliertes Modell zur Untersuchung
sowohl des angeborenen Immunsystems als auch von Ty 1 und CD8 T-Zellantworten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von IL-6 in der angeborenen Immunantwort
der Maus gegen L. monocytogenes untersucht. Dafiir wurden II6ra™ x LysM®<* (I16ra®™")
Miuse mit Listerien infiziert und die frithe Immunantwort analysiert. In diesen Tieren ex-
primieren die myeloiden Zellen keine Interleukin-6 Rezeptor o-Untereinheit (IL-6Ra), was
dazu fiihrt, dass in diesen Zellen keine klassische IL-6 Signaltransduktion moéglich ist. In die-
sen Miusen war die Kontrolle der Bakterien bereits zu einem frithen Zeitpunkt der Infektion
eingeschrinkt. Die Akkumulation von myeloiden Zellen in Milz und Leber, den Zielorganen
von L. monocytogenes, war unbeeinflusst. Des Weiteren zeigten die IL-6Ra-defizienten in-
flammatorischen Monozyten, die entscheidend fiir die frithe Listerien-Kontrolle sind, einen
stiarker aktivierten Phénotyp und eine erhohte Zytokinproduktion im Vergleich zu Zellen aus
den Kontrolltieren, wodurch die eingeschrinkte Listerienkontrolle nicht erkléart werden kann.
Inflammatorische Monozyten von infizierten I[6ra“™¥® Miusen exprimierten jedoch signifi-
kant weniger CD38 auf ihrer Oberfliche. Die ADP-Ribose-Hydrolase CD38 ist essentiell fiir
die Kontrolle von L. monocytogenes durch das angeborene Immunsystem und kénnte zumin-
dest teilweise den Phinotyp der II6ra>M¥®' Miuse erkliren. Eine weitere Beobachtung war,

dass myeloide Zellen aus I16ra“™*! Miusen in ihrer Fahigkeit zu phagozytieren eingeschriinkt



waren, was essentiell fiir die Kontrolle von spezifischen Erregern ist.

Zusammenfassend konnten wir eindeutig zeigen, dass die klassische IL-6 Signaltransdukti-
on in der Kontrolle von L. monocytogenes durch die angeborene Immunantwort der Maus
eine wichtige Rolle spielt. Der exakte molekulare Mechanismus konnte noch nicht identifi-
ziert werden, die verminderte CD38-Expression und die eingeschrinkte Phagozytoseaktivitit
der IL-6Ra-defizienten inflammatorischen Monozyten kdnnten aber zumindest zum Teil fiir

diesen Defekt verantwortlich sein.



2 Abstract

IL-6 is a pleiotropic cytokine, which plays an essential role in the immune system. It regulates
various processes of innate immunity including the differentiation and recruitment of myeloid
cells, as well as of adaptive immunity, where it is essential for the repression of regulatory T
cell maturation and the induction of Ty17 cells.

Listeria monocytogenes is an environmental bacterium, which can infect humans and in ra-
re cases cause listeriosis. Risk groups are immunosuppressed patients and pregnant women.
In immunosuppressed individuals, listeria can cause severe disease with a mortality rate of
up to 30%. In pregnant women, listeria can infect the fetus resulting in miscarriage or life
threatening infection of the newborn. Listeria also infect rodents and infection of mice with L.
monocytogenes is a well-established model for the analysis of innate as well as adaptive Ty1
and CD8 T-cell responses.

In this thesis, the influence of IL-6 on the innate immune response of the mouse against L.
monocytogenes was analysed. Therefore, 1l6ra™ x LysM©* (I16ra®M¥*") mice were infected
with listeria and the quality of the early immune response was characterized . In these ani-
mals, myeloid cells do not express the IL-6 receptor, which abrogates classical IL-6 signalling
on these cells. Control of bacteria was diminished by the removal of classical IL-6 signalling
during the early phase of infection. The accumulation of myeloid cells in target organs was
not affected. Cells showed a more pronounced inflammatory phenotype and the cytokine pro-

AMyel mice was increased. These factors can therefore be excluded

duction of cells from ll6ra
as the cause of impaired listeria clearance.

Myeloid cells of 1I6ra®™*! mice, however, expressed significantly less CD38. The ADP ri-
bose hydrolase CD38 is essential for the control of L. monocytogenes by the innate immune
response and low CD38 expression could therefore be responsible for the defective listeria
control.

Furthermore, we could demonstrate that myeloid cells from I/6ra®™!

mice showed impaired
phagocytosis, which is crucial for clearance of specific pathogens.
In conclusion, we could demonstrate, that classical IL-6 signalling plays an important role

in innate immunity for the control of L. monocytogenes. The exact molecular mechanism,



however, remains unidentified but might involve low CD38 expression on and impaired pha-

gocytosis by myeloid cells.



3 Einleitung

3.1 Listeria monocytogenes

3.1.1 Biologie

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) ist ein gram-positives, nicht-sporenbildendes und
fakultativ anaerobes Bakterium, das zum Stamm der Firmicutes gehort. L. monocytogenes
ist stibchenférmig und 0,4-0,5 M groB. Seine Motilitdt wird liber Flagellen erzeugt. Die
Zellwand von L. monocytogenes besteht aus Peptidoglycan, diversen Kohlenwasserstoffen,
Teichon- und Lipoteichonsédure (LTA), welches als amphipatisches Molekiil eine dhnliche Rol-
le wie Lipopolysaccharid (LPS) in gram-negativen Bakterien iibernimmt [[1]. Das komplette
Genom von L. monocytogenes besteht aus 2853 proteinkodierenden Genen [2]. Listerien kom-
men sowohl in der Umwelt, wie zum Beispiel in Boden oder Gewissern, als auch in kontami-
nierten Lebensmitteln [3]], als auch in der Darmflora von bis zu 5% der gesunden Bevolkerung
vor [4]].

3.1.2 Pathogenese

L. monocytogenes ist ein humanpathogener Erreger und Verursacher der Krankheit Listerio-
se. Die Listeriose ist eine sehr seltene Krankheit, fiihrt jedoch in bis zu 30% der Félle zum
Tode [4]]. Hiufigste Ansteckungsart ist der Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln [3]]. Ri-
sikogruppen sind Patienten, die Inmunmodulatoren wie zum Beispiel Tumornekrosefaktor o
(TNFa)-Blocker nehmen, und schwangere Frauen. Da Listerien plazentagingig sind, kénnen
sie den Fotus infizieren. Folgen sind Aborte oder lebensbedrohliche Infektionen des Neuge-
borenen [5]]. Nach der Aufnahme iiber die Nahrung dringen die Listerien in das Darmepithel
ein. Von dort aus konnen sie in die Blutbahn iibergehen und in den gesamten Organismus dis-
seminieren. Wichtige Zielorgane sind Milz und Leber, und in den Risikogruppen Gehirn und
Plazenta. L. monocytogenes entgeht dem humoralen Immunsystem, indem es Zellen infiziert
und intrazellulir proliferiert. Primére Zielzellen sind phagozytische Zellen und Epithelzellen

in den Zielorganen.



Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der intrazelluliiren Lebensweise von L. mono-
cytogenes
L. monocytogenes dringt initial in die Wirtszellen durch Phagozytose oder mit-
hilfe seiner Oberflichenproteine Internalin A (InlA) oder Internalin B (InlB)
ein. InlA und InlB binden an E-Cadherin (CDH1) beziehungsweise an die
Tyrosinproteinkinase Met (MET) der Wirtszellen. Einmal eingedrungen se-
zernieren die Bakterien das Hamolysin Listeriolysin O (LLO), welches die
Vakuole lysiert und das Bakterium ins Zytosol entlédsst, wo es sich repliziert.
Hier nutzt L. monocytogenes die zelleigene Aktin-Maschinerie durch das bak-
terielle Protein actin assembly-inducing protein (ActA) zur Fortbewegung. Es
verbreitet sich, indem es direkt in andere Zellen durch Doppelmembranvakuo-
lenbildung eindringt. Dort beginnt der Zyklus dann erneut.

Zum initialen Eindringen in Zellen kann das Bakterium zwei verschiedene Oberflaichenmo-
lekiile, Internalin A (InlA) und Internalin B (InlB), verwenden. InlA ist ein kovalent mit der

Bakterienzellwand verbundenes Molekiil, welches an E-Cadherin (CDH1) von Epithelzellen



bindet [6]. CDHI ist ein Adhdsionsmolekiil, das an Adherens Junctions beteiligt ist. CDH1
bindet mit seinen intrazelluliren Dominen an das Zytoskelett der Zelle und mit seinen ex-
trazellularen Doméinen an CDH1 Proteine von benachbarten Zellen, um so feste Zell-Zell
Verbindungen zu erzeugen [7]]. Die Interaktion von InlA mit der extrazelluldaren Doméne von
CDHI1 induziert Verdnderungen des Zytoskeletts, welche essentiell fiir den Eintritt der Bakteri-
en in die Zellen sind. Die Interaktion zwischen InlA und CDHI1 ist auch fiir das Durchdringen
der Bluthirnschranke notwendig. InlA bindet sehr gut an das humane CDHI, aber nur sehr
schlecht an das Maus CDH]1. Dies ist auch der Grund, warum Listerien im Menschen, aber
nicht in der Maus, in der Lage sind das Gehirn zu befallen [8]. Miuse sind deshalb im Ver-
gleich zum Menschen auch relativ resistent gegeniiber dem oralen Ubertragungsweg. Durch
die transgene Expression des humanen CDHI in der Maus ist es jedoch moglich, den natiirli-
chen Infektionsweg und die Infektion des Gehirns in einem Mausmodell zu betrachten [9].
InIB bindet an die Tyrosinproteinkinase Met (MET) der Wirtszelle. Der natiirliche Ligand
von MET ist der hepatocyte growth factor (HGF) [10]. Die Bindung von InlB an MET fiihrt
zur Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und der mitogenaktivierten Prote-
inkinase (MAPK) [10]. Die Aktivierung dieser Kinasen fiihrt, ahnlich dem Mechanismus der
InlA mediierten Listerien-Aufnahme, zu Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts, welche die
Vakuolenbildung und Internalisierung des Bakteriums bewirken.

Sobald L. monocytogenes in die Wirtszelle eingedrungen ist, sei es rezeptorvermittelt oder
durch Phagozytose, sezerniert das Bakterium das Hiamolysin Listeriolysin O (LLO) um aus
der Vakuole zu entkommen und ins Zytoplasma einzudringen. LLO ist ein porenformendes
Toxin, welches zu einer unter gram-positiven Bakterien weit verbreiteten Familie an Toxinen
gehort [[11]. L. monocytogenes ist jedoch der einzige Vertreter, der das porenformende Toxin
innerhalb der Wirtszelle exprimiert. Da der Lebenszyklus der Listerien intrazellulér stattfin-
det, muss die Aktivitdt von LLO strikt reguliert werden, damit die Wirtszelle nicht vorzeitig
zerstort wird. Dies geschieht auf zwei Arten. Zum einen liegt das pH-Optimum von LLO
bei einem pH Wert von 5,5 [[L1]. Das bedeutet, dass LLO besonders aktiv in der angesiu-
erten Umgebung des Phagosoms, jedoch nicht in der pH neutralen Umgebung des Zytosols,
ist. LLO formt Poren in Membranen, indem es mit anderen LLO Einheiten oligomerisiert
und mit seinen 3-Haarnadeln die Zellmembran durchdringt. Diese 3-Haarnadeln denaturieren
jedoch in einer pH-neutralen Umgebung, wodurch das Toxin im Zytosol automatisch deak-
tiviert wird [12]. Zum anderen verfiigt LLO iiber eine PEST-Sequenz. PEST-Sequenzen sind
Teile von Proteinen, in denen vermehrt die Aminosduren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S)
und Threonin (T) vorkommen. Proteine, die solche PEST-Sequenzen enthalten, werden rasch

durch eine Ubiquitin-vermittelte Proteolyse vom Proteasom abgebaut [13]. Obgleich LLO



iber ein derartiges Sequenzmotiv verfiigt, wird es nicht iiber das Proteasom verdaut. Vermut-
lich wird jedoch die LLO-Produktion im Zytosol iiber die Sequenz kontrolliert, da Mutationen
im PEST-Sequenzmotiv zu hoheren LLO-Leveln im Zytosol fiihren, die zu einer Schidigung
der Zelle fithren konnten [[14].

Einmal im Zytosol angekommen nutzt L. monocytogenes das zelleigene Aktin um sich durch
das Zytosol zu bewegen und in benachbarte Zellen einzudringen [15]. Listerien sind in der La-
ge Aktin mittels des bakteriellen Oberflachenproteins actin assembly-inducing protein (ActA)

direkt an der Bakterienoberflache zu polymerisieren [[16].



3.2 Die Rolle des angeborenen Immunsystems in der
Kontrolle von L. monocytogenes
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Monozytenreifung wihrend der Infektion
mit L. monocytogenes
Nachdem die Listerien durch die Blutbahn in die peripheren Organe gelan-
gen, werden sie dort von den geweberesidenten Makrophagen phagozytiert.
Die Makrophagen erkennen die mikrobiellen Produkte, was den proinflam-
matorischen nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NFxB)-Signalweg und die Produktion von CCL2 induziert. Uber CCL2 wer-
den inflammatorische Monozyten im Knochenmark mobilisiert, die dann in
die infizierten Organe wandern. In den infizierten Organen erkennen die Zel-
len iiber Toll-like Rezeptoren (TLRs) mikrobielle Produkte, welche nach der
Nekroptose der gewebestindigen Makrophagen freigesetzt werden. Uber den
myeloid differentiation primary-response protein 88 (MyD88)-Signalweg dif-
ferenzieren diese Monozyten zu tumor-necrosis factor and inducible nitric-
oxide synthase-producing dendritic cells (TipDCs), welche TNFa und die in-
duzierbare NO-Synthase (iNOS) produzieren.



Nachdem L. monocytogenes nach der initialen Aufnahme iiber die Nahrung das Darmepi-
thel tiberwunden hat und tiber die Blutbahn im gesamten Organismus disseminiert ist, dringt
der Erreger, um der humoralen Antwort zu entgehen, in periphere Organe ein. Die Infektion
erfolgt hier primir in den gewebestidndigen Makrophagen, wie zum Beispiel in den leberre-
sidenten Kupffer-Zellen, da diese als initiale Wichter fungieren und ankommende Pathogene
abfangen und anféanglich kontrollieren [[17]. Nach der Phagozytose wird das Phagosom durch
das sezernierte LLO lysiert und die Listerien dringen in das Zytosol ein. Dort angekommen
wird der Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NFxB) aktiviert, wodurch die Makrophagen aktiviert werden. Ausloser dieser Aktivierung
sind zum einem die LTA der bakteriellen Zellwand [18]], LLO [19] oder InlB [20].

Auch wird durch die Infektion der Makrophagen und die Sekretion von LLO die Produktion
von CCL2 induziert [17]. CCL2, der Hauptligand des C-C Chemokinrezeptor Type 2 (CCR2),
ist ein Chemokin, welches die Mobilisierung von Monozyten aus dem Knochenmark indu-
ziert [21]. CCL2 ist essentiell fiir die Mobilisierung von inflammatorischen Monozyten und
die Kontrolle von L. monocytogenes in der frithen Phase der Immunantwort [22].

Die Infektion der gewebestindigen Makrophagen fiihrt zu einem verfrithten nekroptotischen
Tod der Makrophagen, insbesondere der Kupffer-Zellen in der Leber [23]]. Durch die Nekrop-
tose der Kupffer-Zellen gelangen wiederum Listerien und mikrobielle Produkte der Listerien
in den extrazelluldren Raum. Diese werden von den rekrutierten Monozyten mithilfe des Toll-
like Rezeptor (TLR)2, welcher von Peptidoglycanen und LTA der Listerienzellwand aktiviert
wird [24], und TLRS, welcher die Flagelline der Listerien bindet [25], erkannt. Die Akti-
vierung eines TLR fiihrt zur Weiterleitung des Signals iiber myeloid differentiation primary-
response protein 88 (MyD88), welches als Adapterprotein von vielen TLRs essentiell fiir die
Immunantwort gegen L. monocytogenes ist [24]]. Der MyD88-Signalweg fiihrt zur Aktivierung
von inflammatorischen Zellen, ist fiir deren Rekrutierung jedoch nicht verantwortlich.

Die Nekroptose der geweberesidenten Makrophagen und das darauf folgende Freiwerden von
Zytokinen, Chemokinen und bakterieller Molekiile sorgt fiir ein proinflammatorisches Milieu
und fiir die Rekrutierung und Differenzierung von Zellen, die fiir die Kontrolle der Infektion
zustédndig sind [23]].

Ein fiir die Kldarung der Listerien wichtiger Zelltyp, in den die rekrutierten Monozyten dif-
ferenzieren, ist die so genannte tumor-necrosis factor and inducible nitric-oxide synthase-
producing dendritic cell (TipDC) [26]. TipDCs exprimieren CCR2 und werden somit durch
CCL2 zum Entziindungsherd gefiihrt und produzieren sowohl TNFa als auch die induzierbare
NO-Synthase (iNOS) und tragen damit zur Kontrolle der Infektion bei. TNFa ist besonders in

der frithen Phase der Antwort gegen L. monocytogenes von elementarer Bedeutung. Es wird
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frith exprimiert und wirkt in dieser Phase durch einen T-Zell unabhiingigen Mechanismus [27]].
TNFo hat eine Vielzahl an Funktionen, die an der Kldrung von Infektionen beteiligt sind. Zum
einen induziert es die Produktion von Akute-Phase-Proteinen und proinflammatorischen Zy-
tokinen, wie zum Beispiel IL-1f3, IL-6 und Interferon-y (IFNy). Zum anderen ist TNFo ein
wichtiger Aktivator von Makrophagen und Monozyten. TNFa induziert die Bildung von re-
aktiven Sauerstoffspezies [28], die Produktion des inflammatorischen Lipids Prostaglandin
E2 [29] und die positive Regulation der phagozytischen Aktivitét [30]. Das von den TipDCs
produzierte Enzym iNOS synthetisiert Stickstoffmonoxid. Stickstoffmonoxid ist ein bioak-
tives Molekiil, welches aufgrund seiner geringen Grof3e effizient in Zellen eindringen kann
und dort zur Apoptose fiihrt [31], was im speziellen wichtig fiir die Kldrung der ansonsten
schwierig zu erreichenden intrazelluldren Listerien ist.

Zusammen mit den rekrutierten phagozytierenden inflammatorischen Monozyten sorgen die
TipDC:s fiir die Beseitigung der Erreger. Wihrend der Infektion werden basophile Granulozy-
ten rekrutiert, welche groB3e Mengen IL-4 produzieren. Monozyten erkennen IL-4 und diffe-
renzieren zu M2 Makrophagen, welche die zu Grunde gegangenen geweberesidenten Makro-
phagen ersetzen und entstandene Gewebeschidden reparieren [23]. Eine robuste angeborene
Immunantwort, die hauptsdchlich von Makrophagen und Monozyten mediiert wird, ist somit

essentiell fiir die initiale Kontrolle der Infektion und Wundheilung des Gewebes.

3.2.1 Typ 1 und Typ 2 Makrophagen

Makrophagen lassen sich in zwei verschiedene Subtypen unterteilen. Die proinflammatori-
schen Typ 1 (M1) Makrophagen, auch klassisch-aktivierte Makrophagen genannt, stammen
von inflammatorischen Monozyten ab. Das Zytokin, welches fiir die Differenzierung primér
verantwortlich ist, ist IFNy [32]]. IFNy wird hauptsédchlich von Ty1-Zellen produziert, jedoch
sind auch NK-Zellen und Makrophagen in der Lage gerade in der frithen Phase der Immunant-
wort IFNy zu bilden. Die Aktivierung des IFNvy-Signalwegs in inflammatorischen Monozyten
sorgt fiir die Expression einer Reihe von Zytokinrezeptoren und Adhésionsmolekiilen [33]].
IFNy als Stimulus allein ist nicht ausreichend fiir die Differenzierung der M1 Makropha-
gen, ein sekundires Signal iiber sogenannte pattern recognition receptor (PRR) ist erforder-
lich [34]. Zu der Gruppe dieser Rezeptoren gehoren die in Abschnitt [3.2] bereits erwihnten
TLR2, welcher LPS und LTA erkennt, und TLRS, welcher Flagellin erkennt. Die Signalwei-
terleitung erfolgt unter anderem durch NFxB und MyD88, wodurch im Zusammenspiel mit
IFNY die Differenzierung der M1 Makrophagen ausgelost wird.

M1 Makrophagen haben einen iiberwiegend proinflammatorischen Phédnotyp. Die Phagozy-
tose von Pathogenen ist erhoht [35] und die Kldarung von Bakterien iiber Stickstoffmonoxid-
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Produktion wird induziert [36]].

Typ 1 Makrophage Inflammatorischer Monozyt Typ 2 Makrophage

M2a

IL4+IL13

/\ M2b
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/110

- Phagozytose 1 M2a M2c
- NO-Produktion 1 - Arginase 1 -1L-10 1
- Nicht opsonische Rezeptoren 1 - TGFB1

M1

M2b
- inflammatorische Zytokine 1
- Induktion von AK-Produktion

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Polarisierung von Makrophagen
Makrophagen konnen in zwei funktionell unterschiedliche Gruppen eingeteilt
werden. Die Differenzierung in proinflammatorische M1 Makrophagen erfolgt
tiber die Stimulation durch TLR-Liganden und IFNYy, wodurch unter ande-
rem Phagozytose und NO-Produktion induziert wird. Antiinflammatorische
M?2 Makrophagen lassen sich in drei Subtypen aufteilen. M2a Makrophagen,
stimuliert durch IL-4 und IL-13, exprimieren Arginase und nicht opsonische
Rezeptoren. M2b Makrophagen, stimuliert durch Immunkomplexe (IC) und
TLR-Signale, induzieren die Antikorper-Produktion. M2c Makrophagen, sti-
muliert durch IL-10, exprimieren die antiinflammatorischen Zytokine 1L-10
und transforming growth factor (3 (TGFS).

Typ 2 (M2) Makrophagen, auch alternativ-aktivierte Makrophagen genannt, unterscheiden
sich aufgrund der fiir die Differenzierung verantwortlichen Zytokine und in ihren Funktio-
nen von den M1 Makrophagen. Bei M2 Makrophagen kann zusétzlich noch zwischen drei
Subtypen unterschieden werden.

Der erste Subtyp sind die so genannten M2a Makrophagen. Die Differenzierung wird haupt-
sdchlich durch die Zytokine 1L-4 [37]] und IL-13 [38] vermittelt. Die identische Funktion von
IL-4 und IL-13 im Zusammenhang mit der Differenzierung von Makrophagen ist auf eine
gemeinsamen Rezeptoruntereinheit, der Interleukin-4 Rezeptor o-Untereinheit (IL-4Ra), zu-
riickzufiihren [39]]. Die Expression von IL-4Ra wird unter anderem durch IL-6 induziert [40].
Da die IL-4Ra-Untereinheit jeweils der signaltransduzierende Teil in den Rezeptoren von IL-4

und IL-13 ist, wird bei beiden Zytokinen der signal transducer and activator of transcripti-
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on (STAT)6 Signalweg aktiviert. Ein Haupteffektor von M2a Makrophagen ist das Enzym
Arginase. Das Substrat der Arginase ist die Aminosdure Arginin. iNOS benutzt das gleiche
Substrat zur Produktion von Stickstoffmonoxid. Durch die Konkurrenz um Arginin verhindert
die Arginase die Produktion von Stickstoffmonoxid. Zusétzlich unterstiitzt die Arginase direkt
die Gewebereparatur, da die Umwandlung von Arginin zu L-Ornithin und Urea von dem En-
zym katalysiert wird. Das so entstandene L-Ornithin wird zur Kollagenbiosynthese genutzt,
welche eine Voraussetzung fiir das Einsetzen der Gewebereparatur ist [41]. Auch sind nicht
opsonische Rezeptoren hochreguliert, welche fiir das Abklingen der Inflammation eine Rolle
spielen, wie zum Beispiel der macrophage mannose receptor (MMR1). Dieser ist an der Er-
kennung, Phagozytose und Beseitigung von zirkulierenden proinflammatorischen Proteinen
beteiligt [42].

Der zweite Subtyp wird M2b Makrophagen genannt. Die Differenzierung dieser Gruppe wird
durch die gleichzeitige Aktivierung von TLRs und Erkennung von Immunkomplexen ausge-
l16st. Charakteristisch fiir M2b Makrophagen ist die erhohte Produktion an proinflammatori-
schen Zytokinen und Induktion der Antikorperproduktion [43]].

Der dritte Subtyp sind die M2c Makrophagen. Die Differenzierung dieser Gruppe wird durch
IL-10 induziert. M2c Makrophagen produzieren unter anderem selbst IL-10, was auch von den
anderen Subtypen in einem geringen Umfang gebildet wird, und transforming growth factor
B (TGFR) [44]. M2c Makrophagen wirken aufgrund ihres Zytokinprofils immunsuppressiv.
M1 und M2 Makrophagen sind zwar funktionell stark unterschiedlich, dennoch sind die Uber-
ginge , im Gegensatz zur Unterteilung von T-Zellen, flieBend und die genaue Abgrenzung ist

nicht immer eindeutig moglich.

3.3 Die Rolle des adaptiven Immunsystems in der
Immunantwort gegen L. monocytogenes

Die adaptive Immunantwort besteht aus zwei Komponenten, zum einen der humorale, B-Zell
vermittelte und zum anderen der zellulére, T-Zell vermittelte Teil. Die humorale Antwort spielt
aufgrund der Tatsache, dass Listerien einen intrazelluldren Lebenszyklus aufweisen, eine un-
tergeordnete Rolle in der Antwort gegen L. monocytogenes.

v0 T-Zellen sind ein T-Zellsubtyp mit einem invarianten T-Zellrezeptor. y6 T-Zellen sind in der
frithen Phase der Infektion wichtig, indem sie als Antwort auf konservierte bakterielle Struk-
turen IFNy produzieren und somit zur Aktivierung von proinflammatorischen Makrophagen
beitragen [435].
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Die zelluldre Immunantwort, welche fiir die Kontrolle der Listerieninfektion entscheidend ist,
wird durch CD4* und CD8" of3 T-Zellen vermittelt. CD8" zytotoxische T-Zellen sind in der
Lage iiber die Erkennung von Antigenen des Pathogens mithilfe des T-Zellrezeptors Zellen zu
identifizieren, die von Listerien befallen wurden und diese zu lysieren. Die Lyse der infizierten
Zellen ermoglicht den Makrophagen die Listerien zu phagozytieren und zu beseitigen. Ziel-
zellen prisentieren dabei die Antigene iiber das Oberflachenmolekiil major histocompatibility
complex (MHC).

Es gibt zwei verschiedene Subtypen an listerienspezifischen CD8* T-Zellen, die sich anhand
der von ihnen erkannten MHC-Subtypen identifizieren lassen. Listerienspezifische CD8* T-
Zellen, die Antigene iiber MHC Ib erkennen und nur fiir das Immunsystem der Maus beschrie-
ben wurden, erreichen ihre grofite Verbreitung an Tag 5-6 nach der Infektion [46]]. MHC Ib
prasentiert N-formylierte bakterielle Peptide. Diese lipophilen Peptide dienen in bakteriellen
Proteinen als Signalpeptide fiir die Lokalisation und werden innerhalb der Bakterien abge-
spalten und sezerniert [47]. Da die Peptide bereits innerhalb der Bakterien prozessiert werden,
konnen sie direkt auf die MHC Ib Molekiile geladen und von diesen den T-Zellen présentiert
werden. Diese Peptide konnen auch gleichzeitig iiber die Aktivierung des Formylpeptidrezep-
tor (FPR) als Chemoattraktant von neutrophilen Granulozyten fungieren [48) 49]]. Die iiber
die Erkennung von MHC Ib aktivierten T-Zellen sind zytotoxisch und produzieren IFNy [S0].
AuBerdem unterstiitzen sie dendritische Zellen darin T-Helferzellen zu primen [S1]. MHC Ib
spezifische CD8" T-Zellen entstehen in einer frithen Phase der adaptiven Immunantwort und
sind essentiell fiir die Kontrolle der Listerien wéihrend der Primérinfektion [52], tragen jedoch
wenig zum immunologischen Gedéchtnis und somit zur Kontrolle einer Sekundirinfektion
bei [46l. Sie besitzen eine geringe Spezifitit und konnen deshalb schneller expandieren, um
frith auf pathogene Bakterien zu reagieren zu konnen. Zytotoxische T-Zellen, die spezifisch fiir
konventionelles MHC Ia sind, erkennen iiber ihren Rezeptor Peptide von bakteriellen Protei-
nen, die iiber das Proteasom verdaut wurden. Viele sezernierte Virulenzfaktoren werden wih-
rend bakterieller Infektionen von CD8* T-Zellen erkannt, bei Listerien zidhlt vor allem LLO
dazu [S3]. Die Anzahl von MHC Ia spezifischen T-Zellen erreichen ihre Hochstwerte an Tag 8
der Listerieninfektion [54)]. Nach der Erkennung bakterieller Peptide tiber den T-Zellrezeptor
lauft die klonale Expansion der CD8* T-Zellen antigenunabhingig ab [55]].

Zusitzlich zur Stimulation tiber den T-Zellrezeptor ist eine Kostimulation essentiell fiir die Ak-
tivierung von CD8" T-Zellen. CD8" T-Zellantworten sind verringert, wenn Stimulation iiber
CD28 [56] oder iiber weitere kostimulatorische Proteine wie 4-1BB [57]] oder ICOS [58]] ver-
hindert wird.

Am CD8* T-zellvermittelten Schutz gegen Listerien sind proinflammatorische Effektoren wie

14



zum Beispiel TNFa, Perforin und IFNYy beteiligt. Diese Mechanismen weisen jedoch Redun-
danzen auf und sind nicht alleine fiir den Schutz verantwortlich [59, [60]. Wahrscheinlich sind
noch weitere unbekannte Mechanismen an der CD8* T-Zellantwort gegen L. monocytogenes
beteiligt.

Die Bildung von CD8" Gedichtniszellen, die verantwortlich fiir die Beseitigung von Sekun-
darinfektionen ist, ist abhidngig von der Unterstiitzung durch CD4* T-Helferzellen. Die Kinetik
der T-Helferzellen ist gleich mit der Kinetik der CD8* T-Zellen, das heif3t, die htchste Anzahl
an T-Helferzellen ist an Tag 8 nach Infektion erreicht [61]]. CD4* T-Helferzellen produzieren
TNFo und IFNYy, wodurch Makrophagen und Granulozyten rekrutiert und aktiviert werden,
und unterstiitzen so die Immunantwort gegen L. monocytogenes. CD4* regulatorische T-Zellen

hingegen sind in der Lage die Bildung von CD8* Gedichtniszellen zu unterdriicken [62].
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3.4 Interleukin-6

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigen-
schaften aufweist. IL-6 ist Namensgeber einer eigenen Zytokinfamilie, zu der unter anderem
IL-11, IL-27, 1L-31, leukemia inhibitory factor (LIF), Neuropoietin (NPN) und ciliary neu-
rotrophic factor (CNTF) gehoren [63]]. Das Grundgeriist von IL-6 besteht aus vier Helices.
Helix A und B verlaufen parallel in die gleiche Richtung, wihrend Helix C und D gegenliufig
ausgerichtet sind (siche Abbildung[3.4)) [64].

Abbildung 3.4: Kristallstruktur von Interleukin-6
Das Grundgeriist von IL-6 besteht aus vier Helices. Sowohl Helix A und B
als auch Helix C und D verlaufen parallel in die gleiche Richtung, ermoglicht
durch eine lange Schleife zwischen den Helices. Helix B und C sind durch
eine kurze Schleife verbunden, durch die der Verlauf der Helices gegenldufig
ist. Helix E ist eine kurze zusitzliche Helix in der zweiten Schleife [64].

IL-6 besteht aus 185 Aminosduren. Die Struktur wird durch hydrophobe Wechselwirkung

im Kern zusammengehalten. Die vier Haupthelices werden durch Wasserstoffbriickenbindun-
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gen stabilisiert, eine zwischen Helix B und C und zwei zwischen Helix C und D. IL-6 wird
hauptsédchlich von Stroma- und Immunzellen, wie zum Beispiel Monozyten [65] oder CD4*
T-Zellen [66], produziert. Die IL-6-Expression wird in Makrophagen primir iiber IL-13 und
TNFa [67] induziert. IL-6 wird rasch als Reaktion auf Infektion und chronisch in Autoimmun-
oder Tumorerkrankungen exprimiert. Das Serumlevel von IL-6 kann ausgehend von einem ba-

salen Level von 1-5 pg/ml bis hin zum pg/ml Bereich in Extremféllen ansteigen.

3.4.1 Biologische Funktion von IL-6

IL-6 wird im Verlauf von vielen Erkrankungen gebildet. Eine IL-6 Defizienz in Mausmo-
dellen fiihrt zur Suszeptibilitit gegeniiber verschiedener Infektionen mit viralen [68], bak-
teriellen [69] oder parasitdren Erregern [[70]. Wie viele Zytokine mit proinflammatorischen
Eigenschaften ist IL-6 an der Pathogenese von vielen Krankheiten beteiligt. Dazu zihlen zum
Beispiel die juvenile Arthritis [71]], die rheumatoide Arthritis [72] und Morbus Castleman [73]].
In der angeborenen Immunantwort spielt IL-6 durch seine pro- und antiinflammatorischen Ei-
genschaften eine wichtige Rolle. IL-6 ist wichtig fiir die Himatopoese und Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten [74], was zu einem proinflammatorischen Milieu fiihrt. IL-6 ist
auch verantwortlich fiir den Ubergang der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten zur
Rekrutierung von mononukleédren Zellen im Laufe von Infektionen und Entziindungen [75].
IL-6 induziert die Expression des macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)-Rezeptors
und stimuliert dadurch die Differenzierung der rekrutierten Monozyten zu Makrophagen [76]].
Eine IL-6 Defizienz in Méusen fiihrt jedoch zu verminderter Leberregeneration [[77]. Des Wei-
teren induziert IL-6 auf Monozyten den IL-4Ra, was zur alternativen Aktivierung von antiin-
flammatorischen Makrophagen fiihrt [40].

IL-6 beeinflusst auch verschiedene Parameter der adaptiven Immunantwort. IL-6 defiziente
Miuse weisen eine niedrigere Antikorper-Produktion auf [78] und regulatorische B-Zellen
werden durch IL-6 induziert [79]. Eine weitere Achse, wie IL-6 die humorale Immunant-
wort beeinflusst, ist iiber die Stimulation von T-follikuldren Helferzellen (Tgy-Zellen). Diese
Helferzellen befinden sich in B-Zellfollikeln und unterstiitzen dort B-Zell Proliferation und
Klassenwechsel. IL-6 ist in der Lage Tgy-Zellen zu induzieren, indem es die Produktion von
IL-21 fordert [80]. IL-6 ist auBerdem entscheidend fiir die Differenzierung von Ty17-Zellen.
Zusammen mit TGF3, welches in Abwesenheit von IL-6 die Differenzierung zu antiinflamma-
torischen regulatorischen T-Zellen veranlasst, induziert IL-6 iiber die Aktivierung von STAT3

die Expression von RORYyt, des mafigeblichen Transkriptionfaktors fiir Ty 17-Zellen [81].

17



3.4.2 Der IL-6 Rezeptor

Der IL-6 Rezeptor Komplex besteht aus zwei verschiedenen Ketten. Die Interleukin-6 Rezep-
tor a-Untereinheit (IL-6Ra)(CD126) ist ein 80 kDa grofles Oberflichenprotein. Es ist in der
Lage spezifisch IL-6 zu binden, besitzt jedoch selbst keine Moglichkeit intrazelluldr Signale
weiterzugeben. IL-6Ra wird nur auf Hepatozyten und spezifischen Leukozytensubpopulatio-
nen exprimiert [82]. Bindet IL-6 an IL-6Ro, so interagiert dieser Komplex mit einem gp130
Molekiil. gp130 wird, im Gegensatz zu IL-6Ra, ubiquitdr exprimiert. gp130 dient auch als
signalgebende Untereinheit fiir die anderen Zytokine der IL-6 Familie, wodurch die iiber-
lappende Wirkung der Zytokine erklédrt werden kann. Der so entstandene gp130/IL-6/IL-6Ra
Komplex homodimerisiert mit einem weiteren Komplex und bildet so die hexamere signalge-
bende Struktur [83]]. Die Dimerisierung fiihrt zur intrazelluldren Aktivierung der Januskina-
sen (JAKs). Durch die Aktivierung der Januskinasen wird gp130 phosphoryliert, wodurch die
Bindung von STAT1 und STAT3 an den Rezeptor ermoglicht wird. Durch die Bindung werden
STAT1 und STAT3 ebenfalls phosphoryliert, was zur Dimerisierung der Transkriptionsfakto-
ren fiihrt. Die Transkriptionfaktor-Dimere wandern nach der Phosphorylierung in den Zellkern
und induzieren dort die Expression von Effektormolekiilen (siehe Abb. D).
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3.4.3 IL-6 Signaltransduktion
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der verschiedenen IL-6 Signalwege

(A) Klassische IL-6 Signaltransduktion: IL-6 bindet an den membranstindi-
gen IL-6Ro, der darauthin mit dem membranstindigem gpl130 dimerisiert.
(B) Trans-Signaltransduktion: IL-6 bindet an den 16slichen IL-6Ra (sIL-
6Ra). Der IL-6/sIL-6Ro/Komplex interagiert mit membranstandigem gp130,
was durch 16sliches gp130 (sgp130) inhibiert werden kann. (C) Cluster-
Signaltransduktion: signal regulatory protein o (SIRPo)* dendritische Zellen
priasentieren wihrend der immunologischen Synapse mit IL-6 beladenen IL-
6Ra, der mit gpl130 auf der T-Zelle interagiert. (D) Unabhédngig vom akti-
vierten Signalweg multimerisieren zwei Rezeptorkomplexe zu dem hexame-
ren Signalkomplex. JAK wird autophosphoryliert, was zur Phosphorylierung
von gp130 fiihrt. STAT3 bindet an das phosphorylierte gp130 und wird eben-
falls phosphoryliert, was zur Homodimerisierung und Translokation in den
Zellkern fiihrt, wodurch die Transkription von Zielgenen induziert wird.



Die Signaliibertragung iiber die Bildung des hexameren Komplexes wird klassische IL-6 Si-
gnaltransduktion (Abb. A) genannt. Aufgrund der limitierten Expression des IL-6Ra ist
die klassische IL-6 Signaltransduktion nur fiir wenige Zelltypen relevant. Die klassische IL-6
Signaltransduktion kontrolliert diverse Prozesse in vivo, wie zum Beispiel die Akute-Phase-
Reaktion, Hamatopoese, Glukose-Metabolismus und Regulation des neuroendokrinen Sys-
tems [|84]].

Losliche Versionen des IL-6Ra (sIL-6Ra) sind in ebenfalls in der Lage IL-6 im Serum zu bin-
den. Diese IL-6/sIL-6Ra Komplexe binden nun wiederum an membranstindiges gp130 und
l6sen dort die Signalkaskade aus. Dadurch wird das Wirkspektrum von IL-6 auf alle somati-
schen Zellen des Organismus erweitert [85]]. Dieser Signalweg wird Trans-Signaltransduktion
genannt (Abb. B). Durch die Erweiterung des Spektrums an rezeptiven Zellen unterschei-
det sich die Wirkung der Trans- zur klassischen IL-6 Signaltransduktion [63].

Losliches IL-6Ro kann auf mehrere Arten erzeugt werden. Membranstdndiger IL-6Ra kann
durch extrazelluldre Proteasen der a disintegrin and metalloproteinase (ADAM)-Familie na-
he der Zellmembran abgeschnitten werden, wodurch funktionales sIL-6Ra entsteht. Das ge-
schieht in der Maus wihrend akuter Infektion vor allem durch ADAM17 [86], wiahrend im
Menschen sowohl ADAMI10 und ADAM17 verantwortlich sind [[87]]. Die proteolytische Ab-
spaltung ist nicht alleinig fiir die Generierung von sIL-6Ra verantwortlich. Im Menschen, je-
doch nicht in der Maus, wurde eine alternative Splei3form der //6ra mRNA beschrieben [88]].
Bei dieser SpleiBform ist die komplette Transmembranregion des IL-6Ra entfernt, wodurch
ein 10sliches IL-6Ra-Protein entsteht. Als dritte alternative Methode zur Generierung von sIL-
6Ra wurde die Lokalisierung von IL-6Ra auf zirkulierenden Mikrovesikeln identifiziert [89]].
IL-6Ra auf diesen kleinen Vesikel konnte moglicherweise auch IL-6 binden und mit gp130
auf anderen Zellen eine Bindung eingehen, um somit Trans-Signaltransduktion auszuldsen.
Losliches IL-6Ra wird auf einem basalen Level konstitutiv generiert, steigt aber wéhrend
akuter Inflammation oder Infektion rapide an. Um Trans-Signaltransduktion auf den loka-
len Inflammations- oder Infektionsherd zu begrenzen, wird eine 16sliche Form von gp130
(sgp130) durch alternatives Spleiflen generiert. sgp130 ist in der Lage IL-6/sIL-6Ra Komple-
xe zu binden, bevor sie membransténdiges gp130 aktivieren, und hemmt so die Trans-Signal-
transduktion. Losliches gp130 liegt in Homoostase im Uberschuss gegeniiber sIL-6Ra vor,
wodurch die Trans-Signaltransduktion inhibiert wird. Im Falle einer Infektion oder Inflamma-
tion wird weiteres sIL-6Ro und IL-6 generiert. Im Bereich der Infektion oder Inflammation
entsteht ein Uberschuss an sIL-6Ro/IL-6 Komplexen, welcher die Trans-Signaltransduktion
auslost [90].

Die dritte Variante der IL-6 Signaltransduktion ist die so genannte IL-6 Cluster-Signaltrans-
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duktion (Abb. C). Die signal regulatory protein o (SIRPa)-positiven dendritischen Zellen
beladen endosomal IL-6Ro Molekiile mit ihrem Liganden IL-6. Diese werden dann beladen
an die Zelloberflache transportiert. Bei der Bildung einer immunologischen Synapse mit anti-
generkennenden T-Zellen prisentieren die SIRPa-positiven dendritischen Zellen den T-Zellen
IL-6/IL-6Ra Komplexe. Dadurch wird, gleichzeitig zur T-Zellrezeptorstimulation, ein gp130
Signal ausgeldst. Interessanterweise unterscheiden sich ausgelosten Effekte der gleichzeitig
interagierenden Signalwege zu den Effekten, die von den Signalwegen unabhingig voneinan-

der ausgelost werden [91]].
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4 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Analyse der durch IL-6 ausgelosten molekularen Mechanismen

und des dafiir verantwortlichen Signaltransduktionsweges, welche die angeborene Immunant-

wort gegen L. monocytogenes beeinflussen. Dafiir wurde das I[6ra™® x LysM®<* (1l6ra™™¥e")

Mausmodell eingesetzt, bei dem die klassische, jedoch nicht die Trans-Signaltransduktion von

IL-6 auf inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten deletiert ist. Verschie-

dene Parameter wurden nach Infektion dieser Miuse untersucht.

6.

. Bakterienlast 2 Tage nach Infektion

Migrationsfahigkeit der myeloiden Zellen

. Aktivierungsstatus der inflammatorischen Monozyten

Differenzierung der inflammatorischen Monozyten
Produktion proinflammatorischer Zytokine durch inflammatorische Monozyten

Phagozytoseaktivitit der myeloiden Zellen

Die Analyse dieser Parameter sollte einen Uberblick verschaffen, inwiefern die klassische IL-

6 Signaltransduktion auf die frithe, durch myeloide Zellen vermittelte Immunantwort gegen L.

monocytogenes wirkt.
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5 Material & Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Antikorperliste

Spezifitiit Fluorochrom Klon
CDl11b PerCP M1/70
CDl11b APC M1/70
CDl11b PE-Cy7 M1/70
CD206 PerCP C068C2
CD38 PE-Cy7 90

CD38 PE 90

CD44 PE-Cy7 M7
CD62L APC-Cy7 MEL-14
EGR2 PE erongr2
F4/80 APC BMS8
F4/80 v450 BMS8
F4/80 APC-Cy7 BMS

Grl APC-Cy7 RB6-8C5
Grl v450 RB6-8C5
IFNy v450 XMGL1.2
IL-1b APC NJTEN3
IL-4R PE I1015F8
IL-6 PE MP5-20F3
IL-6Rq PE D7715A7
Ly6C FITC AL-21
Ly6C APC HK1.4

Tabelle 5.1: Liste der verwendeten Antikorper
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5.1.2 Puffer und Losungen
Ammoniumchlorid-Kalium (ACK)-Lysepuffer

e 8,29 ¢ NH,CI

e 1,0 g KHCO;

e 0,037 g EDTA

e l6sen in 1 1 Aquadest
Saponinpuffer

e 135 ml phosphate buffered saline (PBS)

e 0,45 g Saponin

e 15 ml 1% bovines Serumalbumin (BSA) in PBS
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)-komplett

e 500 ml IMDM (1X) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

25 ml fotales Kilberserum (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

5 ml L-Glutamin (Stock: 200 mM) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

500 pl Gentamicin (Stock 50 pg/ml) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

500 gl B-Mercaptoethanol (Stock: 50 mM) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-
land)

Sorensen-Puffer
e 3 g NaH,PO, x H,O
e 14,1 g Na,HPO, x 2 H,0
e [osenin 11 Aquadest (pH 7,2)
BMDM-Medium
e 50 ml fotales Kilberserum (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

e 25 ml Pferdeserum (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
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5 ml HEPES (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

5 ml Na-Pyruvat (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

5 ml L-Glutamin(GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

500 pl Gentamicin (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

500 pl M-CSF (Peprotech, Rocky Hill, NJ) (Stocklosung: 10ug/ml)

auf 500 ml auffiillen mit Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO, Invi-
trogen, Karlsruhe, Deutschland)

FACS-Puffer
e 1,5ml 0,25 M EDTA
e 15ml 2% BSA
e 133,5 ml PBS
4%ige Formalinlosung
e 10 ml Formaldehyd 37%

e 82,5 ml Sorensen-Puffer

5.1.3 Feinchemikalien

e Rattenserum (StemCell, Vancouver, Kanada)

bovines Serumalbumin (BSA) (SERVA, Heidelberg, Deutschland)

e pacific orange succinimidyl ester (PacO) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Easycoll (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Brefeldin A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

Saponin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

Lipopolysaccharid (LPS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
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Paraformaldehyd (PFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
Trypanblau (Biochrom, AG Berlin, Deutschland)

tryptic soy broth (TSB) (BD, Heidelberg, Deutschland)
Bacto Agar (BD, Heidelberg, Deutschland)

lysogeny broth (LB) (BD, Heidelberg, Deutschland)

5-Carboxyfluorescein N-Succinimidyl Ester (CFSE) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)

Protein Block, Serum Frei (X090930-8, Agilent, Santa Clara, CA)
Antibody Diluent (S080981-2, Agilent, Santa Clara, CA)

Ziegenserum (X090710-8, Agilent, Santa Clara, CA)

EnVision+/HRP, Rabbit (K400311-2, Agilent, Santa Clara, CA)

Liquid DAB+, 2-component system (K346811-2, Agilent, Santa Clara, CA)

yellow-green fluorescent FluoSpheres® Carboxylate-Modified Microspheres, 0.5 pm
(Thermo Fisher, Waltham, MA)

Na-Pyruvat (100 mM) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES) (1 M) (GIBCO, Invi-
trogen, Karlsruhe, Deutschland)

L-Glutamin (200 mM) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) (Peprotech, Rocky Hill, NJ)
IL-4 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)

IL-6 (Stefan Rose-John, Kiel, Deutschland)

IFNy (ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsidure (EDTA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

Alle nicht weiter aufgefiihrten Standardchemikalien wurden von Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO) oder Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.
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5.1.4 Kits

e NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland)
e High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA)
e SYBR® Green JumpStartTM Taq ReadyMixTM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

e Quiagen RNeasy Micro Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland)

5.1.5 Kunststoffmaterialien

Alle Kunststoffmaterialien wurden von BD (Heidelberg, Deutschland), Greiner (Kremsmiins-
ter, Deutschland) oder Sarstedt (Niirnbrecht, Deutschland) bezogen.

5.1.6 Gerate und Software
Geriite
e Heraeus Varifuge 3.0 RS (Heraeus, Hanau, Deutschland)
e BD FACS Canto II (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
e Heracell 150 Inkubator (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
e Countess Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
e Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
° StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
e Biometra T3 Thermocycler (Biometra, Géttingen, Deutschland)

e Keyence Mikroskop BZ-9000 (Keyence, Osaka, Japan)
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Software
e FACS Diva (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
e Flowjo vX (Flowjo, Ashland, OR)
e GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA)
e InkScape v0.92
e TeXstudio 2.12.0
e ImageJ 150 (NIH, Bethesda, MD)
° StepOnePlusTM Software v2.3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)

e REViIGO (Rudjer Boskovic Institute, Zagreb, Kroatien) [92]

5.2 Mauslinien

C57BL/6J [93]]
Jackson Labs

Il6ra"™ x LysM®™ [94]
B6.SIL-T16ra™!-1Pr" /] x B6.129P2-Lyz2™!(cre)ife/y
Zur Verfiigung gestellt von Dr. Oliver Steinmetz

Institut fiir Nephrologie, Universitédtsklinikum Eppendorf

116KO [78]
B6.129S2-116™Korf
Zur Verfiigung gestellt von Prof. Gisa Tiegs und Dr. Anette Erhardt.

5.3 Tierexperimentelles Arbeiten

Alle Tierversuche dieser Doktorarbeit fanden im Rahmen eines von der Behorde fiir Gesund-
heit und Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg (Amt fiir Verbraucherschutz —
Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen) genehmigten Projekts statt. Fiir die von mir selbst

durchgefiihrten Eingriffe lag eine Ausnahmegenehmigung (§9 Abs.1 Satz 4 TierSchG) vor.
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Die Miuse werden zuerst mit Carbogen (CO; und O;) und dann mit reinem CO, behandelt,
bis keine Atembewegungen mehr festzustellen sind. Danach wird die zervikale Dislokation
angewendet um sicherzugehen, dass die Méuse vor der Organentnahme tot sind. Vor der Or-

ganentnahme wird das Fell der Maus mit 70% Ethanol desinfiziert.

5.4 Krankheitsmodelle

5.4.1 Verwendete Bakterienstamme

Listeria monocytogenes, Stamm EGD (Lm) [95]]

5.4.2 Infektion mit L. monocytogenes

Die Infektion mit L. monocytogenes erfolgt mit einer Dosis von 2 x 10* Listerien in 200 ul
sterilem PBS pro Maus (entspricht 1 x 10° Listerien/ml). Dafiir wird ein Aliquot des Bak-
terienstocks, dessen Titer vorher bestimmt wurde, verwendet und auf die gewiinschte Kon-
zentration verdiinnt. Die Méuse werden intravends (i.v.) mit 200 ul der Bakteriensuspension
infiziert. Analyse der Miuse erfolgt, wenn nicht anders angegeben, 2 Tage nach Infektion.
Aus der Infektionslosung werden drei Verdiinnungen in 1:10 Schritten hergestellt. 100 ul je-
der Verdiinnung werden auf je einer TSB-Agarplatte ausgestrichen und fiir 48 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Kolonien auf den Platten ausgezihlt und die

tatsachliche Infektionsdosis errechnet.

5.5 Zellisolation

5.5.1 Organentnahme und Zellisolation: Peritoneallavage

Das Bauchfell der Maus wird vorsichtig angeschnitten, ohne das Peritoneum zu verletzen.
Das Fell wird komplett vom Bauchraum entfernt. Mit einer Kaniile G1 auf einer 10 ml Spritze
werden 6 ml IMDM-komplett (ohne Gentamicin bei in vitro Infektions- und Phagozytoseex-
perimenten) injiziert. Der Bauchraum wird leicht massiert und das Medium mit der gleichen
Spritze wieder entnommen und in ein 15 ml Rohrchen gegeben. Der Vorgang wird einmal
wiederholt. Das Rohrchen wird bei 1200 Umdrehungen pro Minute (RPM) fiir 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 10 ml PBS resuspendiert und
bei 1200 RPM fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet im

Riicklauf resuspendiert.
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5.5.2 Organentnahme und Zellisolation: Milz

Die Milz wird entnommen, vom Restgewebe befreit und in 5 ml PBS in einem 15 ml Rohrchen
aufgenommen. Die Milz wird im PBS auf ein @70 pym Zellsieb gegeben, das auf einem 50 ml
Rohrchen steckt. Mit einem Spritzenstempel wird die Milz durch das Zellsieb gedriickt. Das
Sieb wird anschlieend mit 10 ml PBS gewaschen. Das Rohrchen wird bei 1200 RPM fiir 5
Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 3 ml ACK-Lysepuffer
resuspendiert und fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse wird mit 12 ml PBS
gestoppt. Das Rohrchen wird erneut bei 1200 RPM fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und das Pellet in 5 ml resuspendiert. Die Zellen werden gezihlt und auf die

gewiinschte Konzentration eingestellt

5.5.3 Organentnahme und Zellisolation: Leber

Die Leber wird entnommen und die Gallenblase wird entfernt. Die Leber wird in 20 ml PBS
in einem 50 ml Rohrchen aufgenommen. Die Leber wird im PBS in ein #200 M Metallsieb,
welches in einer Petrischale liegt, gegeben. Mit einem Spritzenstempel wird die Leber durch
das Sieb gedriickt. Das Sieb wird mit 20 ml PBS gewaschen. Die so erhaltene Zellsuspension
wird zuriick in das 50 ml Rohrchen gegeben. Das Rohrchen wird bei 1200 RPM fiir 5 Minu-
ten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in 5 ml einer Mischung aus
40% Biocoll und 60% IMDM-komplett aufgenommen und in ein 15 ml Rohrchen iibertragen.
Das Rohrchen wird fiir 20 Minuten bei 1500 RPM ohne Bremse zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen. Das Pellet wird in 3 ml ACK-Lysepuffer aufgenommen und fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse wird mit 12 ml PBS gestoppt. Der Inhalt wird iiber
ein @70 puM Zellsieb in ein 50 ml Rohrchen iibertragen. Das Sieb wird mit 10 ml PBS gewa-
schen und die Suspension wird 5 Minuten bei 1200 RPM zentrifugiert. Der Uberstand wird

verworfen und das Pellet im Riicklauf resuspendiert.

5.5.4 Organentnahme und Zellisolation: Knochenmark

Die Maus wird auf den Riicken gelegt und die Vorderpfoten mit Kaniilen fixiert. Die Hinter-
laufe werden mit Ethanol benetzt. Das Fell und die Haut werden am Hiiftgelenk umlaufend
aufgeschnitten. Mit einer Pinzette wird das Fell iiber den Hinterlauf gezogen und entfernt.
Die Muskeln werden am Hinterlauf bis auf den Knochen eingeschnitten. Mit einer Pinzette
wird die Maus am Hiiftgelenk fixiert und mit einer anderen Pinzette wird der Oberschen-

kel am Hiiftgelenk von der Hiifte durch vorsichtiges Ziehen entfernt. Die Hinterpfote wird
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abgeschnitten. Der so isolierte Hinterlauf wird in eine Petrischale mit PBS gegeben. Durch
Uberstreckung werden Unter- und Oberschenkel voneinander getrennt. Mit zwei Pinzetten
werden die restlichen Muskeln von den Knochen entfernt. Mit einer groen Kaniile werden
in den Boden eines 0,5 ml Reagiergefdfes drei Locher gestochen. Der Gelenkkopf an einer
Seite der Knochen wird entfernt und die Knochen werden mit der offenen Seite nach unten in
das préparierte 0,5 ml Reagiergefi3 gelegt. Das Reagiergefdl wird in ein 1,5 ml Reagiergefil3
gelegt und bei 2000 RPM fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Knochenmark sammelt sich im
1,5 ml Reagiergefil3.

5.5.5 Zellzahlung

Pro Probe werden in einer 96-Napf-Platte 90 ul 1:10 in PBS verdiinntes Trypanblau vorgelegt
und mit 10 ul der jeweiligen Suspension gemischt. 10 pl dieser Mischung werden in eine
Kammer der Counting Slides pipettiert. Die Auszihlung erfolgt im Countess Automated Cell

Counter.

5.6 Zellkultur

5.6.1 BMDM-Kultur

Nach der Isolation des Knochenmarks wird die Suspension mit 5 ml BMDM-Medium ver-
diinnt. Die Zellkonzentration in der Suspension wird bestimmt und auf eine Konzentration von
5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Je 10 ml Suspension werden in eine Petrischale gegeben. Die
Schale wird bei 37 °C und 5% CO, fiir 4 Tage inkubiert. Danach werden zu jeder Petrischa-
le 5 ml BMDM-Medium hinzugefiigt und die Schalen werden fiir weitere 4 Tage inkubiert.
Nach der Inkubation wird von den Petrischalen der Uberstand abgenommen und verworfen.
In jede Schale werden 5 ml eiskaltes PBS gegeben und fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die
Zellen werden vorsichtig mit einem Zellschaber von der Petrischale geldst und in ein 50 ml
Rohrchen iibertragen. Die Suspension wird fiir 5 Minuten bei 1200 RPM zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 5 ml IMDM-komplett aufgenommen und die
Zellkonzentration der Suspension bestimmt. In jeden Napf einer 24-Napf-Platte wird soviel
Zellsuspension pipettiert, dass sich 5 x 10° Zellen darin befinden. Drei Stimulationsmedien

werden vorbereitet.
e IMDM + IL-6 (1600 ng/ml)

e IMDM + IL-4 (400 ng/ml)
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e IMDM + LPS (20 pg/ml) + IFNy (400 ng/ml)

In jeden entsprechenden Napf werden 50 pl des Stimulationsmediums gegeben. Jeder Napf
wird mit IMDM-komplett auf 1 ml aufgefiillt. Die Zellen werden iiber Nacht bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Am nichsten Tag wird der Uberstand abgenommen und jeder Napf dreimal
mit PBS gewaschen. In jeden Napf wird 1 ml FACS-Puffer gegeben und fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wird die Suspension in jedem Napf 3 mal
auf und ab pipettiert und dann in ein FACS-Rohrchen iibertragen. Die Rohrchen werden fiir 5

Minuten bei 1200 RPM zentrifugiert und der Uberstand wird verworfen.

5.7 Quantitative Echtzeit-PCR

5.7.1 RNA-Isolation aus Gewebe

Wihrend der Organentnahme wird ein Teil des Organs entnommen und in einem 1,5 ml Rea-
giergefdll auf Trockeneis gelagert. Bis zur RNA-Isolation wird die Gewebeprobe bei -80°C
aufbewahrt. Die RNA-Isolation erfolgt mit dem Nucleospin® RNA Kit von Macherey-Nagel.

Die Konzentration wird am Nanodrop2000c photometrisch bestimmt.

5.7.2 cDNA-Synthese

Die Umschreibung der isolierten mRNA in cDNA erfolgte mit dem High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit. Die Synthese wurde im Biometra T3 Thermocycler mit dem in
Tabelle [5.2] dargestellten Programm durchgefiihrt.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur [°C] | 25 37 85 4
Zeit [Min] 10 120 5 00

Tabelle 5.2: PCR-Programm fiir cDNA-Synthese

5.7.3 Quantitative Echtzeit-PCR

20 ng der umgeschriebenen cDNA wurden fiir die Quantifizierung der verschiedenen mRNA
Spezies und 0,04 ng fiir die Quantifizierung der Referenz-RNA (18S RNA) eingesetzt. Tri-

plikate von jeder Probe wurden analysiert. Zur Quantifizierung im StepOnePlusTM wurde der
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SYBR® Green JumpStart' = Taq ReadyMix ' nach Herstellerangaben verwendet. Das in Ta-
belle |5.3| dargestellte Programm wurde verwendet.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur [°C] | 50 95 95 60
Zeit [Min] 2 10 0,25 |

Schritte 2 bis 4 werden dreiflig mal wiederholt.

Tabelle 5.3: PCR-Programm fiir die quantitative Echtzeit-PCR

5.8 Immunhistochemie

5.8.1 Entnahme und Einbettung der Organe

Bei der Organentnahme wird ein Viertel der Milz und ein grofer Leberlappen in ein Rohr-
chen mit 5 ml 4% Formalin-Losung gegeben. Die Organe werden iiber Nacht im Kiihlschrank
zur Fixierung gelagert. Am nichsten Tag werden die Organe drei mal mit eiskaltem PBS ge-
waschen. Die Organe werden in Paraffin eingebettet. Von jedem Block werden 3 uM dicke

Schnitte angefertigt.

5.8.2 Immunhistochemische Farbung

Zundchst werden die Schnitte drei mal fiir je 5 Minuten in einem Xylen Bad deparaffiniert.

Danach folgt schrittweise die Rehydration.
e 100% Ethanol: 5 Minuten
e 90% Ethanol: 2 Minuten
e 70% Ethanol: 2 Minuten
e 50% Ethanol: 2 Minuten
e ddH,O: 5 Minuten

Danach werden endogene Peroxidasen blockiert. Dazu wird jeder Schnitt mit der Peroxidase-
blockldsung bedeckt (3% H,0O, in Methanol). Die Schnitte werden fiir 10 Minuten bei Raum-

temperatur inkubiert. Nach der Inkubation werden die Schnitte drei mal fiir 2 Minuten mit
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phosphate buffered saline Tween-20 (PBS-T) gewaschen.

Danach erfolgt der Proteinblock. Die Schnitte werden getrocknet und mit einem DAKOPen
umrandet. Die Schnitte werden mit Proteinblocklosung (Dako) bedeckt. Die Schnitte werden
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten dunklen Kammer inkubiert. Danach

wird die Fliissigkeit von den Schnitten entfernt und diese mit PBS-T gewaschen.

Daraufhin wird der Primérantikorper hinzugegeben. Der F4/80 Antikorper (Klon BMS, Bio-
Legend) wird 1:100 in Antibody-diluent (Dako) verdiinnt. 100 pl der Losung wird pro Schnitt
hinzugegeben. Die Schnitte werden fiir 90 Minuten in einer feuchten dunklen Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Schnitte drei mal fiir 2 Minuten mit PBS-T

gewaschen.

Der Sekundirantikorper (Rabbit anti-rat IgG (H+L), horseradish peroxidase (HRP), Thermo-
fischer) wird 1:200 in Antibody-diluent (Dako) verdiinnt. 100 p1 der Losung werden auf jeden
Schnitt gegeben. Die Schnitte werden 60 Minuten in einer feuchten dunklen Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin werden die Schnitte drei mal fiir je 2 Minuten mit PBS-

T gewaschen.

Der Serumblock (2% Ziegenserum in PBS) wird auf die Schnitte gegeben. Diese werden fiir

10 Minuten in einer dunklen feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wird der Tertidrantikorper hinzugefiigt. Dafiir werden 1-2 Tropfen von Dako EnVision
(labeled polymer HRP-conjugate anti-rabbit) auf jeden Schnitt gegeben. Die Schnitte werden

fiir 30 Minuten in einer feuchten dunklen Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.

Darauf folgt die Substratreaktion. Dafiir wird eine DAB working solution vorbereitet (1 ml
DAB + 20 pl DAB Chromogen). Davon werden 100 pl auf jeden Schnitt gegeben. Inkubation
erfolgt unter Lichtausschluss, bis eine braunliche Verfirbung erkennbar ist. Die Schnitte wer-

den dreimal fiir 2 Minuten mit ddH,O gewaschen.

Fiir die Gegenfiarbung werden die Schnitte 1 Minute bei Raumtemperatur in Meyer’s He-
matoxylin Losung inkubiert. Danach werden die Schnitte in ddH,O gewaschen. Die Schnitte
werden unter laufendem Leitungswasser fiir 1 Minute blau gefirbt. Die Schnitte werden mit
ddH,0O gewaschen.
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Daraufhin werden die Schnitte schrittweise dehydriert.
e in 50% Ethanol tauchen
e 70% Ethanol: 1 Minuten
e 90% Ethanol: 2 Minuten
e 100% Ethanol: 2 Minuten
e Xylen Bad: 3 x 4 Minuten

Auf jeden Schnitt werden 1-3 Tropfen Fixativ (Entellan) gegeben. Danach werden die Schnitte
mit Deckglédsern bedeckt. Die Luftblasen werden entfernt und die Schnitte werden iiber Nacht

getrocknet.

5.8.3 Analyse der immunhistochemischen Farbung

Die Schnitte werden im Keyence Mikroskop, Modell BZ-9000 mit einem Nikon - Plan Apo
- 10x/0,45 Objektiv ausgewertet. Dazu werden von jedem Schnitt bis zu 15 Bilder gemacht.
Jedes Bild sollte dabei einen anderen Bereich des Schnittes abbilden und dabei das ganze Bild
fiillen. Dabei ist darauf zu achten, dass keine Gefdlle oder groBeren Artefakte im Bildaus-
schnitt zu sehen sind. Die Bilder werden in Farbe aufgenommen und danach in Graustufenbil-
der umgewandelt. Diese Graustufenbilder werden dann in binédre Schwarz-Weif3-Bilder kon-
vertiert. Der Grenzwert fiir die Schwarz-Weil3 Konversion wird dabei so gewihlt, dass nur die
briaunlich angeféarbten, F4/80-positiven Zellen schwarz angefarbt werden, wihrend der Rest
der Fliche weill wird. Mithilfe einer Software wird dann automatisch die schwarze Fléiche

berechnet, welche als MaB fiir den Anteil an F4/80 positiven Zellen gilt.

5.9 Durchflusszytometrie

5.9.1 Phagozytose-Assay

Fiir das Phagozytose-Assay wird ein Tag vor Analyse der Méuse 5 ml LB-Medium in ein
15 ml Rohrchen vorgelegt. Ein Aliquot L. monocytogenes wird hinzugefiigt und das Rohrchen
wird bei 37 °C und 230 RPM iiber Nacht inkubiert. Am Tag der Analyse werden 5 ul CFSE
(10 mM in DMSO, entspricht 10 M) hinzu pipettiert Das Rohrchen wird fiir eine Stunde bei
37 °C und 230 RPM inkubiert. Das Rohrchen wird mit PBS aufgefiillt und bei 3500 RPM fiir
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10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Das Rohrchen wird wieder mit PBS
aufgefiillt und unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und
der Vorgang noch einmal wiederholt. Das Pellet wird in 3 ml PBS resuspendiert. Die OD600
der Suspension wird gemessen. Dabei wird angenommen das eine OD600 von 1 einer Kon-
zentration von 1 x 10° Listerien/ml entspricht. Die Suspension wird auf eine Konzentration
von 5 x 10® Listerien/ml eingestellt. Nachdem die Einzelzellen isoliert wurden, werden jeweils
50 (bei Lavage und Leber) beziehungsweise 100 pl der jeweiligen Zellsuspensionen in drei
verschiedene FACS-Rohrchen vorgelegt. In zwei der drei Rohrchen werden 900 p1 IMDM-
komplett (ohne Gentamicin) und 50 pl der Bakteriensuspension hinzugefiigt, das dritte wird
bis zur Farbung im Kiihlschrank aufbewahrt. Die anderen beiden Rohrchen werden fiir je-
weils 5 beziehungsweise 60 Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Nach
der Inkubation werden die Rohrchen mit PBS aufgetfiillt und bei 1200 RPM fiir 5 Minuten

zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen.

5.9.2 In vitro Stimulation

Fiir die in vitro Stimulation werden 50 (bei Lavage und Leber) beziehungsweise 100 ul (bei
Milz) der Zellsuspension in FACS-Rohrchen vorgelegt. Es werden dann 900 pl des entspre-
chenden Stimulationsmediums hinzugegeben.Fiir die nicht stimulierten Kontrolle wird IMDM-
komplett verwendet. Fiir die LPS-Stimulation werden pro Ansatz 900 ul IMDM-komplett mit
1 ul LPS (Stock: 1 mg/ml, entspricht 1 ug/ml) vorbereitet und auf die Zellsuspension gege-
ben. Die Suspension wird gut durchmischt und danach fiir 4 Stunden bei 37 °C und 5% CO2
im Brutschrank inkubiert. Fiir die intrazelluldre Zytokinfirbung werden nach 30 Minuten pro
Probe 1 ul Brefeldin A (Stock: 10 mg/ml, entspricht 10 ug/ml) hinzugegeben. Danach wer-
den die Suspensionen fiir 3 Stunden und 30 Minuten bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank
inkubiert. Nach der Inkubation werden die Rohrchen mit PBS aufgefiillt, bei 1200 RPM fiir

5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand wird verworfen.

5.9.3 Immunfluoreszenzfarbung: Extrazelluldre Farbung

Nach der Isolation und Stimulation der Leukozyten werden in jedes Rohrchen 50 ul Blockld-
sung (bestehend aus50 yl FACS-Puffer + 0,5 ul «CD16/32 + 1 ul Rattenserum) gegeben. Die
Suspension wird fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation werden in jede Suspen-
sion 50 ul des jeweiligen Antikdrper-Mastermixes gegeben (bestehend aus 50 ul FACS-Puffer
und den jeweiligen Antikérpern in einer vorher austitrierten Menge) und die Zellen fiir 20 Mi-

nuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Danach werden die Rohrchen mit PBS aufgefiillt und
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bei 1200 RPM fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen im

Riicklauf resuspendiert.

5.9.4 Immunfluoreszenzfarbung: Intrazellulare Farbung

Nach der extrazelluldren Farbung werden die Zellen in 200 yl 2%igem PFA in PBS resuspen-
diert und fiir 5 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Danach werden die R6hrchen mit 0,2%
BSA in PBS aufgefiillt und bei 1200 RPM fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und in jedes Rohrchen werden 50 ul Blockldsung (bestehend aus 50 ul Saponinpuf-
fer und 1 yl Rattenserum) pipettiert. Die Suspension wird fiir 5 Minuten auf Eis im Dunkeln
inkubiert. In jede Suspension wird 50 ul des Antikdrper-Mastermixes pipettiert (bestehend aus
50 ul Saponinpuffer und den jeweiligen Antikorpern in einer vorher austitrierten Menge). Die
Suspensionen werden fiir 20 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Jedes R6hrchen wird mit
FACS-Puffer aufgefiillt und bei 1200 RPM fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird

verworfen und die Zellen im Riicklauf resuspendiert.

5.9.5 Durchflusszytometrische Analyse

Nach der Stimulation und Féarbung werden die Zellen durchflusszytometrisch mit dem BD
FACS Canto II analysiert. Dafiir werden zuerst Zelltrimmer und andere Verunreinigungen,
sowie Zelldubletten durch die Analyse des Streulichts ausgegrenzt. Der forward scatter (FSC)
ist dabei ein MaB fiir die Brechung des Lichtes und korreliert mit der Grofle der Zellen. Der
side scatter (SSC) misst die Brechung des Lichts im 90° Winkel und ist ein MaB fiir die Gra-
nularitit der Zellen. Zuerst wird das FSC-A/SSC-A Verhiltnis ausgewertet. Die Grofe der
Zellen wird dabei im Verhiltnis zur Granularitit gesetzt, wodurch es moglich ist die Leukozy-
tenpopulation von Zelltriimmern und der Erythrozytenpopulation zu trennen. Danach wird das
FSC-H/FSC-A Verhiltnis ausgewertet. Singuldre Zellen weisen eine lineare Korrelation des
FSC-H zum FSC-A auf, wodurch sich Zelldubletten ausschliefen lassen. Danach werden die
toten Zellen durch die PacO Firbung identifiziert. Tote Zellen sind PacO-positiv und kénnen

dadurch ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5.1: Eingrenzung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten

Dargestellt ist ein Beispiel fiir die Eingrenzung von neutophilen Granulozy-
ten und inflammatorischen Monozyten aus isolierten Leukozyten der Milz.
Der erste Schritt zur Eingrenzung der Monozyten und neutrophilen Granu-
lozyten beinhaltet die Isolation der Leukozyten im FSC-A/SSC-A Blot (A).
Danach werden die Zelldubletten im FSC-H/FSC-H Blot (B) und die toten
Zellen durch die PacO Firbung ausgeschlossen (C). CD11b wird als Mar-
ker fiir die myeloide Linie benutzt (D). Von den CD11b* Zellen ausgehend,
werden zuniichst die neutrophilen Granulozyten als GR1"" und Ly6C™ defi-
niert(E). Aus den restlichen Zellen werden die inflammatorischen Monozyten
identifziert, welche F4/80"¢" und Ly6ChMe" sind (F).

Um die neutrophilen Granulozyten und Monozyten im FACS zu analysieren, werden die Zel-
len mit Fluorochrom gekoppelten Antikorpern markiert. Hier wird zunéchst ein Antikorper
gegen CD11b verwendet. CD11b, auch Integrin o-M genannt, ist ein Zelladhdsionsmolekiil,
welches vornehmlich auf dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten exprimiert wird. Ausgehen von den CD11b" Zellen werden die neutrophilen
Granulozyten identifiziert. Diese sind GR1"€" und Ly6C™. Grl ist ein GPI verankertes Pro-
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tein, das hauptsichlich auf neutrophilen Granulozyten exprimiert wird. Ly6C ist ebenfalls ein
GPI verankertes Protein, welches sowohl auf neutrophilen Granulozyten, als auch auf Mono-
zyten und Makrophagen zu finden ist. Ausgehend von allen Zellen, die nicht dem neutrophi-
len Granulozyten Profil entsprechen, werden die inflammatorischen Monozyten identifiziert.
Diese sind F4/80"e", F4/80 ist ein Mitglied der EGF-TM7 Familie ist und hauptsiichlich auf
Monozyten und Makrophagen exprimiert wird, und Ly6Cheh,

5.10 RNA-Sequenzierung

5.10.1 Isolation von Zellen

Inflammatorische Monozyten, definiert wie in Abbildung 5.1} wurden mittels FACS aus Mil-
zen infizierter Méuse isoliert. Dies wurde von der FACS Core Facility im Universitidtsklinikum
Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Verwendet wurde das Gerit BD FACSAria™ Fusion.

5.10.2 RNA-Isolation

Die gesamte RNA der isolierten Zellen wurde mit dem Quiagen RNeasy Micro Kit isoliert.
Die Zellen werden bei 1200 RPM fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen.
Das Pellet wird in 75 pl RLT Puffer (1 ml RLT Puffer + 10 pl $-Mercaptoethanol) resus-
pendiert und 30 Sekunden durchmischt. Danach wird 75 pl 70% Ethanol hinzugefiigt. Die
Suspension wird 10 mal auf und ab pipettiert und auf die Sdule gegeben. Die Sdule wird 1
Minute bei 10000 RPM zentrifugiert und anschlieBend wird 350 ul RW1 Puffer auf die Séule
gegeben. Die Saule wird erneut fiir 1 Minute bei 10000RPM zentrifugiert. In einem gesonder-
ten Reagiergefill werden pro Sdule 10 1 DNAse Aliquot mit 70 1 RDD Puffer vermischt und
mittig auf den Filter der Siule gegeben. Die Sédule wird fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und danach mit 350 ul RW1 Puffer gewaschen. Die Sdule wird fiir 1 Minute bei
10000 RPM zentrifugiert und anschliefen in eine neue Hiilse gesteckt. Danach wird 500 ul
RPE Puffer auf die Sdule gegeben und wieder fiir 1 Minute bei 10000 RPM zentrifugiert. Die
Séule wird erneut mit 500 1 80% Ethanol gewaschen und 2 Minuten bei 10000 RPM zentrifu-
giert. Danach wird die Saule fiir 5 Minuten bei 16000 RPM zentrifugiert um die Membran zu
trocknen. Zum eluieren der RNA wird die Sdule in ein neues Reagiergefil gestellt und 23 ul
Wasser wird auf die Membran gegeben und fiir 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Séaule wird fiir 1 Minute bei 10000 RPM zentrifugiert. Das Eluat wird bis zur Verwendung auf
Eis oder bei -20 °C gelagert.
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5.10.3 RNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde von Beijing Genomics Institute mit der BGISEQ-500 Plattform
durchgefiihrt.
Die Auswertung wurde von Christian Casar (I. Medizinische und Poliklinik, Universitéitskli-

nikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland) durchgefiihrt.

5.11 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mittels der Software GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Soft-
ware Inc., La Jolla, CA) durchgefiihrt.

In Experimenten, bei denen zwei Gruppen, deren Werte der parametrischen Verteilung ent-
sprachen, mit einem untersuchten Parameter verglichen wurden, wurde der Student’s-t-Test
angewendet.

In Experimenten, bei denen zwei oder mehr Gruppen, deren Werte der parametrischen Vertei-
lung entsprachen, mit zwei unabhédngigen untersuchten Parametern verglichen wurden, wurde
die zweifaktorielle Varianzanalyse (analysis of variance) (ANOVA) angewendet.

In Experimenten, bei denen zwei Gruppen, deren Werten der nicht parametrischen Verteilung
entsprachen, mit einem untersuchten Parameter verglichen wurden, wurde der Mann-Whitney-
U-Test angewendet.

Die Signifikanzen wurden in den Abbildungen mit Sternchen annotiert (keine Annotation =
nicht signifikant; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).
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6 Ergebnisse

6.1 Listerienkontrolle in l/6ra®*M¥e! Mausen

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass die klassische IL-6 Signal-
transduktion wichtig fiir die Kontrolle der Listerieninfektion in der frithen, angeborenen Pha-
se des Immunsystems ist [69]. In unverdffentlichten Ergebnissen konnten wir zeigen, dass
die klassische IL-6 Signaltransduktion die T-Zellantwort nicht beeinflusst. Um den Einfluss
der klassischen IL-6 Signaltransduktion auf myeloide Zellen wihrend der angeborenen Im-
munantwort der Miuse gegen L. monocytogenes zu untersuchen, wurden I[6ra™ x LysM©e*
(I16ra®™*) und Littermate-Kontrollen mit Listerien infiziert und zwei Tage nach Infektion
untersucht. Bei /I6ra®™¥*! Miusen ist der IL-6Ro auf myeloiden Zellen deletiert, sodass sie
nicht mehr von 16slichem IL-6, jedoch von IL-6/sIL-6Ra Komplexen aktiviert werden kon-
nen. Um zu klédren, ob die Deletion der klassischen IL-6 Signaltransduktion einen Einfluss auf
die Kontrolle der Listerieninfektion hat, wurden Organlysate der infizierten Tiere auf Agar-
Platten ausplattiert und Listerienkolonien gezéhlt, um so die Bakterienlast in den Organen der

infizierten Tiere zu bestimmen.
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Abbildung 6.1: Listerientiter von Il6ra“™® Miusen d2 p.i.
116ra®™* Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Listerien
infiziert. Zwei Tage nach der Infektion wurde die Bakterienlast in Leber und
Milz bestimmt. Striche reprisentieren den Median. Signifikanzen wurden mit-
hilfe des Mann-Whitney-U-Tests bestimmt (keine Annotation = nicht signifi-
kant; ** = p < 0,01). Die Daten wurden aus vier verschiedenen Experimenten
zusammengefasst.

Die Bakterienlast in der Leber von Il6ra®™¥' Miusen war im Vergleich zu den Littermate-
Kontrollen signifikant um einen Faktor von 5 erhoht (siehe Abbildung|[6.1). Die Bakterienlast
in der Milz wies zwischen den Mausgruppen keinen Unterschied auf.

6.2 Einfluss von IL-6 auf die Distribution myeloider
Zellen

Um zu untersuchen, ob die Verschlechterung der Bakterienkontrolle in 116ra®™Mye! Miusen da-
durch verursacht wird, dass weniger myeloide Zellen, welche wichtig fiir die Kontrolle von
Bakterieninfektionen sind, in Milz und Leber akkumulieren, wurden verschiedene Experimen-

te durchgefiihrt.

6.2.1 Akkumulation myeloider Zellen in infizierten ll6ra*Mve!
Mausen

Leukozyten aus Milz und Leber von infizierten I/6ra“™* Miuse und Littermate-Kontrollen

wurden mittels Durchflusszytometrie untersucht. Neutrophile Granulozyten und inflammato-
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rische Monozyten wurden iiber die Expression von CD11b, Ly6C und Grl definiert und die
Distribution in den Organen iiber den prozentualen Anteil der jeweiligen Zellen an Gesamt-

leukozyten im Organ definiert.

Leber Milz
40 20 -

o

o 154 &
S

o
é_%o 10 - E‘}
1%

IM Gr IM Gr
® Kontrolle O lI6ra*"

w
o
1

% Lebender Zellen
N
o
1

w.
S

Abbildung 6.2: Akkumulation myeloider Zellen in infizierten 1l6ra~™* Miusen
116ra®™*® Miuse und Littermate-Kontrollen wurden mit 2 x 10* Listerien
infiziert. Die Miuse wurden zwei Tage nach Infektion analysiert. Die Leu-
kozyten aus Leber und Milz wurden isoliert und Anteile von inflammato-
rischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten an der Gesamtleukozy-
tenzahl wurden bestimmt. Jede Versuchsgruppe beinhaltete 6 bis 7 Miu-
se. Ein reprisentatives Ergebnis von mehreren Experimenten ist dargestellt.
IM=inflammatorische Monozyten, Gr=neutrophile Granulozyten. Die Striche
repriasentieren Mean£SEM. Die Signifikanzen wurden mithilfe des Student’s-
t-Test bestimmt (keine Annotation = nicht signifikant).

In der Leber von /l6ra®™¥¢! Mzusen und Littermate-Kontrollen lag der Anteil der neutrophi-
len Granulozyten an den Gesamtleukozyten bei 25-30% und der Anteil der inflammatorischen
Monozyten bei 5% (sieche Abbildung[6.2). Auch in der Milz wurde kein Unterschied im Anteil
der neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten an den Gesamtleukozyten
zwischen den Mausgruppen festgestellt. Durchschnittlich lag der Anteil der inflammatorischen
Monozyten bei 3% der lebenden Leukozyten, wihrend der Anteil der neutrophilen Granulo-
zyten bei 10% lag (siche Abbildung|6.2).
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6.2.2 Chemotaxis Index von inflammatorischen Monozyten
infizierter /l6ra*"v®' Mause

Durch die durchflusszytometrische Analyse wurde kein Unterschied in der Verteilung von in-
flammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten zwischen I/6ra*™* Miusen und
Littermate-Kontrollen festgestellt. Durch diese Untersuchung kénnen jedoch nur Gesamtpo-
pulationen in Organen analysiert werden. Moglicherweise finden die Zellen den Weg in die
infizierten Organe, erreichen jedoch nicht den Infektionsherd, um dort die Infektion zu kli-
ren. Um zu untersuchen, ob inflammatorische Monozyten, der essentielle Zelltyp zur Kli-
rung der Listerieninfektion, noch in der Lage sind den Infektionsherd zu erreichen, wurden
Chemotaxis-Assays mit isolierten Leukozyten aus Milzen infizierter 1/6ra®™¢! Mzusen und
Littermate-Kontrollen durchgefiihrt. Bei Chemotaxis-Assays werden die Zellen in eine Kam-
mer gegeben, die durch eine permeable Membran von einer darunter liegenden Kammer ge-
trennt ist. In der unteren Kammer wird Medium mit einem Chemokin vorgelegt. Zellen in der
oberen Kammer reagieren auf das Chemokin und migrieren in die untere Kammer. Migrierte
Zellen werden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Es wird eine Ratio aus der Anzahl der
Zellen in Kammern mit und ohne Chemokin gebildet. Dieser Wert wird als Chemotaxis-Index
bezeichnet. Der Chemotaxis-Index dient als MaB fiir die Fahigkeit von Zellen zur Migration
und ermoglicht den Vergleich von Zellen aus Littermate-Kontrollen zu Zellen aus I[6ra®™*!

Maiusen.
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Abbildung 6.3: Chemotaxis-Index von inflammatorischen Monozyten infizierter
Il6ra®™* Miuse
116ra®™*® Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Liste-
rien infiziert. Der Chemotaxis-Index wurde mithilfe eines Transwellassays
bestimmt. Zwei Tage nach Infektion wurden Leukozyten aus der Milz isoliert.
In die oberen Kammern wurde 1 x 10° Zellen gegeben. Als Chemokine in
den unteren Kammern wurden CCL2 (0,15 ng/ul) und FMLP (12,5 uM)
verwendet. Ein reprisentatives Ergebnis von zwei ist dargestellt. Die Balken
repriasentieren den Mean. Die Signifikanzen wurden mittels Student’s-t-Test
bestimmt (keine Annotation = nicht signifikant).

Chemokin (C-C motif) Ligand 2 (CCL2) und FMLP dienten im Assay als Chemokine, wel-
che hauptsichlich die Migration auf inflammatorischen Monozyten induzieren. Intakte CCL2-
Signaltransduktion ist unabdingbar fiir die Antwort gegen Listerien [22/]. FMLP ist ein Ligand
fiir den Formylpeptidrezeptor (FPR), welcher bakterielle Peptide erkennt, die Formylmethio-
nin enthalten, und so fiir Migration bei Infektion sorgt. Zwischen inflammatorischen Monozy-
ten aus /l6ra“™®! Miusen und Littermate-Kontrollen wurde kein Unterschied festgestellt. Bei
beiden Mausgruppen lag der Chemotaxis-Index gegeniiber CCL2 bei 2 und gegeniiber FMLP
bei 1,5(siehe Abbildung[6.3)), was eine vergleichbare Fahigkeit zur Migration verdeutlicht.

6.2.3 Immunhistochemische Farbung von Organen infizierter
Mause

Bei der Untersuchung mittels immunhistochemischer Fiarbung wurde F4/80 auf Paraffinschnit-
ten von Lebern und Milzen infizierter 1i6ra®™¥®" Tiere und Littermate-Kontrollen gefirbt.
F4/80 ist ein Mitglied der EGF-TM7 Familie. Es wird auf geweberesidenten Makrophagen
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und inflammatorischen Monozyten, welche im Begriff sind zu geweberesidenten Makropha-

gen zu differenzieren, und zu einem geringeren Anteil auch auf neutrophilen Granulozyten
exprimiert.
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Abbildung 6.4: Immunhistochemische Fiarbung von Organen infizierter Miuse
116ra®M¥*! Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Liste-
rien infiziert. Die Analyse erfolgte an d3 p.i.. F4/80* Zellen wurden mittels
immunhistochemischer Fiarbung auf Formalin fixierten und in Paraffin einge-
betteten Schnitten von Milz und Leber angefirbt. Reprisentative Bilder sind
dargestellt. Die statistische Analyse der F4/80"-Fliache wurde mit einer Bild-
bearbeitungssoftware (ImagelJ) angefertigt. Die Gruppen beinhalteten jeweils
5-7 Méuse. Striche reprisentieren den Mean+SEM. Die Signifikanzen wurden
mithilfe des Student’s-t-Test bestimmt (keine Annotation = nicht signifikant.

Die Akkumulation der inflammatorischen Monozyten wurde mittels immunhistochemischer

Féarbung bestimmt. Auf den repridsentativen Mikroskopbildern war eindeutig zu erkennen, dass

die Dichte an F4/80" Zellen in der Milz im Vergleich zur Leber wesentlich hoher war, aber
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dass zwischen den Mausgruppen weder in der Milz noch in der Leber Unterschiede in der
Dichte der F4/80"-Zellen zu erkennen war (siche Abbildung [6.4). Diese Beobachtung wurde
durch die statistische Auswertung bestitigt. In der Leber war bei beiden Mausgruppen eine
durchschnittliche F4/80*-Fliche von 2,5% zu erkennen, wihrend sie in beiden Mausgruppen
in der Milz bei 25-30% lag (siehe Abbildung[6.4)). Da die immunhistochemische Untersuchung
mittels F4/80 Fiarbung nicht nur inflammatorische Monozyten, sondern auch geweberesidente
Makrophagen und neutrophile Granulozyten anfirbt, kann der Unterschied des prozentualen
Anteils der positiven Zellen im Vergleich zur durchflusszytometrischen Analyse (siehe Abbil-
dung erklirt werden.

Da keine signifikanten Unterschiede festgestellt wurden, konnten wir abschlieBend zeigen,
dass IL-6 keinen Einfluss auf die Migration von inflammatorischen Monozyten wihrend der

Infektion mit L. monocytogenes hatte.

6.3 Phanotypische Charakterisierung myeloider Zellen

Da IL-6 an der Differenzierung und Polarisierung von Monozyten zu Makrophagen beteiligt
ist, besteht die Moglichkeit, dass die Deletion der klassischen IL-6 Signaltransduktion auf
myeloiden Zellen durch die Verdnderung der Reifung von Makrophagen einen Einfluss auf

die Kontrolle von L. monocytogenes hat.

6.3.1 Menge an mRNA proinflammatorischer Molekiile in
myeloiden Zellen

Zunichst wurde die Menge an mRNA proinflammatorischer Molekiile in Leberlysaten naiver
und infizierter Il6ra®™, II6KO und Littermate-Kontrollen mittels quantitativer Echtzeit-PCR
untersucht. /I6KO Tiere wurden in diesem Experiment als zusitzliche Kontrolle verwendet,
um festzustellen, ob eventuelle Unterschiede durch klassische oder Trans-Signaltransduktion
ausgelost wurden. Durch die Untersuchung von Leberlysaten wurde die Menge an mRNA
proinflammatorischer Proteine in allen Zellen des Organs untersucht. Die untersuchten Gene
werden hauptsédchlich von inflammatorischen Monozyten exprimiert, wodurch Veridnderungen

in diesen Zelltypen in der Analyse detektiert werden konnen.
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Abbildung 6.5: mRNA-Menge proinflammatorischer Molekiile in Leberlysaten

116KO, I16ra®M¥*! und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Listerien
infiziert oder naiv als Kontrollen analysiert. Die Méduse wurden d2 p.i. analy-
siert und mRNA aus der Leber isoliert. Die relativen mRNA-Mengen wurden
mittels quantitativer Echtzeit-PCR bestimmt, auf 18S RNA normalisiert und
als ACT dargestellt. Die relativen mRNA-Mengen von [l1b, Nos2, 1l6 und
Cd38 sind dargestellt. Die Gruppen beinhalteten jeweils 4-7 Méuse. Striche
reprasentieren den Median. Die Signifikanzen wurden nach logarithmischer
Transformation mittels zweifaktorieller ANOVA bestimmt (keine Annotation
= nicht signifikant; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).

IL-13 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches essentiell fiir die Kontrolle der Listeri-
en wihrend der frithen Phase der Infektion ist. Die Menge an mRNA von ///b wurde durch
die Infektion induziert. Sie stieg von einem ACT-Wert von 10 auf 102 in Kontroll- und
116ra®™*! und sogar signifikant auf 10! in /I6KO Tieren an (siehe Abbildung|6.5). Ein #hnli-
cher Effekt wurde bei der Menge an Nos2 mRNA beobachtet. Nos2 kodiert fiir die induzierba-
re NO-Synthase (iNOS), welche die Bildung von Stickstoffmonoxid aus L-Arginin katalysiert
und damit zur Kontrolle von Bakterieninfektionen beitragt. Der ACT-Wert erhohte sich si-
gnifikant von 107" bis 107! im naiven Zustand auf 10 wihrend der Infektion, signifikante
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden aufgrund der hohen Streuung der Werte
jedoch nicht festgestellt (sieche Abbildung[6.5). Eine Erh6hung der mRNA-Menge wurde auch
fiir 116, welches als proinflammatorisches Zytokin eine essentielle Rolle in der Kontrolle von
Bakterieninfektion einnimmt, festgestellt. Der ACT-Wert stieg von 10 im naiven Zustand auf
1033 bis 10 an (siehe Abbildung [6.5). Der Anstieg war jedoch aufgrund der hohen Streu-
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ung der Werte nicht signifikant und auch zwischen den Mausgruppen wurde kein Unterschied
festgestellt. Die mRNA-Menge von CD38 hingegen war kaum von der Infektion beeinflusst.
Defekte in der Expression von CD38 verschlechtern die Kontrolle der Listerieninfektion [96]].
Der ACT-Wert lag bei allen Mausgruppen im naiven und im infizierten Zustand zwischen 107
und 10°. Signifikante Unterschiede zwischen den Mausgruppen oder Anstiege wurden nicht
festgestellt (siehe Abbildung [6.5).

Die Menge an mRNA proinflammatorischer Molekiile war durch Defekte in der IL-6 Signal-
transduktion nicht beeinflusst, sodass Unterschiede in der Kontrolle der Listerien dadurch

nicht erkliart werden konnen.

6.3.2 Expression von Oberflachenmolekiilen auf myeloiden
Zellen

Die Expression verschiedener Oberflichenproteine, die auf aktivierten inflammatorischen Mo-
nozyten hochreguliert sind, Chemokinrezeptoren und Oberflachenproteine, welche charakte-
ristisch fiir die Polarisation inflammatorischer Monozyten sind, wurde auf inflammatorischen
Monozyten aus Milzen und Lebern infizierter /16ra“™¥®' Msusen und Littermate-Kontrollen
mittels durchflusszytometrischer Analyse untersucht. Verdnderungen in der Expression dieser
Molekiile stellen moglicherweise einen Bezug zu einer unterschiedlich regulierten Aktivitit
der inflammatorischen Monozyten her, welche einen Einfluss auf die Listerienkontrolle haben

konnte.
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Abbildung 6.6: Beispieldaten der Expression von Oberflichenmolekiilen

116ra®™*® Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Liste-
rien infiziert. Die Méduse wurden d2 p.i. analysiert und Zellen aus Leber iso-
liert. Die Oberflichenexpression der Proteine auf inflammatorischen Mono-
zyten (definiert als CD11b*, Ly6C* und Grl") wurde mittels Durchflusszy-
tometrie analysiert. Die Gruppen beinhalteten jeweils 5-7 Miuse. Dargestellt
sind beispielhafte Histogramme der Expressionstdrken der untersuchten Ober-
flaichenmolekiile. Die Zahlen reprisentieren die MFI-Werte. Rot=Littermate-
Kontrollen, Blau=/l/6ra®M¥¢! Miuse.

In Abbildung [6.6] sind die FACS-Daten der Expression von Oberflichenmolekiilen beispiel-
haft fiir die Leber dargestellt. Die Expression von CD38, ein Oberflachenprotein essentiell
fiir die Kontrolle von Bakterieninfektionen und charakteristisch fiir M1 Makrophagen, war in
inflammatorischen Monozyten aus //6ra“™¢! Miusen im Vergleich zu denen aus Kontrolltie-
ren stark reduziert. Auch die Expression von IL-4Ra, welcher auf M2 Makrophagen hoch-
reguliert und essentiell fiir die Aktivierung dieses Makrophagen-Subtyps ist, war reduziert.
Die Expression von MMRI1, welcher ein Rezeptor ist, der von M2 Makrophagen fiir die In-
ternalisierung und den Abbau inflammatorischer Zytokine verwendet wird, unterschied sich
nicht zwischen Zellen aus Kontroll- und /I6ra®™¥® Miusen. Auch die Expression von CCR2
und CX3C Chemokin Rezeptor 1 (CX3CR1), welche zu den Chemokinrezeptoren gehodren
und wichtig fiir die Migration inflammatorischer Monozyten sind, war zwischen Zellen aus

Kontroll- und [6ra®™¥® Miusen gleich. Die Expression der Oberfliichenproteine L-Selektin
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(CD62L), ein Adhidsionsmolekiil hochreguliert auf aktivierten Monozyten, und major histo-
AMyel

compatibility complex (MHC) II jedoch war auf inflammatorischen Monozyten aus /l6ra
Miusen erhoht.

Leber Milz

. Kontrolle I:l l6ra®Wve!

Abbildung 6.7: MFI von Oberflichenmolekiilen
116ra®M¥*! Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Liste-
rien infiziert. Die Méduse wurden d2 p.i. analysiert und Zellen aus Milz und
Leber isoliert. Die Oberflachenexpression der Proteine auf inflammatorischen
Monozyten (definiert als CD11b*, Ly6C* und Gr1") wurde mittels Durchfluss-
zytometrie analysiert. Die Expressionstirke der Oberflaichenmolekiile wurde
tiber ihre jeweiligen MFI-Werte dargestellt. Die Gruppen beinhalteten jeweils
5-7 Miuse. Striche reprisentieren den Mean+SEM. Die Signifikanzen wurden

mithilfe des Student’s-t-Test bestimmt (keine Annotation = nicht signifikant;
*=p<0,05; % =p<0,01; ** = p<0,001).

Die statistische Auswertung bestitigte die in Abbildung [6.6] getitigten Beobachtungen. Die
Expression von CD38 auf der Oberfliche von inflammatorischen Monozyten aus Lebern und
Milzen infizierter 1l6ra®™*! Tiere war im Vergleich zu jenen aus Littermate-Kontrollen stark
reduziert. Die MFI-Werte lagen bei 4000 und 9000 in der Leber und 6000 und 18000 in der
Milz (siehe Abbildung[6.7). Auch war die Expression von IL-4Ra in den inflammatorischen
Monozyten aus /I6ra“™* Miusen im Vergleich zu jenen aus Littermate-Kontrollen signifi-
kant reduziert. Die MFI-Werte lagen jeweils bei 1000 und 1500-2000 (siehe Abbildung [6.7]
Die Expression von MMR1, CCR2 und CX3CR1 unterschied sich zwischen den Mausgrup-
pen nicht. Die MFI-Werte lagen jeweils bei 2000, 11000 und 8000 (sieche Abbildung
Auch die signifikante Erhohung der Expression von CD62L und MHCII wurde durch die sta-
tistische Auswertung bestitigt. Die MFI-Werte fiir beide Molekiile waren 4000 in Zellen aus
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Littermate-Kontrollen, wihrend sie bei inflammatorischen Monozyten aus 7/6ra“™® auf 6000
anstiegen (siche Abbildung

Viele Oberflachenmolekiile, deren Expression durch die Deletion der klassischen IL-6 Signal-
transduktion verdndert wurde, sind charakteristisch fiir die Polarisation von Makrophagen. Die
Expression von Chemokinrezeptoren war unverdndert, was zu den Beobachtungen passt, dass
die klassische IL-6 Signaltransduktion keinen Einfluss auf die Distribution von inflammatori-
schen Monozyten wihrend der Infektion hatte (sieche Abschnitt [6.2)). Die hohere Expression
der Oberflachenmolekiile CD62L und MHC 11, die besonders von aktivierten Makrophagen
produziert werden, spricht fiir ein erhhtes inflammatorischen Milieu in den I/6ra“M¥®! Miu-

sen im Vergleich zu Littermate-Kontrollen.

6.3.3 Unvoreingenommene Populationsanalyse

Um Unterschiede in Zellpopulationen festzustellen, die durch iibliche Auswertungsmethoden
nicht erkannt wurden, wurde die so genannte #-distributed stochastic neighbor embedding (t-
SNE) Methode angewendet. Dabei handelt es sich um eine Methode zur Dimensionsreduktion
hochdimensionaler Daten. Wendet man diese auf FACS-Daten an, ergeben sich daraus zweidi-
mensionale Plots, in denen Zellen in zueinander dhnlichen Gruppen zusammengefasst werden.
Die Gruppierung erfolgt aufgrund aller untersuchten Antigene und Eigenschaften und Grup-
pen sind, in diesem Fall, zwischen Organen und Mausgruppen angeglichen. Auf Grund dessen
ist man in der Lage unvoreingenommen Populationen zwischen Tiergruppen und Genotypen
zu vergleichen. In diesem Experiment wurden nur CD11b* Zellen analysiert und folgende

Eigenschaften mit in die Analyse einbezogen.

e CCR2

o Ly6C

e Latex-Beads
e CX3CRI1

e CD44

e CDI11b

e Grl
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Abbildung 6.8: t-SNE-Analyse aus infizierten Lebern

116ra®M¥¢' Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Liste-
rien infiziert. Die Maduse wurden d2 p.i. analysiert und Zellen aus der Leber
isoliert. Die Analyse der Oberflichenexpression von Proteinen auf CD11b*
Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die Auswertung er-
folgte mithilfe der t-SNE-Methode. Dargestellt ist die Anzahl der Zellen in den
jeweiligen generierten Gruppen. Blau=geringe Anzahl, Rot=hohe Anzahl. Die
Gruppen beinhalteten jeweils 5-7 Méuse.

Drei Populationen wiesen im Vergleich zwischen Zellen aus den Lebern infizierter 116ra”M!
Maiuse und Littermate-Kontrollen Unterschiede auf. Populationen 1 und 2 gehorten zur glei-
chen Gruppe und waren in Kontrolltieren zu einem geringen Anteil vorhanden, wihrend sie
in 716ra“M¥®' hochreguliert waren. Population 3 war in Littermate-Kontrollen im Vergleich zu
116ra™™® Tieren hochreguliert
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Kontrolle l6ra®™

Abbildung 6.9: t-SNE-Analyse aus infizierten Milzen

116ra®M¥! Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Listerien
infiziert. Die Mause wurden d2 p.i. analysiert und Zellen aus Milz isoliert. Die
Analyse der Oberflichenexpression von Proteinen auf CD11b* Zellen wurde
mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mithilfe
der t-SNE-Methode. Dargestellt ist die Anzahl der Zellen in den jeweiligen
generierten Gruppen. Blau=geringe Anzahl, Rot=hohe Anzahl. Die Gruppen
beinhalteten jeweils 5-7 Miuse.

Die Unterschiede von Population 1 und 2 waren in der Milz zwischen /l6ra®™¥¢! Miusen und
Littermate-Kontrollen eindeutiger als in der Leber. Beide Populationen waren in Kontrolltieren
so gut wie gar nicht vorhanden, wihrend sie in /l6ra“™* Miusen deutlich zu erkennen waren.

Unterschiede in Population 3 waren kaum zu erkennen.
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Abbildung 6.10: t-SNE-Analyse aus infizierten Lebern

Littermate-Kontrollen (A-H) und 7I6ra®M¥*! Miuse (I-P) wurden i.v. mit 2
x 10* Listerien infiziert. Die Miuse wurden d2 p.i. analysiert und Zellen
aus der Leber isoliert. Die Analyse der Oberflichenexpression von Proteinen
auf CD11b* Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mithilfe der t-SNE-Methode. Dargestellt sind die MFI-
Werte jeder untersuchten Eigenschaft. Blau=niedriger MFI-Wert, Rot=hoher
MFI-Wert. Die Gruppen beinhalteten jeweils 5-7 Méuse.

In Abbildung|6.10|ist die Expression der untersuchten Antigene und Eigenschaften der CD11b*

Zellen aus der Leber, die bereits in Abschnitt [6.3.3] erwihnt wurden, dargestellt. Dabei sind

Zellen, die einen hohen MFI-Wert fiir die jeweilige Eigenschaft aufweisen, in rot dargestellt,
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wihrend Zellen, die einen niedrigen MFI-Wert fiir die jeweilige Eigenschaft besitzen, in blau
dargestellt sind. Auch hier ist zu erkennen, dass Population 1 und 2 in Lebern aus infizierten
Littermate-Kontrollen im Vergleich zu I/6ra®™¥*! kaum vorhanden waren. Diese Populationen
exprimierten CD11b (Abbildung [6.10B,J), Grl (Abbildung [6.I0E,M)und ein mittleres Maf}
an Ly6C (Abbildung [6.10G,0), was dem Profil der Granulozyten entspricht. Des Weiteren
exprimierten sie ein hohes Mafl an CD44 (Abbildung [6.10C,K), was fiir ihren inflammatori-
schen Phinotyp spricht. CD44 ist ein Adhédsionsmolekiil, welches in Zell-Zell Interaktionen
involviert ist, und wird primir von aktivierten Zellen exprimiert. Die Populationen exprimier-
ten kaum CCR2 (Abbildung[6.10A,I) und CX3CR1 (Abbildung[6.10D,L). Das bedeutet, dass
diese Populationen iiber einen anderen Signaltransduktionsweg rekrutiert wurden. Auch waren
diese Populationen negativ fiir die Fluoreszenz der Latex-Beads, was dafiir spricht, dass diese
Populationen wenig phagozytische Aktivitit aufwiesen (siche Abschnitt[6.4]fiir eine detaillier-
te Erlduterung der Analyse der Phagozytoseaktivitit iiber die Injektion von fluoreszierenden
Latex-Beads). Population 3, welche vermehrt in Lebern aus 7/6ra“™!-Tieren vorhanden war,
hingegen war Grl-, Ly6C  und exprimierte weniger CD11b als die neutrophilen Granulozy-
ten. Vermutlich handelte es sich bei dieser Population um geweberesidente Makrophagen oder
CD11b* dendritische Zellen, die zwar CD11b exprimieren, jedoch in einem geringeren Mafe
als klassische myeloide Zellen. Diese Population exprimierte CX3CR1, jedoch kein CCR2.
Auch war die Population negativ fiir die Fluoreszenz der Latex-Beads, sodass auch diese Po-

pulation keine phagozytische Aktivitit aufwies.
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Abbildung 6.11: t-SNE-Analyse aus infizierten Milzen

Littermate-Kontrollen (A-H) und 7I6ra®™¥! Miuse (I-P) wurden i.v. mit 2
x 10* Listerien infiziert. Die Miuse wurden d2 p.i. analysiert und Zellen
aus der Milz isoliert. Die Analyse der Oberflichenexpression von Proteinen
auf CD11b* Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mithilfe der t-SNE-Methode. Dargestellt sind die MFI-
Werte jeder untersuchten Eigenschaft. Blau=niedriger MFI-Wert, Rot=hoher
MFI-Wert. Die Gruppen beinhalteten jeweils 5-7 Méuse

In Abbildung in der die Eigenschaften der CD11b* Zellen aus der Milz dargestellt sind,

waren dhnliche Einfliisse der Deletion des klassischen IL-6 Signaltransduktionsweg auf mye-

loiden Zellen zu erkennen. Auch hier waren Population 1 und 2 in Lebern aus /l6ra“™® Miu-
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sen hochreguliert, welche dem Expressionsprofil der neutrophilen Granulozyten entsprechen,
und Population 3, welche dem Expressionsprofil von CX3CR1* gewebestindigen Makropha-
gen oder CX3CR1* CD11b* dendritischen Zellen entsprechen, war vermindert.

Die Ergebnisse deuten auf eine verdnderte Differenzierung der Granulozyten, bei denen der
klassische IL-6 Signaltransduktionsweg inhibiert ist, hin. Des Weiteren waren CD11b* CX3CR1*
gewebestindige Makrophagen oder dendritische Zellen in Organen aus Littermate-Kontrollen
hochreguliert, welche moglicherweise einen Einfluss auf die unterschiedliche Kontrolle der

Listerieninfektion haben.

6.3.4 Zytokinexpression myeloider Zellen

AnschlieBend wurde die Expression inflammatorischer Zytokine von inflammatorischen Mo-
nozyten untersucht. Dafiir wurden Zellen aus den Milzen infizierter 1l6ra®“™* Miuse und
Littermate-Kontrollen isoliert und in vitro mit LPS stimuliert. Die Zellen wurden intrazellu-
lar gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Expression von TNFo und IL-6,
zweiler proinflammatorischer Zytokine, die charakteristisch fiir die antibakterielle Aktivitit

inflammatorischer Monozyten sind, wurde analysiert.
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Abbildung 6.12: Beispieldaten zytokinproduzierender Monozyten

1I6ra®M¥¢! Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Liste-
rien infiziert. Die Mause wurden d2 p.i. analysiert und Zellen aus Milz iso-
liert. Die Zellen wurden fiir 4 h mit LPS (1 pg/ml) stimuliert und der Golgi-
Apparat mit Brefeldin A (10 pg/ml) blockiert. Die Analyse erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Die Anteile inflammatorischer Monozyten (CD11b*,
Ly6C* und Grl") positiv fiir intrazelluldres TNFo und IL-6 sind dargestellt.
Die Gruppen beinhalteten jeweils 5-7 Méuse.

In Abbildung [6.12]sind beispielhaft Daten der durchflusszytometrischen Analyse der Expres-
sion von IL-6 und TNFa von inflammatorischen Monozyten aus infizierten //6ra“™¢! Miusen
und Kontrolltieren nach Inkubation mit oder ohne LPS dargestellt. Die Expression beider Zy-
tokine war in inflammatorischen Monozyten aus Kontrolltieren ohne Stimulation leicht erhdht,
wihrend die Expression nach der Stimulation mit LPS in den inflammatorischen Monozyten

aus 116ra®™* Miusen leicht erhoht war.
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Abbildung 6.13: Prozentuale Anteile zytokinproduzierender Monozyten

116ra™™*® Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Liste-
rien infiziert. Die Méduse wurden d2 p.i. analysiert und Zellen aus Milz iso-
liert. Die Zellen wurden fiir 4 h mit LPS (1 pg/ml) stimuliert und der Golgi-
Apparat mit Brefeldin A (10 pg/ml) blockiert. Die Analyse erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Die prozentualen Anteile an inflammatorischer Mono-
zyten (CD11b*, Ly6C* und Grl") positiv fiir intrazelluldres TNFo und IL-6
sind dargestellt. Die Gruppen beinhalteten jeweils 5-7 Méuse. Striche repré-
sentieren den Mean+SEM. Die Signifikanzen innerhalb der Stimulationszu-
stinde wurden mithilfe des Student’s-t-Test bestimmt (keine Annotation =
nicht signifikant).

Inflammatorische Monozyten aus Milzen infizierter 1/6ra“™¥¢! Miusen und Littermate-Kon-
trollen waren nach Inkubation mit LPS zu einem gleichen Anteil TNFo* und IL-6*. Nicht
stimulierte Zellen waren zu 10% TNFo™ und zu 5% IL-6*, wihrend diese nach der Stimulation
mit LPS zu 70% beziehungsweise 35% positiv fiir die Zytokine waren (siche Abbildung|[6.13).
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Abbildung 6.14: MFI zytokinproduzierender Monozyten

116ra®M¥¢! Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Liste-
rien infiziert. Die Méuse wurden d2 p.i. analysiert und Zellen aus Milz und
Leber isoliert. Die Zellen wurden fiir 4 h mit LPS (1 pg/ml) stimuliert und
der Golgi-Apparat mit Brefeldin A (10 pug/ml) blockiert. Die Analyse erfolg-
te mittels Durchflusszytometrie. MFI-Werte inflammatorischer Monozyten
(CD11b*, Ly6C* und Grl") fiir intrazellulires TNFo und IL-6 sind darge-
stellt. Die Gruppen beinhalteten jeweils 5-7 Méuse. Die Striche reprisentie-
ren den Mean£+SEM. Die Signifikanzen innerhalb der Stimulationszustinde
wurden mithilfe des Student’s-t-Test bestimmt (keine Annotation = nicht si-
gnifikant; ** = p < 0,01).

Wihrend die prozentualen Anteile Zytokin-positiver Zellen zeigen, wie viele inflammatori-
sche Monozyten Zytokine produzierten, kann man durch die Betrachtung der MFI-Werte der
Zytokinfiarbungen ein MaB fiir die Stirke der Zytokinproduktion erhalten. Betrachtet man die
MFI-Werte der Zytokinproduktion inflammatorischer Monozyten aus infizierten /I6ra®™*!
Maiusen und Littermate-Kontrollen, so ist deutlich zu sehen, dass die MFI-Werte der TNFa-
Expression in inflammatorischen Monozyten aus //6ra®™¥¢! Miusen nach in vitro Stimulation
im Vergleich zu Littermate-Kontrollen signifikant erhoht waren, von 15000 auf 17000. Auch
fiir IL-6 war ein kleiner, jedoch nicht signifikanter, Anstieg in inflammatorischen Monozy-
ten aus I/6ra“M¥®! Miusen im Vergleich zu Littermate-Kontrollen zu erkennen(siehe Abbil-
dung|6.14).

Dies bedeutet, dass es zwar keinen Unterschied zwischen l6ra®™¢! Miusen und Littermate-
Kontrollen in der Anzahl Zytokin-produzierender inflammatorischer Monozyten gab, jedoch
dass die inflammatorischen Monozyten aus I/6ra“™¥*! Miusen nach Stimulation pro Zelle eine

erhohte Menge an inflammatorischen Zytokinen produzieren.
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6.3.5 Einfluss von IL-6 auf die M1 und M2 Polarisierung

In anderen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass IL-6 Signaltransduktion einen Einfluss auf
die Polarisierung von inflammatorischen Monozyten zu M1 oder M2 Makrophagen hat [40].
Wie in Abbildung @] zu sehen ist, konnten auch innerhalb dieser Arbeit bereits Hinweise
auf Polarisationsdefekte der inflammatorischen Monozyten beobachtet werden. Um festzu-
stellen, ob es sich dabei um einen direkten Effekt ausgelost durch die IL-6 Signaltransduktion
handelt, oder ob es ein indirekter Effekt ist, wurden in vitro Experimente mit kultivierten Kno-
chenmarksmakrophagen (bone marrow-derived macrophages) (BMDM) aus naiven 116ra™Mye!
Maiusen und Littermatekontrollen durchgefiihrt. Die Zellen wurden, nach der Differenzierung
zu Makrophagen, iiber Nacht unter polarisierenden Bedingungen mit oder ohne rekombinan-
tem IL-6 inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert, um die Verdnderungen der

Polarisation durch die IL-6 Signaltransduktion festzustellen.
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Abbildung 6.15: Einfluss von IL-6 auf die Expression von M1 und M2 charakteristischen
Oberflichenproteinen
BMDM von Il6ra®M¥' Miusen und Littermate-Kontrollen wurden iiber
Nacht mit IL-6 (160 ng/ml), IL-4 (40 ng/ml), LPS (2 pg/ml) oder IFNy
(40 ng/ml) stimuliert. Die Oberflichenexpression von CD38, MMRI1 und
IL-4Ra wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dargestellt sind Hi-
stogramme der jeweiligen Oberflichenfarbungen, Zahlen innerhalb der Hi-
stogramme représentieren die zugehorigen MFI-Werte. Ein reprisentatives
Experiment von zwei ist dargestellt.

In BMDMs, die ohne IL-4, IFNy oder LPS inkubiert wurden (MO Polarisation), war weder
in Zellen aus l6ra“™* Miusen noch aus Littermate-Kontrollen eine Induktion der CD38-
Expression zu erkennen. Die Expression von CD38 stieg jedoch bei BMDMs, welche mit
IFNy + LPS stimuliert wurden (M1 Polarisation) sowohl in BMDMs aus 116ra®My°! Miusen
als auch aus Kontrolltieren stark an, wobei die Expression in Zellen aus Kontrolltieren stirker
war (MFI 58000 und 50000). Zusitzliche Stimulation mit IL-6 hatte keinen Einfluss auf die
Expression von CD38. Auch bei BMDMs aus 1/6ra®™¢! Miusen und Littermate-Kontrollen,
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welche mit IL-4 stimuliert wurden (M2 Polarisation), war eine schwache Induktion der CD38-
Expression, auf einen MFI-Wert von 5000, zu erkennen. Die Expression auf Zellen aus Kon-
trolltieren wurde durch die zusitzliche Inkubation mit IL-6 stark erhoht (auf einen MFI-Wert
von 17000), jedoch war dieser Effekt auf BMDMs aus I[6ra®™* Miusen nicht zu erken-
nen(siehe Abbildung [6.15)).

Eine Expression von MMR1 war unter MO- und M1-Bedingungen weder in Zellen aus
116ra”™M¥¢! Miusen noch aus Littermate-Kontrollen zu erkennen. Unter M2 Bedingungen wur-
de die Expression auf BMDMs aus beiden Mausgruppen stark induziert, auf einen MFI-Wert
von 18000-20000. Nach der zusitzlichen Stimulation mit IL-6 jedoch stieg die Expression
von MMR1 unter M2 Bedingungen auf Zellen aus Kontrolltieren stark an (MFI von 90000),
wihrend die Expression auf Zellen aus I/6ra®™®
25000) (siehe Abbildung|6.19).

Die Expression von IL-4Ra wurde unter M1-Bedingungen im Vergleich zu MO- oder M2-

vergleichsweise schwach anstieg (MFI von

Bedingungen in BMDMs aus beiden Mausgruppen leicht erhoht, auf einen MFI-Wert von
15000. Die Inkubation mit IL-6 hatte unter M1-Bedingungen keinen Einfluss auf die Expres-
sion von IL-4Ra. Unter MO- und M2-Bedingungen erhohte sich die Expression von IL-4Ra
auf Zellen aus Kontrolltieren durch die zusétzliche Inkubation mit IL-6, auf einen MFI-Wert
von 29000 unter MO- und 17000 unter M2-Bedingungen (siehe Abbildung [6.15]).

Die Ergebnisse zeigen, dass die IL-6 Signaltransduktion einen direkten Einfluss auf die Polari-
sation von M2 Makrophagen hat. Die Expression von den M2 typischen Oberflichenproteinen
MMRI1 und IL-4Ra wird durch IL-6 Signaltransduktion induziert, jedoch wird auch das pro-
inflammatorische, fiir M1 Makrophagen typische, CD38 unter M2-Bedingungen durch IL-6

induziert.

6.3.6 Transkriptomanalyse inflammatorischer Monozyten

Durch die vorhergehenden Versuchen wurde gezeigt, dass fehlende klassische IL-6 Signal-
transduktion auf inflammatorischen Monozyten einen Einfluss auf deren Differenzierung hat.
In den Versuchen konnten jedoch nur ausgewéhlte und spezifische Aspekte der Monozy-
tendifferenzierung untersucht werden. Um einen besseren Uberblick iiber die Effekte der
klassischen IL-6 Signaltransduktion zu erhalten, wurden Leukozyten aus Milzen infizierter
116ra®M¥®! Miuse und Littermate-Kontrollen isoliert. Inflammatorische Monozyten (definiert
als CD11b*, Ly6C*, Grl") wurden mittels FACS sortiert. Aus diesen Zellen wurde Gesamt-
RNA isoliert und mittels RNA-Sequenzierung analysiert. Diese Analyse ermoglicht es quanti-
tative Aussagen iiber Mengen an mRNA und dahergehend ein Vergleich der Mengen zwischen

den Mausgruppen zu treffen, sodass dieser breite Ansatz einen Uberblick iiber Einfliisse der
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klassischen IL-6 Signaltransduktion auf die Differenzierung der inflammatorischen Monozy-
ten ermoglicht. Die Rohdaten der RNA-Sequenzierung sind in Tabelle zu sehen.
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Abbildung 6.16: Clustering der statistisch signifikant differenziell exprimierten Gene
116ra®™*® Miusen und Littermate-Kontrollen wurden mit 2 x 10* Lis-
terien infiziert. An d2 p.. wurden inflammatorische Monozyten (defi-
niert als CD11b*, ly6C*, Grl") aus der Milz mittels FACS sortiert. Die
Gesamt-RNA wurde isoliert, sequenziert und quantitativ analysiert. Dif-
ferenzielle Expression wurde mit bioinformatischen Methoden bestimmt.
Die Gruppen beinhalteten 4 Maiuse, welche individuell analysiert wurden.
Rot/Blau=in //6ra®™* Tieren im Vergleich zu Littermate-Kontrollen hoch-
reguliert/herunterreguliert. Die Gruppierung erfolgte aufgrund der Verinde-
rung in der mRNA-Menge.

Um zu iiberpriifen, ob die differenzielle Genexpression mit den Genotypen korreliert und so-

mit die Deletion der klassischen IL-6 Signaltransduktion auf inflammatorischen Monozyten
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einen kohidrenten Phénotyp zeigen, wurden die Méuse aufgrund der verdnderten Genexpres-
sion (angegeben als log2-fold-change (log2FC)-Wert) der statistisch signifikant differenziell

exprimierten Gene gruppiert. Il6ra™™*!

und Littermate-Kontrollen wurden rein aufgrund der
differenziell exprimierten Gene in zusammengehorende Gruppen sortiert. Das bedeutet, dass
Genexpression innerhalb der Mausgruppen kohérent war und die Daten mit weiterfithrenden

Analysen auswertbar sind.

6.3.6.1 REViGO-Analyse der RNA-Sequenzierungsdaten

Reduce + Visualize Gene Ontology (REViGO) bezeichnet eine Methode zur Gruppierung
und Visualisierung von Genen anhand ihrer Funktionen. Dabei werden die Funktionen der
Gene in definierte Gruppen eingeteilt, die als gene ontology terms (GO-terms) bezeichnet
werden [92]. Bei der Analyse mittels REVIGO werden redundante GO-terms entfernt und
die Daten aufgrund ihrer Ahnlichkeit und ihres log2FC-Werts gruppiert und visualisiert. Dies
ermdglicht einen unbeeinflussten Einblick auf den Einfluss, den die Deletion der klassischen

IL-6 Signaltransduktion auf molekulare Funktionen und Signaltransduktionspfade hat.
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Abbildung 6.17: REViGO Analyse der GO-terms der Kategorie: molecular function
1I6ra®M¥¢! Miusen und Littermate-Kontrollen wurden mit 2 x 10* Listeri-
en infiziert. An d2 p.i. wurden inflammatorische Monozyten (definiert als
CD11b*, Ly6C*, Grl") aus der Milz mittels FACS sortiert. Die Gesamt-RNA
wurde isoliert, sequenziert und quantitativ analysiert. Die differenzielle Ex-
pression wurde mit bioinformatischen Methoden bestimmt. Die GO-terms
der differenziell exprimierten Gene wurden mittels der REVIiGO Methode

AMyel ge-

geniiber Littermate hochreguliert/herunterreguliert) auf der X-Achse und ih-

analysiert und anhand ihres log2FC-Werts (positiv/negativ: in Il6ra

rer thematischen Ahnlichkeit auf der Y-Achse aufgetragen. Die GroRe der
Kreise reprisentiert die Hiaufigkeit des GO-terms. Die Gruppen beinhalteten

jeweils 4 Miuse.

Die GO-terms der differenziell exprimierten Gene wurden aufgrund des log2FC-Werts von
links nach rechts aufgetragen (siche Abbildung[6.3.6.1). Ein negativer Wert bedeutet, dass die
Gene, die zu dem jeweiligen GO-term beigetragen haben, in I[6ra®™*! Miusen im Vergleich
zu Littermate-Kontrollen herunterreguliert sind, wihrend ein positiver Wert das Gegenteil an-
zeigt. GO-terms der Kategorie molecular function wurden analysiert. Gene, die herunterregu-
liert wurden, besitzen die GO-terms interleukin-6 receptor activity und interleukin-6 binding,
was dem Genotyp entspricht. Des Weiteren waren Gene mit den GO-terms ciliary neurotro-
phic factor binding und exopeptidase activity herunterreguliert. Gene, deren GO-terms die
Bindung von RNA beschreiben (poly(A) RNA binding und mRNA3’-UTR binding) und Gene,
welche die G-Proteinaktivitdt beeinflussen (G-protein alpha/beta-subunit binding, heterotri-
meric G-protein binding), waren hochreguliert. Ein weiterer hochregulierter GO-term weist

auf Gene mit Hydrolase Aktivitét hin.
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Abbildung 6.18: REViGO Analyse der GO-terms der Kategorie: biological processes
116ra®M¥*! Miusen und Littermate-Kontrollen wurden mit 2 x 10* Listeri-
en infiziert. An d2 p.i. wurden inflammatorische Monozyten (definiert als
CD11b*, Ly6C*, Grl") aus der Milz mittels FACS sortiert. Die Gesamt-RNA
wurde isoliert, sequenziert und quantitativ analysiert. Die differenzielle Ex-
pression wurde mit bioinformatischen Methoden bestimmt. Die GO-terms
der differenziell exprimierten Gene wurden mittels der REViGO Methode
analysiert und anhand ihres log2FC-Werts (positiv/negativ: in I[6ra®™! ge-
geniiber Littermate hochreguliert/runterreguliert) auf der X-Achse und ihrer
thematischen Ahnlichkeit auf der Y-Achse aufgetragen. Die GroBe der Kreise
reprasentiert die Haufigkeit des GO-terms. Die Gruppen beinhalteten jeweils
4 Miuse

Die GO-terms der differenziell exprimierten Gene der Kategorie biological processes wur-
den analysiert und anhand des zugehorigen log2FC-Werts von links nach rechts aufgetra-
gen. In II6ra®™*-Tieren im Vergleich zu Littermate-Kontrollen waren Gene des GO-term
endocrine pancreas development deutlich herunterreguliert. Hochreguliert waren Gene deren
GO-terms Translation (mRNA transport, regulation of translation) und Proliferation (leukocy-
te proliferation) beschreiben. Des Weiteren waren Gene, welche zu inflammatorischen GO-

terms (IL-13 secretion,positive regulation of superoxid anion generation, positive regulation
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of cytosolic calcium concentration, positive regulation of PI3k signaling, thrombin-activated
receptor signaling pathway, negative regulation of TNF-mediated signaling pathway) zihlen,
in 716ra“M¥®' Miusen im Vergleich zu Littermate-Kontrollen hochreguliert.

Diese Beobachtungen zeigen, dass die Deletion der klassischen IL-6 Signaltransduktion so-
wohl verschiedene inflammatorische Funktionen, als auch grundlegende Zellfunktionen, wie

Proliferation, Translation und Signaltransduktion beeinflusst.

6.4 Einfluss von IL-6 auf die Phagozytoseaktivitat von
inflammatorischen Monozyten

Die Kontrolle von Listerien durch das angeborene Immunsystem der Maus ist in CD38KO
stark eingeschrinkt [96] und Phagozytoseaktivitit wird teilweise durch CD38 kontrolliert [97]].
Das konnte bedeuten, dass auch in 7/6ra“™¥®' Miusen die Phagozytose durch inflammatorische
Monozyten mit niedriger CD38-Expression eingeschrinkt sein konnte. Eine eingeschrinkte
Fahigkeit zur Phagozytose wiirde bedeuten, dass die inflammatorischen Monozyten nicht in
der Lage sind pathogene Bakterien aufzunehmen und abzubauen und so die Infektion zu kla-

ren, wodurch die erhohte Bakterienlast erkldart werden konnte.

6.4.1 Einfluss von IL-6 auf die in vitro Phagozytoseaktivitat

Zunichst wurde der Einfluss von IL-6 auf die Phagozytoseaktivitit in vitro getestet. Dafiir wur-
den Listerien mit 5-Carboxyfluorescein N-Succinimidyl Ester (CFSE) markiert. CFSE ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der in der Lage ist Zellmembranen zu durchdringen. Innerhalb von Zel-
len wird CFSE von zelleigenen Esterasen gespalten und verliert die Fihigkeit Zellmembranen
zu durchdringen und firbt so permanent Zellen an. Aktivierte inflammatorische Monozyten
(definiert als CD11b*, Grl-, Ly6C*) wurden aus Milzen, Lebern und Peritoneallavages, wel-
che einen besonders hohen Anteil an inflammatorischen Monozyten enthalten, von infizierten
116ra™™® Miusen und Kontrolltieren isoliert. Die Zellen wurden mit den CFSE-markierten

Listerien inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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Abbildung 6.19: Einfluss von IL-6 auf die in vitro Phagozytoseaktivitit
116ra®™*® Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Listeri-
en infiziert. Zellen aus Milz, Leber und Peritoneallavage wurden isoliert und
in vitro mit einem Uberschuss an CFSE-markierten Listerien fiir die angege-
bene Zeit inkubiert. Die Analyse der Aufnahme erfolgte mittels Durchfluss-
zytometrie. Inflammatorische Monozyten wurden als CD11b*, Ly6C* und
Gr1- definiert und die CFSE-Fluoreszenz der Zellen wurde als Maf} der auf-
genommen Listerien bestimmt. Die Gruppen beinhalteten jeweils 3 Miuse.
Die Striche reprasentieren den Mean£SEM. Die Signifikanzen innerhalb der
Zeitpunkte wurden mithilfe des Student’s-t-Test bestimmt (keine Annotation

= nicht signifikant).
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Nach der Inkubation mit den CFSE-markierten Listerien stiegen die MFI-Werte der inflamma-

torischen Monozyten mit zunehmender Inkubationszeit an. In inflammatorischen Monozyten
der Leber erhohten sich die Werte von 3000 ohne Inkubation auf 7500 nach 5 Minuten und
16000 nach 60 Minuten Inkubation. Ahnlich zum Anstieg der MFI-Werte in der Leber er-

hohten sich die Werte in inflammatorischen Monozyten der Milz von 3000 auf 7500 nach 5

Minuten. Nach 60 Minuten wurde nur ein minimaler Anstieg beobachtet. Bei inflammatori-

schen Monozyten aus der Peritoneallavage steigen die MFI-Werte von 3000 ohne Inkubation
auf 15000 nach 5 Minuten und 33000 nach 60 Minuten an. Unterschiede zwischen den Maus-

gruppen konnten jedoch nicht festgestellt werden.
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6.4.2 Einfluss von IL-6 auf die in vivo Phagozytoseaktivitat

Fiir die Bestimmung der in vivo Phagozytoseaktivitit wire es moglich, den bereits infizierten
116ra™™*® Miusen und Littermate-Kontrollen kurz vor der Analyse eine hohe Dosis CFSE-
markierter Listerien zu injizieren und die Aufnahme mittels Durchflusszytometrie direkt ex
vivo zu bestimmen. Um ein verldssliches Signal zu erhalten wire jedoch eine letale Liste-
riendosis notig gewesen. Deshalb injizierten wir Fluorochrom-markierte Latex-Beads, wel-
che unspezifisch von phagozytierenden Zellen aufgenommen werden und im Durchflusszy-
tometer mithilfe der Fluoresezenz der Latex-Beads in den phagozytierenden Zellen nachge-
wiesen werden konnen [98]]. Diese Latex-Beads wurden den infizierten Tieren kurz vor der
Analyse i.v. gespritzt und Zellen aus Leber und Milz isoliert. Die Analyse der Granulozyten
(CD11b*,Ly6C™, Grl1*) und inflammatorischen Monozyten (CD11b*, Grl-, Ly6C*) erfolgte

mittels Durchflusszytometrie.
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Abbildung 6.20: Einfluss von IL-6 auf die in vivo Phagozytoseaktivitit von neutrophilen

Granulozyten

116ra®M¥¢! Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Lis-
terien infiziert. An d2 p.i. wurden den Miusen i.v. 1:25 in PBS verdiinnte
yellow-green fluorescent FluoSpheres® Carboxylate-Modified Microsphe-
res, 0.5 pm 1.v. injiziert. Zellen aus Milz und Leber wurden 1 h nach Injekti-
on isoliert und die Aufnahme der Beads durch die Granulozyten (definiert als
CD11b*, Ly6C™, Gr1*) wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Jede
Versuchsgruppe beinhaltete 6 bis 7 Miuse. Ein reprisentatives Experiment
von zwei ist dargestellt. Die Striche repriasentieren Mean+SEM. Die Signifi-
kanzen wurden mittels zweifaktorieller ANOVA bestimmt (keine Annotation
= nicht signifikant; * = p < 0,05; *** = p < 0,001).

Neutrophile Granulozyten aus Lebern und Milzen infizierter Littermate-Kontrollen waren in

einem groferen

Mausen, jedoch

MaBe dazu in der Lage Latex-Beads aufzunehmen als jene aus I[6ra”™!

war ein signifikanter Unterschied nur bei CD38* neutrophilen Granulozy-
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ten der Milz zu beobachten (7,5% zu 6%). Zusitzlich zeigten innerhalb der Mausgruppen
CD38" neutrophile Granulozyten aus infizierten Miuse eine signifikant erhohte Aufnahme
von Latex-Beads im Vergleich zu CD38" neutrophilen Granulozyten (sieche Abbildung [6.20).
Diese Beobachtungen zeigen eindeutig, dass Deletion der klassischen IL-6 Signaltransdukti-
on auf myeloiden Zellen die Phagozytoseaktivitit von neutrophilen Granulozyten beeinflusst.

Auch die Expression von CD38 korreliert mit der Phagozytoseaktivitét.
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Abbildung 6.21:
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Einfluss von IL-6 auf die in vivo Phagozytoseaktivitit von inflammatori-
schen Monozyten

116ra®™® Miuse und Littermate-Kontrollen wurden i.v. mit 2 x 10* Lis-
terien infiziert. An d2 p.i. wurden den Méiusen i.v. 1:25 in PBS verdiinnte
yellow-green fluorescent FluoSpheres® Carboxylate-Modified Microsphe-
res, 0.5 pm i.v. injiziert. Zellen aus Milz und Leber wurden 1 h nach In-
jektion isoliert und die Aufnahme der Beads durch die inflammatorischen
Monozyten (definiert als CD11b*, Ly6C*, Grl") wurde mittels Durchfluss-
zytometrie analysiert. Jede Versuchsgruppe beinhaltete 6 bis 7 Mause. Ein
reprasentatives Experiment von zwel ist dargestellt. Die Striche reprisentie-
ren Mean+SEM. Signifikanzen wurden mittels zweifaktorieller ANOVA be-
stimmt (keine Annotation = nicht signifikant; * = p < 0,05).

Auch CD38* inflammatorische Monozyten aus I/6ra“™*®! und Littermate-Kontrollen zeigten
eine erhohte Aufnahme von Latex-Beads. In der Leber zeigten CD38* (20% zu 25%) und

CD38 (10% zu 20%) inflammatorische Monozyten aus /l6ra“™¥®! Miusen eine signifikant re-
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duzierte Aufnahme von Latex-Beads im Vergleich zu den jeweiligen Zellen aus Kontrolltieren
(siehe Abbildung [6.21). Eine dhnliche Verteilung war in inflammatorischen Monozyten aus
der Milz zu erkennen (jeweils 11-12% zu 15-16%), die Unterschiede waren jedoch nicht signi-
fikant. Klar zu sehen ist jedoch, dass inflammatorische Monozyten durchschnittlich eine hohe-
re Aufnahme der Latex-Beads als neutrophile Granulozyten zeigten (sieche Abbildung [6.20),
wodurch ihre Rolle als wichtigster phagozytierender Zelltyp unterstiitzt wurde. Die Beobach-
tungen zeigen auch, dass CD38 die Phagozytoseaktivitét positiv beeinflusst und dass neutro-
phile Granulozyten und inflammatorischen Monozyten, die Defekte in der klassischen IL-6
Signaltransduktion haben, eine schlechtere Phagozytoseaktivitit aufweisen. Bereits in Abbil-
dung konnte gezeigt werden, dass inflammatorische Monozyten aus /I6ra“™¥®' Miusen
signifikant weniger CD38 exprimieren. Ob die Verschlechterung der Phagozytoseaktivitit von
inflammatorischen Monozyten aus I[6ra“™¥*' Miusen jedoch durch das Fehlen von CD38 aus-
gelost wird, oder ob es sich um unabhingige Effekte handelt, ldsst sich aus den Daten nicht

eindeutig schliefen.
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7 Diskussion

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin mit sowohl pro- als auch antiinflammatorischen Eigenschaf-
ten [63], welches in bakteriellen Infektionen eine wichtige Rolle spielt [99]. Die Signaliiber-
tragung von IL-6 erfolgt iiber den IL-6 Rezeptor. Dieser besteht aus der Interleukin-6 Re-
zeptor o-Untereinheit (IL-6Ra), welche keine intrazelluldre Signalfunktion besitzt, und dem
signalgebenden gp130 Rezeptor. Losliches IL-6 bindet an ein membrangebundenes IL-6Ro
Molekiil, welches darauthin ein gp130 Molekiil rekrutiert. Dieser IL-6/IL-6Ra/gp130 Kom-
plex homodimerisiert mit einem weiteren, gleich aufgebauten Komplex und bildet so den he-
xameren Signalkomplex [83]. Die Signaltransduktion iiber diesen Komplex wird klassische
IL-6 Signaltransduktion genannt [63]]. Die klassische IL-6 Signaltransduktion ist aufgrund
der auf Leukozyten und Hepatozyten begrenzten Expression von IL-6Ra auf diese Zellty-
pen beschrinkt [82]]. Losliche IL-6Ro Untereinheiten, produziert durch proteolytische Ab-
spaltung oder alternatives Spleilen, sind auch in der Lage IL-6 zu binden. Diese 16slichen
Komplexe konnen wiederum membrangebundenes gp130 binden und die so genannte Trans-
Signaltransduktion auslésen. Da gp130 ubiquitir exprimiert wird, wird das Wirkspektrum so
auf alle somatischen Zellen erweitert [85]. Der dritte IL-6 Signalweg ist die kiirzlich beschrie-
bene IL-6 Cluster-Signaltransduktion. SIRPo* dendritische Zellen beladen intrazelluldr mem-
branstdndige IL-6Ra Untereinheiten mit IL-6 und présentieren diese Komplexe in der immu-
nologischen Synapse den antigenerkennenden T-Zellen. Die gp130 Molekiile der T-Zellen sind
daraufhin in der Lage die IL-6/IL-6Ra Komplexe der dendritischen Zelle zu binden, wodurch
ein IL-6 Signal in der T-Zelle ausgelost wird [91]. In vorhergehenden Arbeiten konnten wir
bereits zeigen, dass IL-6 wihrend der Listerieninfektion eine entscheidende Rolle spielt [69].
Unklar war jedoch, fiir welche Zellen IL-6 wihrend der Listerieninfektion essentiell ist und

welcher IL-6 Signalweg fiir die Effekte verantwortlich ist.

76



7.1 IL-6 ist essentiell fir die Listerienkontrolle durch
myeloide Zellen

Da in unserer vorhergehenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass IL-6 in der frithen Phase der
Infektion und deshalb vermutlich in der angeborenen Immunantwort wichtig ist [69], entschie-
den wir uns, uns auf die Zellen der myeloiden Linie zu konzentrieren. Um den Einfluss von
IL-6 auf diese Zellen zu untersuchen, wurde das 1l6ra™™ x LysM®™* (I16ra®™¥*") Mausmo-
dell verwendet. In diesen Méusen fehlt Zellen, die LysM exprimieren, die membransténdige
IL-6Ra Untereinheit. LysM wird von inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Gra-
nulozyten exprimiert [[100], was dazu fiihrt, dass diese Zellpopulationen nicht mehr auf klas-
sische aber immer noch auf Trans-Signaltransduktion reagieren. Die Kontrolle von Listerien
hiingt gerade in der frithen Phase stark von Zellen der myeloiden Linie ab, insbesondere von
inflammatorischen M1 Makrophagen, welche aus inflammatorischen Monozyten differenzie-
ren [22, 23] [26]. Neutrophile Granulozyten spielen in vielen bakteriellen Infektionsmodellen,
wie zum Beispiel bei der Infektion mit Citrobacter rodentium oder Clostridium difficile, eine
wichtige Rolle fiir die erfolgreiche Kontrolle der Bakterien [[101, [102]]. In der Kontrolle von
Infektionen mit intrazelluldren Bakterien, wie zum Beispiel Salmonella typhimurium, spielen
neutrophile Granulozyten aber nur eine untergeordnete Rolle [103]]. Auch bei der Kontrolle
von L. monocytogenes ist die Bedeutung von neutrophilen Granulozyten umstritten [[104,105].
Um zu analysieren, ob die Einschriankung der klassischen IL-6 Signaltransduktion in mye-
loiden Zellen einen Einfluss auf die Kontrolle der Listerieninfektion hat, wurden Il6ra®M¢!
Miuse und Kontrolltiere infiziert und die Bakterienlast zwei Tage nach Infektion in Milz und
Leber, den Zielorganen der Listerien in der Maus [J5], bestimmt. Dabei konnten wir zeigen,
dass Miuse, deren inflammatorische Monozyten und neutrophile Granulozyten nicht in der
Lage sind die IL-6Ra-Untereinheit zu exprimieren, stark in ihrer Fahigkeit die Listerieninfek-
tion in der Leber zu kontrollieren eingeschriankt waren. Die Einschrinkung der Listerienkon-

trolle war in den Milzen von Il6ra®M¥¢! MiAusen nicht zu beobachten.

7.2 IL-6 hat keinen Einfluss auf die Verteilung und
Motilitat von myeloiden Zellen

L. monocytogenes ist ein intrazellulidres Pathogen, welches in der etablierten Infektion weit-
gehend auf die Zielorgane beschrinkt bleibt. Deshalb ist es fiir die Kontrolle der Infektion

essentiell, dass bakteriozide Effektorzellen zu Infektionsherden in diesen Organen rekrutiert

7



und dort aktiviert werden. Fiir die Kontrolle von Listerien ist bekannt, dass das Chemokin
CCL2 fiir die Mobilisierung von inflammatorischen Monozyten aus dem Knochenmark und
die Rekrutierung in die Infektionsherde erforderlich ist [22]. Auch mikrobielle Bestandtei-
le, wie zum Beispiel N-formylierte bakterielle Peptide, werden von Zellen des angeborenen
Immunsystems erkannt und wirken auf diese Zellen als Chemoattraktant. Diese Peptide akti-
vieren zum Beispiel in neutrophilen Granulozyten den FPR und induzieren dadurch die Mo-
bilisierung der Zellen [48, 49].

Der Einfluss von IL-6 auf die Rekrutierung durch CCL2 und FMLP ist nicht eindeutig ge-
klért. IL-6 induziert in Myelomzellen [[106]] und in sowohl humanen peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs) als auch in der promonozytischen U937 Zelllinie [[107]] die Produktion
von CCL2. Auch kann IL-6 direkt als Chemokin fungieren, indem es die Zellmigration und
Transmigration durch Endothelzellen von Monozyten stimuliert [108]]. Ein direkter Einfluss
von IL-6 auf die Rekrutierung durch CCL2 und FMLP wihrend der Infektion wurde nicht
beschrieben.

Um festzustellen, ob die eingeschrinkte klassische IL-6 Signaltransduktion die Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten in unserem Modell beein-
flusst, wurden Miuse mit Listerien infiziert und die relativen Anteile der inflammatorischen
Monozyten und neutrophilen Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl in Leber und Milz
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Der Anteil an inflammatorischen Monozyten und neu-

AMyel_y1nd Kontroll-

trophilen Granulozyten war sowohl in Lebern als auch in Milzen von [l6ra
méiusen identisch.

Moglicherweise werden die inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten
zwar erfolgreich aus dem Knochenmark und der Zirkulation in Milz und Leber rekrutiert, fin-
den aber nicht den Weg zum Infektionsherd innerhalb des Zielorgans. Um die Migration direkt
zu analysieren, wurde ein Chemotaxis-Assay durchgefiihrt. In einem Transwell-Assay wurde
die Migration von Zellen aus Milzen infizierter I/6ra®“™* Miuse und Littermate-Kontrollen
in Richtung einer erhohten CCL2 und FMLP Konzentration getestet. Als Mal} der Migration
wurde der Chemotaxis Index bestimmt. Die Migration von inflammatorischen Monozyten aus
116ra®™® Miusen war weder zu CCL2 noch zu FMLP eingeschriinkt. Im gleichen Ansatz
wurden auch die neutrophilen Granulozyten analysiert. Hierbei zeigte sich keine Migration
dieser Zellen mit den verwendeten Chemokinen.

SchlieBlich wurden histologische Schnitte von Lebern und Milzen infizierter Tiere angefertigt
und F4/80* Zellen angefirbt. F4/80 ist auf inflammatorischen Monozyten und auf Makropha-
gen, welche aus diesen Zellen differenzierten, exprimiert. Zwischen 116ra®™e Miusen und

Littermate-Kontrollen bestand kein Unterschied in der Anzahl von F4/80* Zellen, was sich in
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der statistischen Auswertung der F4/80* Fliche bestitigte.

Dieses Ergebnis ist im Einklang mit Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe in Médusen mit
einem kompletten IL-6 Knockout. Auch dort wurden nur geringe Veridnderungen in der Ak-
kumulation von inflammatorischen Monozyten und Granulozyten in Milz und Leber festge-
stellt [[69]. CCL2 wird von Endothelzellen nach Stimulation mit IL-6 sezerniert [[109, [110]].
Die Einschriankung der klassischen IL-6 Signaltransduktion auf myeloiden Zellen sollte kei-
nen Effekt auf die IL-6 Wirkung auf diese Zellen haben. Es kann auch nicht ausgeschlossen
werden, dass in unserem Infektionsmodell CCL2 unabhiéngig von IL-6 induziert wird. Die
Rolle von IL-6 auf die Induktion des CCR2 wird nachfolgend diskutiert. Insgesamt zeigen un-
sere Ergebnisse, dass die eingeschrinkte Listerienkontrolle in der Leber der I[6ra®™¢! Miuse

nicht auf einer verminderten Rekrutierung von myeloiden Zellen beruht.

7.3 IL-6 beeinflusst die Differenzierung und die
Aktivierung inflammatorischer Monozyten

Die Differenzierung von inflammatorischen Monozyten wird von IL-6 auf verschiedene Arten
beeinflusst. IL-6 fordert die Reifung von Monozyten hin zu Makrophagen, welche eine Vor-
aussetzung fiir die Bildung des bakterioziden Phénotyps ist, durch die Induktion des M-CSF-
Rezeptors [76]. Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise, dass IL-6 die Expression der IL-4Ra-
Untereinheit fordert [40] und die Differenzierung von Monozyten zu antiinflammatorischen
M?2 Makrophagen induziert. IL-6 kann deshalb sowohl pro- als auch antiinflammatorisch auf
die Differenzierung der Monozyten wirken. Das Ziel der folgenden Experimente war her-
auszufinden, ob die geringere Listerienkontrolle in /l6ra®“™*' Miusen durch eine verinderte
Differenzierung der inflammatorischen Monozyten durch die Inhibition der klassischen IL-6
Signaltransduktion verursacht wurde.

Zunachst wurde die mRNA-Menge von Genen, die spezifisch von inflammatorischen Mono-
zyten exprimiert werden, in Lebern von naiven und infizierten Tieren untersucht. IL-13 ist
ein proinflammatorisches Zytokin, welches in einer pro-Form exprimiert und durch das In-
flammasom zum aktiven Zytokin prozessiert wird. IL-13 wird wihrend der Listerieninfektion
produziert [[111] und ist an der Listerienkontrolle entscheidend beteiligt [[112]]. Die Expression
der mRNA von IL-13 wurde durch die Infektion induziert. Jedoch war die Menge an mRNA
unabhiingig von der klassischen IL-6 Signaltransduktion im Lebergewebe der infizierten Miu-
se.

Auch die mRNA-Menge von iNOS, ein Enzym, welches essentiell fiir das Toten der Listerien
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durch Phagozyten ist [26], war nach der Infektion mit L. monocytogenes in einem hoéheren
MaBe vorhanden. Die IL-6 Signaltransduktion hatte jedoch auch hier keinen Einfluss auf die
Intensitit der iNOS-Expression. Es gibt zwar Hinweise, dass die IL-6 Signaltransduktion eine
iNOS-Produktion induzieren kann [113]], jedoch beruhen diese Ergebnisse auf in vitro Ana-
lysen in Zelllinien. Die iNOS-Expression wird jedoch hauptsichlich durch TLR vermittelte
Signale [[114, [115], wie im Falle der Listerieninfektion iiber die Erkennung von LTA durch
TLR2 oder Flagellin durch TLRS, induziert, die in unserem Mausmodell die fehlende IL-6
Signaltransduktion kompensieren konnen.

Die Transkription von IL-6 wurde nur geringfiigig durch die Infektion induziert. Die Induktion
der Expression in der Leber war nicht signifikant, was zu von uns veroffentlichten Ergebnissen
passt [69]. Fiir die IL-6-Expression gibt es Hinweise, dass sie autoinduzierbar ist [116], dies
jedoch hauptsédchlich durch Trans-Signaltransduktion vermittelt wird. Die Trans-Signaltrans-
duktion ist in Il6ra®™e!, jedoch nicht in 7I6KO Tieren vorhanden. IL-6 wird durch eine Viel-
zahl an anderen Signalen, wie zum Beispiel IFNy, TNFo oder IL-1f3 [117, 118} [119], wihrend
der Infektion induziert, die in der Lage sind das Fehlen der IL-6 Signaltransduktion zu kom-
pensieren. Dass IL-6 mRNA auch in /I6KO Tieren detektiert wurden, obwohl das Gen in
diesen Miusen deletiert wurde, ist dadurch zu erkliren, dass die verwendeten Primer die nicht
deletierten Bereiche der mRNA erkennen, welche noch produziert werden.

Die mRNA-Menge von CD38, einer ADPR-Hydrolase, die essentiell fiir die Kontrolle von
L. monocytogenes ist [96], wurde durch die Infektion nicht beeinflusst. CD38 wird von einer
Vielzahl von Zellen, wie zum Beispiel von T-Zellen exprimiert, sodass eine Veridnderung der
CD38 mRNA-Transkription in myeloiden Zellen im gesamten Lebergewebe nicht detektierbar
ist.

Neben der Transkription von Genen, die typischerweise von inflammatorischen Monozyten
exprimiert werden, wurden Oberfldchenproteine, die charakteristisch fiir die Differenzierung
oder den inflammatorischen Phédnotyp von inflammatorischen Monozyten sind, untersucht.
MMRI1 und IL-4Ra sind Oberflichenmolekiile, welche typisch fiir antiinflammatorische M2
Makrophagen sind [[120]. Die Expression von MMR1 wurde nicht durch das Fehlen der klassi-
schen IL-6 Signaltransduktion beeinflusst, jedoch war die Expression des IL-4Ra stark einge-
schrinkt. Dieses Ergebnis zum IL-4Ra bestitigt kiirzlich verdffentlichte Ergebnisse zur 1L-6
Wirkung auf Monozyten [40]]. Jedoch war auch die Expression von CD38, ein Molekiil, wel-
ches charakteristisch fiir proinflammatorische M1 Makrophagen ist [120], durch das Fehlen
der klassischen IL-6 Signaltransduktion stark inhibiert.

Eine weitere Beobachtung ist, dass die Oberflichenmolekiile CD62L und MHC II auf inflam-

matorischen Monozyten aus infizierten /l6ra®“™® Miusen im Vergleich zu Zellen aus Kon-
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trolltieren stidrker exprimiert waren. Die Hochregulation dieser Molekiile suggeriert einen ak-
tivierteren Phédnotyp der inflammatorischen Monozyten, welcher mit einer verbesserten Bak-
terienkontrolle assoziiert ist [121, [122]. Da die Bakterienlast in /6ra®™* Tieren erhoht war,
war in diesen Tieren eine erhohte inflammatorische Umgebung vorhanden. Dadurch ist ein
erhohter inflammatorischer Phdnotyp der inflammatorischen Monozyten zu erwarten.

Die Oberflichenexpression der Chemokinrezeptoren CCR2 und CX3CR1 war zwischen den
Mausgruppen identisch, was zu den vorherigen Beobachtung der unverinderten Migration der
inflammatorischen Monozyten passen wiirde.

Um festzustellen, ob die veridnderte Expression der Oberflichenmolekiile mit einer verinder-
ten Differenzierung der Populationen einhergeht, wurde eine unvoreingenommene Populati-
onsanalyse mithilfe der t-SNE Methode durchgefiihrt. Bei dieser Analyse handelt es sich um
eine Dimensionsreduktion hochdimensionaler Daten. Dabei wurden drei Populationen iden-

AMyel ynd Kontrollméusen vorhan-

tifiziert, die in unterschiedlichem Mafle in infizierten [l6ra
den war. Bei Populationen 1 und 2, die in 116ra®™*! Tieren expandiert waren, handelt es sich
vermutlich um Granulozyten. Die Beteiligung von Granulozyten an der Kontrolle einer Liste-
rieninfektion ist umstritten [[104] [105]]. Da Ii6ra®M¥¢! Miuse die Listerieninfektion schlechter
kontrollieren konnen, sind diese Populationen méglicherweise nicht an der Kontrolle betei-
ligt. Eine ndhere Aussage iiber die Zellen dieser Populationen, welche moglicherweise un-
reife oder apoptotische Granulozyten sind, ist erst nach weiteren Analysen von zusétzlichen

AMyel Tjeren vermindert war,

Oberflichenproteinen moglich. Bei Population 3, welche in Il6ra
handelt es sich moglicherweise um dendritische Zellen oder gewebestindige Makrophagen,
wie zum Beispiel Kupffer-Zellen in der Leber. Es wurde gezeigt, dass CX3CRI1 eine wich-
tige Rolle bei der Induktion der Migration dendritischer Zellen in der Salmonelleninfektion
spielt [123]]. Ein dhnlicher Mechanismus konnte bei der Listerieninfektion eine Rolle spielen,
was ein Faktor bei der verminderten Kontrolle der Infektion in /I6ra®™¥®' Miusen sein konnte.
Da diese Population in /l6ra“™* Miusen vermindert war, sind die Zellen dieser Population
eventuell an der Kontrolle der Listerieninfektion beteiligt. Um die Population eindeutiger zu
definieren, sind weitere Analysen notwendig.

In einer weiteren Serie von Analysen wurde untersucht, ob die Expression von TNFo und IL-6
von inflammatorischen Monozyten zwischen den Mausgruppen Unterschiede aufzeigte. Dazu

AMyel ynd Kontrollmzusen mit LPS stimuliert.

wurden Leukozyten aus Milzen infizierter /l6ra
Die Zytokinproduktion war sowohl im Anteil der produzierenden inflammatorischen Monozy-
ten als auch in der Produktionsstirke zwischen den Mausgruppen nahezu identisch mit einer
Tendenz zur hoheren Zytokinproduktion in Zellen von Il6ra®™¥¢' Tieren. Die erhchte Pro-

duktion dieser inflammatorischen Zytokine, die wesentlich fiir die angeborene Immunantwort
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gegen Listerien sind [26} 69], wiirde fiir eine verbesserte Fahigkeit zur Listerienkontrolle in
116ra®™*® Tieren sprechen. Diese Beobachtung kann, wie zuvor beschrieben, durch die ver-
starkt inflammatorische Umgebung, welche von der erhohten Listerienlast verursacht wurde,
erklart werden.

Um zu kldren, ob IL-6 einen direkten Einfluss auf die Differenzierung von Monozyten zu
M1 oder M2 Makrophagen hat, wurden Knochenmarksmakrophagen (bone marrow-derived
macrophages) (BMDM) unter MO, M1 und M2 polarisierenden Bedingungen inkubiert und
zusitzlich mit IL-6 behandelt. Die CD38-Expression, die typisch fiir proinflammatorische M1
Makrophagen ist [[120], war unter MO Bedingungen nicht nachweisbar, wurde jedoch unter
M1 Bedingungen, unabhingig von der IL-6 Behandlung, stark hochreguliert. Unter M2 Be-
dingungen war CD38 nicht auf der Oberfliche der Zellen zu finden. Wurden BMDM aus
Kontrolltieren unter M2 Bedingungen mit IL-6 behandelt, so wurde auch in diesen Zellen die
CD38-Expression induziert. Moglicherweise nehmen dadurch die normalerweise regenerati-
ven M2 Makrophagen einen eher proinflammatorischen Phinotyp an und sind in der Lage
die Beseitigung der Erreger zu unterstiitzen. Eine andere Moglichkeit wire, dass CD38 in M2
Makrophagen eine nicht bakteriozide Funktion hat. Die Expression des fiir M2 Makrophagen
typischen MMR1 war unter M2 Bedingungen durch IL-6 induzierbar. Auch wurde die Ex-
pression des IL-4Ra unter MO und M2 Bedingungen in Kontrolltieren durch IL-6 induziert,
was mit bereits publizierten Ergebnissen

tibereinstimmt [40]. Die Beobachtungen dieser in vitro Versuche deuten auf eine essentielle
Rolle von IL-6 in der Differenzierung von regenerativen M2 Makrophagen hin. Klassische IL-
6 Signaltransduktion induziert das fiir die Listerienkontrolle essentielle CD38 [96] und wirkt
iber diesen Mechanismus moglicherweise auf die Bakterienlast wihrend der Infektion.

In einem weiteren Ansatz wurde untersucht, ob sich die beobachteten Verianderungen der Dif-
ferenzierung der inflammatorischen Monozyten auch auf der Transkriptomebene widerspie-
geln. Zu diesem Zweck wurden inflammatorische Monozyten aus Milzen infizierter 1/6ra™™*!
und Kontrollmiuse mittels FACS isoliert und das Transkriptom der Zellen durch RNA-Sequen-
zierung analysiert. Aus der Anzahl der mRNA-Spezies wurde die Expressionsstidrke der Gene
ermittelt. Die Verdnderung der Transkription im Vergleich zum Mittelwert aller Méduse wurde
berechnet und als log2-fold-change (1og2FC)-Wert angegeben. Die Signifikanz der jeweiligen
differenziellen Transkription wird iiber den bereinigten P (pAdj)-Wert angegeben. Alle Gene
mit einem pAdj-Wert unter 0,1 gelten als signifikant differenziell transkribiert.

Um festzustellen, ob sich die Transkription innerhalb der Mausgruppen @hnelt und die Da-
ten somit weiterverwendbar sind, wurden alle signifikant differenziell exprimierten Gene un-

voreingenommen durch einen Clustering-Algorithmus in Gruppen eingeteilt. Dabei wurden
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die Miuse automatisch aufgrund der differenziellen Transkription in Kontroll- und /i6ra”M¥!

Gruppen eingeteilt, was bedeutet, dass die Genexpression innerhalb der Mausgruppen kohi-
rent war.

Fiir die Analyse der Verdnderung des Transkriptoms durch die Hemmung der klassischen
IL-6 Signaltransduktion wurden die gene ontology terms (GO-terms) der differenziell tran-
skribierten Gene analysiert. Bei den GO-terms handelt es sich um eine Zuordnung von Genen
zu bestimmten Funktionen. Verschiedene Gene konnen mit den selben GO-terms beschrie-
ben werden, da sie redundante Funktionen besitzen oder am selben Signaltransduktionsweg
beteiligt sind [[124]. Ist ein genereller Prozess durch die Hemmung der klassischen 1L-6 Si-
gnaltransduktion gestort, so ist moglicherweise die Transkription mehrerer Gene mit eben
diesem GO-term differenziell reguliert. Uber die Analyse der GO-terms ist es somit moglich
durch IL-6 regulierte Prozesse zu identifizieren. Ein Werkzeug zur Analyse und Visualisierung
der GO-terms ist REViGO. Von diesem Programm werden redundante GO-terms entfernt und
die verbliebenen anhand ihrer Héaufigkeit, thematischen Ahnlichkeit und, in unserer Analyse,
anhand des log2FC-Wertes angeordnet [92].

GO-terms lassen sich in drei Kategorien aufteilen. In den folgenden Analysen wurden die GO-
terms der Kategorien molecular function und biological processes analysiert. Die Auswertung
der GO-terms Kategorie cellular component ist nicht dargestellt, da die Analyse keine re-
levanten Erkenntnisse erbrachte. In einem ersten Ansatz wurden die GO-terms, welche zur
Kategorie molecular function gehoren, mit REViGO analysiert und visualisiert. Die Katego-
rie molecular function beschreibt dabei die biochemische Aktivitit eines Genprodukts, ein-
schlieBlich der Interaktion mit extrazelluldren Liganden und intrazelluldren Strukturen [124]].
In der REViGO-Analyse ist zu erkennen, dass in inflammatorische Monozyten aus /l6ra~™¢!
Miusen Gene mit den GO-terms, die eine Interleukin-6 Rezeptoraktivitit beschreiben, schwi-
cher induziert waren. Dieses Ergebnis bestitigt die erfolgreiche Deletion des Rezeptors. Des
Weiteren waren Gene, deren GO-terms die Bindung des ciliary neurotrophic factor (CNTF)
beschreiben, vermindert. IL-6Ra kann als o-Kette des CNTF Rezeptors dienen, sodass die De-
letion von IL-6Ra auch zur Reduktion der CNTF Aktivitit fiihrt [[125]]. Weiterhin waren Gene,
welche mit dem GO-terms exopeptidase activity beschrieben werden, vermindert. Aktivie-
rung von Dipeptidyl-Peptidasen, welche zu den Exopeptidasen gehoren, fiihrt zur Inhibition
der Differenzierung von M1 Makrophagen [126]]. Durch direkte Interaktion oder tiberlappende
Effekte der verminderten klassischen IL-6 Signaltransduktion wird moglicherweise die Akti-
vitdt von den Peptidasen und somit die Differenzierung der Makrophagen beeinflusst. Ver-
starkt exprimiert waren Gene, deren GO-terms die Bindung von Proteinen an RNA beinhalten
(poly A RNA binding, mRNA 3’-UTR binding). Proteine mit diesen GO-terms spielen eine
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Rolle in der Regulation der Translation durch die Veridnderung des mRNA-Metabolismus. Po-
ly(A) bindende Proteine beeinflussen zum Beispiel die Poly-/Deadenylierung, den Export, die
Uberwachung, die Translation und die Degradation von mRNA [127]. Den 3’-UTR binden-
den Proteinen wird eine d@hnliche Funktion in der Aktivierung oder Repression der Translation
und in der Lokalisierung der mRNA zugeschrieben [128]. Die Verdnderungen in der Diffe-
renzierung sind moglicherweise eine Folge oder auch eine Ursache der verdnderten Trans-
lationskontrolle. Die Verdnderungen der RNA-Stabilitdt durch die Deletion des IL-6Ra sind
unerwartet und erfordern weitere Analysen. Des Weiteren waren Gene, deren GO-terms die
Beeinflussung der G-Proteinaktivitit beschreiben (G-protein alpha/beta-subunit binding, he-

terotrimeric G-protein binding), in inflammatorischen Monozyten aus I/6ra”™!

im Vergleich
zu jenen aus Kontrollmiusen hochreguliert. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bilden die gro83-
te Familie an Proteinen im Genom von Sédugetieren. Signale von G-Protein-gekoppelten Re-
zeptoren sind in fast allen physiologischen Prozessen, wie zum Beispiel in der Hormon- und
Enzymsekretion und Proliferation, involviert und dadurch an vielen Prozessen der Immun-
antwort beteiligt [129]]. Dies wiirde eine Verbindung zum verédnderten Differenzierungsprofil
in inflammatorischen Monozyten aus 116ra®™ye! Miusen herstellen. SchlieBlich waren Gene,
deren GO-terms die Hydrolaseaktivitdt von Kohlenstoff-Stickstoff Bindungen beschreiben, in
inflammatorischen Monozyten aus //6ra®™¥*' Miusen hochreguliert. Hydrolasen spielen im
Metabolismus von Zellen eine Rolle und werden von Monozyten zu vielen Zwecken produ-
ziert, zum Beispiel intrazelluldr zum Verdau von Pathogenen im Lysosom oder extrazellulér
zum Abbau von extrazelluldrer Matrix. Auch diese Verdnderungen sprechen fiir eine verén-
derte Differenzierung der inflammatorischen Monozyten.

Neben den GO-terms der Kategorie molecular function wurden auch die GO-terms der Ka-
tegorie biological processes analysiert. Die Kategorie der biological processes beschreibt die
biologische Funktion zu der ein Genprodukt beitrigt [124]. Die GO-terms dieser Kategorie
beschreiben zum Teil dhnliche oder auch iiberlappende Effekte wie die GO-terms der Kate-
gorie molecular function. So waren Gene, welche fiir mRNA-Transport und Regulation der
Translation wichtig sind, in inflammatorischen Monozyten aus /l6ra*™¥¢! Miusen hochregu-
liert. Zusitzlich waren Gene, deren GO-terms proinflammatorische Prozesse umfassen, hoch-
reguliert. Gene, deren GO-terms die IL-1[3 Sekretion, die Thrombin-aktivierte Rezeptorsignal-
transduktion [130], die positive Regulation der PI3K-Signaltransduktion, die Regulation der
cytosolischen Calcium Konzentration und die Superoxid Generation beinhalten, waren in in-
flammatorischen Monozyten aus I[6ra®™*! Miusen stirker exprimiert. Dieses proinflamma-
torische Expressionsprofil entspricht den vorherigen Beobachtungen, dass inflammatorische

Monozyten aus /[6ra*™*°! Miusen mehr inflammatorische Oberflichenmolekiile und tenden-
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ziell hohere Konzentrationen an inflammatorischen Zytokinen produzieren. Das Profil passt
auch zum Ergebnis, dass IL-6 auf inflammatorischen Monozyten die Expression des IL-4Ra
und somit die Differenzierung von antiinflammatorischen Makrophagen induziert. Fillt diese
Induktion weg, differenzieren inflammatorische Monozyten moglicherweise bevorzugt in den
proinflammatorischen M1 Subtyp.

Da 1l6ra®™ Miuse die Listerieninfektion schlechter kontrollieren, haben wir weniger Ma-
krophagen und Monozyten des inflammatorischen M1 Subtyps, welcher zur Kontrolle der
Infektion beitrdgt, in diesen Méusen erwartet. Alle Analysen deuten jedoch darauf hin, dass
in 116ra®™¥® Miusen nach der Infektion mit L. monocytogenes sogar mehr M1 Makrophagen
vorhanden sind. Dafiir gibt es zwei mogliche Erkldrungen. Zum einen konnte es sich, wie
schon vorher vermutet, um einen sekundiren Effekt handeln. 716ra®™! Miuse sind schlech-
ter in der Lage die Listerien zu kontrollieren, sodass die Entziindung in diesen Méusen groB3er
ist. Durch das erhohte inflammatorische Milieu entstehen darauthin vermehrt M1 Makropha-
gen. Zum anderen wire es moglich, dass die strikte Unterteilung der Makrophagen in M1
Makrophagen, welche primér proinflammatorisch sind, und M2 Makrophagen, welche primér
antiinflammatorisch sind, nicht auf die Listerieninfektion anwendbar ist. Es konnte sein, dass

in der Listerieninfektion beide Subtypen zur Kontrolle der Erreger nétig sind.

7.4 Klassische IL-6 Signaltransduktion ist ein
entscheidender Faktor fur die
Phagozytoseaktivitat inflammatorischer
Monozyten

Durch die phéanotypische Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass die Expression von
CD38 auf inflammatorischen Monozyten wihrend der Listerieninfektion durch die klassische
IL-6 Signaltransduktion reguliert wird. Eine Hauptaufgabe von inflammatorischen Monozy-
ten wahrend der Infektion ist die Beseitigung von Pathogenen durch Phagozytose und an-
schlieBender Lyse der Erreger [35]. In anderen Arbeiten wurde nachgewiesen, dass CD38 die
Phagozytoseaktivitdt von inflammatorischen Monozyten verstérkt [97]. Um zu testen, ob die
niedrige CD38-Expression auch in unserem Modell mit einer verminderten Phagozytoseak-
tivitdt von inflammatorischen Monozyten assoziiert ist, wurden verschiedene Versuche mit
markierten Listerien und Latex-Beads durchgefiihrt.

Zuerst wurde die Phagozytoseaktivitit in in vitro Experimente mit CFSE-markierten Listerien
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getestet. Durch die Markierung mit CFSE kann die Aufnahme von Listerien in Zellen mittels

AMyel ynd Kontrolltiere wurden mit Listerien

Durchflusszytometrie untersucht werden. //6ra
infiziert. Zwei Tage spéter wurden inflammatorische Monozyten aus Milzen, Lebern und Pe-
ritoneallavage isoliert und in vitro mit einem Uberschuss an CFSE-markierten Listerien inku-
biert. Jedoch konnte kein Unterschied in der Aufnahme von CFSE-markierten Listerien in in-
flammatorischen Monozyten zwischen den Mausgruppen festgestellt werden. Moglicherweise
waren die Zellen durch die Infektion und Inkubation so stark stimuliert, dass die klassische
IL-6 Signaltransduktion bei diesen Versuchsparametern keine Rolle spielte.

In einem alternativen Ansatz wurde daher ein in vivo Experiment mit Latex-Beads durchge-
fiihrt. Die Injektion der Latex-Beads wurde durchgefiihrt, da die in vivo Analyse der Phago-
zytoseaktivitdt mit CFSE-markierten Listerien eine letale Dosis von Listerien erfordert hitte.

Infizierten Il6ra®Mye!

und Kontrolltieren wurden eine Stunde vor der Analyse fluoreszierende
Latex-Beads injiziert. Diese Latex-Beads konnen in vivo von phagozytierenden Zellen auf-
genommen und mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden [98]]. Inflammatorische
Monozyten aus I[6ra“™* Mzusen nahmen signifikant weniger Latex-Beads auf als jene aus
Kontrolltieren. Auch war in beiden Mausgruppen klar zu erkennen, dass CD38-negative in-
flammatorische Monozyten weniger Phagozytoseaktivitit aufwiesen als CD38-positive Zel-
len. Dadurch kann eindeutig gezeigt werden, dass die klassische IL-6 Signaltransduktion eine
wichtige Rolle in der Phagozytoseaktivitit der inflammatorischen Monozyten spielt und mog-
licherweise eine Erkldrung fiir die eingeschrinkte Kontrolle der Listerieninfektion ist. Ob die
Reduktion der Phagozytoseaktivitiit durch die eingeschriankte CD38-Expression aufgrund der
fehlenden klassischen IL-6 Signaltransduktion verursacht wird oder ob es sich um zwei un-
abhédngige Mechanismen handelt, konnte durch die vorliegenden Experimente nicht gezeigt

werden.

7.5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die klassische IL-6 Signaltransduktion
elementar fiir die Listerienkontrolle ist. Diese Wirkung beruhte weder auf einer verschlechter-
ten Migration und Akkumulation noch auf einer verminderten Zytokinproduktion der inflam-
matorischen Monozyten. Die Ergebnisse, dass inflammatorische Monozyten aus infizierten
116ra®M! Miusen einen gesteigerten inflammatorischen Phiinotyp aufweisen, unterstiitzen die
bereits beschriebene Beobachtungen, dass IL-6 zur Differenzierung von alternativ aktivierten
Makrophagen beitrdgt. Auf Grund dieser veridnderten Differenzierung sollte man eine ver-

besserte Kontrolle der Listerieninfektion in I/6ra®“™¥® Miusen im Vergleich zu Kontrolltieren
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erwarten. Die Deletion der klassischen IL-6 Signaltransduktion fiihrte jedoch zur Reduktion
der CD38-Expression. CD38 ist essentiell fiir die Kontrolle der Listerien durch das angeborene
Immunsystem. CD38 wird zwar als Marker von M1 Makrophagen beschrieben, wir konnten
aber zeigen, dass IL-6 in der Lage ist die Expression von CD38 auch auf normalerweise antiin-
flammatorischen M2 Makrophagen zu induzieren, wodurch diese moglicherweise eine stirker
proinflammatorische Rolle einnehmen konnen. Auch ist die Phagozytoseaktivitit von IL-6Ra-
defizienten inflammatorischen Monozyten stark eingeschrinkt. Insbesondere CD38-negativen
Zellen zeigten eine verminderte Phagozytoseaktivitit. Bisher ist unklar, ob diese beiden Beob-
achtungen in einem direkten Zusammenhang stehen oder unabhéngig voneinander sind. Beide
Mechanismen konnten die eingeschrinkte Kontrolle der frithen Listerieninfektion in Folge der

Deletion der klassischen IL-6 Signaltransduktion erkléren.
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8 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten Hinweise auf grundlegende Mechanismen des Einflusses
der klassischen IL-6 Signaltransduktion auf die angeborene Immunantwort der Maus gegen
L. monocytogenes gezeigt werden. Jedoch ist der exakte Mechanismus noch unklar. Die klas-
sische IL-6 Signaltransduktion ist in der Differenzierung von M1 und M2 Makrophagen in-
volviert. Die Differenzierung von regenerativen M2 Makrophagen wird durch IL-6 induziert.
Jedoch scheinen diese durch IL-6 einen bakterioziden Phidnotyp anzunehmen. Untersuchungen
mit Miusen, welche die Cre-Rekombinase spezifisch in differenzierten M1 oder M2 Makro-
phagen exprimieren, wiirden eine Einsicht in die Effekte der klassischen IL-6 Signaltransduk-
tion in diesen Zelltypen geben. Zur Zeit existieren solche Mauslinien jedoch noch nicht [[131]].
CD38 ist nicht nur in der Phagozytose involviert [97], auch katalysiert CD38 die Umwand-
lung von Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) und Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADP) zu ADPR, zyklische Adenosindiphosphoribose (cADPR) und Nicotinsdureadenindi-
nukleotidphosphat (NAADP). Diese drei Metabolite dienen im Organismus als second mes-
senger und erhohen intrazelluldres Calcium [[132, [133]]. Die Calcium-Signaltransduktion iiber
purinerge Rezeptoren ist in der Regulation von Infektionen und Inflammation involviert [[134].
Um herauszufinden ob Verhinderung der klassischen IL-6 Signaltransduktion zu Defekten in
der Calcium-Signaltransduktion fiihrt, konnen diverse Experimente, wie zum Beispiel durch-
flusszytometrische Untersuchungen und mikroskopische Analysen lebender Zellen mit Cal-
cium sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen, durchgefiihrt werden. Auch nachgeordnete Zielpro-
teine von CD38, wie zum Beispiel der Calciumkanal TRPM2, konnen mit verschiedenen,
bereits existenten, Mausmodellen auf dhnliche Phinotypen hin untersucht werden. Des Wei-
teren muss der direkte Einfluss von CD38 auf die Phagozytoseaktivitit der inflammatorischen
Monozyten geklart werden, indem die Phagozytoseexperimente mit CD38KO Tieren durchge-
fiihrt werden. Durch diese Experimente konnten die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
bestitigt werden und die direkte Beziehung der klassischen IL-6 Signaltransduktion und CD38

zur frithen Immunantwort der Maus gegen L. monocytogenes aufgekliart werden.
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10 Anhang

10.1 Sicherheit und Entsorgung

351

Stoff H-Siitze P-Sitze
B-Mercaptoethanol | 301 + 331-310-315-317-318- | 273-280-302 + 352-304 + 340-
373-410 305 + 351 +338-308 + 310
Brefeldin A 301 301 + 310
EDTA 319 305 + 351 + 338
Formaldehyd 301 + 331 + 331-314-317-335- | 201-260-280-301 + 310-
341-350-370 330-303 + 361 + 353-304 +
340-310-305 + 351 + 338-308 +
310-403 + 233
Gentamicin 317-334 261-280-342 + 311
Ionomycin 302
Lysogeny Broth 315-319-335
Methanol 225-331-311-301-370 210-233-280-302 + 352-304 +
340-308 + 310-403 + 235
NH,CI 301-319 305 + 351 + 338
Paraformaldehyd 228-302-315-317-318-332-335- | 210-280-305 + 351 + 338

Phorbol 12-Myristat | 315

13-Acetat

Saponin 319-335 261-305 + 351 + 338
Trypanblau 350 301-308 + 313

Tryptic Soy Broth 315-319

Wasserstoffperoxid | 271-302-314-332-335-412 210-220-260-280-305 + 351 +

338-370 + 378

Tabelle 10.1: H- und P- Sitze der verwendeten Stoffe

Es wurden keine Stoffe verwendet, die in der KMR verzeichnet sind.

Alle Medien, Verbrauchsmaterialien und Glasutensilien wurden bei 121 °C und 1 Bar Uber-

druck autoklaviert.
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10.3 RNA-Sequenzierung: Differenziell exprimierte

Gene

Name Log, pAdj Ensembl Gene ID
FoldChange

lysozyme 2 -4,5661 0,00x 10 | ENSMUSG00000069516
lysozyme 1 3,5636 | 1,18x10*3 | ENSMUSG00000069515
predicted gene 5960 1,0857 | 2,97x10"® | ENSMUSG00000099775
interleukin 6 receptor, alpha -0,7595 7.47x10" | ENSMUSG00000027947
insulin-like growth factor 2 mRNA 0,9547 | 2,75x10'? | ENSMUSG00000033581
binding protein 2
coagulation factor II (thrombin) 0,8046 1,08 x10% | ENSMUSG00000021678
receptor-like 1
CD300 molecule like family mem- -0,6953 | 5,46x 10" | ENSMUSG00000034641
ber d
predicted gene 5150 -0,7415 | 9,37x 10 | ENSMUSG00000078780
dipeptidase 2 -0,7158 | 5,52x10% | ENSMUSG00000053687
septin 8 -0,4921 | 7,60x10% | ENSMUSG00000018398
meteorin, glial cell differentiation -0,4298 | 1,02x10% | ENSMUSG00000039208
regulator-like
low density lipoprotein receptor 0,5238 | 1,03x10% | ENSMUSG00000048058
class A domain containing 3
sodium channel, voltage-gated, ty- 0,6017 1,23x10% | ENSMUSG00000070304
pe 11, beta
serine (or cysteine) peptidase inhi- 0,5360 | 2,25x10% | ENSMUSG00000066363
bitor, clade A, member 3F
toll-like receptor 12 0,5378 | 4,60x10% | ENSMUSG00000062545
chimerin 2 0,6144 | 7,91x10% | ENSMUSG00000004633
ureidopropionase, beta 0,6468 | 8,35x10% | ENSMUSG00000033427
ATP-binding cassette, sub-family G -0,5393 | 2,34x10% | ENSMUSG00000029299
(WHITE), member 3
kynureninase (L-kynurenine hydro- 0,5019 | 2,34x10% | ENSMUSG00000026866
lase)
kinesin family member C3 -0,5923 | 2,46x10% | ENSMUSG00000031788
serine/threonine kinase 39 -0,4493 | 8,50x 10 | ENSMUSG00000027030
osteoclast stimula- -0,5777 | 2,26x10% | ENSMUSG00000027670
tory transmembrane
prhttps://i.kinja-img.com/gawker-
media/image/upload/x0kb621yiuoSnrge6epq.jpgotein
G protein-coupled receptor 83 0,5706 | 2,95x10% | ENSMUSG00000031932
serine (or cysteine) peptidase inhi- 0,5102 | 3,48x10% | ENSMUSG00000023224
bitor, clade G, member 1

105




Name Log, pAdj Ensembl Gene ID
FoldChange

guanylate binding protein 11 0,4461 | 3,48x10% | ENSMUSG00000092021

BMP and activin membrane-bound -0,4448 | 3,73x10% | ENSMUSG00000081219

inhibitor, pseudogene (Xenopus

laevis)

Kruppel-like factor 11 -0,4316 | 3,75x10% | ENSMUSG00000020653

megakaryocyte-associated tyrosine -0,5206 | 4,00x10% | ENSMUSG00000004933

kinase

dual specificity phosphatase 6 -0,3907 | 4,15x10% | ENSMUSG00000019960

copine II -0,4161 | 4,15x10% | ENSMUSG00000034361

predicted gene 27252 0,5167 | 4,18x10% | ENSMUSG00000098708

serine protease inhibitor, Kunitz ty- -0,3952 | 4,59%10% | ENSMUSG00000027315

pe 1

immunoglobulin kappa variable 5- 0,4100 | 6,44x10% [ ENSMUSG00000076569

39

rho/rac guanine nucleotide ex- 0,4434 | 6,93x10% | ENSMUSG00000004568

change factor (GEF) 18

sortilin 1 0,4169 | 6,97x10% | ENSMUSG00000068747

secreted phosphoprotein 1 -0,5309 | 6,97x10% | ENSMUSG00000029304

serine incorporator 3 0,3670 | 7,84x10% | ENSMUSG00000017707

leukemia inhibitory factor receptor 0,4412 | 8,34x10% | ENSMUSG00000054263

signal transducing adaptor family -0,5121 | 8,34x10% | ENSMUSG00000029254

member 1

predicted gene, 23935 -0,4976 | 9,07x10% | ENSMUSG00000076258

exocyst complex component 3-like 0,4532 | 1,00x 10 | ENSMUSG00000021280

4

dual-specificity tyrosine-(Y)- 0,4949 | 1,00x 10 | ENSMUSG00000016526

phosphorylation regulated kinase

3

chemokine (C-C motif) receptor 5 -0,3799 1,14x10% | ENSMUSG00000079227

nocturnin -0,4647 | 1,36x10% | ENSMUSG00000023087

spondin 1, (f-spondin) extracellular -0,2850 | 1,44x10°* | ENSMUSG00000038156

matrix protein

allograft inflammatory factor 1 -0,3202 | 1,47x10°2 | ENSMUSG00000024397

legumain -0,3555 | 1,50x10% | ENSMUSG00000021190

zinc finger protein 608 -0,4232 | 1,59x10% | ENSMUSG00000052713

CD72 antigen -0,4571 | 1,59x10% | ENSMUSG00000028459

pleckstrin homology domain con- -0,2858 | 1,59x10° | ENSMUSG00000015745

taining, family O member 1

family with sequence similarity 0,3993 | 1,72x10% | ENSMUSG00000040339

102, member B
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Name Log, pAdj Ensembl Gene ID
FoldChange

UDP-N-acetyl-alpha-D- -0,4056 | 1,83x10% | ENSMUSG00000037280

galactosamine:polypeptide N-

acetylgalactosaminyltransferase

6

TBC1 domain family, member 2 0,3768 | 2,03x10% | ENSMUSG00000039813

sterol O-acyltransferase 2 -0,4589 | 2,09x10% | ENSMUSG00000023045

LIM domain only 1 0,4841 | 2,23x10% | ENSMUSG00000036111

CD300 molecule like family mem- -0,4234 | 3,14x10% | ENSMUSG00000063193

ber B

transmembrane protein 154 0,3646 | 3,62x10% | ENSMUSG00000056498

docking protein 2 -0,4660 | 3,71x 10 | ENSMUSG00000022102

integrin beta 5 -0,4660 | 3,71x102 | ENSMUSG00000022817

plasminogen activator, urokinase -0,3280 | 3,71x10% | ENSMUSG00000021822

phospholipid phosphatase 1 0,4584 | 3,71x10% | ENSMUSG00000021759

src-like adaptor 0,3305 | 3,71x 10" | ENSMUSG00000022372

nuclear receptor subfamily 1, group -0,3748 | 3,71x10% | ENSMUSG00000002108

H, member 3

phosphoinositide-3-kinase interac- 0,4581 3,71x10% | ENSMUSG00000034614

ting protein 1

cytochrome b561 family, member 0,2998 | 3,71x10% | ENSMUSG00000034445

A3

RAB27A, member RAS oncogene 0,2856 | 3,95x 10" | ENSMUSG00000032202

family

family with sequence similarity 0,4170 | 3,98x10% | ENSMUSG00000038174

126, member B

TBC1 domain family, member 14 0,3313 | 4,13x10% | ENSMUSG00000029192

solute carrier family 12, member 7 -0,3724 | 4,23x10% | ENSMUSG00000017756

guanylate-binding protein 10 0,4144 | 4,42x 10" | ENSMUSG00000105096

aryl-hydrocarbon receptor -0,3993 | 4,52x10% | ENSMUSG00000019256

CD33 antigen 0,4610 | 4,52x10% | ENSMUSG00000004609

predicted gene 45043 0,4408 | 4,52x10% | ENSMUSG00000109291

tubulin, beta 6 class V -0,3323 | 5,04x10% | ENSMUSG00000001473

immunoglobulin heavy variable 1- 0,3605 | 5,04x10% [ ENSMUSG00000094088

64

dehydrogenase/reductase (SDR fa- -0,4418 5,33x10% | ENSMUSG00000066026

mily) member 3

transmembrane protein 8 (five 0,3158 5,48 x10% | ENSMUSG00000024180

membrane-spanning domains)

G protein-coupled receptor 141 0,2899 | 5,72x10% | ENSMUSG00000053101

immunoglobulin kappa variable 4- 0,3326 | 6,20x10% | ENSMUSG00000095753

53
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Name Log, pAdj Ensembl Gene ID
FoldChange

expressed sequence AW 112010 0,3540 | 6,71x10% | ENSMUSG00000075010

chromodomain protein, Y 0,3870 | 6,75x10°% | ENSMUSG00000031758

chromosome-like 2

BCL2/adenovirus E1B interacting -0,3336 | 7,08x10% | ENSMUSG00000078566

protein 3

serine (or cysteine) peptidase inhi- -0,3905 | 7,35x10% | ENSMUSG00000026315

bitor, clade B, member 8

family with sequence similarity 89, 0,3821 | 7,72x10% | ENSMUSG00000043068

member A

membrane-spanning  4-domains, 0,4375 | 7,76 x10% | ENSMUSG00000024730

subfamily A, member 8A

carbonic anhydrase 5b, mitochon- -0,4342 | 8,06x10° | ENSMUSG00000031373

drial

suppression of tumorigenicity 14 0,3443 | 8,17x10% | ENSMUSG00000031995

(colon carcinoma)

choline kinase alpha 0,2762 | 8,61x10% | ENSMUSG00000024843

cysteinyl leukotriene receptor 1 -0,3174 | 8,61x10% | ENSMUSG00000052821

Fc receptor, IgG, low affinity IV -0,3082 | 8,61x10% | ENSMUSG00000059089

CD82 antigen 0,3015 | 8,96x10% | ENSMUSGO00000027215

insulin-like growth factor binding -0,4126 | 9,54x10°2 | ENSMUSG00000023046

protein 6

arginase, liver -0,4215 | 9,56x 109 | ENSMUSG00000019987

glutathione synthetase -0,3245 9,67x10% | ENSMUSG00000027610

chemokine (C-C motif) ligand 24 -0,3794 | 9,67x10° | ENSMUSGO00000004814

microtubule associated tumor sup- 0,4245 | 9,94x10% | ENSMUSG00000029651

pressor candidate 2

Tabelle 10.2: Rohdaten der RNA-Sequenzierung
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